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Palabras clave: K. marxianus, integracién cromosomal, gen LACA4.

Introduccién. La atencién en el estudio de las levaduras
se ha centrado histéricamente en Saccharomyces
cerevisiae y la disponibilidad de herramientas moleculares
para estudiar y manipular levaduras no Saccharomyces,
también denominadas levaduras no convencionales son
limitada. Entre estas levaduras, K. marxianus es de
interés debido a sus excelentes capacidades secretoras,
de termotolerancia, asimilacibn de una variedad de
fuentes de carbono de bajo costo, entre otras propiedades.
A medida que se disponga de mas herramientas de
manipulacién genética, existira mayor probabilidad de que
K. marxianus tenga un impacto significativo en los sectores
biotecnolégicos y biofarmacéuticos.

El objetivo de este trabajo consisti6 en desarrollar e
implementar una herramienta molecular propia para la
integracion de genes en el genoma de la levadura
K. marxianus aislada de la planta de agave, buscando
valorizar el microbiota mexicano.

Metodologia. El plasmido templado pASKanMX que
contiene el casete LAC4 de disrupcién (Fig. 1), se disefié
con base en una estrategia previamente reportada (1) y se
introdujo en K. marxianus mediante quimiotransformacion
(2). LAC4 codifica para la B- galactosidasa y KanMX
confiere resistencia a geneticina.

1328 R p 3
1< Ay 4
ool l o
Integracdn
— .

Figura 1. Mapa de pASKanMX. Se muestra la estrategia para la integracién del
casete de inactivacion en el gen cromosomal LAC4 de K. marxianus 24. Los
primers utilizados se resaltan en morado.

Resultados. Confirmacion de la integracion del casete por
PCR. La integracidon del casete LAC4 se confirmé por PCR

BioTecnologia, Ao 2021, Vol. 25 No. 4

utilizando los primers LAC4 Fwd y LAC4 Rev (con
homologia al gen LAC4) y Kanl y Kan2 (con homologia al
marcador de resistencia KanMX) (Fig. 1). LAC4 Fwd y
LAC4 Rev amplifican un fragmento de 2.5 Kb para el alelo
silvestre de LAC4 y de 4.0 Kbcuando este gen esta
interrumpido por KanMX. Por su parte, Kanl y Kan2 s6lo
deben amplificar un fragmento de 1.6 Kb que corresponde
a KanMX. Al analizar las transformantes, observamos la
presencia del alelo de tipo silvestre en todas las
candidatas, asi como también un fragmento
correspondiente al casete de disrupcion (Fig. 2, carril 4 y
9), lo cual es posible ya que sabemos que la cepa utilizada
es diploide. Por otro lado, con los primers para KanMx, se
observa una banda a partir del DNA genémico (Fig. 2,
carril 5y 8), confirmando que el casete se integré en el
locus de interés.

L

Fig. 2. Confirmacion de la integracion del casete de inactivacion en
K. marxianus 24. Con oligos LAC4 Fwd y LAC4 Rev: 2. Cepa silvestre, 3.
pASKanMX, 4 y 9. Transformantes. Con oligos Kanl y Kan2: 5y
8. Transformantes, 6. Cepa silvestre, 7. pASKanMX. Marcador: 1y 10.
Conclusiones. La integracion de genes con este sistema
requiere de una gran homologia en las regiones que
flanquean el casete, ya que existe una predominancia por
la recombinacion no homéloga en esta levadura. Este es
el primer trabajo en el que se demuestra que es factible
introducir DNA exdégeno en cepas autdctonas de K.
marxianus. El siguiente paso consistira en la edicion del
sistema de recombinacion.
Agradecimiento. Apoyo PRODEP 47410680 vy
proyecto divisional “Microbiologia de Bioprocesos” del
DPT de la UAM Cuajimalpa.
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Introduccion. Las cepas del género Acinetobacter se
caracterizan por ser estrictamente aerobias, no
fermentativas, Gram negativas y saprofitas de vida libre.
Son de interés biotecnolégico por su buena capacidad de
transformacion, recombinacion genética eficiente (1) y
algunas degradan compuestos aromaticos, furanos y
acidos organicos (2). La biomasa lignocelulésica se puede
usar como materia prima para generar productos de valor
agregado pero debe someterse a un pretratamiento para
poder extraer los hidratos de carbono que se utilizan como
sustrato (3). Los pretratamientos mas comunes tienen la
desventaja de generar compuestos toxicos para los
microorganismos usados en su aprovechamiento (4). No
obstante, existen microorganismos capaces de tolerar
estos compuestos e inclusive, catabolizarlos o
biotransformarlos en compuestos menos toxicos (5). En
este trabajo se evalu6 la capacidad detoxificadora de la
cepa A. baylyi ADP1 sobre el furfural, en presencia de
acetato como Unica fuente de carbono. Estos compuestos
son dos de los inhibidores mas comunes generados tras el
pretratamiento acido a altas temperaturas de biomasa
lignoceluldsica.

Objetivo: Determinar en la cepa de A. baylyi ADP1 el
compuesto al que es biotransformado el furfural (F), su
velocidad de biotransformacion y los posibles genes
involucrados en dicho proceso. Evaluar el papel del
alcohol furfurilico (FOH) como intermediario durante la
biotransformacién.

Metodologia. Cinéticas de crecimiento. 30°C y 250 rpm
en medio liquido M9 en presencia de F o FOH 1 g/L y
acetato 2 g/L. La concentracion de estos analitos se
monitored mediante HPLC. Tras 8 horas, se obtuvieron los
sobrenadantes y se aislo el compuesto proveniente de la
biotransformacién de F y FOH, se analiz6 mediante FT-IR,
1H-NMR y =C-NMR. La velocidad de biotransformacion de
F se determind una vez que las células alcanzaron la fase
estacionaria solo en presencia de acetato 4 g/L; después,
se afiadieron pulsos de F 0.5 g/L y mediante un método
colorimétrico se determind su presencia. Posibles genes
involucrados en la biotransformacion. Se realiz6 un
andlisis transcripcional mediante RT-gPCR (2=CT) sin y
con F en el medio.

Resultados. La figura 1 muestra el comportamiento de
A. baylyi ADP1 en presencia de acetato y F o FOH.
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A medida que el F o FOH se agoto, se identificé por HPLC
un nuevo compuesto, el cual, se analiz6 mediante IR, :H-
NMRy =C-NMRy se determind que se trataba del difurfuril
éter.

/0 /0 " /9 B
J_o + N0 + H — (S _on + 0T — KA oL

Furfural Furfuryl alcohol Difurfuryl ether

Fig. 2. Reacciones propuestas durante la biotransformacion del F.

En la fase estacionaria del cultivo se determind que la
velocidad de biotransformacion del furfural es de 1 g/L/h.
El andlisis transcripcional revelé un aumento en la
expresion de los genes frmA, areB, pntA-1y pnt-A2.

Nivel de expresion

Absorbancia (DO a 600 nm)

=)

Tiempo (horas)

Fig. 3. Izquierda: pulsos de F 0.5 g/L. Derecha: Nivel de expresion de genes
Conclusiones. A. baylyi ADP1 detoxifica el F a una
velocidad de 1g/L/h, siendo el FOH el intermediario de este
proceso y obteniéndose difurfuril éter como producto final.
Dos de las alcohol deshidrogenasas responsables de la
biotransformacion del F son FrmA y AreB.
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Introducciéon. Quorum sensing (QS) son mecanismos de
comunicacion celular que coordinan la expresién genética
bacteriana en respuesta a moléculas de sefializacion [1].
En Bacillus thuringiensis (Bt) el sistema de QS NrpR-
NprRB actlla como regulador transcripcional y/o como
modulador del inicio de la esporulacién [2]. Bt es el
microorganismo mas utilizado en biotecnologia y se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, sin
embargo, poco se sabe sobre su ecologia o sobre la
regulacion de las funciones que permiten su
supervivencia en habitats distintos a los de los insectos-
hospedadores, como el suelo, las raices de las plantas o
como enddfito vegetal [3].

El objetivo del trabajo fue evaluar la participaciéon
del sistema de QS NprR-NprRB sobre el fenotipo
de dispersion y fitness de Bt.

Metodologia. Se realizaron diversos ensayos
de dispersiény fitness de biopeliculas de Bt utilizando las
cepas Bt8741 silvestre y mutantes derivadas con delecion
en el casete nprR-nprRB y complementadas con los
genes nprR y nprR-nprRB. Para ello, se realizaron
mediciones del radio de las colonias y se contabilizaron
las UFC, después de 7 dias de incubaciéon a 30° C en
medios convencionales y extracto de suelo. Se realizaron
ensayos de interaccion para evaluar la participacion de
componentes extracelulares y se evalué el efecto de la
adicion exégena del péptido sintético de NprRB
(SKPDIVG) y del lipopéptido surfactina.

Resultados. Se requiere de la presencia de los
genes nprR y nprRB para la dispersion de la biopelicula
de Bt, tanto en medios convencionales como en el suelo
(Figura 1). En los ensayos de interaccién entre la cepa Wt
y la cepa mutante complementada con el receptor NprR,
no se logré rescatar el fenotipo de dispersion. Este
resultado se corrobor6 mediante imagenes de
fluorescencia, donde se observé que la cepa mutante
permanecid localizada en el centro de la biopelicula
mientras que la cepa Wt se disperso en la superficie del
agar; sin embargo, el fenotipo se recuper6 al afadirse de
forma exdgena una concentracién de 500 nM del péptido
sintético de NprRB (SKPDIVG). La adicion del péptido no
tuvo ningun efecto en el fenotipo de dispersion cuando el

BioTecnologia, Ao 2021, Vol. 25 No. 4

receptor NprR estd ausente. Por lo que el fenotipo de
dispersion requiere, tanto el péptido de sefalizacion
maduro como su reconocimiento por el receptor NprR. Se
encontr6 que la dispersion de la biopelicula es
proporcional al fitness, por lo que la cepa Wt tuvo un
mejor fithess que las cepas mutantes. Dado que NprR
regula la sintesis del lipopéptido kurstakina [4], se
hipotetizé que este biosurfactante podria participar en la
dispersion, la adicién de surfactina exdgena restauré el
fenotipo de dispersion en la cepa mutante. Estos
hallazgos no habian sido reportados previamente y
demuestran la relevancia y la esencialidad del sistema de
QS NprR-NprRB en la evolucién y ecologia del estilo de
vida libre de Bt.

Bnpri-reeR
[FiparR-HipeRE]

Figura 1. Fenotipo de dispersion de la cepa Wty mutantes derivadas. La
escala indica 5 mm.

Conclusiones. El sistema de QS NprR-NprRB participa
en la dispersion de biopeliculas de Bt. EI mecanismo
molecular podria ser mediado por la regulacién de la
sintesis de kurstakina o alguna otra molécula surfactante.
Finalmente, el fenotipo de
dispersion podria jugar un papel relevante en la ecologia
y estadios de vida libre de la bacteria.
Agradecimiento. Al CONACYT, por la beca de posgrado
No. 449242 a Abel Verdigo Fuentes y por el
financiamiento del proyecto No. 267837 a cargo de la Dra.
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS DEL TRACTO INTESTINAL DE
TILAPIA NILOTICA (OREOCHROMIS NILOTICUS) Y SU ACTIVIDAD ENZIMATICA (PROTEASAS,

LIPASAS Y CARBOHIDRASAS).
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Palabras clave: Bacterias acido lacticas, lactobacilos plantarum, enzimas

Introduccion. Los efectos de los probiéticos derivados de
bacterias acido lacticas (BAL), se han relacionado con la
modulacién de la microbiota intestinal, el establecimiento
de microorganismos benéficos y actividades enzimaticas
digestivas, esto aumenta la digestibilidad de nutrientes y
la utilizaciébn de alimentos [1]. Los microrganismos
probidticos han tenido un crecimiento exponencial, por las
propiedades benéficas que confieren dentro del sector
acuicola [1,3]. Los probidticos proporcionan un beneficio
real y son una alternativa viable y sobre todo sustentable
[2]. El presente trabajo, tiene como objetivo Aisladar BAL
de la microflora gastrointestinal de tilapia nilética
y determinar su capacidad proteolitica, lipolitica
y carbohidrasa

Metodologia. Se emplearon intestinos de alevines
de tilapia en etapa exponencial de crecimiento,
el aislamiento de bacterias acido lacticas se llevo
acabo en medio agar MRS incubados a temperatura
ambiente por 48 h tal como sefiala Bustos Gutiérrez [2].
Para la identificacion primaria de las bacterias se emple6
la técnica bacteriolégica de tincién diferencial de Gram.
La identificacion bioquimica de las cepas de BAL se
realiz6 con el sistema APl 50 CHL, las galerias
fueron incubadas por 48 horas a 35°C. Las
actividades enzimaticas [4] se determinaron
cualitativamente de acuerdo con métodos modificados.
Los extractos proteicos de BAL fueron obtenidos por
medio de lisozima y precipitados a diferentes
concentraciones de sulfato de amonio [5].

Resultados. Las morfologias bacterianas
encontradas coinciden con las caracteristicas de BAL
[1,2]. Se aislaron colonias bacterianas Gram (+) con
morfologia de bacilos y cocos y se sometieron a analisis
cualitativo ante inductores como la leche descremada,
nata de leche o sacarosa. De acuerdo al resultado
se seleccionaron 3 de los aislados que presentaron
la mayor actividad enzimatica medida como tamafio
de halo de hidrdlisis. Las pruebas bioquimicas de
los aislados seleccionados identificaron los aislados
como Lactobacillus plantarum 1. Por otro lado, a partir
del fraccionamiento del cultivo se observé que la
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mayor actividad enzimatica residié en el paquete celular,
sugiriendo que la actividad fue asociada a la biomasa.

Fig. 1. Caseindlisis radial de L. plantarum aislada de Tilapia nilotica PC (paquete
celular), SN (Sobrenadante), SOL (Solucién)

Tabla 1. Actividad hidrolitica (en milimetros de halo de hidrdlisis) del paquete
celular del L. plantarum (aislado 16)

Lipasa Proteasa Carbohidrasa
26 mm 20 mm 23 mm
Conclusiones. Se aislaron e identificaron

Lactobacillus plantarum provenientes del tracto intestinal
de Tilapia nilotica que mostraron las mejores actividades
de proteasas, lipasas y carbohidrasas.

Agradecimiento. Al Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada:
1002067 entre 2019 y 2021.
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Palabras clave: Exopolisacaridos, Bacterias acido-lacticas, sedimentos costeros

Introduccion. Las bacterias acido lacticas (BAL) son
consideradas GRAS (Generally Recognized as Safe) y
son un amplio grupo de microorganismos en forma
de cocos y bacilos de longitud y grosor variable (0.5 —
0.8 um); con fisiologia uniforme, no formadoras de
esporas, de pared Gram-positiva, anaerobias
facultativas, catalasa negativa e inmdviles (1,2). En su
superficie algunas BAL producen de manera natural
polisacéridos de cadena larga con unidades repetidas de
azlcares denominados exopolisacarido (EPS) (2,3).
Dentro de este grupo se han aislado e identificado BAL
del género Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Enterococcus y Weissella, proveniente de sedimentos
costeros (4).

Nuestro  objetivo  es buscar nuevas cepas
BAL productoras de EPS aislados de sedimentos.
Metodologia. Se utilizaron 17 cepas

aisladas previamente de sedimentos costeros de la
Peninsula de Yucatan y una cepa aislada de residuos
citricos. Las cepas se sembraron en medio solido MRS
usando el método de estriado, incubando a 35°C por 48
horas. Se tomaron colonias aisladas del cultivo anterior y
se llevaron a cabo las siguientes pruebas de
identificacién: tinciébn de Gram, prueba de catalasa y
morfologia de colonia. Se seleccionaron dos cepas para
evaluar la produccién de EPS. Se us6 un medio minimo
liguido (NaH2POs-H20, MgS04-7H20 y NazHPOa4)
suplementado con sacarosa en dos concentraciones (50 y
200 g/L). Se incubaron a 40°C, 150 rpm durante 48 horas.
Se utilizé una adaptacién del método de precipitacién con
etanol (etanol al 96% a -17.1°C durante 24 h) (5) para
obtener el EPS producido a las 48 horas y la cantidad de
EPS (mg) se determind por peso en una estufa a 70°C.
Se utiliz6 un analizador bioquimico YSI 2900 para
cuantificar los azlcares del medio durante el crecimiento
de cada cepa.

Resultados. Todas las bacterias aisladas de los
sedimentos dieron una respuesta positiva a la tincion
Gram y negativa a la prueba de catalasa, con forma de
cocos, con colonias uniformes y de aspecto Mucoide (Fig.
1); reconociendo claramente las caracteristicas de BAL
(Tabla 1). EI EPS producido por CSI27 se estim6 en 25.82
g/L, mientras que la cepa Xer-19 produjo 28.42 g/L,
valores similares reportados en aislamientos de BAL de
lacteos crudos (3). El andlisis bioquimico de la
fermentacion report6 la presencia de glucosa y sacarosa,
por lo que se concluye que el EPS
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producido podria ser un heteropolisacarido compuesto por
unidades de glucos'a y fructosa.
» ~

Fig. 1. Estriado de las cepas (A). Aislamiento de colonias ;;uras de las cepés (B).
Vista microscépica éptica 100X de la cepa CSI27 con tincion Gram (C).

Tablal. Caracterizacién microscépica y macroscépicas de las cepas.
Cepa Catalasa Gram Forma Rasgo

CLM1, CLM2, - 1
CLM3, CLM4,
CLMS8, CLM9,
CLM10
CsSl27, CSl2s, - +
CSIl29, CSI30,
CSI31, CSI32,
CSI33, CSI34,
CSI35, CSI36
Xer-19 — +
*CLM= Cepa aislada de sedimentos de la Laguna Maravillas, *CSI= Cepa aislada

de sedimentos de la Laguna de Silvituc, *Xer-19= Bacillus sp. aislada de
residuos agroindustriales citricos.

Conclusiones. En este estudio, una de las 17 cepas
aisladas de sedimentos costeros identificadas como BAL
(CSI27), demostré mejor capacidad para producir EPS con
un rendimiento de produccion de 25.82 g/L. en
comparacion con los 28.42 g/L que produjo la aislada de
residuos citricos. Lo que indica que la diversidad
bacteriana de los sedimentos presenta un potencial uso
para su aplicacion biotecnoldgica debido a su capacidad
de produccion de EPS.

Agradecimiento. FOSEMARNAT-2004-01-280 por las
cepas aisladas de sedimentos, proporcionadas para
realizar este trabajo en el CIATEJ Subsede Sureste.
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CARACTERIZACION DE CONSORCIOS MICROBIANOS CAPACES DE PRODUCIR CELULOSA A

PARTIR DE LA FERMENTACION DE MORINGA.
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Palabras clave: kombucha, moringa, celulosa microbiana.

Introduccién. Kombucha es una bebida
fermentada elaborada mediante una simbiosis de
bacterias y levaduras, donde se genera dos productos:
una bebida fermentada y celulosa microbiana (CM) esta
Ultima tiene propiedades como gran capacidad de
absorcidn de agua y resistencia a la traccion. Por lo cual
la CM ha tenido diferentes aplicaciones en el é&rea
biomédica, nanotecnologia, como ingrediente alimentario
y como material de envasado (1). La moringa (Moringa
oleifera) es una planta reconocida mundialmente por sus
grandes beneficios a la salud destacando su capacidad
antioxidante y antimicrobiana (2) pero existe poco
aprovechamiento de su tallo.

El objetivo de este proyecto es identificar los géneros
de bacterias presentes en los consorcios y la produccion
de CM utilizando como medio de fermentacion tallo de
moringa.

Metodologia. Se utilizaron cinco consorcios microbianos
denominados original (COR), pifia (CPN), uva
(CUV), frambuesa (CFM) y frutos rojos (CFR). Un
andlisis metagendmico por 16S rRNA para las bacterias,
con un kit de secuenciaciébn para 16S A26216 y un
analisis bioinformatico. El fermentado de moringa se
elaboré con sacarosa, moringa y agua destilada a 85°C.
Posteriormente se inoculo el medio con cada consorcio y
se incubo a 25 °C por un periodo de 13 dias. Finalmente
se cuantifico el peso de la CM en condiciones himedas y
secas a 44 °C por 48h.

Resultados. El analisis metagenémico mostré que
los cinco consorcios de kombucha coincidieron que el filo
mas abundante fue Proteobacteria, clase
Alphaproteobacteria vy géneros  Acetobacter vy
Gluconobacter (Fig. 1) que son los mas abundantes en
general en kombucha (3). La principal bacteria encargada
de la sintesis de celulosa es Acetobacter xylinum (1). Para
la biomasa generada en cada consorcio se evaluaron dos
factores: el espesor y el peso hiumedo y seco (Tabla 1).
En el peso seco y humedo hay una diferencia significativa
(p<0.05) entre cada pelicula generada, mediante una
comparacion de medias se demostr6 que en peso
hamedo las que presentan mayor masa son COR y CPN,
en cuanto a el peso seco hay una gran diferencia donde
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COR tiene mayor biomasa. El incremento de la biomasa
es debido a la cantidad de microorganismos productores
de la celulosa. Se observé el mayor desarrollo de la
biomasa a los 14 dias indicando que el tiempo de
fermentacion es proporcional a la cantidad de biomasa
generada durante la duracion del experimento (4). Por
ultimo, el espesor se relaciona con el peso obtenido de la
celulosa, siendo COR el que presenta mayor espesor

y peso en comparacion a los otros consorcios.
Tabla 1. Peso seco (PS), himedo (PH) y espesor (E) promedio de los cinco
consorcios

Consorcio PS (g) PH (g) E (mm)
CFM 0.085+0.017 b 2.627+£0.792b  0.097 £+0.021b
CFR 0.165+0.091 b 3.166+2.302b 0.100+0.016 b
COR 0.321+0.072 a 8.222+1.573a 0.188+0.022a
CPN 0.129 £+ 0.036 b 4.325+2977a 0.108+0.013b
cuv 0.1211+0.030b  4.081+2.353b 0.099 +0.019b

Seccesmerbacin, 1IN
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Fewickecimeoees, EL1TR

Dres, 107
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Fig. 1. Abundancia relativa de familias y géneros, detectada para los cinco
consorcios analizados.

Conclusiones. La presencia de Acetobacter en los
cinco consorcios promueve la produccion de celulosa en
medio de moringa, siendo COR y CPN los que tienen
mayor abundancia de Acetobacter y por ende mayor
produccion de CM.
Agradecimiento. Al Centro de Investigacion Cientifica y
de Educacion Superior de Ensenada (CICESE), por la
colaboracion en el &rea de metagendémica.
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Palabras clave: DEGs, Yarrowia lipolytica, Biolipidos.
sefialando que Y. lipolytica activa una mayor cantidad de
genes al momento de sintetizar lipidos.

Se obtuvo una lista de 15 DGEs mas significativos
(P<0.05). Para comprender la relacién de funcionalidad de
los 15 DEGs se analizaron redes de interaccién en STRING
y GO (Fig. 2).

Introduccion. En los (ltimos afios ha aumentado
el interés en el uso de Yarrowia lipolytica por
sus caracteristicas bioquimicas y capacidades
metabdlicas que le permiten asimilar diferentes fuentes
de carbono, incluyendo materiales hidrofébicos e
hidrofilicos conduciendo a su aplicacién en la produccion
de metabolitos y particularmente de biolipidos
(1,2). Este trabajo se centra en la aplicacion de | iu-

diversas herramientas bionformaticas para obtener : LY L4 m
una visualizacion mas clara y concisa de lo que ™ 1 v ,
estd ocurriendo a nivel bioquimico, metabdlico = . i
y transcripciénal durante la produccion de biolipidos en u W/ "'..l‘ 15 v [ i
Y. lipolytica, mediante el analisis de expresion diferencial ) ' o iy ———
de genes a partir del andlisis del microarreglo L ot
GSE35447 (GEO Accession viewer (nih.gov)) Il'u; '\l.f \j‘ e [

E b e [ERER

Metodologia. El andlisis se realizé a través de una
base de datos de muestras obtenida de GEO dataset
con ID “GSE35447” ejecutado en la plataforma
GPL15177 Agilent-031148 Y. lipolytica V2. Se hizo el
seguimiento de los DEGs analizados durante la etapa de

Fig. 1. Gréficas de volcano de los DEG’s de Y. lipolytica a diferentes tiempos de
produccion de biolipidos. LosDEGs identificados durante la produccién de
biolipidos de Y. lipolytica. Los DEGs totales fueron 14322. Para cada tiempo una
proporcidn diferencial de DGEs fueron sub o sobre expresados. Tomandose
como referencia la expresion al tiempo 119 h, previo al estadio D-stat (previo a
biosintesis). Los (®) representan DEG’s regulados a la alza y () a la baja.

produccion de biolipidos de Y. lipolytica en configuracion
D-stat. Acorde a los datos del microarreglo los
experimentos D Stat se realizaron en un biorreactor de T H
tanque agitado de 3L con Vop de 1.5 L, Oxigeno mayor ey e Ul ORY
a 20% (oxigeno no limitante), temperatura de 28 °C y pH S

5.6. A partir de las caracteristicas de los datos del im0 |
microarreglo, se hizo la construccién de grupos con base :

en los tiempos de produccién partiendo de 119 h

(referencia) y de 139 h a 189 h (tiempos indicados en s, wmap

Fig. 1). Los datos obtenidos se procesaron y filtraron

mediante la aplicacion de las librerias ‘GEOquery’,

limma’ y ‘umap’. de la plataforma RStudio en GEO2R. A Conclusiones. Sélo 9 de los 15 DEGs identificados durante
partir del microarreglo normalizado se seleccionaron la  produccion de biolipidos en Y. lipolytica estan
genes con P<0.05. Se obtuvo una lista de DEGs los bien caracterizados, lo que sefiala una amplia area de
cuales se analizaron en GeneBar!k_, STRING y GO. oportunidad en el estudio de este organismo. Las proteinas
Recursos que permitieron un analisis sistematico y identificadas se dividen en: Enzimas de interconversion
biologico molecular de los DEG’s. metabdlica, proteinas  acarreadoras 'y  proteinas
transportadoras correlacionadas a procesos biolégicos de
metabolismo, adaptacion, crecimiento, desarrollo) y de
localizacion.
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Fig. 2. Analisis en STRING y
GO de los 15 DEG’s de
Y.lipolytica. Se presentan 3
resultados

representativos de los
ejecutados para todos los
genes identificados como
DEGs durante la produccion
de biolipidos en Y. lipolytica
a diferentes tiempos.
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Resultados. En la figura 1 se muestran las gréaficas
de volcan que permiten apreciar la expresion diferencial
de genes de Y. lipolytica a diversos tiempos de
produccion de biolipidos. En la tabla adjunta en Fig. 1,
se presentan la cuantificacién de DEGs con sub o sobre
expresion. En los tiempos de 165 a 190 se observa la
activacion de muchos méas genes (2819 a 1728),
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Introduccioén. La industria porcina representa un 20% de
la industria de produccién de carne en México. Una de las
enfermedades que afecta su  produccibn es
la pleuroneumonia porcina, cuyo agente etioldgico es
la bacteria Gram negativa
Actinobacillus pleuropneumoniae. Este microorganismo
codifica para varios factores de virulencia, siendo los mas
importantes las exotoxinas Apx |, II, lll, y IV (1). Las vacunas
de subunidades son unas de las opciones
mas prometedoras para ayudar en el control de
la enfermedad. Para validar el proceso de produccién
de estas vacunas es necesario hacer
pruebas inmunoldgicas (2). El objetivo de este trabajo
es desarrollar un sistema heterélogo para la produccion
de fragmentos de las toxinas Apx I, I, y 1l en
Escherichia coli con el fin de obtener sueros hiperinmunes
para un inmunoensayo adecuado.

Metodologia. Expresion heterdloga. Se
seleccionaron secuencias parciales de las tres toxinas para
ser clonadas en el vector pET28-b(+) y expresadas en E.
coli BL21 DE3+ de manera independiente (3). Cinética
de crecimiento. Se realizé en 50 ml de medio Terrific
Brothy se indujo con IPTG. La proteina se recuperd en
buffer para cuerpos de inclusion (25 mM Tris HCI, 100
mM NaCl, 8 M Urea, pH: 7.5) (4). Purificacion. La
purificacion se llevo a cabo en columna de afinidad HisPrep
FF 16/10 en un sistema de cromatografia liquida AKTA
Pure. Las fracciones obtenidas se corren en un SDS-
PAGE. Se valida la obtencién de la proteina por Western
Blot y se preparan para secuenciacion.

Resultados. Pl sl e i ow
3 =
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Fig. 1. A) Plasmido con el inserto del fragmento de la toxina Apx I. B)
Gel de PCR de colonia como validacién de la correcta construccion
de los plasmidos con los insertos de los fragmentos para las toxinas
Apx | (carriles 1 a 4), Apx Il (carriles 5 a 8), y Apx lll (carriles 9 a 12).
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Fig. 2. A) Protocolo para la expresion y purificacion de las proteinas Apx. B) SDS-
PAGE en dilucidn 1:5 para las fracciones insolubles de las proteinas Apx | (carriles 3
y 4), Apx Il (carriles 6 y 7) y Apx lll (carriles 9 y 10). Purificados mediante
cromatografia de afinidad por His-tag en el sistema AKTA Pure.

Conclusiones. Estos resultados demuestran que
es posible llevar a cabo la clonacion y la
produccion heteréloga de fragmentos de las toxinas Apx en
E. coli. Asimismo, el proceso de purificacion se
optimiza tomando en consideracion dos factores:
la concentracion de IPTG vy la temperatura de
crecimiento. Para este protocolo, una concentracion de 50
UM y una temperatura de cultivo de 30°C son las
condiciones Optimas de operacion para el sistema.
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Palabras clave: Filogenética, Sistemas de secrecion, Metabolitos secundarios

Introduccion. Pseudomonas aeruginosa es una bacteria
gram-negativa, patégeno oportunista en humanos,
frecuentemente se asocia a infecciones nosocomiales,
con altos niveles de multirresistencia. P. aeruginosa posee
factores de virulencia basados en: 1) sistemas de
secrecion, que le ayudan a secretar proteinas al exterior
y/lo al interior de células del hospedero; y en II)
metabolitos secundarios que le permiten establecerse en
tejidos del hospedero; entre ellos destacan pioverdina,
piocianina y acido butenoico. Los mecanismos de
virulencia contienen proteinas especificas que al ser
blogueadas, podrian incidir en la disminucién del
comportamiento virulento de P. aeruginosa. Lo cual,
constituye una estrategia anti virulencia para el control de
infecciones de P. aeruginosa.

El objetivo del trabajo fue determinar el nivel
de conservacidon de factores de virulencia, en un
contexto evolutivo, como un criterio previo para el
desarrollo de una estrategia anti-virulencia contra P.
aeruginosa.

Metodologia. A partir de genomas y proteomas
(NCBI) de cepas de P. aeruginosa y P. fluorescens se
realizé el mapeo funcional en GhostKOALA y la prediccion
de metabolitos  secundarios en  AntiSMASH.
Se seleccionaron genes involucrados en los sistemas
de secrecion tipo Il (T3SS) y enzimas involucradas en
la  biosintesis de pioverdinas, acido butenoico
y piocianinas, en cada cepa de P. aeruginosa. Con los
genes mencionados, se realizé la reconstruccion
filogenética a nivel de secuencias de ADN y proteinas con
el software MEGA 7.

Resultados. En el presente trabajo, se identificaron las
proteinas involucradas en los mecanismos de transporte
TAT, SEC-SRP y T3SS, asi como en los procesos
biosintéticos de metabolitos secundarios pioverdina,
piocianina y acido butenoico, en varias especies de P.
aeruginosa. El andlisis genomico comparativo de los
clusters biosintéticos de pioverdina, piocianina y acido
butenoico, permitieron determinar el nivel de sintenia entre
las cepas de P. aeruginosa, asi como la identificacion de
genes codificantes de proteinas transportadoras de
membrana. El andlisis incluyé la reconstruccion
filogenética de cada gen a nivel de proteina y nucleétidos.
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Fig. 1 Reconstruccion filogenética del gene yscC, componente del T3SS.
Es posible observar la baja tasa de sustitucion de nucleétidos en yscC de
P. aeruginosa.
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Fig. 2 Analisis gendmico comparativo del cluster biosintético de pioverdina
en cepas de P. ageruginosa. En cada cluster se identificaron genes
biosintéticos, para transporte y regulacion.

Conclusiones. Mediante la reconstruccion filogenética de
genes implicados en T3SS, en el transporte y biosintesis
de pioverdina, piocianina y acido butenoico, se encontré
una baja tasa de sustitucion de nucleétidos vy
aminoacidos. Por lo tanto, los genes analizados tienen
estabilidad evolutiva y conservacion estructural a nivel
proteina, lo cual habla de conservacion funcional. Por lo
cual, podrian ser candidatos para el desarrollo de
estrategias anti-virulencia para el control de infecciones
por P. aeruginosa.
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DE EXPRESION CON PROMOTOR GAP EN CEPAS RECOMBINANTES DE Pichia pastoris

(Komagataella spp.)
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Introduccion. El sistema de expresion de Pichia pastoris
ha emergido con gran interés por las ventajas que
ofrece en la produccion de proteinas
recombinantes. Ultimamente dentro de los elementos
reguladores de la transcripcién se ha visto el importante
papel que juegan los terminadores en la expresion
génica y en la produccion de proteinas (1,2), por lo que
resulta de interés evaluar terminadores sustitutos del
tradicional terminador AOX1 (3) en los vectores de
expresion de P. pastoris.

En el presente trabajo se evaludé la funcionalidad
del terminador del gen GAP como sustituto del
terminador AOX1 en un vector de expresion con
promotor GAP en cepas recombinantes de Pichia
pastoris.

Metodologia. Se disefio, sintetizd y cloné en el
vector pUCIDT-AMP (Integrated DNA Technologies, Inc.,
EUA) una secuencia sintética de ADN con la region
del terminador del gen GAP (TTGAP) conteniendo la
region 3'UTR del gen GAP (definida por 3'RACE), y
50 nucleétidos rio abajo del sitio de
poliadenilacién, flanqueda ademas por los sitios de
restriccion de las enzimas Bsu36! y Notl (New England
Biolabs, EUA). La correcta secuencia nucleotidica de
TTGAP se verific6 por secuenciacion. Los vectores
PUCTTGAP y pGAHFTEII se digirieron con las enzimas
Bsu36l y Notl para obtener el inserto TTGAP y un
fragmento del vector pGAHFTEII con el promotor del gen
GAP y laregion codificante de la proteina recombinante
FTEIl asociada en su extremo N-terminal con el péptido
prepro del factor a de Saccharomyces cerevisiae. Estos
fragmentos se ligaron con T4 ligasa (Promega, EUA) y
se obtuvo el vector pPGAHFTEIITTGAP. Con dicho vector
linearizado previamente con la enzima Sall (Promega,
EUA), se transformaron células electrocompetentes de
P. pastoris KM71 para obtener la cepa
KM71GAHFTEIITTGAP. La integracion del casete de
expresiéon en el genoma de la levadura se verificé por
PCR. La funcionalidad del gen heterélogo con el
promotor y terminador GAP se demostré por RT-PCR
empleando oligonucleétidos  especificos del gen
heterélogo FTEIl y la presencia extracelular de la
proteina FTEIl mediante SDS-PAGE en cultivos a 30°C y
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250 rpm; primero en 25 mL de YPD por 8 h, y luego en
BMG-CaClz por 24 h con adiciéon de 1% de glicerol a las
14 h.

Resultados. La doble digestién del vector pUCIDT-
TTGAP gener6 un fragmento con el tamafio esperado de 620
pb (inserto). La digestién del vector pGAHFTEIl generé
dos fragmentos: el de interés con 7727 pb y un fragmento de
853 pb. La ligacién de los fragmentos de 7727 pb y 620 pb
gener6 el vector de expresion pGAHFTEITTGAP con 8347
pb donde laregion TTGAP remplazé al terminador AOX1. En
la transformacion de P. pastoris con dicho vector
previamente linearizado se obtuvieron 2000 clonas His'. De
esta forma quedé construida la cepa recombinante de P.
pastoris KM71GAHFTEITTGAP. La caracterizaciéon de la
cepa por PCR demostré la correcta construccion e insercion
del casete de expresion en el genoma de la levadura, al
obtenerse una Unica banda con el tamafio esperado de 814
pb. Se demostr6 ademas la funcionalidad de los elementos
reguladores (promotor y terminador del gen GAP) en el gen
heter6logo FTEIl al detectarse la presencia de transcritos. El
andlisis por SDS-PAGE de las proteinas extracelulares
mostré un barrido amplio que se movié a una banda con
tamafio aparente de 39 kDa después de tratamiento con
Endoglicosidasa H, lo cual demostro la presencia de la forma
N-glicosilada de proteina heterdloga FTEIl en el
sobrenadante de cultivo de la cepa KM71GAHFTEITTGAP.

Conclusiones. Se demostr6 la funcionalidad del terminador
del gen GAP como terminador alterno al terminador AOX1
para ser empleado en vectores de expresiéon de P. pastoris
con el promotor GAP como elementos reguladores del gen
heterélogo y producir proteinas recombinantes de forma
constitutiva.
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Introducciéon. Los consorcios microbianos son capaces
de sobrevivir a diversas condiciones, como ambientes
extremos, mediante la formacién de estructuras sinérgicas
a nivel de poblacion, como estromatolitos, esteras
microbianas y, con mayor frecuencia, biopeliculas.?
Muchas bacterias han desarrollado su potencial
bioquimico para la sintesis de polimeros extracelulares o
exopolisacaridos (EPS) que constituyen una estrategia
para adaptarse y sobrevivir en ambientes haldfilos, ya que
estos EPS les permiten a las células mantener un
ambiente osmaético adecuado. Los EPS provenientes de
microorganismos que habitan en ambientes hipersalinos
poseen potenciales aplicaciones en distintos sectores
industriales como de alimentos y biomedicina debido a sus
propiedades emulsificantes, antioxidantes, de
pseudoplasticidad, entre otros.? La sintesis de EPS
microbianos ha sido estudiada a partir del aislamiento de
los microrganismos productores; sin embargo, los EPS
provenientes de consorcios han demostrado tener mayor
eficiencia que un cultivo puro.3 La laguna rosada de
Yucatan es un ambiente hipersalino que ha sido utilizado
como fuente de consorcios microbianos productores de
EPS.

El objetivo de este trabajo es extraer y caracterizar los
exopolisacaridos provenientes de un consorcio nativo
enriquecido del manto de pozas salinas de una laguna
costera de Yucatan.

Metodologia. Se evalud la sintesis de EPS en diferentes
condiciones de salinidad entre 0-28%. Se determiné el
rendimiento crudo de la sintesis de EPS, mediante la
extraccion etandlica y el rendimiento neto después de la
purificacion del EPS. La extraccion de EPS se realiz6 por
precipitacion etanélica mientras que la purificacién se llevé
a cabo por dialisis (MWCO 12- 14,000 Da) en agua
destilada (3x3h) a 4°C. Los EPS purificados se liofilizaron.
Se calcul6 el rendimiento crudo y neto de produccién en
peso (mg) de EPS obtenido/volumen de cultivo. Por ultimo,
se realiz6 la caracterizacion quimica de los EPS con mayor
rendimiento neto a través de las determinaciones de
azlcares totales, &cidos urénicos y proteinas. Los
azlcares totales se determinaron con el método fenol-
sulfarico utilizando estdndares de glucosa (0-150 mg/L);
las muestras y los estandares se midieron a 490 nm. Para
la determinacion de acido uronicos, se utilizd acido
galacturonico con 6 concentraciones conocidas de 0 a 200

530 nm. Se exploré la presencia de proteinas mediante el
método de Bradford cuyo rango de ensayo lineal se realiz6
de 20 a 500 mg/L de albumina de suero bovino; los
estandares y las muestras se analizaron a 595 nm. Por
ultimo, se realiz6 un analisis electroforético utilizando el
método de Laemli para determinar el tamafio de las
proteinas presentes en los EPS evaluados.

Resultados. Los rendimientos crudos y netos, de la
sintesis de EPS, obtenidos para cada concentracion de
NaCl evaluada, se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Efecto de la concentracién de NaCl sobre la produccién de EPS del
consorcio nativo

Concentracion de Rendimiento crudo* Rendimiento neto*

NaCl (%) (mg EPS/mL) (mg EPS/mL)
0 1.32 £ 0.11 0.89 +0.16
0.4 145+ .20 0.87 +0.03
0.9 0.88 + 0.40 0.74 £ 0.19
1.8 1.38 £ 0.20 0.96 +0.09
3.5 2.14+0.19 1.39+£0.10
7.0 0.56 + 0.07 0.05 +0.04
14.0 1.67 + 0.86 0.25 +0.03
28.0 121.13 +£8.35 0.04 +0.01

*Media + desviacién estandar (n=3).

Los resultados de la caracterizacién quimica de los EPS,
extraidos y purificados, se describen en la Tabla 2.

Tabla. 2. Caracterizacion quimica del EPS sintetizado con 3.5% de NacCl.

Azlcares Acidos urdnicos .
Andlisis realizado  totales (4cido Pr(‘gg',_[\‘)‘"s
(glucosa)  galacturonico)
Concentracion 77 54 228

promedio (mg/L)

En el andlisis electroforético se determind que el EPS tiene
un peso molecular de 58.41 Da.

Conclusiones. El mayor rendimiento neto de EPS (1.39 +
0.10 mg de EPS/mL) se obtuvo en el medio de cultivo con
3.5% de sal. La caracterizacion quimica confirma los
constituyentes bésicos de los EPS, asi como la presencia
de acidos uroénicos y proteinas asociadas.
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Introduccion. La levadura Pichia pastoris (P. pastoris) se ha
establecido como un hospedero ampliamente utilizado para
producir proteinas heterélogas; esto ha sido factible debido a
su facil manipulacién e integracion estable de los vectores de
expresion en el genoma de P. pastoris (1). Una estrategia
importante en la ingenieria de esta levadura es el uso de
promotores y terminadores fuertes que regulan estrechamente
la transcripcién del gen heterdlogo (2). En nuestro grupo de
trabajo se identificaron ocho genes cuya expresion fue
dependiente de la fase de crecimiento y la fuente de carbono
en cepas recombinantes de P. pastoris, entre ellos el gen
hipotético que denominamos P7. En este trabajo se
construyeron dos cepas, KM71P7FTElla y KM71P7FTEllh,
conteniendo los casetes de expresion conformados por el
promotor del gen P7 y laregiéon 3'UTR del gen AOX1y del gen
P7 respectivamente y se demostré la funcionalidad de las
regiones reguladoras del gen P7 en ambas cepas.

Metodologia. Se construyeron los vectores pP7FTElla
conteniendo la region del promotor P7 (PP7) y el TT de AOX1
(TTAOX1) y pP7FTEIIh conteniendo la region del promotor P7
(PP7)y el TT de P7 (TTP7) ambos funcionalmente asociados
a la secuencia sefal prepro del factor alfa de Saccharomyces
cerevisiae y la secuencia codificante de FTEII. Estos vectores
se propagaron en E. coli y se utilizaron para transformar
células de P. pastoris obteniendo las cepas KM71P7FTElla
(A) y KM71P7FTEIlIh (H), de las cuales se comprobé la
integracion del casete de expresion por PCR. Se disefié una
estrategia de cultivo para corroborar la funcionalidad de
ambas construcciones por RT-PCR, determinacion de la
expresion del gen reportero (actividad volumétrica y tamafio
molecular de la fitasa FTEIl). Se realiz6 el tamizaje de las
clonas obtenidas para su seleccion y se identificé una clona
unicopia de cada cepa por qPCR.

Resultados. Los

plasmidos pP7FTElla y pP7FTEllh

correspondiente a un fragmento de la regién codificante del
gen FTEIl, el TTP7 y un fragmento del casete de expresién rio
abajo del TTP7. Se demostré la funcionalidad de las regiones
reguladoras del gen P7 en ambas cepas por el andlisis de RT-
PCR del gen reportero en cultivos en glicerol en la fase
exponencial que mostré una Unica banda de 536 pb la cual
corresponde a un fragmento del CDS del gen FTEIIl lo que
indica la presencia de transcritos de dicho gen. Se detect6
produccion de FTEII en el medio de cultivo para ambas cepas
cultivadas en medio BMG durante 24 h con una actividad
volumétrica de fitasa extracelular de 0.23 + 0.01 U/mL para la
cepa Ayde 0.11 + 0.01 U/mL para la cepa H. Ademas, el gel
de SDS-poliacrilamida para el sobrenadante de cultivo de la
cepa A mostrd el barrido caracteristico de la fitasa FTEII,
alrededor de 45 kDa, después de la N-desglicosilacién por
endo H, el barrido cambié a una masa molecular aparente de
39 kDa que corresponde a la masa molecular teérica. En
conjunto la deteccion de transcritos del gen reportero,
deteccién de la proteina reportera por actividad volumétrica de
fitasa y SDS-PAGE confirmaron la funcionalidad de las
regiones reguladoras del gen P7 en ambas cepas construidas.
El tamizaje de las clonas de la cepa A mostré concentraciones
de proteinas extracelulares entre 5.93 y 17.20 ug/mL y de la
cepa H tuvo concentraciones de proteinas extracelulares entre
6.53 y 8.12 pg/mL. Se evaluaron las clonas con menor
concentracién de proteinas extracelulares de ambas cepas
por gPCR resultando unicopias la clona 8 de la cepa Ay la
clona 36 de la cepa H.

Conclusiones. Se construyeron dos cepas de P. pastoris, la
primera KM71 P7FTElla conteniendo la region PP7 vy
funcionalmente asociada al TTAOX1 y la segunda KM71
P7FTEIlIh, conteniendo la regién PP7, funcionalmente
asociada al TTP7. Ambas con un casete de expresién cuyo
promotor es funcional y su regulacién no depende de metanol.

construidos se propagaron satisfactoriamente en E. coli. Se Agradecimientos. Los autores agradecen el apoyo del
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por prototrofia a histidina y PCR por la amplificacién de una
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secuencia pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae, un
fragmento de la secuencia codificante de FTEIl y el TTAOX1.
Para la cepa H se obtuvo una Unica banda de 870 pb
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EVALUACION DE LA PARTICIPACION DEL REGULADOR TRANSCRIPCIONAL sc03986
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Palabras clave: Reguladores transcripcionales, sco3986, represién catabdlica por carbono.

Introducciéon. La enzima glucosa cinasa dependiente
de ATP (ATP-GIk) parece desempefiar un papel
importante en la represion catabodlica por carbono (RCC)
en Streptomyces coelicolor M145. Al no tener sitios de
union a DNA (1), la ATP-GIk no puede regular
directamente los genes sensibles a RCC. En vista de lo
anterior, una alternativa para estudiar su participacién en
la RCC es la blsqueda de su interaccion con
reguladores transcripcionales. En  un  analisis
transcriptomico hecho por Romero et al. (2016), se
encontré modificada la expresién de nueve reguladores
transcripcionales dependientes de la enzima ATP-GIk, de
los cuales dos pertenecen a la familia GntR. De estos dos
reguladores, SCO3986, ademas de tener una expresion
positiva en ausencia de ATP-GIlk, también presenta una
menor expresion en presencia de glucosa (2). Por tanto,
el objetivo de este trabajo es evaluar la participacién
del regulador transcripcional SCO3986 en el mecanismo
de RCC en S. coelicolor y su relacién con la ATP-GIk.

Metodologia. Inferir posibles genes blanco de sco3986
para mediante un analisis in silico. Paralelamente
se construirdn una cepa de S. coelicolor M145
gue sobreexprese a sco3986 y otra carente de glkA
y sco03986. Finalmente, se hard la evaluacion del
efecto de la sobreexpresion de sco3986 y de su carencia
mediante la cuantificacion del crecimiento, consumo
de glucosa, actividad de ATP-GIlk, cuantificacién

de antibiéticos y de la expresion de los genes
blanco seleccionados (3).
Resultados. Primero se hizo un andlisis para

predecir una “firma” que seria el posible sitio de union
del regulador. Dicha prediccion in silico se realizd con el
programa MEME (4) entrendndolo con 20
secuencias ortologas con (Figura 1).
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Fig. 1. Firma del regulador sco3986
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Para la prediccion de genes blanco se utilizé el programa
MAST (5) y se consideraron como significativos solo
aguellos alineamientos que presentaron un E-value menor
a 10 y un p-value posicional menor a 0.0001.
Posteriormente, se realizd la busqueda de los genes
blanco considerando la firma encontrada y se clasificaron
de acuerdo con las funciones relacionadas con RCC como
son el metabolismo de carbono, de lipidos y la
transcripcion. De acuerdo con estas funciones se
seleccionaron los genes sc02126 y sco2119 que estan
relacionados con la glucdlisis y la via de pentosas fosfatos,
los genes sco5385 y scol701 que participan en la B-
oxidacioén, y los genes sco03264, sco0116, sco02964 y
sco7709 que participan en el metabolismo de carbono,
exportacién de antibioticos, divisién celular y degradacién
de antibidticos.

Conclusiones. El andlisis in silico de los posibles genes
blanco sugiere que sco03986 podria participar en el
metabolismo de carbono y en la RCC, ademas, pudiera
estar involucrado con la produccién de antibiéticos.

Agradecimiento. Este proyecto fue financiado en parte
por el proyecto CONACYT Al1-S-9143 y por el donativo
DGAPA, PAPIIT IN205519. Agradezco a CONACYT por la
beca de maestria para la realizacion de este proyecto.
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Introduccioén. Los productos naturales (NPs) microbianos
han sido considerados histéricamente como una de las
mas importantes fuentes de diversidad quimica a nivel
industrial y farmacéutico (1). Muchas de estas moléculas
son generadas a través del metabolismo secundario y
su produccién estd mediada por interacciones ecolégicas
como defensa, competencia e interacciones con el
ambiente (1). El género Streptomyces representa uno de
los principales grupos de productores de metabolitos
especializados (2). Estudios previos en este género han
demostrado que incluso cepas de la misma especie
pueden variar enormemente en los genes que codifican
para dichos metabolitos, mostrando un alto potencial de
diversidad quimica (2). Este trabajo comparé la diversidad
guimica a nivel de clusters de genes biosintéticos (BGCs)
presentes en cepas de la misma especie Streptomyces
venezuelae que fueron aisladas en dos ambientes
contrastantes: uno altamente oligotréfico y otro rico en
nutrientes. Dichos ambientes podrian modular la
distribucion y composicion de los clusters, asi como la
produccion de los compuestos asociados a éstos.

Metodologia. Dos de las cepas fueron colectadas de
sedimentos en el Sistema de Churince, Coahuila
(26°50,25.1N, 102°08=01.7W), mientras las otras dos
cepas se aislaron del suelo dentro de la reserva de
bosque tropical en Calakmul, Campeche (N 18° 22°0,57",
W 89° 537,45°) con permiso SEMARNAT No.
SGPA/DGVS/03121/15. Para el aislamiento se realizaron
diluciones seriadas en placas de medio soya-manitol
suplementadas con antibidticos. Para la extraccion de
ADN se utiliz6 un método casero con fenol cloroformo. Los
genomas se secuenciaron utilizando la plataforma Illlumina
MiSeq 2x300 pb y se ensamblaron con Unicycler. La
identificacion taxondémica se realizé6 con la plataforma

Microbial Genomes Atlas (MIGA). Los analisis
comparativos de mineria genomica: prediccion,
redes de similitud y analisis de novedad de

clusters  biosintéticos (BGC) fueron realizados
utilizando anti SMASH version 5.2. y las plataformas de
BiG-SCAPE y BiG FAM respectivamente.

Resultados. Se observaron diferencias en la morfologia
de las cepas aisladas en Cuatro Ciénegas respecto a
aquellas aisladas en Calakmul (Fig. 1-A). Todas las cepas
evaluadas fueron ensamblados con rangos entre 38-277
contigs. El genoma més pequefio se encontré en Cuatro
ciénegas (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de los ensamblados de este estudio.

S. venezuelae Contigs Longitud %GC N50
CC208A 129 7,664,893 72.46 149,073
CC224E 92 9,362,404 71,01 296,269
KL109B 38 9,342,835 71.04 636,039
KL118A 277 9,096,498 71.51 68,044

Las cepas con mayor numero de clusters fueron
CC224E (36 BGC) y KL118A (62 BGC), sin embargo,
puede existir sobrestimacién causada por fragmentacion
de clusters (Fig. 1-B). Las principales familias quimicas
fueron péptidos no ribosomales (NRPS) y Policétidos
(PKs). Los clusters de las cepas de Calakmul presentaron
mayor grado de novedad que los de Cuatro Ciénegas

(Fig. 1-C).

Fig. 1. cepas de S. venezuelae aisladas en diferentes ambientes A. Morfologia.
B. Analisis de mineria gendmica. C. Puntaje de novedad para cepas de Cuatro
ciénegas (naranja) y Calakmul (verde).
Conclusiones. El andlisis de mineria genémica mostré
que S. venezuelae provenientes de Calakmul presentan
mayor grado de diversidad quimica, hecho que puede
estar asociado a las condiciones del medio donde habitan.
Agradecimiento. Especial agradecimiento a Industrial
Genomics Laboratorio; CONACYT por la beca No.
1048382. Al ITESM y StrainBiotech por apoyo financiero
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Introduccién. ElI suero de leche es un residuo
altamente disponible en el estado de Jalisco al ser el
principal productor de lacteos en México (1). Por su alta
carga organica, especificamente de lactosa, se convierte
en un residuo con potencial alto de contaminacion (2). Por
otro lado, gracias a su composicidn, este resulta de
interés para su aplicacion en medios de cultivo.
Existen levaduras de géneros no-Saccharomyces
capaces de asimilar lactosa (3).

El objetivo de este trabajo fue realizar Ia
busqueda, aislamiento, identificacion, seleccién vy
crecimiento de levaduras capaces de crecer
prominentemente en un medio de cultivo con lactosa
como Unica fuente de carbono.

Metodologia. Las levaduras se aislaron de
productos lacteos (queso, leche y bulgaros). Muestras de
estos alimentos se sembraron en medio YDP con
cloranfenicol. Posteriormente, mediante la técnica de
estria cruzada se aislaron cepas puras que se
identificaron mediante MALDI-TOF (4). Las cepas
identificadas se cultivaron en suero de leche y lactosa
como Unica fuente de carbono. Finalmente, se llevaron a
cabo pruebas de crecimiento con 3 cepas en
minibiorreactores de 250 mL utilizando como medio de
cultivo (g/L): suero de leche 70, MgSOs-7 H20 0.2,
MnSOa4-H20 0.04, NHaNOs 0.1 y KH2PO4 0.05. Se evalud
la produccién de biomasa mediante peso seco y el
consumo de la fuente de carbono por DNS (5).

Resultados. A partir de los cribados en lactosa y suero de
leche se identificaron 13 levaduras no-Saccharomyces
(Figura 1)
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Fig. 1. Cepas aisladas de productos lacteos e identificadas por MALDI-TOF

Se estudio el crecimiento de las siguientes cepas
identificadas como: Candida kefyr (Kluyveromyces
marxianus), Candida famata (Debaryomyces hansenii) y
Yarrowia lipolytica. La cinética de crecimiento se puede
observar en la Figura 2. El porcentaje de consumo de
lactosa fue de 97.56, 14.72 y 21.8 para C. kefyr, C. famata
y Y. lipolytica, respectivamente. La cepa que presento
mayor crecimiento fue la que consumié en mayor medida
la fuente de carbono. Esto indica que su capacidad
metabdlica para consumir lactosa es mayor que el de las
dos cepas restantes en el medio de cultivo y
condiciones de trabajo evaluadas.
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-
3
»
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40
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+ Candida kefyr ~ Candida famata 4 Yarrowia lipolytica
Fig. 2. Produccidn de biomasa durante 72h de crecimiento. Nota: Sélidos
contenidos en el medio de cultivo representan la variacion inicial.
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MODIFICACION GENETI'CA DE AZOTQBACTER VINELANDII PARA LA SOBREPRODUCCION DE
LIPIDOS ANTIFUNGICOS ALQUILRESORCINOLES.
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Introduccion. Los alquilresorcinoles (ARs)
son compuestos fendlicos anfipaticos presentes en
diversas fuentes naturales como algunos cereales.
Pueden ser utilizados como biomarcadores de consumo
de cereales integrales, también se usan para hacer
liposomas y como componentes de emulsiones para
tratar fitopatdbgenos, ya que tienen actividad inhibitoria
contra algunos hongos Yy bacterias (1). La bacteria
Azotobacter vinelandii produce este tipo de lipidos, se ha
demostrado su potencial para inhibir una variedad de
hongos que enferman al mango (Mangifera indica L).
Ademas, se conocen muchos detalles sobre la regulacion
genética del operén biosintético arsABCD en esta
bacteria, y el efecto positivo en la produccién de ARs al
inactivar la sintesis del polimero polihidroxibutirato (PHB)
(2,3). El objetivo general de éste trabajo fue obtener
cepas mutantes de Azotobacter vinelandii que sobre
produzcan lipidos alquilresorcinoles. Para esto se
propuso inactivar los genes, tanto de reguladores
negativos, como de los de biosintesis de los polimeros
PHB y alginato para modificar el metabolismo del Carbono
y favorecer la sobreproduccion de ARs. Se consiguieron
incrementos en produccion de hasta 20 veces al
combinar modificaciones de los sistemas de regulacién
genética con los blogueos metabdlicos.

Metodologia. Para obtener una cepa sobre
productora de alquilresorcinoles primero se seleccion6
entre las cepas de Azotobacter vinelandii (UW136,
SW136, AEIV y ATCC9046) mejor productora de estos
compuestos. Posteriormente, se  siguieron  dos
estrategias: inactivar los principales reguladores negativos
del operén biosintético arsABCD (genes rsmA, phoB,
ptsN y sus respectivas combinaciones) e inactivar las vias
de sintesis de los polimeros PHB y alginato (inactivacion
de los genes phbB y/o algA), esto con la finalidad
de obtener una combinacion de modificaciones que
permitieran obtener un efecto acumulativo para
sobre producir alquilresorcinoles. La produccién de ARs
se evalud por método colorimétrico con sales de Fast Blue
B (4) y de crecimiento por cuantificacién de proteina
con Método de Lowry (5).

Resultados. Una vez seleccionado el fondo AEIV, se
cuantificaron los ARs en las mutantes de los
reguladores. Se observé que la mutante rsmA a pesar de
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su fenotipo hipermucoide y ser la de menor crecimiento,
fue la de mayor produccion especifica con niveles 5 veces
mas altos que la cepa silvestre tanto en células
enquistadas como en células vegetativas. Debido a su
poco crecimiento asociado a la hiperproduccion de
alginato (también regulado por rsmA), se decidi6 inactivar
la sintesis del polimero alginato. Se obtuvo una doble
mutante algA-rsmA (Figura 1).

Fig. 1. Cepas mutantes rsmA, algA-rsmA y tincién de sus ARs.

Esta mutante no solo mostré tener un mejor crecimiento,
sino que mantuvo producciones muy altas en células
vegetativas e incluso mayores que las de la mutante
sencilla en células enquistadas (Iflgura 2).
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Fig. 2. Produccién especifica y masa seca de las mutantes rsmA y alga rsmA. BS
medio con células vegetativas, BOH medio inductor de enquistamiento.

Conclusiones. La inactivacion del regulador RsmA
mostr6 ser méas efectiva para sobre producir
alquilresorcinoles, sin embargo la inactivacion de la
sintesis de alginato en conjunto con la inactivacion del
regulador RsmA permitid obtener una cepa con mejores
niveles de produccidn tanto volumétrica como especifica.

Agradecimiento. Al proyecto PAPIIT-UNAM 1G200219
por financiar este trabajo de investigacion.
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Introduccion. El sistema de expresién  30°C fue mayor el contenido de agregados amiloides que a
termoinducible ApL/pR-cI857 se ha usado ampliamente 34°C (Fig. 2B).
para la produccién de proteinas recombinantes (PR) en E. A ‘[’)espues‘('ilelnduo’: c “rT D
coli (1), ya que se evita la adicion de inductores quimicos R T T i B ® - ™ am| e
y se minimizan riesgos de contaminaciéon (2). Sin "_Df' T;f'-—‘“: adh o
embargo, un aumento de la temperatura (>34°C) activa o [
la respuesta de choque térmico (HSR) y, a su vez, la sobre ; ”_
sintesis de chaperonas involucradas en mantener N= =
la proteostasis celular (3). Al mismo tiempo, E. coli tiende .a -...-" ol -t
a formar agregados proteicos llamados cuerpos fs——— 1l -
de inclusion (Cl), los cuales son particulas h__sh [ g ™
electrodensas  enriquecidas de PR  parcialmente RN il= =
estructurada. Se ha reportado que las condiciones del o s
bioproceso pueden modificar las propiedades de los CI (4). “E 'g
El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de St b 5 S L™ 1T e
la temperatura de crecimiento (30°C vs 34°C) sobre __._-./ | = =
la composicion y la estructura de los Cl que contienen o
el factor estimulante de colonias de granulocitos : F'g 1. 8BS PAGE 08 | cintica de exprosin del LHIGM CSFINB).

. . . munodeteccion de las chaperonas en los Cl (C, D). Cultivos a 30°C > 42°C
y macrofagos (rHUGM-CSF) al ser inducidos a 42°C. (A, C) 0 34°C > 42°C (B, D). Fraccion soluble (S) y cuerpos de inclusion (CI).

s/i: cepa sin inducir y wt: cepa silvestre.
Metodologia. Se realizaron cultivos de E. coli W3110
productora del rHUGM-CSF en biorreactores de 1.2 L ]
con 0.8 L de medio minimo (17.5 g/L de glucosa) a E
dos temperaturas de crecimiento (30°C vs 34°C) L
con induccion a 42°C. Se cuantific6 el consumo de ;

B

-
T =

glucosa en un YSI 2900 y la acumulacién de acetato por i * '

HPLC (5). Se separaron y purificaron los Cl para i T
determinar cambios en los niveles de expresion del rhuGM-

CSF y las chaperonas DnaK/J, GroEL/ES por SDS-PAGE Fig. 2. Minimos de la 2da derivada de los espectros obtenidos por FTIR ATR,
y Western blot. Para la caracterizacion estructural de los Cl, correspondientes a hélices a/random coil (A) y agregados amiloides (B).

se utilizd espectroscopia infrarroja (FTIR-ATR), unién a ) ) 3

tioflavina T, digestion con proteinasa K y solubilizacion con Conclusiones. En los cultivos a 34°C se acelera el
cloruro de guanidinio (GndCl). crecimiento (mayor W) en comparacion con 30°C. La
Resultados. Se alcanzaron biomasas méximas similares ~ Proteina rHUGM-CSF forma Cl en cultivos de E. coli
bajo ambas temperaturas de crecimiento. Sin embargo, a  termoinducidos a 42°C, independientemente de la
34°C hubo un aumento de ~69% en la velocidad especifica temperatura _de crecimiento. Las chaperonas se asocian
de crecimiento (0.90+0.07 h<) comparada con 30°C de manera diferencial a los agregados. A 30°C aumenta
(0.53+0.01 h+). En ambos casos, la glucosa se consumio el contenido de agregados amiloides, con respecto a
completamente y se acumulé ~6.0 g/L de acetato. rHUGM- 34°C.

CSF (~14 kDa) se expresé exclusivamente en los CI (Fig. o

1A y 1B). GroEL se encontré en los Cl durante todo el Agradecimiento. PAPIIT IT-200719, IN-208414 y beca
cultivo, mientras que DnaK aumenté su expresion después C_ONACYT, 589949

de las 5h de induccion. GroEs y DnaJ no se asociaron a los Bibliografia.

. _ z (1) Villaverde A et al. (1993) Appl Environ Microbiol 59(10):3485-3487
Cl (Fig. 1C y 1D). Por FTIR-ATR, se encontr6 que el o)\ e, cruz NA et al. (2010) Microb Cell Fact 9:18
contenidko de hélices a/random coil no varia (3) Guisbert E et al. (2004) Genes Dev 18(22):2812-2821

significativamente entre los Cl (Fig. 2A), mientras que a (4) De Marco A et al. (2019). FEMS Microbiol Rev 43(1):53-72
(5) Restrepo-Pineda S et al. (2019) Cell Stress Chaperon 24(4):777-792).
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Palabras clave: Biosensor, biologia sintética, glicerol

Introduccién. El glicerol es un subproducto de la
produccion de biodiesel y una fuente de carbono
econdmica fermentable por el microorganismo E. coli. La
utilizacion de glicerol en procesos para la produccion de
combustibles y compuestos quimicos es de gran
interés biotecnoldgico. En el presente trabajo se estudid la
respuesta transcripcional de la secuencia promotora
delgen glpD fusionado al gen de una proteina
verde fluorescente de plegamiento rapido (gfpmut2)
en glucosa, glicerol y en diferentes mezclas de glucosa
glicerol. Con la fusion PglpD::gfpmut2 se estudié el tiempo
de consumo de diferentes concentraciones de glucosa
desde 0.5 a 3 g/L y la magnitud de induccién al iniciar el
consumo de glicerol, cultivando la cepa en mezclas de las
diferentes concentraciones de glucosa méas 10 g/L de
glicerol.

Metodologia. La cepa W3110 de E. coli fue transformada
con el plasmido pUA66 PglpD::gfpmut2 y cultivada en
medio minimo M9 adicionando 2 g/L glucosa o 10 g/L
glicerol. Se realizaron cinéticas de crecimiento (ODsoonm)
y fluorescencia (410nm/520nm) en microplacas de 96
pozos, en medio M9 con glucosa 2 g/L o glicerol 10 g/L, a
partir del cultivo de glucosa o de glicerol. Ademas, a partir
del cultivo de adaptacion en glucosa, se realizaron
cinéticas en mezclas de glucosa 0.5,1,1.5,2,25y3¢g/L
mas 10 g/L de glicerol.

Resultados. Se observd la induccion de la
fluorescencia Unicamente cuando la cepa es cultivada en
glicerol, y la represion cuando es cultivada en glucosa a
partir del cultivo de adaptacion en glicerol. Al cultivar la
cepa en mezclas glucosa-glicerol, la fluorescencia se
mantiene reprimida durante el tiempo de consumo de
glucosa, y se observa un desfase en el tiempo de
induccion de la fluorescencia de acuerdo con la
concentracién inicial de glucosa. La magnitud de la
induccion disminuye conforme se incrementa la
concentracion inicial de glucosa, posiblemente por un
menor consumo de glicerol. Considerando las
concentraciones de glucosa inicial entre 0.5 a 2 g/L, se
observa una correlacion de R=0.98 entre la
concentracion inicial de glucosa con el tiempo de
induccion. A través de esta correlacion, se puede estimar
el tiempo de consumo de diferentes concentraciones de
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glucosa, siendo aproximadamente de 1 hora por cada 0.5
g/L de glucosa.

[ ] .1
Fig. 1. Cinética de crecimiento y fluorescencia de la cepa W3110 con
el plasmido pUA66 PglpD::gfpmut2 en glucosa, glicerol y mezclas glucosa
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Fig 2. Correlacion de la concentracién de glucosa inicial y tiempo de induccién
en diferentes mezclas glucosa-glicerol. Se considera como induccion un
incremento de 2 veces GFP/OD vs. el cultivo en glucosa.

Conclusiones. Se determiné el tiempo del consumo
de diferentes concentraciones de glucosa y la magnitud
de induccién de la fusién al iniciar el consumo de glicerol
en las mezclas glucosa-glicerol. Los resultados obtenidos
demostraron que la secuencia promotora del gen glpD
puede ser empleada como un sistema de expresion
de genes al cultivarse en glicerol, y para un control
dindmico al cultivarse en mezclas glucosa-glicerol. Se
determind que es posible definir el momento de induccién
variando la relacion glucosa-glicerol de una forma
reproducible. EI empleo de este promotor evita el uso de
inductores quimicos como el IPTG que aumentan el costo
y contaminan el producto

Agradecimiento. Al donativo CONACyYT A1-S-8646
Bibliografia.

1. Zaslaver A, Bren A., Ronen M., Itzkovitz S., Kikoin ., Shavit S., Liebermeister
W., Surette M., Alon U. (2006). Nature Methods. Vol.3 No.8 pp. 623- 628

2. Martinez K., de Anda R., Hernandez G., Escalante A., Gosset G., Ramirez O., Bolivar
F. (2008). Microbial Cell Factories 2008, 7:1) ). ).

324


mailto:guillermo.gosset@ibt.unam.mx

Memorias

Area IX
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Streptomyces, Represion Catabdlica por Carbono, Sistemas de Dos Componentes.

Introduccion. ElI género Streptomyces es conocido
por su extraordinaria habilidad para producir una
amplia gama de metabolitos secundarios con diversas
funciones y que son empleados en la medicina e
industria agroalimentaria. La produccion de un gran
namero de estos metabolitos se ve reprimida por glucosa.
A pesar de que el mecanismo de regulacion por carbono
(RCC) en bacterias Gram-negativas y Gram-positivas con
bajo contenido de GC ha sido establecido desde hace
tiempo, en el género Streptomyces continGia siendo poco
claro. De acuerdo con un analisis transcriptomico
que realizamos en Streptomyces coelicolor, bajo
condiciones de represion por glucosa, se detectaron al
menos 32 reguladores transcripcionales y cuatro sistemas
de dos componentes (TCS) que fueron afectados en
estas condiciones. Derivado de esto, se ha observado
gue deleciones en los genes de uno de estos TCS
(Asco6162 'y  Asco6163), muestran diferencias
significativas con respecto a la cepa silvestre,
aumentando la producciébn de los antibidticos
undecilprodigiosina (RED) y actinorrodina (ACT) de cada
mutante crecida en presencia de concentraciones
represoras de glucosa. Esto soporta la participacion de
este TCS en la RCC ejercida por glucosa. Sin embargo,
aun falta generar informacion que esclarezca cémo se
lleva a cabo su participacién en la RCC en este género.
El objetivo de este proyecto es identificar el
mecanismo por el cual este Sistema de Dos
Componentes (SC06162/SC0O6163) regula la produccién
de antibidticos y la utilizacion de otras fuentes de
carbono.

Metodologia. Mediante un andlisis in silico del
regulador de respuesta SCO6162, se realizara la
prediccion de sus genes blanco. La determinacion de
expresion de los reguladores maestros Actll-ORF4, para
ACT, red y redZ para RED (1). Complementar las cepas
mutantes mediante la integracion cromosémica del gen
silvestreen fusion con la etiqueta 3XFLAG en N-terminal
(2). Posterior a su evaluacion, se llevara a cabo un
ensayo de ChlIP-seq y mediante el andlisis de las
secuencias obtenidas permitira identificar los genes
blanco (3) para SC06162. Mediante ensayos de EMSA
se identificardn las secuencias blanco y se podra
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determinar el motivo de unién al DNA. La histidina cinasa
(SC06163) sera inmunoprecipitada y evaluada in vitro
para detectar su fosforilaciéon en presencia de glucosa y
otros intermediarios de su metabolismo para poder
establecer el estimulo que desencadena su actividad.

Resultados. Se ha realizado el analisis bioinformatico
para los genes blanco putativos de SCO06162. Se
generaron tres probables motivos con base en
secuencias ortélogas de su regién promotora. Dentro de
estas predicciones se incluyen promotores de genes
involucrados en la sintesis de ACT. Ademas, se predijeron
60 genes blanco involucrados en el metabolismo
secundario, en la regulacion de otros
factores transcripcionales (FT's) y en la utilizacion de
fuentes de carbono.

=D LT G?Q‘,ICE“ AR . nEw ?
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Fig. 1. Logo de uno de los motivos generados a partir de las
regiones promotoras ortélogas para sco6162 de S. coelicolor utilizando
las herramientas online MEME y MAST. e-value=3.0E-321

Conclusiones. El analisis bioinformético arroja
mas evidencia sobre el papel de este TCS en la utilizacion
de fuentes de carbono y sintesis de metabolitos
secundarios. La regulacién de otros FT’s sugiere un papel
que puede involucrar otros procesos.

Agradecimiento. Este proyecto se lleva a cabo gracias a
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Palabras clave: Longitud de onda, pigmentos fotosintéticos, microalgas

Introducciéon. Las microalgas son de gran interés
biotecnolégico, su cultivo depende de diversos factores
como el medio de cultivo, la luz, el pH, entre otros. Al ser
organismos fotosintéticos, la luz es una de las condiciones
mas importantes. La cinética de crecimiento y produccién
de pigmentos fotosintéticos (PF) puede verse afectada por
el fotoperiodo aplicado, la intensidad y la longitud de onda
de la luz incidente (1). Del mismo modo, los
macronutrientes (carbono, nitrégeno, fosfor6 y magnesio)
asi como los micronutrientes (manganeso, hierro y cobre)
presentes en el medio de cultivo pueden afectar el
crecimiento y la generacion de algun producto (2). El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la longitud
de onda y del medio de cultivo sobre la produccién de
pigmentos fotosintéticos y el crecimiento de un consorcio
de microalgas alcaldfilo (CMA) a través de estudios
cinéticos para la posterior optimizacion.

Metodologia. Se identific6 microscépicamente el CMA
proveniente del ex Lago de Texcoco utilizando la clave
taxonémica de Bellinger y Sigee en el 2005. El efecto de
la longitud de onda y del medio de cultivo se determind
realizando cinéticas de crecimiento con tres medios
diferentes (M1, M2 y M3) y luz a dos longitudes de onda
(400 nm y 700 nm). La determinacion de biomasa se
realiz6 siguiendo la técnica de peso seco (4) y la
cuantificaciéon de PF utilizando la técnica adaptada por
Corzo Pifieros y colaboradores durante el 2019.

Resultados. La observaciébn microscopica permitio
identificar 6 géneros diferentes de microalgas (Figura 1).
En la Figura 2 se muestran las cinéticas de crecimiento
para los tres medios y las dos longitudes de onda
probadas. Los datos experimentales fueron ajustados al
modelo logistico para calcular la velocidad méaxima
especifica de crecimiento (umax) bajo cada condicion de
cultivo probada.

Figura 1. Morfologia microscdpica de las microalgas identificadas. A)
Chroococcus sp., B) Spirulina sp, C) Nitzschia sp., D) Microcystis sp., E)
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Pseudanabaena sp.y F) Picochlorum sp

M1

Temgo (h Tmpo ()

Figura 2. Cinéticas de crecimiento del CMA y ajuste al Modelo Logistico para
los medios de cultivo y para las longitudes de onda probadas.

Las concentraciones de los PF pueden verse en la Tabla
1.

Tabla 1. Valores maximos registrados para la produccién de pigmentos
fotosintéticos con el CMA a una longitud de onda de 400 nm y 700 nm.

Longitud de onda: 400 nm
M1 M2 M3
Clorofila a (pg/mL) | 0.000+0.000 | 0.385%0.330 | 0.250 +0.040
Clorofila b (ug/mL) 0.186 £ 0.153 0.000 +0.000 | 0.731 +0.025
Carotenos (ug/mL) | 0.061+0.027 | 0.352+0.053 | 0.000 + 0.000
Longitud de onda: 700 nm
M1 M2 M3
Clorofila a (pg/mL) | 0.000+0.000 | 0.581+0.095 | 0.461+0.401
Clorofila b (ug/mL) | 0.340+0.033 | 0.472 +0.088 | 0.558 +0.013
Carotenos (ug/mL) | 0.091+0.027 | 0.200+0.156 | 0.254 +0.027

Conclusiones. Los géneros de microalgas identificados
presentan potencial para la produccién de PF. Los valores
mas altos de pmax se alcanzaron en el M3 a 400 nmy en
el M2 a 700 nm, siendo de 1.1318 + 0.9827 h'1y 0.5394 +
0.4138 h! respectivamente. La mayor producciéon de
clorofila a se present6 en el M2 a 700 nm (0.581 + 0.095
pug/mL), la de clorofila b se presenté en el M3 a 400 nm
(0.731 £ 0.025 pg/mL) y la de carotenoides en el M2 a 400
nm (0.352 + 0.053 pg/mL).
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Palabras clave: Transporte, maltosa, maltotriosa.

Introduccion. La industria cervecera representa un
importante papel en la economia nacional y mundial. En
2018, la produccion mundial resulté en 191.1 millones de
kilo litros y en ese mismo afio México reportd un
incremento del 8.8% respecto al afio anterior. La cerveza
lager es elaborada con Saccharomyces pastorianus (S. p)
Las levaduras lager tipo |, presentan deficiencias en el
consumo de maltotriosa, carbohidrato fermentable
de suma importancia en la industria cervecera, mientras
que las levaduras del grupo Il exponen un consumo
eficiente. Las principales variables vinculadas con este
fenotipo son; i) condiciones de fermentacion (1), ii)
presencia de transportadores de maltotriosa, ii) variacion
en el nimero de copias de los transportadores de maltosa
y maltotriosa (2) y v) regulacion genética diferencial (3).
En este trabajo se aborda el problema de los
fenotipos diferenciales en el consumo de maltosa y
maltotriosa en dos levaduras S. p, con la integracién de

datos gendmicos, transcriptbmicos y bioquimicos
relacionados con los transportadores. Con estos
enfoques tratamos de demostrar que la principal

diferencia en los fenotipos diferenciales de consumo de
maltosa y maltotriosa esta dada por diferencias en sus
patrones de expresion genética.

Metodologia. Utilizamos datos genomicos (4)
y transcriptomicos  (5) generados  previamente
para realizar la busqueda de los genes transportadores y
los analisis de expresion. Construimos una base de
datos con secuencias de transportadores para el
andlisis filogenético de los transportadores. Luego,
una caracterizacion bioguimica de la tasa de transporte
de maltosa y maltotriosa para cada cepa fue realizada
como se expone previamente (6).

Resultados. Observamos tres principales eventos; i)
en las mismas condiciones de cultivo, la levadura Sp-
Il presentdé una mayor tasa de transporte para maltosa
y maltotriosa, 282.73 nmol min:g+y 183.82 nmol min:g:
1, respectivamente. Mientras que la cepa Sp-l exhibié
una tasa de transporte de 202.33 nmol min:mg- para
la maltosa y 124.23 nmol min:g* para la maltotriosa;
i) mediante analisis filogenético nos percatamos que
la cepa Sp-ll presenta en su genoma y transcriptoma el
gen MTY1, reportado como un transportador especifico
para la maltotriosa vy iii) los patrones de expresion de los

nivel de expresion en la cepa Sp-ll en comparacién con la
cepa Sp-l (Figura 1).
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Fig. 1. Niveles de expresion en FPKM de los transportadores de maltosa
MAL31 y maltotriosa de ambas cepas. El recuadro rojo resalta el gen
MTY1 encontrado en la cepa Sp-Il. Derecha cepa Sp-I e izg. Cepa Sp-Il
Conclusiones. Las variables como la presencia de genes
transportadores especificos para maltotriosa y los niveles
de expresion genética estan involucrados en el consumo
diferencial de maltosa y maltotriosa en dos cepas de S.
p. Ademés, es posible descartar las condiciones de
fermentacion como un factor que afecta dicho fenotipo en

nuestras cepas de estudio.
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Introduccion. Las Bifidobacterias son Tabla 1. Identidad nucleotidica de las cepas aisladas

miembros comunes del tracto gastro intestinal (TGI) que
aportan beneficios para la salud, son abundantes en
lactantes alimentados con leche materna.
Bifidobacterium.  pseudocatenulatum tiene efectos
benéficos en colitis, modula la microbiota intestinal y
bloguea la producciéon de citocinas proinflamatorias (1).
En individuos con dietas obeso-génicas algunas
bifidobacterias pueden reducir la pérdida de masa y
densidad 6sea asociada a dicha dieta (2). Se ha reportado
el potencial de B. longum en la reduccién de marcadores
especificos de la obesidad y su habilidad
inmunomoduladora (3). El objetivo de este trabajo fue
aislar y caracterizar bioquimica y molecularmente
bifidobacterias del TGI de neonatos alimentados con
leche materna.

Metodologia. Se utilizd medio TPY adicionado con Litio y
propionato de sodio en condiciones anaerébicas para
el aislamiento. Se extrajo y purificd el ADN utilizando el
kit Wizard (Promega). ElI genoma completo se
determind por secuenciacibn PacBio el en IMR
(Universidad Dalhousie) utilizando un analisis Pokka (4).
La tolerancia a sales biliares (oxgal), la resistencia a
antibiéticos y la evaluacion del efecto antimicrobiano
fueron determinadas (5).

Resultados. Las cepas aisladas fueron identificadas
como Bifidobacterium pseudocatenulatum
y  Bifidobacterium longum (Fig. 1). Los datos
gendmicos obtenidos se muestran en la tabla 1.

MW092572.1:13-485_Bdidobacterium_longum_subsp._infantis_strain_10079
MW090624.1:3-471_Bifidobacterium_longum_subsp._infantis_strain_10655
VW115165 1:3-471_Bifidobacterium_longum_subsp._infantis_strain_10155
9‘. MW453396.1:1-473_Bifidobacterium_longum_subsp._infantis_strain_14194
MW467276 1-31-503_Bfidobacterium_longum_subsp _infantis_strain_15829
MWG92551 1-39-511_Biidobacterium_longum_subsp _infantis_strain_20471
53 | MT540338 1:2-470_Bifidobacterium_longum_subsp._suillum_strain_G184
MIWO080541.1.6-478_Bifidobacterum_longum_subsp._infantis_strain_11479
MT810074.1.2-470_Bdidobacterium_longum_subsp._sullum_stran_9188
Bifdobactenum_longum_aislado
MKB50111.1:146-630_Bifidobactenum_catenulatum_stran_B#37
MT573637.1:108-592_Bifidobacterum_pseudocatenutatum_strain_1171
MT549517.1:15-498_Bifidobacterium_pseudocatenulatum_strain_8702
MT539897.1:13-496_Bifidobacterium_pseudocatenulatum_strain_2749
MT539849 1:1.485_Bdidobacterium_pseudocatenulatum_strain_2308
MW115217 1:2.485_Biidobacterium_pseudocatenulatum_strain_10284
MWO78835 1:13-496_Bifidobacterium_longum_subsp _infantis_strain_9536
1:1-482_ \_strain_9537
r \_aislado
93 L CP072604.1.1791596-1792080_Bdidobacterium_pseudocatenulatum_strain_N2

—_
o
Fig. 1. Distancias filogenéticas de B. pseudocatenulatum y B. longum aislados

del tracto gastrointestinal
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B. pseudocatenulatum  B. longum

Longitud total (pb) 2,369,863 2,287,838
Adenina 516,630 459,855
Citocina 673,042 686,351
Guanina 668,301 686351
Tiamina 511,890 455,280
Contenido de GC (%) 56.6 60

Con respecto a las tolerancia a sales biliares B. longum
toler6 hasta 0.3% de oxgal y B. pseudocatenulatum hasta
0.5%. Ninguna cepa mostré capacidad de inhibicién de E.
coli0157:H7y S. typhi ATCC 14028. La tabla 2 se muestra
la resistencia de las cepas aisladas a la presencia de

diferentes antibi6ticos.
Tabla 2. Sensibilidad y Resistencia de las cepas a antibidticos

Antibidtico B. pseudocatenulatum  B. longum  B. bb12
Vancomicina
Ampicilina
SXT
Gentamicina
Dicloxacilina
Cefalotina
Clindamicina
Eritromicina
Penicilina
Tetraciclina
Cefotaxima
Ciprofloxacina

Trimetoprima-  sulfametoxazol
R=resistente. Control=B. bb12

v
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(SXT). S= sensible;

Conclusiones. Se aisld y caracteriz6 bioquimica y
molecularmente a Bifidobacterium pseudocatenulatum y
Bifidobacterium longum del TGI de neonatos capaces de
crecer en sales biliares lo cual podria estar asociado a un
potencial probiotico, por lo que se requiere de una
caracterizaciébn més profunda.
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Fructanos, bacterias acido-lacticas, agave

Introduccién. En este trabajo se pretende aislar
bacterias epifiticas del agave pulquero (Agave salmiana)
qgque sean homolacticas y fructanoliticas, con altos
rendimientos de acido lactico. A. salmiana generalmente
se cultiva en forma intercalada (metepantle) con la milpa
(maiz, frijol, calabazas y arvenses) y su savia 0 jugo
(aguamiel) es utilizado para la produccion de la bebida
fermentada llamada pulque. Los fructanos, forman el 80%
de la materia seca de la biomasa y la fermentacion de las
hojas desfibradas, puede producir un forraje fermentado
(ensilaje) para alimentar al ganado rumiante
(Gschalerdle.2017). Sin embargo, poco se conoce del
microbiota epifitica del agave y podria ser la fuente
de nuevos microorganismos homolécticos de posible
uso industrial.

Metodologia. Se aislaron en una parcela de
Tomatlan, Tlaxcala, muestras de frotis o diluciones de: la
raspadura (metzal) del centro de la pifia, aguamiel y frotis
de la hoja de un agave pulquero en explotacion. Se
aislaron 260 colonias de las siembras por estria en medio
so6lido MRS (g/L: CHO 20, extracto de carne, 10; peptona,
10; ext. levadura, 5; con sales minerales), siendo CHO:
glucosa o fructanos de origen industrial. Se seleccionaron
las colonias con el fenotipo fermentativo en fructanos y
negativas para gas con la campana de Durham (Gas+/-.
Donde + indica presencia de burbuja gas en la campana
y —ausencia.). Se seleccionaron las colonias con mayores
halos en un medio de verde de bromocresol, y analizaron,
en matraces agitados, los perfiles de fermentacién se
estudiaron mediante cromatografia HPLC. A las bacterias
Gram +, con mayor rendimiento lactico se les aislo el
segmento 16S de su ADN que se mandd secuenciar a
Langebio. (Escalante et al.2004). Las secuencias de los
fragmentos 16S fueron alineadas usando los programas
Chromas pro y se compararon con: Ribosomal Database
Project (RDP) y Basic Local Alignment Search Tool
(Blast).

Resultados.

a) Datos microbiolégicos: De las 260 colonias
crecidas con glucosa MRS, 247 (95%) crecieron con
fructanos y de ellas, 60, presentaron halos apreciables
de acidez (23%). De estas, 24
fueron heterofermentadoras (Gas+, 40%) y
36 homofermentadoras (Gas-, 60%). De las Ultimas,
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s6lo 15 produjeron, en medio liquido, un viraje intenso
con el indicador. Todas fueron Gram positivas.

b) Datos bioquimicos: Los perfiles bioquimicos de las
5 mejores cepas se muestran en la Fig. 1. Solo la
cepa DG2 mostr6 una elevada conversion
fructanolitica (75%) en relacién con la produccién de 20
g/L de &cido lactico con glucosa. Aunque la cepa DGS5 si
tuvo una actividad fructanolitica elevada, pero con solo
5 g/L de acido lactico.
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Fig. 1. Produccién de acido lactico en medio MRS con glucosa o fructanos
como principal fuente de carbono a las 12h.

Los alineamientos arrojaron como resultado que las
cepas DG1, DG2, DG3 y DG4, son del género
Enterococcus y DG5 es del género Lacticaseibacillus;
Entre las cepas de baja produccion (no mostradas en la
Fig. 1) DG6, DG7 y DG83, son del género Enterococcus y
DG9 pertenece al género Bacillus.

Conclusiones: En el microbiota epifitica de A. salmiana
abundan las  bacterias  lacticas  fructanoliticas
homolacticas, pertenecientes a los géneros
Enterococcus, Lacticaseibacillus y Bacillus. Estos
resultados sugieren que dicho microbiota epifitica es
peculiar para A. salmiana (Blajman.2018)
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Introduccién. Los adhesivos convencionales son
sintetizados por procesos quimicos basados en
compuestos téxicos y algunos compuestos

organicos volatiles, derivados de fuentes no renovables
como el petréleo (1). Es por esto que ha surgido un gran
interés en los adhesivos de origen biolégico
(bioadhesivos) como reemplazo a los provenientes de
fuentes fésiles.

Se han identificado organismos como los percebes
gue excretan proteinas “cemento” por medio de las cuales
se unen a superficies (2). Por esta razon la expresion
de este tipo de proteinas de manera recombinante
en Escherichia coli, resulta una estrategia viable para
la potencial produccién de esta proteina adhesiva. En
este proyecto se cloné la secuencia de la proteina Mrcp-
19k del percebe Megabalanus rosa en un sistema
de secrecion de proteinas hacia la membrana exterior
con el fin de conferir propiedades adhesivas a las cepas
de Escherichia coli modificadas con esta proteina.

Metodologia. Para ubicar a la proteina adhesiva Mrcpl19k
en la membrana externa de las células, se utilizé el
plasmido pAg43pol (3), el cual contiene el sistema de
secrecion Ag43, que consta de una unidad
de translocacion (UT), la proteina que se desea
transportar y un péptido sefial. Obtencion de proteinas
de membrana. El tratamiento se realizd utilizando el
método propuesto por Maurer et al. (1997) para obtener
las proteinas totales de la membrana de las células.

Resultados. Se comprobé la presencia de la
proteina Mrcp-19k en la membrana de las cepas
modificadas por medio de un gel de proteinas SDS-
PAGE, observandose un peso de 79, 280 Da, que
corresponde a la proteina Mrcp-19ky ala UT (Fig. 1). Este
fragmento no se observa en las cepas control (pAg43pol).
En la Fig. 2. se muestra la comparaciéon entre una cepa
con la proteina adhesiva y sus controles, evaluadas en
condiciones de agitaciébn y sin agitacion. Se puede
observar que existen células adheridas a la superficie de
vidrio, sin embargo, las cepas con la proteina adhesiva
muestran agrupaciones bien definidas y de mayor tamafio
gue las cepas control.
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Fig. 1. Gel SDS-PAGE 1: Cepa control (pAg43), 2: Cepa
transformada (pAg43Mrcp19k) tratada con tripsina, 3: Cepa transformada
(pAg43Mrcp19k) sin tripsina. Entre cada cepa se dejo un carril libre para una
mejor identificacion.

Fig. 2. Microscopia de contraste a 40x (A): MG1655/pAg43pol,
(B): MG1655/pAg43Mrcp19k, (C): MG1655/pAg43pol, (D):
MG1655/pAg43Mrcpl9k.

Conclusiones.  Se identificaron las  proteinas
de membrana externa junto con la proteina Mrcp-19k en
las cepas recombinantes. Por otra parte, utilizando
microscopia de contraste se pudo comprobar que
todas las cepas que expresan la proteina adhesiva
presentan mayor adhesién al vidrio con respecto a sus
controles, siendo la cepa MG1655/pAg43Mrcp-19k la que
mostro la mayor adhesion.
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Introducciéon. La xilosa es el segundo azucar mas
abundante en la biomasa lignocelulésica (1). En el
contexto de la obtencion de bioproductos como el etanol
y el xilitol a partir de esta biomasa, es de suma
importancia que esta pentosa sea utilizada mas
eficientemente para hacer rentable el proceso de
produccion  (2). Clavispora lusitaniae es una
levadura nativa de México, aislada de mostos de mezcal.
Esta levadura posee la capacidad de producir etanol a
partir de glucosa y celobiosa, y produce xilitol a partir de
xilosa (3,4). El consumo de xilosa por parte de C.
lusitaniae es lento en comparacion al de la glucosa. El
objetivo de este trabajo fue obtener una
cepa evolucionada de C. lusitaniae con una mayor
velocidad de consumo de xilosa.

Metodologia. La evolucion de C. lusitaniae se llevé a cabo
en medio minimo Breus (MMB) (0.5 g/L extracto de
levadura, 1 g/L (NH4)2SOs4, 0.05 g/L MgSOa4) con
combinaciones crecientes de xilosa y glucosa hasta
alcanzar larelacién 2:1. Después de aproximadamente 30
generaciones se aislaron las cepas evolucionadas y se
realizaron cinéticas de crecimiento en matraces
Erlenmeyer de 1 L conteniendo 250 mL MMB con relacion
2:1 de xilosa:glucosa (MMB+XG) a 30 °C y 150 rpm
durante 48 h. Las cinéticas se realizaron con la cepa
nativa y 3 cepas evolucionadas de la levadura.
El consumo de sustrato fue medido por medio de la
técnica de DNS (5). En todos los casos la DO inicial fue
de 5 U a 660nm.

Resultados. El consumo de azlcares entre la cepa
silvestre de C. lusitaniae y las cepas Clu_Ev1l, Clu_Ev2y
Clu_Ev3 fue muy similar hasta las 12 h en MMB+XG, en
condiciones aerobias. Tras este tiempo, las cepas
Clu_Ev1, Clu_Ev2y Clu_Ev3 consumieron mas azucares
en comparacién a la cepa control, logrando una diferencia
de al menos 5 g/L de azuUcares consumidos a las 48 h
(Figura 1).

Adicionalmente, se llevo a cabo el analisis estadistico de
las velocidades especificas de consumo de sustrato (Qs),
para discernir si existian cambios significativos en este
parametro (Tabla 1). Este andlisis demostro que si existen
diferencias significativas entre las gs en los intervalos de
12 a 48 h y en el consumo global de 0 a 48 h en
comparacion con la cepa nativa de C. lusitaniae.
Demostrando asi que tras el proceso de evolucion se
lograron obtener cepas de C. lusitaniae con mayor
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velocidad de consumo de sustrato de al menos dos veces
mayor respecto a la cepa control.
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Figura 1. Consumo de sustrato por C. lusitaniae cepa silvestre y las cepas
evolucionadas en MMB+XG 2:1.

=il _Ev3

Tabla 1. Velocidades especificas de consumo de sustrato (gs?) de C. lusitaniae
control y cepas evolucionadas.

Cepa 0-12h 12-48h 0-48h
Control 0695+01 0.066+0.0 0.099+0.0
Clu_Ev1 1.357+04 0.258+0.0* 024401~
Clu_Ev2 1.270+0.2 0.266+0.0* 0.239+0.0*
Clu_Ev3 1325+01 0.259%0.1* 0.244+0.0*

aQS (gsuslram[gbiomasa*h)

*Diferencias significativas determinadas con ANOVA de
una via con un valor p < 0.05.

De acuerdo con observaciones previas en el grupo de
trabajo, cuando C. lusitaniae esta en un medio de cultivo
con glucosay xilosa, opta por consumir primero la glucosa
y tras un tiempo de adaptacién, consume la xilosa. Por lo
anterior, se presume que la gs de esta pentosa fue la que
aumento.

Conclusiones. El proceso de evolucion adaptativa

en aerobiosis en MMB con xilosa y glucosa aumenté en
promedio 2 veces la velocidad especifica de consumo

de sustrato en C. lusitaniae.
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Introduccién. Geobacter sulfurreducens es una bacteria
gue acopla la oxidacibn de compuestos organicos a
un proceso de transferencia extracelular de
electrones (TEE) usando Oxidos metalicos como
aceptores de electrones (Fe(lll) y Mn(lV), asi como
algunos compuestos organicos (1). Debido a esto,
G. sulfurreducens tiene un enorme potencial
biotecnolégico en la generacion de bioelectricidad en
celdas microbianas de combustible y biorremediacion de
agua o0 suelos contaminados con metales pesados
o hidrocarburos (1). En la TEE estan involucrados
un repertorio de citocromos tipo-c y un pili tipo IV que
funciona como nanocable (1). En un trabajo previo
se observo que una cepa de G. sulfurreducens con el gen
gsul771 deletado se incrementa la reduccion de Fe(lll)
y produce una biopelicula m&s gruesa vy
electroconductiva, ademas de que aumenta la produccion
del pili, asi como de algunos citocromos tipo-c (2).

El objetivo de este trabajo fue determinar Ila
respuesta transcriptomica global de la cepa mutante
AGSU1771 en condiciones de formacion de biopelicula.

Metodologia. Se crecié a G. sulfurreducens WT y la cepa
mutante Agsu1771 en medio NBAF en
condiciones anaerobias (3) dentro de botellas de vidrio a
25 °C por 48 horas. Posteriormente, se realizé extraccion
de ARN de las biopeliculas, el cual se proces6 para
realizar RNA seq y obtener el transcriproma (4). El analisis
de datos se realizO mediante el programa en linea
IDEAMEX (http://www.uusmb.unam.mx/ideamex/)
eligiendo los genes diferencialmente expresados (DE)
con un “p value” < 0.05 y un “Log fold change” > 1.5 en 4
métodos (edgeR, DESeq2, limma-voom y NOISeq). La
anotaciéon gendmica se realizé usando la base de datos
del KEGG (4). Finalmente se seleccionaron algunos
genes DE y se validaron por RT-qPCR.

Resultados. En perfil transcriptomico de la cepa
mutante AGSU1771 en condiciones de formacién de
biopelicula mostr6 que 467 genes se encuentran DE en
los 4 métodos estadisticos usados. De los 467 genes DE,
167 presentaron  regulacién  positiva 'y 300
regulacion negativa (Fig. 1). Entre los genes con
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regulacion positiva, destacan aquellos involucrados en la
produccion  de exopolisacaridos, transporte vy
metabolismo energético.

Los genes DE se agruparon en 15 categorias funcionales
(Fig. 1). Para validar y corroborar el estudio de RNA-Seq
se realizé RT-qPCR. Dentro de los genes regulados
positivamente se seleccionaron: epsH, gsu0972, hybA,
pgcA, omcM aroG, panC, gnfK y gsu2507 y, del grupo de
genes con regulacion negativa se seleccionaron: acnA,
ato-1, gsu0810, dcuB, pilA, ppcD, csrA y gsu3356. Los
resultados obtenidos en la RT-gPCR confirman lo
observado en el transcriptoma.

Funcién desconociday
Otros:
Transduccion de sefales
Funciones reguladoras y transcripcién+
Envoltura celulary
Transporte+
te de electrones

energéticoy
i de

y

Metabolismo de lipidos+
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& i A
Metabolismo de ADN/ARNY
Metabolismo de Nucleétidos+
Metabolismo de carbohidratos
sintesis proteica-

Anotacién funcional

T T 1
-100 -50 0 50

m Regulacion Positiva 8 Regulacion Negativa
Fig. 1. Categorias funcionales que agrupan los genes DE en la cepa mutante
AGSU1771. Grafica generada en “GraphPad Prism 8”

Conclusiones. GSU1771 es un regulador transcripcional
global que modula al menos 467 genes, en su
mayoria actuando como regulador positivo. Dentro de los
genes con regulacién positiva encontramos aquellos que
favorecen la formacion de biopelicula y la TEE. Los
resultados de RT-qPCR concuerdan con lo observado en
el transcriptoma, por lo que los datos son confiables.
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Introduccién. El uso de hidrocoloides en la industria
alimentaria, farmacéutica, cosmética y la quimica radica
en su variedad de funciones para mejorar las
caracteristicas de los productos. Dentro de los
hidrocoloides, hay un grupo de polisacéaridos denominados
gomas, gue  son macromoléculas  complejas
polielectroliticas, con  propiedades de textura,
estabilizantes, emulsionantes, gelificantes e incluso para
sustituir grasas. Las fuentes principales de gomas son
vegetales y solo unas pocas, a partir de microorganismos.
No  obstante, las gomas  producidas como
exopolisacaridos de microorganismos muestran algunas
propiedades superiores a las de origen vegetal, de ahi el
interés por buscar microorganismos productores a partir
de diversas fuentes (1,2) Por el area que representan los
mares, los microorganismos de este origen son un
potencial importante para la  produccion de
exopolisacaridos. Estos microorganismos crecen en
condiciones de alta presion osmotica, bajas temperaturas
e incluso en limitacién de nutrimentos y son algunas de
estas caracteristicas lo que hace que sea factible la
produccion, ya sea de homo o heteropolisacaridos a partir
de ellos, una vez que han sido aislados, identificados y
seleccionados (3). El objetivo de este trabajo es identificar
las cepas marinas productoras de EPS de forma
preliminar, para posteriormente evaluar su desempefio en
matraz y fermentador.

Metodologia. El screening de microorganismos se llevo a
cabo en el medio ASW el cual contiene en g/L (5.94
MgSO04, 4.53 MgCI2, 0.64 KCI, 1.3 CaCl2, 5 YE, 35 NaCl)
y se dejaron en incubacion 24 horas. Una vez obtenidos
los microorganismos formadores de peliculas se
realizaron pruebas en medio liquido con la misma
formulaciéon sin agar, se dejaron 20 horas a 250 rpm y
30°C y se realizo la extraccion de los EPS con etanol. Se
realizaron pruebas adicionales donde se observéd la
formacién de una biopelicula en la parte superior, en ASW
con diferentes concentraciones de glucosa (16, 8y 4 g/L);
se utiliz6 de la misma forma el medio YPD y el medio
Triptona-Glucosa-YE, el cual contiene en g/L (5 Triptona,
1 K2HPO4, 1 Glucosa); en todos los medios se observo la
formacion de la biopelicula desde la hora 8.
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Resultados. Los microorganismos tienen diferentes
capacidades para formar biopeliculas y EPS dependiendo
de su origen y del medio de cultivo como se ve en la figura
1, los pozos que ademas de crecimiento presentaron una
pelicula en la parte superior son los que tienen una
coloracion blanca-beige. En caja, las colonias formadoras
de EPS tienen apariencia mucoide, sin la consistencia
sélida de otras bacterias.

YPD (3), TGY (4), (B) Colonia mucoide de B. velezensis YPD (C) Colonia mucoide
de B. velezensis ASW, (D) biopelicula en medio liquido YPD.

Conclusiones. La presencia de glucosa en el medio de
cultivo fue uno de los principales factores para la
produccion de EPS en las cepas estudiadas, ademas de
su origen (marino o terrestre), ya que no todas las cepas
de una misma especie se comportan de la misma forma
en la produccion de biopeliculas e incluso en algunos
medios no se observd este fendbmeno. A partir de estos
resultados se esta estudiando su comportamiento en
matraz, para caracterizar a los EPS producidos.
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ACTINOMICETOS: AGENTES DE CONTROL BIOLOGICO DE INSECTOS VECTORES

Y BACTERIAS PATOGENAS
Daniela Cerda Apresa, Maria Guadalupe Maldonado Blanco, Katiushka Arévalo Nifio, Verénica Almaguer Canti, Ma
Guadalupe Rojas Verde, Instituto de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn, Cd. Universitaria, C. P.
guadalupe.rojasvrd@uanl.edu.mx .

Palabras clave: Enzimas hidroliticas, gen PKS1, actividad antibacteriana.

Introduccion. Los microorganismos son una fuente
inagotable de compuestos de alto valor aplicables en
diversas areas, médica, agricola,de alimentos, entre otras
por la capacidad de producir compuestos antiparasitarios,
potenciadores del crecimiento de plantas, enzimas
hidroliticas, etc. Dentro de estos se encuentran los
actinomicetos, bacterias grampositivas, filamentosas
(presentan pseudomicelio), ampliamente distribuidas en
ambientes terrestres y acuéticos (1). En los Ultimos afios
los actinomicetos se han colocado como candidatos para
ser empleados en el ataque de insectos transmisores de
enfermedades virales (ejemplo, Aedes aegypti) (2), sin
embargo, evaluar al total de aislados nativos resulta
costoso y poco practico, por lo cual es necesario
establecer un mecanismo de preseleccién (3). Detectar el
gen PKSL1 en actinomicetos aislados de diversas regiones
y evaluar su actividad antimicrobiana.

Metodologia. Los actinomicetos fueron activados en agar
avena por 5 dias a 30°C. La actividad antimicrobiana se
realiz6 por doble capa sembrando los actinomicetos
(fragmento) en Mueller Hinton, después de 5 dias se
agrego en doble capa del mismo agar con cada una de las
diferentes bacterias evaluadas (concentracion de 1X108
cel/mL) y se incubo a 37°C por 24 h. Para la deteccion del
gen PKS1 se realiz6 la extraccion por la técnica de una
colonia y se hizo la pcr a las condiciones sugeridas para
los oligos empleados, asi como una electroforesis en gel
de agarosa para visualizar el amplicén.

Resultados. Del total de actinomicetos aislados, en 42 se
evalué la actividad antimicrobiana. Se determind que
cuatro tuvieron un efecto inhibitorio contra S. aureus, S.
enteritidis, S. Typhimurium y K. pneumoniae (Figura 1).
Siendo la cepa CHI30 (Aislada de Chiapas), el
actinomiceto capaz de inhibir al total de bacterias
evaluadas, asi como presentar la mayor inhibicion contra
S. Typhimurium (3.5 cm de diametro), Adicional a ello, es
capaz de producir diferentes enzimas hidroliticas como
quitinasa, lipasa, proteasa y esterasa. Por otro lado, en 19
actinomicetos se detect6 el gen PKS1 (Figura 2).
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Fig. 1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de CHI30 contra bacterias
patégenas. a) S. aureus, b) S. enteritidis, c) K. pneumoniae, d) S. Typhimurium
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Fig. 2. Amplicones obtenidos en electroforesis en agarosa al 1.5 %.
M, marcador. 1, CHI29, 2, CHI30, 3, CHI46. 4, CHI61.5, CHI63

Conclusiones. La capacidad que presentan los
actinomicetos para inhibir bacterias patdgenas, el
presentar enzimas hidroliticas como las quitinasa,
proteasas y lipasas, asi como la presencia del gen PKS1
sefialan que al menos CHI30 puede ser empleado como
agente de control biolégico contra insectos en particular
Aedes aegypti, vector transmisor de enfermedades virales
de gran importancia médica.
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MICROORGANISMOS PROMOTORES DEL CRECIMIENTO: ACTINOMICETOS
Daniela Cerda Apresa, Itzeel Rosalina Ramirez Hernandez, Katiushka Arévalo Nifio, Veronica Alimaguer Cantd,
Ma Guadalupe Rojas Verde, Instituto de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Autbnoma de Nuevo
Leodn, Cd. Universitaria, C. P.
guadalupe.rojasvrd@uanl.edu.mx
Palabras clave: Actinomicetos, enzimas hidroliticas, promotores del crecimiento

Introduccion. El uso de fertilizantes quimicos y herbicidas
ha conducido a la generacién de contaminacion del suelo,
el agua y el ambiente en general, asi como el incremento
en costos de produccion y efecto nocivo para la salud de
mamiferos (1). Los biofertilizantes elaborados con
microorganismos permiten el crecimiento de la planta,
aportando nutrientes necesarios al convertir compuestos
complejos en nutrientes simples, la produccion de
hormonas que generan la proliferacion de raices. Los
actinomicetos son bacterias presentes en suelo, gram
positivas capaces de degradar la materia organica,
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), fijadoras de
nitrégeno, solubilizadoras de fosfatos y productoras de
sideréforos (2).

Debido a esto, se evalué la capacidad de actinomicetos
nativos de producir enzimas hidroliticas, IAA (acido indol
aceético), produccion de amonio y la solubilizacion de
fosfatos, aislados de diversas regiones de México y
Canada.

Metodologia. Los actinomicetos se reactivaron en agar
avena. Las enzimas hidroliticas se determinaron
empleando los sustratos especificos para cada fin: quitina,
CMC, caseinay almidén para quitinasa, celulasa, proteasa
y amilasa, respectivamente. Para la produccion de amonio
se empleo el método descrito por Lara, et. al. (3).
Finalmente, la solubilizacién de fosfatos se empleo el
medio de Pikovskaya.

Resultados. De los 26 actinomicetos evaluados, 1%
fueron positivos a proteasa, 59% a quitinasa, mientras
gue el 100% fueron positivos para CMCasa y amilasa
(Figura 1)

Fig. 1. Actividad enzimatica de a) proteasa, b) quitinasa, c) CMCasa y d)amilasa
de los actinomicetos alisados.

Con respecto a la fijacion de nitrégeno, siete actinomicetos
exhibieron un cambio en el color a los 3 dias de
crecimiento, aunque 22 fueron capaces de crecer en esas
condiciones, mientras que cuatro fueron incapaces de
desarrollarse (Figura 2).
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Fig. 2. Fijacion de nitrégeno. 1) control negativo 2) Control positivo, B. subtilis
del 3 al 9, actinomicetos nativos de diferentes regiones.

Por otro lado, la produccién de amonio fue variable, siendo
los aislados de Mexicali (51) y de Chiapas (CHI143), los
gue mostraron una mayor intensidad (Figura 3). Por ultimo,
la fijacién de nitrégeno, 13 actinomicetos presentaron una
degradacion del medio, siendo los aislados de Canada,
Mexicali y Chiapas (datos no mostrados).
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Fig. 3. Produccion de amonio. Color amarillo (-), color rojo (+). Orden de
izquierda a derecha: Primera fila: MC34, MC37, MC38, MC39, MC40, MC47,
MC50 y MC51. Segunda fila: Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, CHI43,
FW11, FW12, FW13, FW32y FW40. Tercera fila: MC18, MC19, MC22,
MC2vo5, MC26, MC27, MC28 Y MC30.

Conclusiones. Los actinomicetos son capaces
de producir una amplia gama de metabolitos, los que
los coloca como una alternativa para ser empleados
en diversas areas. Dentro de la que puede destacar su
uso como bioefertilizantes, en particular los aislados
de Mexicali, Baja California, especificamente MC51, ya
que esta cepa es capaz de producir no solo
enzimas hidroliticas como proteasas, quitinasas,
CMCasas y amilasas, sino también es buen fijador de
nitrégeno y productor de amonio.
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PRODUCCION DE CUTINASAS EN Pichia pastoris: DIFERENCIAS DE COMPORTAMIENTO

ENTRE CEPAS HOSPEDERAS.
Andrea Sabido, Montserrat Tagle, Krystel Ledn, José Augusto Castro y Amelia Farrés. Departamento de Alimentos
y Biotecnologia, Facultad de Quimica, UNAM, 04510 Ciudad de México
farres@unam.mx.

Palabras clave: Pichia pastoris, cutinasas, expresién heteréloga.

Introducciéon. Las cutinasas han adquirido relevancia
en la Ultima década por diversas
aplicaciones, particularmente en la degradacion de
poliésteres. El sistema cutinolitico de Aspergillus nidulans
ha sido descrito (1) y dos de sus componentes
presentan potencial para la degradacion de poliésteres
(2). Uno de los retos para lograr su explotacion es contar
con un sistema eficiente de produccion.

Pichia pastoris es una levadura ampliamente utilizada
en la produccién heter6loga de proteinas eucariotes.
En primera instancia, se emple6 como hospedera la
cepa X33y como vector el plasmido pPICZa, que contiene
dos promotores aox inducibles por metanol. En ese
trabajo se pretende explorar si el uso de las cepas
denominadas Mut: puede ofrecer ventajas en la
produccion de las proteinas de interés. Estas cepas, como
la KM71H, sélo contienen un promotor aox y tienen una
utilizacibn mas lenta de metanol. Se comparan los
resultados para dos enzimas, ANCUT1 y ANCUT3, en
diferentes condiciones de inductor e inéculo.

Metodologia. Se sintetizaron los genes de
interés optimizando el uso de codones para Pichia
pastoris Las clonas criopreservadas fueron propagadas
en medio YPD, de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor (Thermofisher) y se emplearon para
propagacion en matraces de 250 mL con agitacion de 300
rpm, 29 °C, medio BMGY, durante 72 h. La actividad
esterasa fue evaluada espectrofotométricamente con p-
nitrofenil acetato (3) y la cuantificacién de proteina se
realiz6 por el método de Bradford.

Resultados.
Metanol Actividad Actividad
volumétrica ANCUT 1 volumétrica ANCUT 3
0.5% 188 131
1.0% 182 157
1.5% 80 204
3.0% 80 113

Tabla 1. Actividad presentada por las clonas ANCUT 1y ANCUT 3 en las cepas
Pichia pastoris KM71H. Determinaciones por triplicado.

Conclusiones. Los niveles de actividad alcanzada son
mayores cuando se emplea la cepa X33 como hospedera,
independientemente del nivel de inéculo. En esa cepa, la
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mayor produccién se alcanza en la Clona ANCUT1 con 3%
de metanol, mientras que cuando se usa la KM71H el valor
mayor se logra a la concentracion mas baja de metanol.

Metanol(%6) ANCUT 1 ANCUT 3
0.5 744 97
15 567 97
3.0 1867 84

Tabla 2. Actividad volumétrica (u/Ml) obtenida por las clonas de ANCUT1y
ANCUT3 expresadas en Pichia pastoris X33

Nivel de ANCUT1 ANCUT3
inéculo (%)
0.1 99 114
0.5 188 110
1.0 179 116
2.0 99 189

Tabla 3. Actividad volumétrica (U/MI) obtenida por las clonas de ANCUT1y
ANCUT 3 expresadas en Pichia pastoris KM71H ante diferentes niveles de
inéculo.

La actividad de ANCUT 3 es mayor a 1.5% de metanol en
la cepa Mut:y no presenta diferencia significativa cuando
se usa X33. Ambas cepas requieren de diferente nivel de
indculo para alcanzar la méaxima produccion. Se debe
explorar el papel de la secuencia genética en la respuesta
al nivel de inductor. Ambas cepas requieren de diferente

nivel de inéculo para alcanzar la méxima produccion.

Agradecimiento. PAPIIT UNAM 17203128, 1T201921 y
PAIP Facultad de Quimica 9000-9095. AS recibi6é beca
posdoctoral DGAPA.
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NANOENSAMBLAJES SUPRAMOLECULARES PARA CAPTURA DE ANTICUERPOS EN
EL DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS.
Juan Patifio Cardenas & Luz Maria Lépez Marin, Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada, Universidad Nacional
Autonoma de México, UNAM Campus Juriquilla, 76230 Querétaro, México
juanpatino@comunidad.unam.mx.

Palabras clave: tuberculosis, antigeno, diacil trealosa.

Introduccion. Actualmente la tuberculosis es la
principal causa de muerte debido a un agente infeccioso,
con casos y muertes con aumentos anuales previstos
para los proximos afos [1]. La deteccién temprana de
esta enfermedad permitira una pronta aplicacién
de tratamiento y de las medidas cautelares para evitar
su transmision y propagacion. Entre los antigenos
mas prometedores para el serodiagnostico de la
tuberculosis destacan los compuestos lipidicos,
abundantes en Mycobacterium tuberculosis, el agente
causal de la enfermedad [2]; sin embargo, este tipo de
antigenos ha sido desatendido debido a su caracter
lipofilico.

El objetivo de este trabajo es el despliegue del lipido diacil
trealosa, antigeno especifico para diagnéstico de la
tuberculosis, en un formato coloidal. En este trabajo
se presentara el disefio y resultados preliminares de
este estudio.

Metodologia. El antigeno serd obtenido a partir de
un extracto organico de células de micobacterias, y

su estructura  confirmada  mediante  técnicas
guimicas (reacciones especificas e identificacion
de componentes), movilidad cromatografica,

y espectrometria de masas. Dado su caracter anfipatico,
el antigeno sera desplegado en liposomas. Para
ello, vesiculas de multiples capas seran preparadas por

el método de deshidratacion/rehidratacion,
usando mezclas de fosfatidilcolina, colesterol vy
dodecanotiol. Enseguida, se obtendran vesiculas

monocapa mediante extrusién. Finalmente, se evaluara la
estabilidad de las estructuras obtenidas, asi como su
capacidad para la captura de anticuerpos especificos.
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Para ello, los liposomas seran inmovilizados sobre una
superficie metdlica conductora, y la presencia de
reacciones antigeno-anticuerpo seréd monitoreada.

Resultados. Se discutiran las bases del
trabajo, incluyendo la pertinencia del desarrollo de
métodos rapidos para el diagnéstico de tuberculosis y la
seleccién del antigeno, asi como las oportunidades que la
ciencia e ingenieria de materiales brinda para el rescate
de moléculas bioactivas de dificl manejo en
medios acuosos.

Conclusiones. La reciente emergencia de Ila
lipidomica es decir del estudio integral de los lipidos de
una célula u organismo, ha puesto en relevancia la
importancia de estos compuestos en el area de la
biomedicina. El uso de la nanotecnologia y de la ciencia
de materiales hace posible el desarrollo de estrategias
para el monitoreo o la explotacion de lipidos bioactivos.
En este trabajo se discute y se presenta la elaboracion de
un sistema coloidal como wuna nueva plataforma
diagndstica de la tuberculosis.

Agradecimiento. Este trabajo es apoyado por
Becas Nacional (Tradicional) 2020-2, Conacyt con Clave:
2020- 000026-02NACF y el Programa de Apoyo a los
Estudios de Posgrado (PAEP) 2021.
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EVALUACION DE Bacillus sp. PARA EL CONTROL DE ENFERMEDADES EN POSCOSECHA
DE AGUACATE HASS

Lorena Maria Lépez Lujan ¢, Cristina Calle Henao!, Maria Paulina Montoya Vargas?, Juan Carlos Bedoya Perez 2, Sinar David Granada
Garcia t, 1. Unidad de Fitosanidad y Control Bioldgico, Corporacién para Investigaciones Bioldgicas (UFCB)- CIB, Medellin Colombia, 2.
Facultad de Ciencias de la Salud. Institucion Universitaria Colegio Mayor de Antioquia. Medellin Colombia
lomlopezlu@unal.edu.co

Palabras clave: Bacillus sp., aguacate Hass, patdgenos poscosecha

Introduccién. La comercializacion de aguacate =  8E+09

colombiano se ha visto limitada por problemas £ E  6ri09

fitosanitarios que se manifiestan en poscosecha (1). El S 4 E409

control de estas enfermedades se realiza empleando §§ ’

prochloraz (2). A pesar de esto, la industria intenta reducir gg 20409 _ﬁ

el uso de fungicidas teniendo en cuenta su efecto adverso S § 0,E+00 %) @
sobre la salud humana y el ambiente (3). El control S 280 | @ ¥ & P S
biolégico representa una alternativa para combatir (9\\:54 \3@}'\- \?c:* %5& é\o@ &
patégenos de aguacate. En este trabajo, se evalud el < ¥
potencial de Bacillus sp. para proteger frutos de aguacate Fig 2. Efecto de la adicién de diferentes suplementos de carbono a la

fermentacién en estado liquido sobre la produccién de endosporas por el
aislamiento Bacillus sp. HOB008-290.

Hass frente infeccién por patégenos en poscosecha.

Metodologia. Se emplearon bacterias y hongos
patégenos de aguacate de la coleccion de la UFCB. Se
seleccionaron bacterias antagonistas por enfrentamientos
duales. Luego, se evalud su eficacia in vivo para controlar
lesiones en frutos infectados con patdgenos. Se
determinaron parametros de crecimiento y fuentes de
carbono/nitr6geno oOptimas para favorecer produccién
celular y endosporas empleando la metodologia de
optimizacion “Un factor a la vez”.

Concentracién endosporas
(ufc/mL)

Resultados. Se seleccion6 el aislamiento HOB008-290
Bacillus sp. por su eficacia en la proteccién de frutos en
poscosecha (Fig 1). En fermentacion sumergida se logré
una produccién de 5x10° cel/mL y 2x1010endosporas Fig 3. Efe.c’to dela adicic’tn c!e diferentes suplem.e’ntos de nitrégeno ala
viables/mL. Se seleccionaron sacarosa y caseina fermentacién en est.ado I'|qU|do so?re la produccién de endosporas por el
hidrolizada de soya como fuentes de carbono y nitrégeno aislamiento Bacillus sp. HOB00-250

adecuadas para favorecer la produccion de células y
endosporas (Fig 2, 3).

Conclusiones. Estos resultados demuestran el potencial
de aislamientos Bacillus sp. nativos de aguacate para
conservar la calidad del fruto en poscosecha,

120,00 .

" representando un recurso viable para el desarrollo de
. ‘ productos que puedan ser articulados a los procesos de
20,00 plantas empacadoras de aguacate.
-30,00 |
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Fig 1. Porcentaje de proteccion de los aislamientos bacterianos frente al
desarrollo del patégeno poscosecha a) C. gloeosporioides y b) L. sojae.
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CUPREDOXINAS DE PARED CELULAR DE HONGOS FILAMENTOSOS: DEMOSTRACION DE
SU LOCALIZACION E INDAGACION DE SU PAPEL BIOLOGICO
Jesus Urbar-Ulloa, Elizabeth Chavira-Espinoza, Alejandro Pereira-Santana, Jorge Verdin, Centro de Investigacion
y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, Biotecnologia Industrial, Zapopan 45019,
jeurbar_al@ciatej.edu.mx

Palabras clave: cupredoxina, Neurospora, pared celular

Introducciéon. La indagacién in silico de Ila
composicién protedmica de la pared celular de hongos
filamentos lignoceluloliticos condujo a la identificacién de
una cupredoxina (CuRDX) en Neurospora crassa que
cuenta con las sefiales necesarias (péptido sefial, GPI-
sefial, ausencia de regiones transmembranales,
[Ser/Thr] >21%) para potencialmente residir en la pared
celular. Ademds, estudios transcriptémicos sefialan un
aumento significativo en la expresion del gen que la
codifica (NCU04496) en un estado de inanicidon: o en
presencia de sustratos lignocelulésicoszcon respecto a
sacarosa como sustrato, sugiriendo una correlacién entre
la expresion de esta proteina y algin proceso
relacionado con la alimentacion. La presencia de esta
proteina en la pared celular de N. crassa abriria la
posibilidad de que esta estructura cuente con funciones
sin precedentes como la lignindlisis. Por lo tanto, el
presente trabajo tiene como objetivo la verificacién in vivo
de la localizacion de CuRDX en la pared celular de N.
crassa ademés de rastrear su evolucién y su posible
papel bioldgico mediante técnicas bioinformaticas.
Metodologia. La verificacion de la localizacién in vivo de
CuRDX se realiz6 mediante las fusiones curdx-1
(Pccgl::curdx::v5::gfp) y curdx-2
(Pccgl::ps::gfp::vh::curdx) de curdx con afp
para posteriormente ser incorporado al genoma de N.
crassa mediante recombinacion homologa:. Las cepas
transformantes y curdx-knock-out fueron analizadas a
posteriori mediante microscopia confocal de fluorescencia
y con experimentos de crecimiento radial y conteo de
hifas. Para indagar en su evolucion se elabor6 una
reconstruccion filogenética y andlisis sinténico utilizando
una base de datos con 521 proteomas fangicos de donde
se obtuvieron los ortélogos de CuRDX, quienes fueron
filtrados en funcién a las sefiales pertinentes para residir
en la pared celular de hongos filamentosos.

Resultados. De la estrategia in silico para la indagacion
de su proceso evolutivo y su papel biolégico se obtuvieron
los ortélogos de CuRDX con las sefiales necesarias para
residir en la pared celular, en su mayoria pertenecientes
a hongos filamentosos de las divisiones Ascomycota y

Basidiomycota, encontrandose  ausentes  hongos
levaduriformes como Ustilagomycetes y
Saccharomycetes. Enseguida se realizaron dos

reconstrucciones filogenéticas basadas en la proteina
completa y en su dominio funcional: mientras que la
reconstruccion filogenética basada en la proteina
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completa muestra una conservaciéon en funcién de la
Division, aquella basada en el dominio funcional se divide
en cuatro clados alternados entre ascomicetos y
basidiomicetos. Esta diferencia podria significar que,
mientras las cupredoxinas han evolucionado de manera
paralela en funcion de su Divisién, los dominios
funcionales conservan caracteristicas en comun, quizas
asociado a su funcion bioldgica. Por otro lado, el andlisis
sinténico muestra 16 clados Clase-especificos
fortaleciendo la hipotesis acerca de una reduccién
sinténica debido a factores como la transferencia lateral o
la reproduccion asexual. En relacion a las cepas
transformantes generadas, aquella que expresa la fusion
curdx-1 mostré fluorescencia en vacuolas dentro de las
hifas  sugiriendo que las modificaciones post-
traduccionales derivadas de la GPI sefal siguen la misma
ruta de las proteinas de pared celular de hongos
levadurifomes. Por otra parte, la fusién curdx-2 tuvo una
sefial de fluorescencia ausente en su andlisis por
microscopia, posiblemente debido a interacciones
oxidantes indeseadas entre CURDXy GFP. Los andlisis de
crecimiento radial mostraron un crecimiento 3 veces mas
rapido de cepa de N. crassa expresando la fusién curdx-2
con respecto al resto de cepas, mientras que la cepa
curdx-1 y knock-out mostraron una etapa de adaptacion
prolongada con respecto al resto y un menor crecimiento
final de la cepa con la fusién curdx-1. Finalmente el conteo
de hifas mostr6 una ramificacién significativamente mayor
por parte de la cepa curdx-1 con respecto al resto.
Conclusiones. Los resultados obtenidos tanto en la
estrategia in silico como in vivo muestran que CuRDX de
N. crassa tiene un impacto directo en la morfologia de las
hifas y su capacidad de ramificacion soportando la
hipétesis de una pared celular fungica funcionalizada, ya
sea en la degradacion de lignocelulosa o en su crecimiento
y elongacién.
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