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Palabras clave: Rhipicephalus, Aspergillus, marcadores moleculares

Introduccion. Aspergillus flavus es un hongofilamentoso
ubicuo y saprofitico que produce toxinas que contaminan
los alimentos y es capaz de infectar plantas y animales
(1). Se ha identificado con anterioridad a Aspergillus
flavus infectando a la garrapata Rhipicephalus microplus
(2), este es el ectoparasito de mayorimportancia mundial
en el ambito de la ganaderia ya que ademas del dafio
gue ocasiona como ectopardsito, también transmite
graves enfermedades del ganado bovino como
babesiosis y anaplasmosis (3) por lo cual su adecuado
control es un reto necesario e indispensable para esta
industria.

Metodologia. Se identificaron huevos de R. microplus
con presencia de infeccion micotica,se aislé el posible
agente causal y este fue identificado mediante técnicas
morfoldgicas yfilogenia. Durante este trabajo se amplificé
parcialmente el gen de la versicolorin B sintetasa con los
primers AFVBSF 5° AGGCGCATACGATATGTGS 3" vy
AFVBSR 5" AACAGACCCTTACGCTGCT 3. Los

amplicones fueron secuenciados mediante
procedimiento Sanger capilar en el IBT- UNAM. Las
secuencias obtenidas se les comparé mediante
construcciones filogenéticas con secuencias ortélogas
obtenidas de la base de datos del GENBANK con
miembros la seccién Flavi, por el método de maxima
verosimilitud, segun el modelo general tiempo reversible
(GTR) y con una prueba de bootstrap de 1000
repeticiones.

Resultados.

A)

B)

| .:.v
'. b : i 20 ym

Fig. 1. — A) Micelio de A. flavus en huevos de R.
microplus, B) Conidio de A. flavus
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Fig. 2.- Construccion filogenética del marcador VBS

Conclusiones. El hongo aislado en este trabajo a partir de
garrapatas infectadas (H3),fue ubicado en el clado de A.
flavus, por lo quese infiere que pertenece a esta especie, no
obstante, nuestro equipo de trabajo realiza mas
experimentos que soporten esta aseveracion. El aislamiento
e identificacion de hongos acaropatégenos capaces de
infectar ala garrapata es de gran importancia pues podrian
ayudar en el biocontrol de la garrapatadel ganado.

Agradecimientos.

Se agradece al Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad por permitir llevar
a cabo este trabajo en sus instalaciones y al CONACYT por
la beca otorgada.
Bibliografia.

Scheidegger, K.A. and Payne, G.A., 2003. Unlocking the secrets behind

secondary metabolism: A review of Aspergillus flavus from pathogenicity
to functional genomics. Journal of Toxicology 22: 423-459.

Miranda-Miranda, E., Cossio-Bayugar, R., Martinez- Ibafies, F., Casasanero-
Ordufia, R., y Folch-Mallol, J. (2012). Natural occurrence of lethal
aspergillosis in the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Acari:Ixodidae). Parasitology, 259-263.

Foil LD, Coleman P, Eisler M, Fragoso-Sanchez H, Garcia-Vazquez Z,
Guerrero FD, Jonsson NN, Langstaff IG, Li AY, Machila N, Miller RJ, Morton
J, Pruett JH, Torr

S. Factors that influence the prevalence of acaricide resistance and tick-
borne diseases. Vet Parasitol. 2004 Oct 28;125(1-2):163-81.

397


mailto:cesaraarreguinp@gmail.com

‘a

S .

XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

Memorias

INCERd

CONTAMINACION POR HIDROCARBUROS EN CENOTES DE QUINTANA ROO:
APLICACION DE ANALISIS POR CONGLOMERADOS Y ANALISIS DE
COMPONENTESPRINCIPALES

José Antonio Ledn-Borges?, Abraham Efraim Rodriguez-Mata?, Manuel Alejandro Lizardi-
Jiménez3. 'Universidad de Quintana Roo, Divisién de Ciencias, Ingenieria y Tecnologia, Cancun,
Quintana Roo, 77519, *TecnoldgicoNacional de México-IT Chihuahua, Av. Tecnoldgico 2909,
Tecnoldgico, C.P. 31200 Chihuahua, Chihuahua, 3CONACYT- Universidad Auténoma de San Luis
Potosi, MDH, Sierra Leona 550, 2da. Seccién, San Luis Potosi, SLP, C.P. 78210.
jleon@uqgroo.edu.mx
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Introducciéon. La contaminacion por hidrocarburos en
cenotes de Quintana Roo ha sido recientemente
documentado por nuestro grupo. Sin embargo, el uso de
técnicas computacionales (Abdi y Williams, 2010; Edwards
y Cavalli, 1965) con la idea de agrupar e identificar es
escasa. El objetivo del trabajo evaluar la incidencia turistica
de analisis por conglomerados se ha evidenciado en (Leén-
Borges y Lizardi-Jiménez, 2017) y de la explicacién de
presencia de asfalto con analisis de componentes
principales en (Le6n-Borges et. al, 2020).

Metodologia. Se recolectaron muestras de 11 cenotes,
entre 2012-2017, en temporada turistica alta y baja. Cancin
(21°11'25.5"N, 86°50'14.9"W; 21°9'41.3"N, 86°51'0.81"W;
21°8'19"N, 86°51'39.35"W), Puerto Morelos

(20°50'15.965"N,

87°1'24.781"W; 20°52'32.42"N,
87°2'36.146"W), Riviera Maya, (20°39'43.59"N,
87°4'7.25"W; 20°12'31.26"N, 87°28'21.81"W), Cozumel
(20°26'35"N, 86°59'40"W), Chetumal (18° 46'2.37"N,
88°18'24.92"W; 18°30'50.98"N, 88°25'27.29"W), Holbox
(21°32'16.0"N,
87°13'12.0"W). Se analiz6 por cromatografia de gases la
presencia de hidrocarburos. Se realiz6 un Andlisis por
conglomerados para agrupar relaciones de puntos en un
espacio multidimensional (Edwards y Cavalli-Sforza, 1965),
y se ocupé la técnica de agrupamiento basado en centroide
llamado k-means. Se ejecutd un Andlisis de componentes
principales (ACP), técnica estadistica multivariante, que
analiz6 arreglos de datos donde las observaciones
describieron correlaciones mediante varias variables
dependientes (Abdi y Williams, 2010).

Resultados. HAP primarios detectados en las muestras
incluyeron fluératenos, antraceno, fenantreno y naftaleno,
con concentraciones HAP totales que se multiplican casi
por cinco para los cenotes muestreados de 2016 a 2017.
Esto se compara con un aumento de solo el 7% trafico
turistico durante estos afios. Ademas, se han encontrado
antraceno, benzo[a]pireno, y pireno en las series de datos
historicos donde se registraron dentro de grupos de 2, 3,y
4 clasificando muestras de cuerpos de agua de cenotes por
grado de contaminacion (bajo, medio, y alto) con respecto
a la concentracion de hidrocarburo (mg L-1).

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Tabla 1. Punto “Cancin”, concentracién de hidrocarburos histdrico.

Afio HAP Concentracion Alta/Baja
2012 Naftaleno 5.94 + 3.62/ND
Fenantreno 0.09 + 0.00/ND
2013 N/A/N/A
2014 Fenantreno 10.09 + 0.09/ND
2015 Antraceno 8.00 + 0.13/ND
2016 Fenantreno 3.10£0.03/1.10 £ 0.14
2017 Nonano 5.20 £ 0.36/ND
Hexadecano

ND/1.98 +0.13

Tabla 2. Analisis por conglomerados por tres grupos (5 cenotes).

Grupol  Grupo 2 Grupo 3 Cenote asignado a grupo
(Holbox)  (Bacalar)  (Cancun)

3 5 0 Bacalar (Bacalar)

4 0 4 Rancho viejo (Cancun)

5 2 1 Ojo de agua (Holbox)

5 4 1 Xcaha (Riviera Maya)

4 0 2 Talleres (Cancun)

Conclusiones. El analisis por conglomerados fue agrupado en
muestras por grado de contaminacion, ademas del ACP para
confirmar que existe una diferencia importante entre las
concentraciones de hidrocarburos que se encuentran en las
temporadas alta y baja. El andlisis estadistico multivariado de
los datos de concentracién de HAP sugiere que el diésel, la
gasolina y el asfalto son las fuentes de contaminacién mas
probables y estan asociadas con periodos de mayor trafico
turistico. La matriz de valores de las principales variables, que
relaciona las varianzas, nos permitid encontrar las variables
HAP maéas significativas, como ejemplo la correlacion
hexadecano/fenantreno con concentracion 3.18/2.54 (mg L-1).
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Palabras clave: OppA, Chaperon, Union a ligando

Introduccion. La proteina A periplasmica de unién a
oligopéptidos (OppA) es la porcién de transporte con motivo de
unioén a sustrato (SBP) del pentamero, junto con B/C, segmento
transmembrana; y D/F, fraccion citopldsmica con motivo de
unién a nucleodtido y cassette para la hidrdlisis de ATPL. Es un
transportador tipo ABC en bacterias Gram (-), para el
transporte de moléculas, absorcion de nutrientes y procesos de
sefializacion. OppA tiene varios sustratos. Se le encontré
actividad tipo chaperona en Yersinia pseudotuberculosis®. Se
propuso que los residuos aminoacidicos R41 y D42, estan
involucrados en dicha actividad de chaperona3. El objetivo es
realizar ensayos in silico para dilucidar las interacciones entre
las proteinas receptora (OppA) y ligando, entender la actividad
chaperona de Y. pseudotuberculosis.

Metodologia. Se realiz6 un estudio in silico, utilizando las
estructuras cristalinas de la proteina OppA de Yersinia pestis
(codigo PDB: 2223), de la a-glucosidasa de Saccharomyces
cerevisiae* (codigo PDB: 3aj7), se realizaron
acoplamientos proteina-proteina usando HDOCK®* y GRAMM-
X8, para determinar los sitios de unidn, después
utiizando  UCSF-Chimera’, se seleccionaron y extrajeron
5 ligandos de MAL-12. Para evaluar su interaccion con la OppA
se hicieron acoplamientos moleculares mediante AutoDock
Vina®. Se realiz6 una comparacién de acoplamientos con
ligandos ya conocidos de la SBP, de Pubchem. El andlisis de
interacciones del complejo ligando-receptor y generacion de
esquemas 2D fueron realizados en LigPLot®.

Resultados. El presente es un estudio computacional de la
interaccion de diferentes ligandos con la OppA. Se obtuvieron
las coordenadas de posicion de las enzimas, del banco de
datos de proteinas. Por el programa Chimera 1.7, se eliminaron
los residuos que no pertenecian a las proteinas sin afectar los
célculos de docking. Los ligandos fueron extraidos de las
zonas mas hidrofébicas de la hidrolasa de S. cerevisiae MAL-
12, dos de las estructuras

B-plegadas del barril central con 6 residuos aminoacidicos
cada uno y tres del dominio g-sandwich de la proteina, con 6,
8 y 9 residuos de aminoacidos. Usando Avogadro se auto-
optimizaron los angulos de enlace de los ligandos. En
Autodock se eligié la enzima y los ligandos, moléculas de
solvente y otros residuos fueron removidos del sitio activo de
la enzima. Los a&tomos de hidrégeno se agregaron con la
opcion Hydrogen Polar only. Se eligié el “grid” de la OppA. No
se introdujo semilla, y los parametros de la posicion y angulos
dihedros se dejaron aleatorios. Se creé la entrada para
Autodock VINA y se realizé el célculo.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Fig. 1. Esquema bidimensional del ligando 4 conformacién 2, hecho en
LigPlus, que muestra las interacciones entre la molécula y los residuos
aminoacidicos de la Proteina OppA.

Tabla 1. Caracteristicas de las secuencias de los ligandos.

ligando secuencia Kcal/mol/l
puentes H
B-sandwich (9 aa) Leu,Phe,Ser,Phe,Thr,Lys,L -7.1//I5
ys, Tyr
B-barril central (6 aa) Lys,Phe,lle, Thr,Asp,Leu -6.7//3
B-sandwich (8 aa) Lys,Thr,Leu,Phe,Ala,Ala,L -7.21I5
eu,Asn
B-sandwich (6 aa) Phe,Lys,Leu,Glu,Phe,Gly -5.3/I5
B-barril central (6 aa) Thr,Val,Gly,Glu,Met,GIn 44]/2

Conclusiones. El ligando que posee mayor afinidad con la
enzima OppA es la conformacién 2 del cuarto ligando; con
una energia de enlace de 5.3. Tres de las cuatro
conformaciones (una de cada ligando) tienen 5
interacciones por puentes de hidrégeno. Los enlaces de
hidrégeno tienden a formarse con Leu, Lys y Thr.
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Introduccion. Las hormigas (Hymenoptera: Formicidae)
son insectos con una amplia distribucién geografica y
una alta riqueza especifica (13, 908 especies) (1)
ademas, presentan un amplio espectro de relaciones
interespecificas e intraespecificas (2), por lo cual se
consideran un modelo idéneo para realizar estudios
filogenéticos, de genética poblacional y ecolégicos.

El objetivo de esta investigacion es delimitar genética y
geograficamente las poblaciones de los nidos
seleccionados de A. mexicana, A. cephalotes, C.
atriceps, C. planatus, C. rubrithorax, C. sericeiventris, C.
striatus, P. barbatus y P. comanche en México.

Metodologia. Con base en el genotipo del Citocromo C
Oxidasa | (COI) de cada muestra estudiada (3), se
realizaron filogramas utilizando el algoritmo RAXML-
BlackBox y redes de haplotipos (Median-Joining
Haplotype) (4). Las matrices de distancia geografica y el
radio limitante de cada poblacién se obtuvieron en el
programa Qgis 3.12 V, asi mismo, se realizaron
dendogramas de distancia UPGMA en PAST 4.04V y se
obtuvo la diversidad nucleotidica y haplotipica en DnaSP
6V. La correlacion entre la distancia genética y
geografica se evalué mediante la prueba de Mantel.

Resultados. La especie P. barbatus presenté tres
poblaciones, con una distancia limitante de 85.3 km,
mientas que todas las muestras de P. comanche
pertenecieron a la misma poblacion en un radio de 3.45
km. Por su parte, las especies de C. atriceps, C.
planatus, C. rubrithorax, C. sericeiventris, C. striatus
presentaron un radio limitante de 99 km, 150.4 km, 138.8
km, 529 km, y 144.8 km, respectivamente. La baja
variabilidad genética de la especie A. cephalotes
propicié la determinacién de una Unica poblacion
delimitada por un radio de 460.3 km, a su vez, la especie
A. mexicana presentd dos poblaciones con un radio
minimo de 85.3 km. Por otra parte, las especies de
P.barbatus (S=74), C. atriceps (S=159), C. rubrithorax
(S=124) y C. striatus (S=124) mostraron altos nimeros
de polimorfismos, contrario observado en A. cephalotes
(S=19), C. planatus (S=2) y P. comanche (S=2). La
menor diversidad nucleotidica se obtuvo en las especies
A. cephalotes (= 0.00485) y P. comanche (1=
0.00107).
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Fig. 1. Distribucién de las muestras colectadas de los géneros Atta spp.,
Camponotus spp. y Pogonomyrmex spp.

Conclusiones. Las especies del género Atta spp. mostraron
bajo nimero de poblaciones y una baja correlacion entre la
distancia genética y geogréafica. En contraste, P. barbatus y
C. atriceps presentaron un mayor numero de poblaciones,
las cuales pueden presentar patrones de aislamiento
genético por distancia. Los valores mas altos de diversidad
haplotipica y nimero de mutaciones se observaron en el
género Camponotus spp. La variacién genética en las
poblaciones no sélo depende de la distancia geografica sino
también de factores ecoldgicos y/o reproductivos.
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Palabras clave: Aflatoxina M1, B-lactoglobulina, acoplamiento molecular

Introduccién. La B-lactoglobulina (B-LG) es la principal
proteina globular presente en el suero de leche. Esta
proteina presenta dos sitios de unién para acidos grasos y
polifenoles: el Caliz y el Sitio C (1). Ademas, aun pH de 7.0
presenta la transicion de Tanford, la cual implica un cambio
de conformacion del loop flexible formado entre las hojas
E-F (loop EF), donde este adquiere una conformacion
abierta debido a que el Glu89 es desprotonado lo que
permite la accesibilidad de los compuestos a la cavidad del
Céliz (2). Se han realizado estudios sobre la distribucién de
la aflatoxina M1 (AFM1) durante la elaboracion de quesos
donde reportan que la interaccién de la micotoxina es con
las proteinas (3). Por otro lado, con la herramienta
computacional del acoplamiento molecular se puede
modelar la forma de unién de las proteinas de la leche con
la AFM1 (4).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la interaccion de la
AFM1 con modelos estructurales de la B-LG obtenidos a
diferentes pH (2.0, 6.5, 7.4 y 8.2) por medio de
acoplamiento molecular en los dos sitios de union de la
proteina.

Metodologia. Los modelos estructurales de la B-LG a los pH 2.0,
6.5, 7.4 y 8.2 fueron obtenidos de la base de datos Protein Data
Bank (PDB). Se realizd la comparacion de los modelos a los
diferentes pH con la herramienta MatchMaker del programa
UCFS Chimera. El acoplamiento molecular se realizé con el
programa Autodock 4.2, se calcularon los parametros de unién:
constante de unidn (K,) y energia libre de unién (AG.) de cada
complejo mediante 100 corridas del Algoritmo Genético de
Lamarckian.

Resultados. En la Figura 1 se presentan las
comparaciones de los modelos estructurales a los
diferentes pH de la B-LG, encontrando que en el Céliz a los
pH 2.0 y 6.5 el loop EF se encuentra en conformacion
cerrada en comparacién a los pH 7.4 y 8.2 donde esta
abierto. Asimismo, en la region del Sitio C a un pH de 2.0
se observé una cavidad hidrofébica la cual se pierde
conforme se aumenta el pH, ademas en esta region se ha
reportado que hay una mayor afinidad por compuestos
hidrofilicos como la lactosa (1).
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Figura 1. Efecto del pH en la conformacion del loop EF (ovalo linea roja) de la
region del Céliz de la B-LG. (A) Conformacién cerrada pH

2.0 (gris) y 6.5 (amarillo). (B) Conformacion abierta pH 7.4 (azul) y 8.2 (verde).

La AFM1 se une a la B-LG a pesar de los cambios
conformacionales que sufre por la variacién del pH. Los
parametros de unién obtenidos del acoplamiento molecular con
las estructuras de la B-LG a los diferentes pH se presentan en
la tabla 1, observando que la AFM1 formé complejo tanto en el
Caliz como en el Sitio C.

Céliz Sitio C
pH — Ku(MD) AG. Ku (M) AG,
(kJ mol?) (kJ mol?t)
2.0 3.47x10* -26.11 6.65x10* -27.53
6.5 1.60x10° -29.71 1.07x10° -28.70
7.4 1.46x104 -23.77 9.03x104 -28.28
8.2 2.04x104 -24.60 1.11x104 -17.36

Tabla 1. Pardmetros de unién obtenidos de la interaccién de la AFM1 con
los modelos de la B-LG a los diferentes pH en la regién del Caliz y el Sitio C.

Conclusiones. La mayor afinidad de la AFM1 hacia la B-LG
se presenta a un pH de 6.5 para los dos sitios de unién, siendo
este cercano al pH fisiolégico de la leche. Ademas, se puede
explicar la variabilidad del destino de la AFM1 durante la
produccion de quesos, debido a la capacidad de la B-LG de
formar complejos a pesar de los cambios de pH.
Agradecimiento. Este trabajo fue realizado con apoyo del
CONACyYT (Becario: 592514). Al Laboratorio de
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Introduccion. Ermpl es una metaloproteasa putativa
dependiente de zinc de 91.8 kDa de la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe que se localiza en la
membrana del reticulo endoplasmatico (RE). Ermpl se
caracteriza por tener la siguiente topologia: una region N-
terminal citosoélica con actividad de aminopeptidasa, una
region de 8 dominios transmembranales y una regién C-
terminal citosdélica. Su funcién celular se desconoce y es
una proteina ortéloga de ERMP1 de ratay humano. En
ovario de rata su expresibn es necesaria para la
maduracién de los foliculos ovaricos (1) mientrasque, en
las células humanas, su expresion se ha relacionado con
la modulacién de la respuesta al estrés en RE a través de
la via UPR (2). Sin embargo, no hay evidencia de que la
proteina interactie con los componentes de la via. Una
alternativa que se tiene parala predicciéon de funciones
celulares es la comparacion de redes de interaccion
proteina-proteina (PPI's) entre proteinas ortélogas de
humanos y organismos modelo como S. pombe ya que
permite el enriguecimiento de lasanotaciones funcionales
de proteinas poco caracterizadas (3).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue predecir una
red de PPl de Ermpl de S. pombe para realizar
acoplamiento molecular con el fin de identificar los
posibles contactos entre las proteinas que interacttan, asi
como su relacion funcional con el estrés en RE.

Metodologia. La bisqueda de anotaciones de PPI's de
ERMP1 en humanos y en S. pombe se realizd6 en
BioGRID. La identificacion de los pares ort6logos se
realizé en DIOPT vy la construccion de la red de PPI de
Ermpl de S. pombe en Cytoscape. Las regiones mas
conservadas de Ermpl y proteinas con las que interactia
se modelaron en Swiss-model y se validaron en
PROCHECK y PDBeFold. Se utilizé el modelo de redes
neuronales de DMPfold para generar estructuras 3D de
proteinas que no se pudieron modelar por homologia. El
acoplamiento molecular se realiz6 en ClusPro y se utilizd
UCSF Chimera 1.15 para la visualizacion de los modelos.

Resultados. En BioGRID se encontraron reportadas 84
proteinas humanas que interactian con ERMP1, y 2
genes ortélogos humanos (amk2 y gsk3) que interactdan
con el gen de Ermpl en S. pombe, con una alta
probabilidad de que a nivel de proteinas también

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

interactien. En DIOPT se identificaron 11 proteinas
ortélogas en S. pombe con una alta conservaciéon de la
funcion celular entre los pares ortologos (DIOPT score >8).
Una vez generados los modelos 3D de las proteinas de la
levadura, se realiz6 el acoplamiento molecular en ClusPro.
Para esto se utilizé el modelo de la region aminopeptidasa
de Ermpl para la interacciéon con Amk2, Gsk3, Ypt5, Oca8,
Fisl, Pex12, Pmcl y Emp70 ya que poseen regiones
funcionales expuestas al citosol independientemente de su
localizacion subcelular. Por otro lado, se utilizo el modelo de
los 8 dominios transmembranales de Ermpl para la
interaccién con 3 proteinas de membrana de RE: Yosl,
Seily SPAC603.12. Los modelos del acoplamiento que
coincidieron con una misma conformacién rotacional
receptor-ligando, tuvieron los mayores valores de AG para
las interacciones electrostaticas, hidrofébicas y de Van der
Waals. Las proteinas que interactuaron con la regién
aminopeptidasa de Ermpl mantuvieron contactos préximos
a sus sitios activos, mientras que el modelo de los 8
dominios transmembranales de Ermpl interactué con las
hélices transmembranales de las proteinas de RE. De
acuerdo con la anotacién funcional de los pares ortélogos,
Amk2 y Gsk3 son proteinas de regulacion metabélica que
pueden inhibir componentes canonicos de la via UPR (como
Irel) mientras que Seil podria activarla. Por otro lado, es
posible que Fisl active la apoptosis en condiciones deestrés
en RE.

Conclusiones. Ermpl de S. pombe podria modular la
respuesta al estrés en RE al interactuar con proteinas que
se relacionan con componentes canénicos de la via UPR,
por lo que seria interesante identificar los aminoacidos que
son cruciales para las interacciones, y si se relacionan con
la actividad proteolitica de Ermpl o con la generacion de
cambios conformacionales entre las proteinas para su
funcién moduladora.
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Introduccion. En México, de acuerdo con los datos del
Instituto Nacional del Cancer 700,000 pacientes mueren
cada afio debido a al cancer de colon (CC). [1]
Actualmente existen diversas formas de tratamiento, sin
embargo, no han disminuido significativamente la
mortandad del CC [2]. Por esa razén se han buscado
diversos medios tecnolégicos para encontrar nuevas
soluciones para el tratamiento y la deteccién temprana del
CC. Este trabajo se centra en la aplicacion del lenguaje de
programacion o R para analizar un microarreglo de las
bases de datos (GEO Omnibus) con el fin de obtener una
visualizacion més clara y concisa delo que esta ocurriendo
con los genes diferencialmente expresados (DEG’s) en
estadios diferenciados del CC y posteriormente se
correlacionaron a sus funciones moleculares y procesos
biolégicos.

Metodologia. El andlisis se realiz6 a través de una base
de datos de muestras obtenida de GEO dataset con ID
“GSE161097”. A partir de las caracteristicas de los datos
del microarreglo, se hizo la construccién de cuatro grupos
a analizar: CC en etapa inicial con presencia de mucina
(PM), CC en etapa inicial en ausencia de mucina(PNM),
metastasis peritoneal con presencia de mucina (MM) y
metastasis peritoneal en ausencia de mucina (MNM). Los
datos obtenidos se procesaron y filtraron mediante la
aplicacion de las librerias ‘GEOquery’ y ‘limma’, de la
plataforma RStudio. Posteriormente se agruparon y
normalizaron los valores (‘cbind’ y ‘sweep’).La ausencia o
presencia de mucina en cada tejido se asigné a dos
arreglos diferentes uno para etapa inicial deCC y otro de
metastasis peritoneal. A partir del microarreglo
normalizado se obtuvieron los p-values, seleccionando
genes aquellos con P<0.05. Se obtuvo una lista de DEG’s
se analizaron en Genbank, STRING, GO, COSMIC y
genomAD. Recursos que permitieron un analisis
sistematico y bioldgico molecular de los DEG’s.

Resultados. El filtrado de DEG’s por medio de R, redujo
significativamente el nimero de genes; para el grupo CC
en etapa inicial de 780 genes se redujo a 13 con presencia
de mucina y 3 genes sin mucina, mientras queen el tejido
de metastasis peritoneales se redujo a 12 conmucina y 23
sin mucina (Fig.1). Se hizo el agrupamientode los DEG’s
por medio de un diagrama de calor (Fig. 2).
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Fig. 1. Gréficas de volcano de los DEG’s en tejidos de CC. (A) en etapa
inicial, (B) en tejidos con metastasis peritoneal. Los (®) representan DEG’sen su
respectivo tejido sin mucina y los (®) representan DEG’s en su respectivo tejido
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Figura 9. Red de interaccion proteina — proteina y funcién de los
DEG’s indentificados. (A) CC etapa inicial (B) metastasis peritoneal.
Conclusiones. La presencia o ausencia de mucina mostré una
diferente agrupacion de DGE’s en un mismo tipo de tejido.Al
analizar la interrelacion y funciones de las proteinas se observo
gue el CC etapa inicial de la cavidad peritoneal depende de la
activaciéon y reaccion del sistema inmunolégico asi como se
encuentran relacionados con otras proteinas encargadas de
procesos biolégicos de reparacion y adaptacién. Las
herramientas computacionales son clave para la innovacion de
la metodologia de investigacion estadistica, ya que permiten
manipular bases de datos voluminosas de manera sumamente

eficaz.
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Introduccién. La luz controla importantes respuestas
fisiolégicas y morfolégicas en los hongos; entre estos se
involucran procesos de regulacidon circadiana que
determinan la expresién ciclica de genes controlados por
el reloj circadiano (1). Este patrén fue inicialmente descrito
en el hongo saprofito Neurospora crassa dondedestaca la
funcion del gen frg como el principal reguladorcircadiano
(2). Existen evidencias de los efectos fenotipicos
causados por el estimulo luminico en el hongo
Metarhizium (3). Sin embargo, no se conoce unaruta
completa que involucre el control circadiano y la respuesta
a la luz en este organismo. Este trabajo buscadeterminar
y comparar los componentes de la respuestaa luz y ritmos
circadianos mediante un analisis bioinforméatico en
gendmica comparativa en especies pertenecientes al
género Metarhizium.

Metodologia. Se realizé una bulsqueda de los elementos
homélogos dentro del genoma de 8 especies de
Metarhizium, ademas de los hongos Trichoderma reesei,
N. crassa y Beauveria bassiana. Posteriormentese llevé a
acabo un andlisis de microsintenia mediante el programa
Mauve y el paquete genoPlotR (4) usando regiones sub-
gendmicas de 50 kpb de cada especie. Finalmente, se
caracterizaron los promotores de los genes de respuesta
a luz, esto permiti6 identificar genes putativos de
respuesta al reloj (ccgs) en el genoma de Metarhizium.
Recopilando las evidencias bioinformaticas, generamos
un modelo de expresion mediada por el estimulo luminico
y su posible regulacion.

Resultados. Los genes de respuesta a luz se encuentran
conservados dentro de los genomas de las especies
analizadas. Principalmente el gen frq sobresaleya que en
el contexto sub-gendmico de este gen, se mantienen
conservados los genes adyacentes a este; esto puede
percibirse en los analisis de sintenia realizados donde
existe una marcada conservacion en almenos esta region
sub-gendmica en las especies de Metarhiziumy T. reesei.
La identificacion y caracterizacion de los promotores de
genes de respuestaa la luz nos permitié determinar genes
putativos derespuesta temprana o tardia en el genoma de
Metarhzium.
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Fig. 1. Localizacién y comparacion en las regiones sub-gendmicas
centrdndose en el gen frg (tridngulos negros).

Light response & circadian rhythms in Metarhizium.

s
Fig. 2. Modelo propuesto para la respuesta a la luz y el reloj circadiano
putativo en Metarhizium.

Conclusiones. Los analisis comparativos demuestran la
conservacion de los elementos de respuesta a luz dentro de
este género, esto nos acerca a la posibilidad de una regulacién
circadiana mediada por elementos homélogos a aquellos que
se encuentran en N. crassa. Este analisis nos permitié
identificar genes putativos que podrian involucrarse en los
fenotipos de respuesta a luz descritos en Metarhizium,estos
incluyen un incremento en la tolerancia a la radiacion UV y
estrés osmotico (phr, tps, catl), produccién ygerminacién
conidial (mad2 y odc) y en la virulencia del hongo(prld, prij,
prih).
Agradecimientos. Este trabajo fue financiado por el Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) y la Universidad
de Guanajuato.
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Palabras clave: pimiento, transportadores de fésforo, familias de genes.

Introduccion. El fésforo es un macronutriente esencial
para el crecimiento y desarrollo de las plantas,
involucrado en fotosintesis, respiracién, metabolismo de
energia, transduccién de sefiales, biosintesis de
macromoléculas y otros procesos metabdlicos. Para
absorber el fésforo presente en el suelo, las plantas
inducen la expresion de transportadores tipo simporte
Pi:H* conocidos como proteinas transportadoras de
fosfato (PHT) (1). Gracias a la disponibilidad de varios
genomas secuenciados, se han identificado numerosos
genes PHT en diversas especies vegetales como
Arabidopsis, sorgo, manzana, entre otros utilizando
enfoques gendmicos (2,3). Dada la diversidad de
genes, los PHTs se han clasificado en 5 familias: PHTL,
PHT2, PHT3, PHT4 y PHT5 (PHO). Sin embargo, en el
pimiento Capsicum annuum no se han identificado y
analizado los PHTs a pesar de tener genomas
secuenciados y ser una hortaliza de gran importancia
economica. El objetivo de este trabajo fue identificar los
genes que codifican para los PHT en C. annuum, asi
como su andlisis filogenético y determinar algunas de
sus caracteristicas in silico.

Metodologia. Se obtuvieron las secuencias de los PHT
de Arabidopsis en Phytozome y los PHT1 de C.
frutescens en GenBank. Con estas secuencias se realizé
BLAST en el proteoma de Zunla-1 y CM334 disponibles
en SolGenomics. De las secuencias resultantes, se
seleccionaron aquellas con mayor porcentaje de
identidad. Los PHTs se analizaron bioinformaticamente
para determinar: peso molecular y punto isoeléctrico (pl)
(Expasy), dominios (NCBI Conserved Domains),
localizacion intracelular (Plant-mPloc, WoLF PSORT vy
CELLO) y dominios transmembranales (TCDB) El
analisis filogenético se realiz6 en MEGA X utilizando
ademas los ortdlogos de Arabidopsis y C. frutescens.

Resultados. Se identificaron un total de 27 CaPHTs en
el proteoma de C. annuum var. Zunla-1, y 20 CaPHTs en
CMM34, siendo un PHT Unico de CMM34 dando un total
de 28 CaPHTSs. Se identificaron 11 CaPHT1, 1 CaPHT2,
5 CaPHT3, 7 CaPHT4 y 4 CaPHT5 (Figura 1). Los pesos
moleculares variaron de 22.5 kDa (211 aa) a 77 kDa (688
aa); la mayoria de los pl variaron entre 8 y 10, a
excepcion de 3 CaPHT5 (CaPHT5-1, CaPHT5-3,
CaPHT5 -4) y CaPHT4-4 conun plaun pHentre 5.5y 6.
La mayoria de los CaPHT presentaron localizacion en

BioTecnologia, Ao 2021, Vol. 25 No. 4

membrana plasmatica (22 PHTSs), 3 en cloroplasto y 3 CaPHT3
sin determinar. Los CaPHTs presentaron de 5 y hasta 13
dominios transmembranales. Los CaPHTs presentaron
dominios asociados a PHTs: SPX (Pfam03105), familia de
trasportadores de fosfato (Pfam01384), acarreadores de
mitocondria (Pfam00153) y simporte Na+/Pi (KOG2493). Se
localizaron 24 CaPHTs en cromosomas (Crom), encontrdndose
4 en croml, 1 en Crom2, 4 en crom3, 2 en crom4, 5 en crom6,
1 en crom8, 2 en crom9, 1 en crom10, 3 en cromlly 1 en
croml12; 4 CaPHTs se localizaron en scaffolds no asignados a
algiin cromosoma.

PHT1

PHT2

PHT3

PHTS

PHT4

Figura 1. Arbol filogenético de los PHTSs de pimiento (¥ clasificados
en las 5 familias de transportadores.

Conclusiones. Se identificaron 28 genes PHT utilizando
los genomas Zunla-1 y CM334 de C. annuum, en
proceso de evaluar su expresion en plantas de pimiento.

Agradecimientos. Al proyecto de Catedras CONACYT
No. 784.
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GENOME-WIDE IDENTIFICATION AND IN SILICO CHARACTERIZATION OF
PEBP GENE FAMILY IN AVOCADO
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Palabras clave: Persea americana, proteinas de union a fosfatidil-etanolaminas, rutas de floracion

Introduccioén. Las proteinas de unién a las fosfatidil-
etanolaminas (PEBP) tienen funciones importantes en
las plantas como la regulacion de su arquitectura y en la
floracion (1). Recientemente se publicé el genoma de
uno de los frutos tropicales mas comercializados (2),
haciendo posible avanzar en su analisis bioinformatico.
En este trabajo se propuso identificar y caracterizar in-
silico los posibles genes PEBP en aguacate.

Metodologia. Se realiz6 bisqueda por homologia usando
6 proteinas caracterizadas de Arabidopsis, se confirmé el
dominio de secuencias utilizando el modelo HMM de
proteinas PEBP. Se realizé analisis filogenético para
confirmar clasificacibn de las proteinas comparandolas
con las de otras 13 especiesy se caracterizaron
utilizando los programas MEME 5.2.0 y PlantCare.

Resultados. Se encontraron 20 proteinas entre los 2
genomas de aguacate (var. drymifolia y cv. Hass), las
cuales se clasificaron en 4 subclados (FT-like, TFL-like,
MFT-like y el 4to subclado), que se diferenciaron por
regiones de AA con funciones conservadas (Fig. 1), su
arreglo de motivos conservados y sus elementos cis-
reguladores.

FT-like

Fig. 1. a) Alineamiento de secuencias encontradas en genomas de
aguacate. b) Reconstruccién filogenética deproteinas PEBP en 14
especies de plantas sefialando losarreglos de motivos conservados.
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Fig. 2. a) Andlisis filogenético de proteinas de 14 especies sefialando
los diferentes subclados. b) Elementos reguladores enlos promotores
de genes PEBP de aguacate.

De las secuencias de aguacate, todas poseen elementos
reguladores cis de respuesta a luz yhormonas (Fig. 2), pero
solo el subclado FT mostréelementos de respuesta a auxinas
AuxRR. Por otro lado, MFT-like y el 4to subclado mostraron
elementos reguladores relacionados al control del ciclo celular.

Conclusiones. Se encontraron 8 genes PEBP para la var.
drymifolia y 12 para el cv. Hass. El mayor ndmero de
secuencias pertenece el subclado TFL-like. Ademas, la
similitud con secuencias caracterizadas de otras especies y
sus elementos reguladores cis, sugieren su participacion en la
regulacion de la floracion. Esta informacién es util para
estudiar en aguacate los mecanismos moleculares que
controlan la floracién.
Agradecimiento. Consejo Estatal de Ciencia y Tecnologia de
Jalisco (COECYTJAL) y Secretaria de Innovacion Ciencia y
Tecnologia (SICYT) por el apoyo econémico al proyecto 7270-
2018. CONACYT por labeca de posgrado SRM (No. CVU
968967).
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ANALISIS BIOINFORMATICO DEL METABOLISMO DE
NITROALCANOS EN METARHIZIUM
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Palabras clave: Elementos “cis”, Nitroalcanos, Nitronato monooxigenasas (NMOs)

Introduccion. Metarhizium es un hongo entomopatégeno la expresion de los genes Npd dependiendo de las condiciones
empleado para el control de plagas en la agricultura (1). nutricionales en las que se encuentra, lo que le permite
Su patogenicidad no esta determinada por solo un factor, sobrevivir.

si no que depende de la coordinacién de diferentes

factores de virulencia (2). Metarhizium posee en su e ' e
genoma, 6 genes gue codifican enzimas con actividad Miochondrs
nitronato monooxigenasas (NMOs) que catalizan la
oxidacidon de nitroalcanos (3), pero poco se sabe del
metabolismo de sus productos y de los elementos “cis”
que participan en su regulacion génica. En este trabajo ‘
analizamos la posible ruta de degradacion de L et 2

I
Clltamata tahyamgerratahs ==

nitroalcanos y la region promotora de los seis genes que palii
' . . . . Npd1 = /
codifican enzimas con actividad de nitronato Sl B Taia - Rt

Nitrite

monooxigenasas de Metarhizium.

Peroxisomal ABC transporter
Metodologia. Se realizé la busqueda de las posibles
proteinas que participan en el metabolismo de los
nitroalcanos mediante el uso de plataformas como
BRENDA y KEGG PATHWAY. Por otra parte, se
analizaron las regiones promotoras de los 6 genes Npd Fig. 1 Metabolismo de nitroalcanos y proteinas potencialmente
del genoma de Metarhizium para realizar la busqueda de involucradas de Metarhizium.
los elementos “cis” que pudieran regular la expresion de e i 1

i b
|

estos genes. ::f“m” I —— b t—— H

Resultados. En el genoma de Metarhizium brunneum B Faco_ciass 5 " t TT 1 e
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utiizacion como fuente de nitrogeno y carbono, asi como Fig. 2. Region promotora de genes Npd de MbC19. En la region
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!a posible rL_Jta metabdlica (Fig_- 1. Metarhizium_ puede promotora se muestran los posibles sitios funcionales que podrian
ingresar nitroalcanos al citosol por medio de modular la expresion del gen y posibles sitios para el inicio de la
transportadores de tipo ABC que se encuentran en la transcripcion.

membrana plasmatica y el peroxisoma. En el peroxisoma Conclusiones. Los andlisis bioinformaticos nos permitieron

los nitroalcanos son oxidados por las NMOs produciendo
su correspondiente compuesto carbonilo y nitro. Los

productos de la oxidacion pueden ser usados como estructural de la regién promotora de los genes Npd.

sustratos por enzimas para ser aprovechados. . , Lo .
o, Agradecimiento. Consejo de Ciencia y Tecnologia
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Palabras clave: Fucosidasa, docking, fucooligosacaridos

Introduccioén. La leche humana es el mejor alimento para el
recién nacido y ademas de sus beneficios nutricionales
proporciona otros como la proteccion ante enfermedades
gastrointestinales (1). Algunos de estos beneficios son
proporcionados por los oligosacaridos de la leche humana
(OLH), los cuales pueden ser fucosilados o sialilados (2). Los
OLH pueden sintetizarse enziméaticamente empleando
glicosil hidrolasas como la a-L-fucosidasa, cuya funcion
natural es catalizar la hidrélisis de oligosacéaridos, pero
mediante el control de las condiciones de reaccion, cataliza
la transfucosilacion, sintetizando oligosacaridos nuevos (3).
Las fucosidasas de Thermotoga maritima, Lactobacillus casei
y Bifidobacterium longum subsp. infantis han sido utilizadas
para la sintesis de fucooligosacaridos.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la interaccién entre el
pNP-fucosa (pNP-fuc), un sustrato utilizado frecuentemente
en la sintesis de fucooligosacéaridos y las fucosidasas de
Thermotoga maritima, Lactobacillus casei y Bifidobacterium
longum subsp. Infantis (B. infantis), mediante un docking.

Metodologia. Se realiz6 el docking con a-L-fucosidas de T.
maritima (2ZWY), L. casei (6018) y B. infantis (3MO4). Las
estructuras fueron obtenidas de la base de datos de Royal
Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank
(4) y el ligando pNP-fucosa (pNP-fuc). El docking se realizo
con AutoDock™ 4.2, la constante de union (Kb) y la energia
libre de union (AGob) se calcularon con el algoritmo genético
de Lamarckian, realizando 250 corridas.

Resultados. Del docking entre las tres fucosidasas y pNP-
fuc, se obtuvieron complejos donde el ligando se colocd entre
los residuos cataliticos ASP y GLU, con la fucosa del pNP-
fuc ocupando el subsitio -1, ubicado dentro de la cavidad del
sitio activo. Por otra parte, el p-nitrofenol, correspondiente al
aglicon se coloco en el subsitio +1, el cual se ubica en el
exterior de la cavidad del sitio activo en las fucosidasas de T.
maritima y L. casei, mientras que en la fucosidasa de B.
infantis este subsitio se ubica en una cavidad adyacente al
sitio activo.

Respecto a las energias de union, con la fucosidasa de T.
maritima se obtuvo la menor energia de union entre las tres
(Tabla 1). Por otra parte, la Kb obtenida con T. maritima y L.
casei fue menor a la de B. infantis, indicando que se forman
complejos con mayor afinidad entre estas fucosidasas y el
pNP-fuc, como fue reportado por Sakurama et al. (2012). El
efecto en la afinidad puede producirse por diferencias en la
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interaccién entre la enzima y el sustrato por los residuos
ubicados en el sitio activo, como se observa en la Fig. 1.

Tabla 1. Energia libre de union y Kb obtenidas del docking entre las tres
fucosidasas y pNP-fucosa.

Organismo Kb (uM) Energia de union
(kcal/mol)
T. maritima 167.15 -5.6
L. casei 261.42 -4.89
B. infantis 1420 -3.88

GLU217/

;‘5
PHE34
)
TRP290 L ¢
4.5

TRP47
Figura 1. Acoplamientos moleculares obtenidos con T. maritima
(izquierda), B. infantis (derecha) y pNP-fucosa.

Conclusiones. Se demostré mediante métodos in silico
que la afinidad entre las a-L-fucosidas de T. maritima., L.
casei y B. infantis y el sustrato pNP-fuc se relaciona a su
interaccién en el sitio activo, la cual se ve influenciada por
las diferencias estructurales de estas enzimas.
Agradecimiento. Este trabajo fue realizado con apoyo del
CONACYT (Becario 638147).
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Palabras clave: Lipocalina, simulacién por dinamica molecular, reconocimiento molecular

Introduccién. La proteina urinaria mayor 1 (MUP-1) de
Mus musculus pertenece a la familia de las lipocalinas y
forma parte de una serie de proteinas de unién a feromonas
encontrada en la orina de ratones macho. El reconocimiento
de ligandos hidrofébicos altamente especifico de MUP-1 es
esencial para la reproduccién biol6égica (1). La union de
ligandos se caracteriza por un descenso importante en la
entalpia de union en una cavidad que se encuentra sub-
Optimamente hidratada y se ha reportado para n-alcoholes
qgue el incremento del tamafio del ligando propicia el
descenso de la entalpia a

-1.4 kcal mol?! por grupo metileno adicional (2). Para la
proteina de unién a odorantes bovina (bOBP) se ha
reportado un caso similar, al analizar la termodindmica de
union del hexenol y octenol, donde se ha propuesto que la
baja densidad de agua en el sitio de union propicia la
aparicién de moléculas de agua de alta energia que son
desplazadas hacia el solvente de manera proporcional al
tamanio del ligando. Ya en el seno acuoso, estas moléculas
de agua desplazadas recuperan los contactos
electrostaticos que no es posible que realicen en la cavidad
apolar, contribuyendo favorablemente a la entalpia de
union (3). El objetivo de este trabajo es elucidar las bases
energéticas en el reconocimiento molecular de ligandos
apolares para MUP-1, correlacionando las firmas
termodindmicas de unién experimentales con los cambios
conformacionales y de hidratacibn de la cavidad
observados en simulacién por dinamica molecular.

Metodologia. Se realizaron simulaciones de 2 y 4 ys para
cada sistema empleando la suite AMBER 16 y el campo de
fuerza FF14SB (4). Se emplearon las estructuras
experimentales con cédigos PDB 20ZQ, para la
apoproteina, 1ZND y 1ZNK para los complejos conpentanol
y nonanol, respectivamente. Las simulaciones se
generaron en solvente explicito con el modelo de agua
TIP3P en una caja octaédrica, conservando las aguas
cristalograficas presentes en las estructuras. Para el
andlisis y visualizacion de las trayectorias se requirieron el
moédulo CPPTRAJ de AMBER vy los programas UCSF
CHIMERA y pyMDMix Resultados. Las simulaciones del
sistema apo reproducen las 4 moléculas de agua
encontradas en la estructura cristalografica, con un
promedio de 4.6 moléculas de agua dentro de la cavidad
durante 4 ps. Adicionalmente, el nimero de puentes de
hidrégeno que presentan (Tabla 1) es inferior al que se
espera encontrar en el solvente (Nwe=3.6). En ambos
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complejos se observa invariablemente la pérdida de
2 moléculas de agua, con una cantidad similar de puentes de
hidrégeno.

Tabla 1. Nimero de moléculas de agua y puentes de hidrégeno promedio
por molécula de agua dentro de la cavidad.

Sistema MUP-1 MUP-1-pentanol MUP-1-nonanol
Nw 46+28 2717 28+1.6
NHs 20+0.7 24+0.6 2.4+0.6

Dentro de la cavidad sin ligando se encuentran dos sitios
preferentemente hidratados coincidentes con dos aguas
cristalograficas. Uno de ellos se conserva en los complejos,
mientras que el segundo se ve desplazado por el grupo
hidroxilo del ligando (Figura 1).

O //‘/

Fig. 1. Sitios de hidratacién preferencial en los distintos complejos

A pesar de no observar en primera instancia diferencias en la
hidratacion interna, si hay diferencia en la interaccion de los
ligandos con la proteina y el solvente. El pentanol fluctda entre
las posiciones observadas en la estructura cristalografica,
mientras que el grupo hidroxilo del nonanol se fija formando
puentes de hidrégeno con la cadena principal del residuo 38 y
el agua en el sitio de hidratacion.

Conclusiones. Las simulaciones fueron capaces de
reproducir sitios de hidratacién preferencial correspondientes a
aguas cristalograficas. A diferencia de bOBP, el tamafio del
ligando no parece modificar la hidratacién de la cavidad,
mientras que las diferencias en movilidad del ligando pueden
ser resultado de interacciones especificas diferenciales.
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Introduccion. El cancer representa una enfermad de
importancia a nivel mundial debido a su morbimortalidad.
Se ha implicado una amplia variedad de proteinas en el
establecimiento y progresion del cancer. Recientemente,
se ha prestado especial atencién al disefio de inhibidores
de Poli-ADP-Ribosa-Polimerasa 1 (PARP1), debido a que
PARP1 se ha encontrado sobreexpresado en varios
carcinomas. Olaparib representa un potente inhibidor de
PARP1 (rango nM) indicado en el tratamiento del cancer
de ovario asi como de otros tumores sélidos. En contaste,
empleando estudios computacionales e in vitro, nuestro
grupo de trabajo ha demostrado que el fitoproducto
perezona presenta actividad inhibitoria de PARP1 (1).
Evaluaciones posteriores han permitido determinar la
actividad proapoptotica de perezona en diversas lineas
celulares de cancer. El conocimiento de las fuerzas
intermoleculares que permiten la interaccién perezona con
PARP-1 permitiran el disefio racional de nuevos derlvados
de perezona con mayor potencia (2).

El objetivo del presente trabajo es establecer las fuerzas
intermoleculares que rigen la interacciéon de perezona y
con la proteina PARP1 empleando estudios
computacionales.

Metodologia. Se realizaron estudios de acoplamiento
molecular empleando Autodock 4.2 y simulaciones de
dinamica molecular (DM) empleando GROMACS (3).
para investigar las interacciones que permiten el
reconocimiento de olaparib y perezone en el sitio activo de
PARP1. Ademas, se realizaron estudios de quimica
cuantica para comparar propiedades moleculares de
ambos compuestos en fase gaseosa y después de
estudios de acoplamiento.

Resultados. La presencia de una cavidad grande y
profunda en el sitio catalitico de PARP1 permite que
olaparib 'y perezona establezcan interacciones
intermoleculares, siendo mas numerosas para olaparib en
comparacion con perezona (Fig. 1A). Las principales
interacciones establecidas en el complejo proteico ligando
fueron interacciones n-n enlaces de hidrégeno y contactos
hidrofébicos. La presencia de sustituyentes polares de
olaparib permiti6 la formacion de puentes de hidrégeno
con aminoacidos polares existentes en la cavidad de unién
(Fig. 1B). En comparacion, la perezona mostré un modo
de union similar al olaparib, sin embargo, con una afinidad
mas baja, que se correlacion6 con su potencia (Fig. 1C).
Las simulaciones de DM mostraron que las interacciones
establecidas en los complejos PARP1-olaparib y PARP1-
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perezona son estables durante 50 ns de la simulacién. Los
estudios de quimica cuantica mostraron que después de los
estudios de acoplamiento, olaparib gan6 mas carga en
comparacion con la perezona, 56% y 40%, respectivamente. El
valor calculado de gapLumo-Homo de las moléculas de perezonay
olaparib indica que ambas moléculas exhiben estabilidad
interna.
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Fig. 1. Interacciones establecidas entre PARP1, perezona y olaparib. A) PARP1
muestra un sitio catalitico grande y profundo. B) Interacciones no enlazantes
establecidas entre PARP1 y olaparib. C) Interacciones no enlazantes establecidas entre
PARP1 y perezona.

Conclusiones. Los presentes resultados explican la mayor
potencia de olaparib en comparacién con perezona. Los
resultados obtenidos podrian emplearse para disefar derivados
de perezona con actividad PARP1 mejorada, considerando las
propiedades moleculares 'y tipos de interacciones

intermoleculares en el complejo proteina-ligando.
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Introduccion. Los organismos en todos los dominios de
la vida utilizan mecanismos de asimilacion y excrecién de
acetato para equilibrar el flujo de carbono y electrones (1).
Algunos lo utilizan como fuente de carbono primaria o
secundaria mientras que otros lo generan como
subproducto. Acinetobacter schindleri ACE (ACE) es una
bacteria gran negativa que utiliza acetato como fuente de
carbono primaria a una velocidad especifica () de 0.89 h-
1 (2). Sin embargo, la bacteria en la que mas se ha
estudiado el metabolismo de acetato es Escherichia coli
(E. coli) (1,3); E. coli IM101 (JM101) crece a una p de 0.28
h1 en acetato. La ruta preferencial de ACE para asimilar
acetato es la ruta de dos pasos AckA-Pta de modo
contrario a JM101 que prefiere la ruta mediada por Acs
(1). Existe sobreexpresion de los genes de la ruta del
glioxilato en ACE respecto a JM101(1). Investigar las
diferencias que favorecen el catabolismo acelerado de
acetato en ACE con respecto a E. coli sigue siendo un reto
ya que tiene aplicaciones en la mitigacion del sobreflujo
metabolico existente en los cultivos de alta densidad de E.
coli; también puede utilizarse a ACE como agente
detoxificador de acetato en hidrolizados de biomasa
lignoceluléscia. El objetivo del presente trabajo es
caracterizar in silico a las enzimas que toman parte en las
vias de asimilacién de acetato y en el nodo del isocitrato
en ACE a nivel estructural y de flujos de carbono.

Metodologia. Para la delecion in silico de los genes ackA-
ptay acs se utilizo el andlisis de balance de flujo (FBA por
sus siglas en inglés) empleando modelos metabdlicos
reducidos, uno para JM101 y otro para ACE. Mediante
FBA también se realizaron analisis de modulacion y
variabilidad de la actividad de Icdh e Icl. Para el andlisis
de la estructura de Icdh, Icl y GlcB se emplearon Clustal-
Omega y Jalview para realizar y visualizar alineamientos
de secuencias de aminoéacidos; en Jalview también se
crearon arboles filogenéticos. Para predecir la estructura
terciaria de las enzimas se emplearon servidores como |-
TASSER y SWISS MODEL, su validacion empleé el
mapeo de zona de interfase para lcdh e Icl. Ademas, se
utilizé el visualizador VMD.

Resultados. La delecién in silico de ackA-pta en ACE
sugiere que la W podria disminuir un 22%, mientras que
cuando se deleta acs la p no cambia. Cuando en JM101
se deleta ackA-pta, la bacteria no puede crecer mientras
que al eliminar acs la pincrementa un 12%. La modulacion
tedrica de las actividades de Icdh e Icl indica que ACE
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alcanza a P maxima cuando sus flujos fluctuan en un intervalo
de 10 a 15 mmol C/ gDCW*h, mientras que para JM101 el
intervalo es de 2 a 7 mmol C/ gDCW*h. Asi mismo, para que
ACE alcance una p de 0.93 h'l la mayor parte de las enzimas
del metabolismo central deben tener una actividad en su
maximo nivel, mientras que las enzimas del metabolismo
central de JM101 tienen mayor flexibilidad para tener una p de
0.33 hl.Por otra parte, el analisis del alineamiento de
secuencia y la estructura 3D de Icdh entre ACE y E. coli
evidencia que pertenecen a familias evolutivamente distantes.
Se determiné que existe una alta probabilidad de que el estado
oligomérico de la Icdh de ACE funcione como homodimero,
con alta conservacion del sitio catalitico observado en la lcdh
de A. baumanni (4). Mientras, que las estructuras entre la Icl
de ACE y la de E. coli son evolutivamente distantes ya que
comparten el 31.4% de identidad y su sitio catalitico no
coincide estructuralmente. Sin embargo, se observé que la Icl
de ACE comparte 73.4% de identidad con la Icl de
Pseudomonas aeruginosa. Tras los analisis de mapeo de zona
de interfase se determind que la Icl de ACE se encuentra en
estado homotetramérico. Finalmente, la GIlcB de ACE
comparte un 58.6% de identidad con la de E. coli; en ambas
estructuras se conservan los sitios cataliticos, por lo que
ambas proteinas son semejantes estructuralmente en el sitio
activo.

Conclusiones. La delecién in silico de los genes ackA-pta y
acs en ACE sugiere que la via principal de asimilacién de
acetato es la mediada por ackA-pta. La modulacién de flujos
de carbono en Icdh e Icl indica que la actividad de dichas
enzimas es casi el doble en ACE en comparacion con la de E.
coli. Icdh e Icl de ACE y E. coli son evolutivamente diferentes
tanto en secuencia y estructura, por tanto, se esperaria que
cataliticamente se comporten de manera diferente.
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proyecto, asi como al CONACYT por la beca de maestria.
Bibliografia.

Sigala J., Quiroz L., Arteaga E., Olivares R., Lara A., & Martinez A. (2019),

Microbiology Letters, 366

Sigala J., Sudrez B., Lara A., Le Borgne S., Bustos P., SantamariaR., ... &
Martinez A. (2017). Microbiology

Bernal C. & Cénovas (2016), Applied Microbiology and Biotechnology

WangP., Wu'Y,, LiuJ., Song P., Li S., Zhou, X., & Zhu G. (2018). International
journal of molecular sciences,

411



7 h

XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

Memorias

ANALISIS BIOINFORMATICO A NIVEL TRANSCRIPCIONAL DE LA INHIBICION

INCERd

DE LA ORNITINA DESCARBOXILASA

Sergio Natanael Carrillo-Gémez, Verdnica Alcantara-Farfan, Lorena Rodriguez-Pdez, Ernesto
Alarcén-Hernandez, Departamento de Bioquimica de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional, Ciudad de México C.P. 11340.
ealarconhernandez@gmail.com

Palabras clave: Poliaminas, regulacién, cancer

Introduccion. La Ornitina Descarboxilasa (ODC) es la
enzima que regula la sintesis de poliaminas (PA), su
desregulacién, se asocia con distintos tipos de cancer. En
este sentido, como una alternativa terapéutica, se
desarrollan inhibidores enziméticos, como la N-8-
cloroacetil-L-ornitina (NCAOQO) y la a-difluorometil ornitina
(DFMO), cuyo blanco es la ODC y han demostrado tener
actividad antineoplasica (1). Este trabajo busca
determinar el efecto de la inhibicién de la ODC por la
DFMO en la expresion de genes a nivel transcripcional, a
partir de datos de experimentos obtenidos del Gene
Expression Omnibus (GEO).

Metodologia. Se descargdé y procesdé la muestra
GSE111517 de GEO. Con el programa DEBrowser (2) se
determinaron los genes diferencialmente expresados
(padj=0.01, foldchange +/-2). La ontologia de genes se
identific con el servidor DAVID (3). Se construy6 una red
de interaccion de proteinas con STRING v11.0 (Score
0.700) (4).

Resultados. Se determinaron 303 genes sobre
expresados y 315 sub expresados. El analisis de
ontologia y enriquecimiento funcional mostré que la
mayoria de los genes sobre expresados son factores de
transcripcion dedos de zinc del tipo C2H2 o de caja
Kruepell asociada, cuya funcién molecular es la unién al
DNA de secuencia especifica. La red de interaccién de
proteinas de dichos genes indica su asociacion con
TRIM28, vinculado con diversos genes relacionados con
el ciclo celular y mecanismos de reparacion como ATM,
p53 y MDM2, ademas, dentro de los genes sobre
expresados se identificé el gen ATMIN, el cual es un
activador no canoénico de ATM (Fig. 1). El analisis de
ontologia con base en la red de interaccion de proteinas
mostro la asociacion a la via de sefializacion p53, el ciclo
celular, cancer de prostata, la via de sefializacion FoxO y
hepatitis B. En conjunto la informacién obtenida hasta el
momento sugiere que el efecto del inhibidor DFMO,
provoca una respuesta celular mediada por los factores de
transcripcion identificados; la asociacion con ATM y los
mecanismos de reparacion es relevante pues podria estar
involucrada en el mecanismo molecular del farmaco, a su
vez ha sido relacionada en otros estudios con resistencia
a farmacos quimioterapéuticos (5, 6).

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Fig. 1. Red de interaccion de proteinas. Los factores de transcripcion se
asocian con TRIM28, que interactta con genes de reparacion y del ciclo
celular.

Conclusiones. Se encontrd6 una potencial asociacién del
metabolismo de las poliaminas con mecanismos de
reparacion de dafio al DNA mediados por ATMIN/ATM. Esto
tiene potenciales implicaciones a considerar para el
entendimiento y aplicacién de los inhibidores de la ODC.
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Introduccién.Las  poliaminas  son  compuestos
nitrogenados presentes en los organismos Vivos, sus
principales funciones se asocian a crecimiento,
proliferacion y diferenciacién celular, respuesta a estrés,
entre otros. La ruta de biosintesis comienza con la accion
de la enzima ODC, que se une a ornitina y cataliza su
conversibn a putrescina, la primera poliamina. La
regulacion de este proceso, descrito en mamiferos,
involucra la accibn de una proteina llamada
antienzima(Figura 1), la cual tiene afinidad especifica por
ODC, uniéndose a el homodimero (ODC:ODC) vy
marcandolo de tal manera que es identificado por el
proteosoma 26s y es inducida su hidrolisis. Este
mecanismo de regulacibn es dependiente de
ubiquitinacion y se ha propuesto que esta conservado en
muchos organismos, incluyendo hongos. Phycomyces
blakesleeanus, es un hongo saproéfito, que ha sido objeto
de estudio por mas de 100 afios. Sin embargo, aliin no se
han descrito los genes que participan en la biosintesis de
poliaminas y su regulacion, se cree que posee el gen que
codifica para la antienzima. El objetivo de este trabajo es
identificar mediante bioinformética la secuencia de los
genes que dan lugar a las proteinas de la biosintesis de
poliaminas, incluyendo la del gen de la antienzima, en P.
blakesleeanus.
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Fig. 1. Modelo de accién de la proteina antienzima como reguladora de la
biosintesis de poliaminas. (Pegg, 2006).
Metodologia. Se realiz6 una busqueda de secuencias de
genes y proteinas involucradas en la biosintesis (Valdés-
Santiago y Ruiz-Herrera, 2016) y regulaciéon (lvanov y
Atkins, 2007) de poliaminas en diferentes bases de datos
(NCBI; Uniprot). Estas secuencias (M. musculus, S.
cerevisiae, E. coli y O. sativa) se utilizaron para rastrear
en el genoma de P. blakesleeanus (Corrochano et al.,
2016). Las secuencias homologas se compararon
usando el algoritmo Clustal Omega para determinar su
parecido. Ademas, se llevé a cabo la identificacion de

dominios, en Pfam.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Resultados. Las secuencias los genes arg (arginasa), y sam-
dc  (s-adenosilmetionina-descarboxilasa), odc  (ornitina
descarboxilasa) y spm (espermidina sintasa) encontradas en los
modelo de estudio antes mencionados, se sometieron a andlisis
Blast, obteniendo como resultado las secuencias homologas en
P. blakesleeanus, con una homologia mayor al 80% en la
mayoria de las secuencias encontradas.

Tabla 1. Secuencias de proteinas involucrados en la biosintesis de poliaminas
encontradas en P. blakesleeanus.

Ornitina
descarboxilasa

XP_018295084.1
XP_018295084 .1

Adenosilmetionina
descarboxilasa

XP_018293848.1

Arginasa Espermidina

sintasa

M. musculus
S. cerevisiae
E. coli

0. sativa

XP_018288361.1
XP_018286905.1 XP_0182982251
XP_0182982251
XP_0182982251

XP_018288361.1 XP_018293848.1

Como se puede observar, se encontrd la misma secuencia,

en el genoma y proteoma de P. blakesleeanus, para cada una
de las proteinas, independientemente de la secuencia usada
para la comparacion. Esto sugiere que las secuencias de dichas
proteinas estan conservadas en muchos organismos.

La secuencia Phybl|18695 (la presunta antienzima) de P.
blakesleeanus se parece a la de la presunta antienzima de
Aspergillus bombycis. Sin embargo, su similitud se debe
corroborar con analisis mas rigurosos. No se han encontrado
secuencias homologas a las del catabolismo de poliaminas,
como la poliamina oxidasa, pero no se pueden descartar, dado
que se han encontrado en otros hongos.

Conclusiones. ElI genoma de P. blakesleeanus contiene los
genes para la biosintesis de poliaminas, como era de esperarse.
Se requiere una blsqueda mas exhaustiva y andlisis méas
rigurosos para identificar (o corroborar las encontradas hasta
ahora) méas secuencias candidato a antienzima y las homologas
a las proteinas involucradas en la retro conversion de
poliaminas.
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Introduccion. Las plantas son susceptibles a distintos
tipos de patdgenos que pueden causarles diversas
enfermedades dependiendo de sus capacidades genéticas
y las condiciones ambientales que las rodean. En cultivos
agricolas se estiman pérdidas que oscilan entre el 10% y
40% (1), lo cual pone en riesgo la seguridad alimentaria en
algunas regiones. El advenimiento de las tecnologias NGS
y estrategias bioinformaticas (2) nos permite hoy en dia un
mejor aprovechamiento de los datos, por lo que utilizando
transcriptomas RNA-Seq (3) disponibles en forma publica,
y estrategias de redes de co-expresién, buscamos
identificar genes de respuesta comdn en arabidopsis
infectada por distintos hongos patégenos ascomycetes.

Se busca identificar médulos genéticos fundamentales en
el sistema de defensa de las plantas, que podrian ayudar a
desarrollar estrategias de diagnéstico mas eficaces para el
tratamiento de enfermedades causadas por ascomycetes.

Metodologia. Un total de 25 transcriptomas RNA-Seq
entre plantas infectadas y sanas de A thaliana fueron
alineados al genoma Araportll para obtener perfiles de
expresion (4) durante las primeras 48 horas de infeccion. A
partir de estos datos se construyeron 2 redes de co-
expresién con la herramienta WGCNA (5), de las cualesse
filtraron modulos genéticos con correlaciones +/-0.75 y
correlaciones de consenso ~0.50. Se utilizé algebra de
conjuntos para diferenciar los médulos genéticos presentes
Unicamente en plantas infectadas, y la clasificacion de
Gene Ontology para identificar las funciones moleculares
de los médulos destacados.

Resultados. A partir de los mbdulos genéticos
identificados en las 2 redes de co-expresion de Arabidopsis
plantas sanas e infectadas, se logré identificar 20 modulos
genéticos prominentes Unicamente presentes en las
plantas infectadas, cuyas densidades genéticas varian
entre 39 y 597 genes (fig.1, mddulos pre-seleccionados <
300). Se requiere realizar la extraccion de hub-genes
basados en el analisis de significancia genética, para
identificar las funciones moleculares en los médulos
resultantes con la clasificacién de Gene Ontology.
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Fig. 1. Médulos genéticos putativos en arabidopsis infectada.

Conclusiones. A partir del andlisis de redes de co-
expresion se identificé 20 médulos de genes que estan
presentes Unicamente en las plantas de A. thaliana
infectadas con algin hongos ascomycetes. Una vez
concluida la clasificacién de Gene Ontology en los médulos
identificados, podremos conocer si existe evidencia sobre
rutas biolégicas compartidas activadas por diferentes
interacciones moleculares planta-patégeno, que sirvan de
referencia sobre genes fundamentales en el sistema de
defensa de lasplantas.

Agradecimiento. CONACYT beca 552999, al Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan, a mi comité de tesis, y
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Introduccion. La indigoidina es un pigmento azul de alto
valor para la industria alimenticia y la textil. Dentro de su
composicién se define como una molécula de tipo
alcaloidal bis-piridinico. Este producto es posible
obtenerlo a través de bacterias, hongos y levaduras,
siendo Rhodosporidium toruloides la levadura con mayor
porcentaje de producto obtenido hasta ahora. Tanto su
produccioén quimica como los procesos de tefiido quimico
industrial representan procesos de alto costo y una fuente
alta de contaminacion ambiental. Es por ello que su
produccion por medio de biorreactores representa una
oportunidad para obtener una mayor productividad de
indigoidina, de manera mas pura y con menor nivel de
contaminacion, representando una gran éarea de
oportunidad para la industria y la biotecnologia.

El objetivo de este trabajo es demostrar a través de un
modelado matematico de un biorreactor en lote y en
continuo la productividad alcanzada en cada uno.

Metodologia. Para el desarrollo de este trabajo se
determiné el balance estequiométrico celular a partir del
Yxs encontrado en el articulo “Sustainable bioproductionof
the blue pigment indigoidine” y tomando como sustratola
glucosay la levadura R. toruloides como biomasa. Debido
a ello se determind Yps= 0.822 g/g, Yxs= 0.2469¢g/g y
Ypx= 2.6123 g/g. A partir de ello se procedio a realizar el
modelado matematico en Matlab, en el cual seobtuvo el
modelo paramétrico donde se observa la gréafica de los
datos experimentales con el modelo de ajuste realizado
en Matlab y la simulacion del biorreactoren cultivo continuo
donde se muestra las graficas en series de la biomasa,
sustrato y producto. Finalmente seobtuvo el célculo de la
productividad en ambos biorreactores.

Resultados.
Ajuste paramétrico para biorreactor en lote:

Datos obtenidos durante el anélisis matematico, con
losvalores de los rendimientos mencionados
anteriormente:

o mmax= 0.0977
o ks=100

Con un biorreactor en lote se logra una titulacién de
indigoidina de 86.3 g/L en 120 horas.
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Fig. 1. Resultados obtenidos del ajuste paramétrico y la produccidntotal
de indigoidina en lote.

Simulacion del biorreactor en cultivo continuo:
Tomando en cuenta las siguientes condiciones:
t0=0 h; tf=600 h; yO=[Biomasa: 26.5 g¢/L; Sustrato: 5.6

gL; Producto: 86.3gL]; mmax= 0.0977; ks= 100; Yxs=
0.3; Sustrato inicial: 100; alfa = 1.8678; beta= 0.0077
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Fig. 2 y 3. Comparacién a diferentes tasas de dilucion y tasa dedilucién
con mayor productividad.
Finalmente se obtuvo que a una tasa de dilucién de 0.027 h-1,
Se producen: 39.92 g/L de indigoidina.

Productividad de indigoidina en cultivo por lote: 0.72 g/L hr
Productividad de indigoidina en cultivo por lote: 1.0778 g/L hr

Conclusion. Gracias al modelo matematico planteado, asi
como a los célculos y simulaciones realizadas fue posible
obtener resultados méas precisos a partir de resultados
experimentales previamente reportados.
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Introduccién. En el pasado, las especies del grupo
Bacillus cereus sensu lato (sl) se clasificaban en funcion
de sus habitats, caracteristicas morfoldgicas, secuencias
del gen ARNr 16S o la presencia de plasmidos de
virulencia. Actualmente la clasificacion con la genémica
comparativa es controversial y muestra filogenia
inconsciente. Bacillus thuringiensis (Bt) es conocido por
producir un cuerpo paraesporal de naturaleza proteica
(cristal) a diferencia de las otras especies, pero en afios
recientes se han encontrado cepas que albergan genes
de proteinas cristalinas que segun sus analisis
filogenéticos son de una especie diferente a Bt, como esel
caso de la cepa FCC41 Bacillus wiedmannii, reportada
inicialmente como Bt (1).

El objetivo del presente trabajo es analizar y comparar del
genoma completo de las cepas IB84 y GM18 con respecto
a otras cepas ya reportadas e identificar posibles
proteinas de interés.

Metodologia. Las cepas I1B84 y GM18 fueron cultivadas
en caldo LB. La determinacibn de la secuencia
nucleotidica del genoma fue realizada con la plataforma
de lllumina MiSeq. El ensamblaje y la anotacion de los
genomas se llevd acabo con las herramientas de Galaxy,
FastQC, Trimmomatic, Shovill, Prokka, Map with
minimap2, pilon y DNAdIff para la comparacién con
genomas de referencia de especies del grupo B. cereus.
Ademas, se utilizé el gen ARNr 16S y los biomarcadores
gyrB, groEL y xre para la confirmacién de la especie (2,3).
Adicionalmente, las proteinas fueron anotadas porNCBI
Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP), donde
se buscaron toxinas con similitud a las de Bt, las
herramientas utilizadas para el analisis de estas fue
BLAST y Conserved Domains del NCBI,BestMatchFinder
de BPPRC, PDBsum de EMBL-EBI y Protein Molecular
Weight de la University of Alberta (4).

Resultados. La cepa IB84 tiene un genoma de 5.96 Mb
con un N50 de 155,983, contiene 6,015 marcos de lectura
abiertos (ORF), con porcentaje de 35.06 % de GC, 74
operones de ARNt, 6 ARNr (4 completos) y 5 ncRNAs,
mientras que la cepa GM18 tiene un genoma de 6,13 Mb
con un N50 de 171,900, conteniendo 6,129 ORF’s con un
porcentaje de GC de 34.93, 96 operones de ARNt, 16
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ARNr (4 completos) y 5 ncRNAs. El andlisis del ARNr 16Sy los
genes gyrB, groEL y xre confirmaron que IB84 pertenecen a la
especie Bacillus albus y GM18 a Bacillustoyonensis. El mapeo
de contigs con genoma de referencia mas cercanos resulto en
99 contigs de 156 de IB84 con el cromosoma de Bacillus albus
strain DLOU-Yingkou, con el cualensambla un cromosoma de
5,298,275 pb con pilon, en cuantoa GM18, este mapeo 111
contigs de 156 con el cromosoma deBacillus toyonensis strain
BV-17, ensamblando un cromosomaaparente de 5,351,266 pb.
La comparacion entre secuencias cromosomales por DNAdiff
para la cepa 1B84 presenta mayor similitud con la especie de
Bacillus albus y la cepa DLOU- Yingkou obtuvo el resultado
mas alto mostrando una coberturadel genoma de 94.28% y
97.87% de identidad, mientras, en elcaso de la cepa GM18,
estéa al ser comparada muestra tener una mayor homologia con
la especie Bacillus toyonensis y su cepa BV-17 muestra una
cobertura del genoma 94.74% y un 99.01% de identidad. La
cepa GM18 mostro similitud con toxinas insecticidas,
nematicidas y anti-tumorales, encontrdndose 2 posibles
proteinas VIP, 1 proteina con parecido a las TPP con
estructura binaria larvicida para mosquito, 1 toxina binaria de
la familia alfa-xenorhabdolisina con similitud estructural con
cry6 y 2 proteinas que parecen estar dispuestas en un operén
aparente con similitud hacia parasporina.

Conclusiones. El andlisis y comparacion de nuestras cepas
con genomas de miembros del grupo de B. cereus muestra que
estas pertenecen a una especie diferente a Bt, este estudio es
clave para definir y comprender la especie y sus relaciones
evolutivas, logrando mejor distincion entre miembros reales.
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Introduccion. Neurospora crassa €S un ascomiceto
filamentoso que, a pesar de ser considerado un hongo de
pudricion marrén, es muy eficiente en la degradacion de
residuos lignocelulésicos. Aun cuando se han estudiado los
mecanismos moleculares para la hidrélisis de la celulosa [1,
2], la naturaleza de la maquinaria ligninolitica de N. crassa
no se conoce.

El presente trabajo tiene como objetivo descifrar la
estrategia que utiliza N. crassa para degradar lignina a
través de un meta-andlisis de los datos gendémicos,
transcriptomicos y bioquimicos que actualmente hay
disponibles en las bases de datos.

Metodologia. La bisqueda de secuencias homdlogas en

N. crassa a proteinas previamente reportadas como
involucradas en la lignindlisis se llevd a cabo en la base de
datos del NCBI mediante Blastp. Todas las secuencias
obtenidas fueron curadas manualmente y caracterizadas
bioinformaticamente (péptido sefal, SignalP 5.0; motivo
GPI, BigPi fungal predictor; regiones transmembranales,
TMHMM y dominios funcionales, pfam). Con la finalidad de
poner en contexto las enzimas obtenidas de N. crassa
respecto a otros hongos, se seleccionaron 52 especies de
hongos representativas y se generd un blastp nuevamente
contra sus proteomas. Las secuencias obtenidas, junto con
las de N. crassa, se alinearon y editaron para reconstruir
sus filogenias (RAXML). Adicionalmente, se exploraron
datos transcriptomicos de N. crassa en condiciones de
crecimiento ligninoliticas para identificar genes expresados
en esas condiciones sin un sesgo funcional [3, 4]

Resultados. Mediante el analisis de datos gendmicos,
transcriptomicos y bioquimicos se confirmd la ausencia de
peroxidasas de clase Il candnicas en el genoma de N.crassa
(Fig 1). La abundancia de lacasas sensu stricto (7) y otras
oxidasas (MCO) (6) sugiere que éstas estarian implicadas
en degradacion de la lignina; sin embargo, en estudios
transcriptomicos de crecimiento sobre Miscanthus [3], éstas
no se expresaron. Ademas, también se infirié6 una serie de
enzimas generadoras de H202 que podrian estarimplicadas
en las reacciones de Fenton (Fig. 1) entre las que se
encuentras enzimas de la familia AA3 (5), AA5 (2), AA7 (4)
y AA12 (7). De manera interesante, se identificd un
incremento de la expresion en un orden de 164 veces
durante las primeras 12 horas de cultivo en Miscanthus de
la enzima NCU00206, una celobiosa deshidrogenasa (CDH-
1) que podria estar implicada en las reacciones de Fenton
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coadyubando en la lignindlisis. El decaimiento de los niveles de
expresiéon de esta enzima a las 40 h, 112h y 232 h (12.03,
18.99y 10.11, respectivamente) suportan nuestra hipétesis.
Sin embargo, se necesitan de mas datos que permitan
comprendermejor la estrategia de lignindlisis de N. crassa.

Rutas metabdlicas para la
degradacion de la lignina en hongos
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Fig. 1. Esquema general de las rutas metabdlicas para la degradacion delignina en
hongos. Lac: Lacasas; LiP, lignin peroxidasa; MnP, manganeso peroxidasa; VP,
Peroxidasa versatil; AAO, Aril alcohol oxidasa; GLO, glioxal oxidasa; AAD, Aril alcohol
deshidrogenasa; QR, quinona reductasa; CDH, celobiosa deshidrogenasa.

Conclusiones. N. crassa, a pesar de contar con un grupo de
MCO que podrian estar implicadas en la degradacién de la
lignina, utiliza una ruta no enzimatica a través de la generacion
de especies reactivas de oxigeno mediante las reacciones de
Fenton paraacceder a los azlcares fermentables.
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Introduccion. El término holobionte descrito por primera
vez por Lynn Margulis en 1991 (Margulis & Fester, 1991)
engloba la interaccién entre un hospedero y sus
organismos simbiontes. Las hormigas son componentes
criticos en los ecosistemas terrestres, estos organismos
han explorado en la utilizacién de simbiontes que les
permitan sobrevivir (Lach, et al.,, 2010) . Actualmente
existen métodos que permiten conocer a los
intermediarios de las interacciones hospedero-
simbionte, el andlisis metagendmico es la forma méas
novedosa de analizar gran cantidad de material genético
obteniendo resultados mas precisos, amplios y a menor
costo (Rubio, et al., 2019). El metaanalisis es un método
utilizado para desarrollar andlisis sintéticos combinando
enfoques de revisién sistematica y andlisis estadisticos
(Karlsson, et al., 2013). Estas metodologias en conjunto
muestran comportamientos de interés a nivel
metagendmico para las interacciones huésped
simbionte.

El objetivo de este trabajo es demostrar que la
frecuencia de simbiontes en todas las muestras es
mayor al 10% y desarrollar un metaanalisis para conocer
el comportamiento de los datos.

Metodologia. Se definieron los criterios de elegibilidad
para la recopilacion de datos relacionados con la
poblacién objetivo. Aquellos datos que cumplieron
totalmente fueron filtrados y homogeneizados, utilizando
el programa R. Con el script se realizd el analisis de
frecuencias bacterianas dentro de los hospederos, a
diferentes niveles taxondmicos y el desarrollo de
metaanalisis obteniendo los graficos estadisticos que
muestran el comportamiento y la influencia de los datos
en el estudio.

Resultados. Se analizaron 1029 muestras de hormigas,
donde la familia mas frecuente de bacterias como
organismo simbionte fue la Enterobacteraceae
encontrdndose en una abundancia del 83.3%. De las
familias bacterianas que mostraron mayor abundancia
existe una descripcion de papeles especificos tanto en
procesos biotecnolégicos como dentro del huésped
muchas de ellas influyendo en la reproduccion y en su
dieta, esenciales para sobrevivir. Realizando el
metaanalisis, se obtuvo un valor de 12 de 4.12%,
demostrando que no hay heterogeneidad
representativa, para respaldar esta informacion, se
realizé un grafico de Baujaut donde destacan los
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estudios 1, 11 y 12 como los més influyentes dentro del andlisis.
Siendo destacable que los 3 estudios mas influyentes, mostraron
el mismo tratamiento y eleccion de la regiéon 16S para analisis
metagendmicos de zonas abdominales e intestino.

Tabla 1. Similitud entre los valores significativos del metaanalisis.

ID Autor Region 16S Primer R Primer F
1 De Olivieraet. V4 806R 515F
al. 2020
11 Rubin et. al. V4 806R 515F
2020
12 Aguilar 2020 V4 806R 515F

Conclusiones. El andlisis de similitud a distintos niveles
taxonémicos entre el hospedero y sus organismos simbiontes no
mostré un porcentaje de similitud alto, atribuido a la amplitud
taxonémica. Biotecnoldégicamente, conocer las poblaciones
bacterianas con mayor similitud permite considerar la
paratransgénesis para el control de plagas de hormigas en
cultivos de interés econémico. El metaanalisis mostré que no
existe heterogeneidad entre los estudios ni sesgo de publicacion,
sin embargo, muestra que los 3 autores con mayor influencia en
el estudio utilizaron la regién V4 del 16S destacando como la
mejor en analisis de muestras estomacales conociendo con
mayor exactitud la poblaciéon bacteriana que habita en los
huéspedes.
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Introduccion. Los microARN (miARN) se caracterizan
por ser moléculas pequefias de aproximadamente 22
pares de bases y altamente conservadas, con un alto
potencial de regulacién postranscripcional. Diversos
estudios demuestran que posterior a su ingesta a través
de la dieta pueden sobrevivir al sistema gastrointestinal
(Gl), con la capacidad de llegar en el sistema circulatorio
de mamiferos, alcanzar un objetivo e inhibir la produccién
de proteinas especificas.

En el presente estudio hemos determinado in silico el
posible efecto de los miARN de Triticum aestivum (trigo),
con potencial para regular la expresiéon génica en humano.

Metodologia. Se descarg6 el set completo de secuencias
conocidas de miARN maduros de trigo (Tae- miR), de la
base de datos miRBase version 22.1 en formato Fasta,
excluyendo los miARN con lecturas menores a 1400
durante la secuenciacion, posteriormente, se utilizé la
herramienta BLASTn del NCBI, como sistema de
busqueda de posibles secuencias diana en la base de
datos RefSeq RNA de Homo sapiens. Las predicciones de
las secuencias obtenidas se filtraron por medio de la
herramienta RNAhybrid (1) para conocer la energia libre
del enlace entre miIARN-ARNmM, seguido un analisis de
enriguecimiento funcional utilizando clusterProfiler (2)
designando los procesos potenciales que involucran las
secuencias de ARNm pronosticadas a través de GO y
KEGG.

Resultados. Para el andlisis, se llevd a cabo una
simulacién de interaccion entre especies, con el fin de
encontrar los ARNm en humano que podrian tener sitios
probables de unién para miARN maduros de trigo, a través
de una prediccion bioinformética. Se pudieron obtener 787
genes de humano con diversas funciones, los cuales
tienen sitios probables de unién con 84 Tae- mIARN
maduros ya reportados, individualmente algunos objetivos
mostraron participar en diversos procesos celulares,
incluido el cancer (RALY, KAT5, PARVB, GNAI2, FRMD8,
B3GNT?7). Dentro del enriquecimiento funcional, un total
de 17 de ARNm enriquecieron el proceso biolégico de
adhesion celular homofilica y 22 ARNm enriquecieron el
proceso biologico de adhesion célula-célula por miARN
conocidos de trigo en la prediccion a través de GO. KEGG
indicé que los posibles objetivos enriquecieron 8 rutas
(Fig.1), con valores de p ajustada significativa (<0.05), en
donde destaca la via de sinapsis dopaminérgica
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(hsa04728) relacionada en diversos trastornos incluida la
esquizofrenia, con 10 genes diferentes (GNAI2, KIF5A,
ARNTL, PPP2R3A, PRKACB, MAPK11,CALM1, CAMK2D,
CLOCK, CREB5), como posibles blancos de regulacion por
miARN de trigo.
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Fig. 1. Andlisis de las vias KEGG de los genes diana.

Conclusiones. En los andlisis realizados de interaccion
mMiARN-ARNmM se pudo encontrar participacion de los posibles
objetivos en procesos como cancer de colon-B3GNT7, cancer
de pulmén- RALY, cancer de ovario-GNAI2 e inflamacion-
FRMDS8. De la misma forma entre las vias y su posible efecto
en la salud estudios sobre la “sensibilidad al gluten no celiaca”
(NCGS), describen una serie de sintomas relacionados al
consumo de alimentos con gluten (trigo), en personas no
afectadas por enfermedad celiaca (CD) o alergia al trigo (AW).
Siendo la esquizofrenia una de las principales enfermedades
relacionadas al consumo de trigo, debido a ello es importante
determinar las posibles alteraciones dadas por moléculas
exogenas y del uso de herramientas bioinforméticas, para la
prediccién de posibles objetivos, debido a que proporciona
nuevos enfoques en la investigacion y datos importantes para
futuros proyectos o candidatos que pueden contribuir en
diversos tratamientos terapéuticos para varias enfermedades
en humano.
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Introduccion Uno de los cuellos de botella en la
produccion de bioetanol es la capacidad reducida de la
mayoria de los microorganismos etanologénicos para
utilizar la xilosa, el segundo azlcar mas abundante en
los residuos lignocelulésicos (1). Clavispora lusitaniae
es capaz de asimilar hexosas y pentosas; tolerar altas
concentraciones de etanol; altas concentraciones de
azucares y temperaturas de hasta 47°C, lo que lo hace
un organismo interesante para trabajar (2, 3). En la
fermentacion de xilosa se ha identificado una
acumulacion de xilitol. Esto debido a que los cofactores
involucrados (NADPH y NAD+) en la ruta, se agotan y
dadas las condiciones microaerofilicas su renovacion se
ve detenida, limitando su metabolismo. Un punto
destacado en esto es que la xilosa reductasa (XR)
enzima que produce el xilitol, puede utilizar tanto
NADPH como NADH, prefiriendo el primero, mientras la
xilitol deshidrogenasa (XDH) usa exclusivamente
NAD+(4).

Con base en lo anterior el presente trabajo plantea hacer
un andlisis bioinformético para identificar posibles
modificaciones en la XR para favorecer la afinidad por
su cofactor.

Metodologia. Se utilizé UniProt (www.uniprot.org) para
la busqueda de secuencias de aminoacidos y PDB
(www.rcsbh.org) para un analisis estructural.

Se realizaron alineamientos de las secuencias de
aminoacidos de XR’s de C. lusitaniae con diferentes
levaduras, para esto se utilizé el programa ClustalW a
través del software UGENE (http://ugene.net/).

Resultados. La informacion bibliografica y estructural
de la XR menciona 3 sitios de unién (motifs) al cofactor
NADPH o NADH. Se analizaron los alineamientos
enfocandose en los 3 motifs y se encontré un mayor
grado de diferencias en el motif 3 (Fig 1).

Por otro lado, se encontré que los aminoacidos del motif
3 son los responsables de la interaccién de la XR con la
estructura quimica diferente entre el NADPH (grupo
fosfato) y el NADH (grupo hidroxilo) (5) (Fig 2).

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Consensus: KS n??e R L +§N

280 282 284 286 288 290
Scheffersomyces shehatae 275
Scheffersomyces stipitis 270
Kluyveromyces lactis 278
Kluyveromyces marxianus 278
Candida tenuis 274
Candida tropicalis 276
Clavispora lusitaniae 270

Fig. 1. Alineamiento de los motifs 3 de diferentes levaduras
productoras de etanol.
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Fig. 2 Esquema de la interaccién entre los aminodacidos codificados por el
motif 3 de XR en Candida tenuis con el grupo fosfato de NADP+ (izquierda)

o con el grupo OH de NAD+ (derecha) (5).
Conclusiones. La preferencia de cofactores depende
principalmente de un sitio especifico denominado motif 3.
Las caracteristicas moleculares de la preferencia por un
cofactor permiten que se puede modificar el motif 3 con una
mutagénesis dirigida.
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Introduccion. Acinetobacter schindleri ACE crecer a
altas velocidades en cultivos con acetato como Unica
fuente de carbono, por lo que puede ser empleado como
un organismo biodesintoxicante de hidrolizados de
biomasa vegetal (1). Acinetobacter spp. tienen un gran
potencial biotecnolégico como organismos para la
construccion de nuevos sistemas metabdlicos (2). Para
tal efecto, es importante disponer de herramientas de
ingenieria genética, como los vectores de expresién. Los
vectores de expresion requieren de un origen de
replicacion funcional (oriC) dentro del organismo
huésped (3), y los andlisis in silico pueden ayudar a
identificar oriCs que puedan ser usados en el disefio de
vectores de expresion para Acinetobacter spp.

En este trabajo se identificaron mediante herramientas
bioinformaticas distintos origenes de replicacion y sus
proteinas relacionadas entre los plasmidos del género
Acinetobacter.

Metodologia. Se realizaron analisis filogenéticos a partir
de 2 alineamientos multiples de secuencia, el primero
con 113 secuencias oriC de Acinetobacter spp. que se
obtuvieron de la base de datos DoriC (4), y el segundo
entre las 113 secuencias oriC y 113 secuencias de
plasmidos selectos de diferentes Acinetobacter spp. La
prediccién de oriCs en los 6 plasmidos de A. schindleri
ACE se bas6 en la busqueda de cajas DnaA, genes
implicados en la replicacion y en el sesgo asimétrico en
las secuencias plasmidicas mediante el programa Ori
Finder (5). Para buscar grupos de genes ortélogos entre
los plasmidos selectos, se empled el programa
CoreGenes.

Resultados. El analisis filogenético, muestra la
existencia de dos grupos principales entre las
secuencias oriCs (Fig. 1la) a partir de los cuales se
obtuvieron 2 secuencias consenso. Los oriCs se
agruparon con plasmidos con los que tuvieren mayor
similitud, de esta forma se podria deducir que, si una
secuencia oriC se agrupd con una o mas secuencias de
plasmidos, podria ser usada la secuencia consenso de
su grupo como posible oriC en los organismos de estos
plasmidos (Fig. 1b). En la Fig. 2 se muestran sesgos
asimétricos pronunciados por lo que se identificaron 3
secuencias oriC dentro de los plasmidos de A. schindleri
ACE. Los grupos de genes ortélogos entre plasmidos de
Acinetobacter spp. son en su mayoria genes que
codifican proteinas implicadas en el inicio de replicacion
pertenecientes a la familia Rep-3, ademas de genes de
transferencia (mob).
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Fig. 1. a) Cladograma general que muestra la formacion de dos principales
grupos de secuencias oriC (rojo I, azul Il). b) Agrupamiento deplasmidos
selectos con secuencias oriC del grupo | y grupo Il.
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Fig. 2. Basqueda de oriC basado en la localizacién de cajas DnaA (lineal
verticales azules), genes implicado en la replicacién (barra roja superior) y en el
sesgo asimétrico. El presunto oriC se ubica enel punto méaximo cerca de los
34,000 pb (grafica izquierda).

Conclusion. El analisis bioinformatico permitié obtener dos
secuencias consenso que podrian ser utilizadas como posibles
oriCs en Acinetobacter spp. Ademas, se predijeron posibles
regiones oriCs en 3 plasmidos de A. schindleri ACE. También se
encontraron genes compartidos en pladsmidos deAcinetobacter
spp. que codifican proteinas implicadas en el inicio de replicacion
por lo que podrian ser utilizados junto con la secuencia consenso
y las regiones oriC en la construccion de vectores de expresion
para Acinetobacter spp.
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Introduccion. El desarrollo de la metagenémica y en
paralelo de las nuevas tecnologias de secuenciacién, ha
impactado ampliamente el panorama que se tiene
acerca de la composicion funcional de una serie de
ecosistemas en el planeta.El estudio de los sedimentos
marinos requiere, en primer lugar, el considerar que
existen un gran nimero de sesgos en cada paso del
procesamiento de los datos, desde la extraccion,
secuenciacion del DNA, asi como el filtraje y
normalizacién de la informacion funcional. Aunado a
esto, actividades antropogénicas como los derrames de
petréleo en el mar, han tenido un efecto importante en la
dinamica funcional de las poblaciones de estos
ambientes y su respuesta ante este tipo de disturbios
ambientales.

Asi el objetivo del presente trabajo consiste en proponer
un método que permita estimar y contrastarlos perfiles
metabdlicos de metagenomas, usando como caso de
estudio sedimentos marinos.

Metodologia. La recoleccién de metagenomas de tipo
shotgun de sedimento marino, se realizé en bases de
datos publicas. Esto permitié la creacion de una base de
datos para los subsecuentes andlisis. El procesamiento
de los datos fue realizado como se observa en la Figura
1. El desarrollo del método para la evaluacién del perfil
funcional consisti6 en el célculo de las frecuencias
relativas de las enzimas encontradas en las muestras, la
determinacion de su distribucién de probabilidad y el
calculo del z-score de cada una de éstas enzimas para
las muestras pertenecientes al Golfo de México que se
espera estén perturbadas.

Resultados. Tomando como base la premisa acerca de
la existencia de un set de genes esenciales para la
supervivencia de cualquier microorganismo, se
compararon las proporciones de estos genes esenciales
a través de las muestras. Como se refleja en el mapa
de calor de la Figura 2, existe una conservacion de su
existencia y proporcion.
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Fig. 1. Metodologia y procesamiento de datos del trabajo.

Fig. 2. Mapa de calor de enzimas esenciales a travésde las muestras de Referencia.

Conclusiones. El analisis de genes marcadores confirma el
grado de completitud de las muestras, independientemente de
los distintos métodos de extraccion, secuenciacion de DNA e
incluso de la construccion de los ensambles correspondientes.
Esto sirve como fundamento para los andlisis susecuentes, ya
que el 67% de las enzimas esenciales mostraron una
distribucion de probabilidad detipo normal, lo que se espera para
enzimas que se encuentran altamente representadas.
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Introduccion. En la produccion de biocombustibles a partir
de biomasa lignocelulésica, los subproductos téxicos del
pretratamiento afectan las eficiencias fermentativas. El
acido acético representa uno de los derivados téxicos mas
importantes. La cepa Acinetobacter schindleri ACE tiene
una excepcional capacidad para catabolizar acetato como
fuente de carbono (1). Esta cepa podria utilizarse como
método biologico de detoxificacion de los hidrolizados
lignoceluldsicos. Para ello, es importante estudiar al hodo
del isocitrato y las enzimas implicadas: isocitrato
deshidrogenasa (ICDH) e isocitrato liasa (AceA), pues los
flujos de carbono hacia el ciclo de Krebs o del glioxilato (2)
determinan la competente actividad gluconeogénica de A.
schindleri ACE.

El objetivo del presente trabajo es estudiar a nivel
bioinformético las enzimas ICDH y el operén AceBAK para
entender su papel en el catabolismo de acetato en
Acinetobacter comparativamente con E. coli.

Metodologia. Las cepas seleccionadas para estudio fueron E.
coli K-12 MG1655, A. schindleri ACE, A. baylyi ADP1, A.
calcoaceticus CA16 y A. baumannii. Para el andlisis
bioinforméatico comparativo entre las ICDH de E. coli y
Acinetobacter spp., se identificé en bases de datos a icd e idh
(codificantes para ICDH-I de 740 aa, e ICDH-Il de 420 aa)
dentro de los genomas de estudio. En los alineamientos
multiples de nucleétidos y aminoacidos entre las isoenzimas
identificadas, se ultilizé el algoritmo Clustal Omega de EMBL-
EBIl y en la distincion de las relaciones evolutivas entre estas se
cre6 un dendrograma consenso Bootstrap en MEGA con 9
secuencias mas, pertenecientes a otras categorias
taxondmicas. Se identificaron motivos y dominios proteicos en
Prosite y se usaron estructuras terciarias resueltas del PDB para
el modelamiento predictivo en SWISS-MODEL y en iCn3D. Se
realizaron sobrelapamientos de estructuras terciarias en
PyMOL. Respecto al andlisis bioinformatico comparativo
alrededor del oper6n aceBAK de E. coli y Acinetobacter spp., se
realizo el mismo procedimiento de identificacion de secuencias
(aceA, aceB y aceK) en los genomas de estudio. En contraste
con E. coli (aceB y glcB), en Acinetobacter existe Unicamente
glcB (malato sintasa G). Se realizaron alineamientos mdltiples
de nucledtidos y aminoéacidos de AceA, y entre AceB de E. coli
y GlcB de las Acinetobacter.

Resultados. Como se observa en la Tabla 1, los
porcentajes de identidad de las ICDH demuestran que los
dos grupos de isoenzimas no comparten homologia entre si
(<21.8%). Sin embargo, la homologia existente entre las
ICDH-I e ICDH-II, correspondientemente, queda respaldada
por valores superiores al 90.6%.
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Tabla 1. Matriz de identidad porcentual entre las ICDH-1 e ICDH-II de A. schindleri
ACE, A. baylyi ADP1, A. calcoaceticus CA16y E. coli K-12 MG1655.

A. A. baylyi A. E. coli A. baylyi A.
% identidad schindleri ADP1 calcoaceticus K-12 ADP1 calcoaceticus
ACE (ICDH-II) CA16 MG1655 (ICDH-I) CA16
(ICDH-II) (ICDH-II) (ICDH-I) (ICDH-I)
A. schindleri
ACE (ICDH-Il) 100.0 91.1 90.6 214 218 213
A. baylyi ADP1 91.1 100.0 93.2 20.7 213 20.8
(ICDH-I1)
A. calcoaceticus
CA16 (ICDH-II) 90.6 93.2 100.0 21.2 213 21.1
E. coli K-12
MG1655 (ICDH-I) 214 20.7 21.2 100.0 76.3 76.3
A. baylyi ADP1 218 213 213 76.3 100.0 94.9
(ICDH-I)
A. calcoaceticus
CA16 (ICDH-I) 213 20.8 211 76.3 94.9 100.0

En la filogenia molecular se obtuvieron dos grandes grupos
monofiléticos correspondientes a cada isoenzima de ICDH, por
lo que se estipula una divergencia evolutiva temprana entre
estas. Respecto al modelado de la estructura terciaria de la
ICDH-1I de ACE, se asume por el empalme exitoso con la
estructura resuelta de A. baumannii (PDB 5Z16) y el alto
porcentaje de identidad que comparte con las de las
Acinetobacter, que la enzima de ACE tendria una funcion
semejante a la de A. baumannii. Al comparar las secuencias de
AceB y GIcB, se obtuvieron porcentajes de identidad bajos
(<19.2%) y se infiere que no hay homologia entre la AceB de E.
coli y las GIcB de las Acinetobacter. En contraste, si existe
homologia (>57.2%) entre las GlcB de E.coli, CA16, ACE y
ADP1 y una mas estrecha entre las mismas Acinetobacter, de la
misma forma que sucede con AceA.

Conclusiones. La ICDH-II de A. schindleri ACE tiene una
estructura y  probable funcibn semejante a las
experimentalmente reportadas de otras especies de
Acinetobacter. La carencia de AceB en las Acinetobacter es
suplida por la actividad de GIcB, aun asi, no comparten un
porcentaje de identidad lo suficientemente alto con la AceB de
E. coli. A nivel del nodo del isocitrato, el que ACE posea
Unicamente ICDH-II, AceAy GIcB (y no el operén completo como
E. coli), la libera de la regulacion ejercida por AceK y pudiera ser
determinante en su capacidad de catabolizar acetato.
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Introduccién. La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una
enfermedad caracterizada por la produccién incesante de
matriz rica en colageno tipo | en el intersticio pulmonar. El
tejido pulmonar se vuelve rigido y cicatrizado, lo que evita
el intercambio de gases en los alvéolos, destruyendo asi la
funcion pulmonar (1). Se ha propuesto que los microRNAs
(miRNAs) desempefian un papel fundamental en la
patogénesis de la FPI (2). Nuestro objetivo es determinar la
red de microRNAs y sus genes blancos mediante el analisis
exhaustivo de los experimentos high-throughput
almacenados en bases de datos publicas.

Metodologia. Se obtuvieron 9 experimentos de
microarreglos de RNA mensajero (GSE21369, GSE48149,

GSE35145, GSE53845, GSE72073, GSE32537,
GSE15197, GSE24206 y GSE110147) y 3 experimentos de
miRNAs  (GSE27430, GSE21394 'y GSE32538)

provenientes de GEO, tipo Affymetrix, Agilent e llumina.
Cada muestra provenia de tejido pulmonar de pacientes
con FPI o controles sanos. Los microarreglos se
reanalizaron de forma independiente usando R v4.1.0. En
los microarreglos Affymetrix se utilizé la paqueteria oligo
v3.13. El andlisis de expresion diferencial se realizé con
limma v3.13 (4), se seleccionaron los genes y miRNAs con
un valor FDR <0.05. Los genes con LogFC >0.8 o0 <-0.8
(excepto en GSE110147 con LogFC >1.5 0 <-1.5), y los
mMiRNAs con LogFC >0.5 0 < -0.5. Se obtuvo la interseccion
de los genes y miRNAs expresados diferencialmente con el
paquete upsetR v 1.4.0. Se utilizé enrichR v3.0 para el
enriguecimiento funcional entre los conjuntos de genes
compartidos y se seleccionaron los procesos hioldgicos de
Gene Ontology con FDR <0.05. Se gener6 la red con
miRNet v2.0 y se aplicé el algoritmo de Walktrap a los
modulos (4), se seleccionaron los nodos con P<0.05.

Resultados. La interseccidn de los experimentos de mRNA
mostré 4 intersecciones de 3 experimentos provenientes de
distintas plataformas, al igual que 3 intersecciones entre 4
sets. Los experimentos de mRNA: GSE53845, GSE72073,
GSE32537 y el GSE110147 se consider6 como la
interseccién  “mayor” porque compartian 40 genes
expresados de forma diferencial entre si, entre ellos se
encuentra el gen MMP1 (Fig 1A).

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

i
H
| |

| ‘ul"lllh ||||||| e

i
H
||Ill-

} }’: o—

el

<)

Fig. 1. A) Upsetplot de las intersecciones entre experimentos de mRNA y

miRNA; B) Procesos bioldgicos y analisis de vias del conjunto de genes
compartidos; C) Red de regulacién de miRNAs y sus genes blanco.
Las matrices analizadas de miRNAs: GSE21394 y GSE32538
tuvieron en comidn 9 miRNAs; miR-186, miR- 145, miR-134,
miR-30a, miR-23a, let-7b, miR-222, miR- 187y miR-148b (Fig
1B). En la red se obtuvieron dos modulos significativos, el
primero con los genes blanco: AGER, ABCA3, IGF1, MMP1,
HSD17B6, FAP, SULF1 y ACVRL1 (Fig 1C, nodos en rojo). El
segundo compuesto por: COL3A1, COL1Aly POSTN (Fig 1C,
nodos en azul). El miR-222 fue uno miRNAs compartidos en la
interseccibn mayor y disminuido en dos experimentos de
MiRNAs (GSE21394 y GSE32538). Aunque aun no ha sido
estudiado en FPI, existen algunos reportes en los que miR-222
se asocia con la regulacién de MMP1(5).

Conclusiones. ElI miR-222 podria estar causando la
sobreexpresion de MMP1 por lo que se requiere estudiar su
papel en la patogénesis de la FPI.
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Introduccién. La cromatografia de intercambio i6nico (IEXC),
basada en la interaccién electrostatica entre un grupo quimico
(ligando) y un analito, es una técnica ampliamente utilizada en la
industria para la purificacion de proteinas. En la industria
biotecnolégica, el disefio de procesos cromatograficos eficientes
se realiza usualmente a través de experimentos; sin embargo,
cuando se trata de escalas industriales, el tiempo y los recursos
son una limitante. En este contexto, el uso de modelos
matematicos que te permitan simular el comportamiento de las
proteinas, durante los procesos de adsorcion y desorcion dentro
de la columna empacada con diferentes resinas (adsorbentes),
en presencia de un fluido con una determinada velocidad,
ayudarian a disefiar mejores procesos. Esto debido a que las
simulaciones ayudarian a seleccionar las mejores condiciones
de operacién y la resina adecuada para el proceso, ahorrando
tiempo y recursos econdmicos (1). No obstante, los modelos
existentes son capaces de predecir el comportamiento de las
proteinas en una sola dimension (eje x). COMSOL Multiphysics®
es una herramienta que permite simular la distribucion de un
analito y la velocidad del fluido en las tres dimensiones
espaciales. Esto permitiria tener una aproximacion mas acertada
de la distribucion de la concentracion de las proteinas dentro de
una determinada resina. Y esto a su vez, ayudaria a disefiar
procesos cromatograficos mas eficientes.

El objetivo de este trabajo fue la construccién de un modelo en
COMSOL para simular el gradiente de concentracion de una
proteina modelo, proteina verde fluorescente (GFP), en las tres
dimensiones de una columna de IEXC empacada tomando en
cuenta las propiedades fisicas de la GFP y de una resina
comercial.

Metodologia. El modelo incluye tres fisicas del paquete de
COMSOL (Tabla 1) que permiten simular 1) la reaccion de
intercambio entra una especie diluida (GFP) en un fluido (buffer)
y una especie quimica de superficie (ligando); 2) la distribucién
de la concentracion del analito; y 3) la velocidad del fluido. Se
generd una geometria cilindrica en COMSOL a manera de
columna. Se seleccionaron los dominios y los limites donde
ocurriria cada uno de los pasos mencionados anteriormente. El
modelo se alimento con datos de la GFP (coeficiente de difusién

=87 pmzls, MW = 27 kDa) y de una resina comercial (radio = 90

Mm, porosidad = 0.3, volumen muerto de la columna = 20 mm3).
El modelo fue resulto usando un estudio dependiente del tiempo,
0 a 10 min con intervalos de 1 min.

Resultados. En la Figura 1a)-1c) se presenta el gradiente de
concentacién de GFP a lo largo de la columna al paso del
tiempo de operacion. Se puede observar que hay una mayor
concentracion (zona roja) de GFP en la seccion de entrada de la
columna, representada en la coordenada 0. A medida que pasa
el tiempo en minutos se puede observar el cambio de
concentracion. En la Figura 1d) se presenta el perfil de
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velocidad 250 cm/h lo cual equivaldria a un flujo de 49.08 cm3/h. Se
observa que la velocidad es constante y presenta una mayor
velocidad a la entrada lo que coincide con la distribucion de la
concentracion de la GFP observada a lo largo de la columna.

Tabla 1. Fisicas de COMSOL y sus ecuaciones.

Fenémeno Fisicaen Ecuacién
COMSOL
1. Reaccién Chemistry r=kfGc -k Gc "
] j i J i
i€react ieprod
2. Transporte Transport — dc
de masa +u-Qc=0-(PQAc) +R
of diluted species ot -
3. Velocidad Darcy’s Law K
del fluido u=- Vp
u
o
x10™
2.2
2
18
1.6
14
12
2

Fig. 1. Gradientes de concentracién de la proteina (mol/m?3) simulada en
cromatografia IEXC a diferentes tiempos t=1 min(a), t=5 min (b), t=10 min (c), perfil
de velocidad de la simulacién (cm/h) (d). El flujo va de la parte inferior a la superior.

Conclusiones. Se generd un modelo computacional funcional en
COMSOL capaz de predecir la distribucion de la concentracion de
la GFP alo largo de la columa a medida que pasa el tiempo. A partir
de ello se puede modificar los pardmetros para simular diversas
condiciones experimentales con la finalidad de determinar
previamente las mejorar condiciones de experimentacion. Es
importante mencionar que, en este caso, el modelo se aliment6 con
datos obtenidos de la literatura. En este sentido, el siguiente paso
es alimentar el modelo con datos obtenidos experimentalmente para
tener un modelo més robusto.

Agradecimientos. Los autores agradecen al Tecnolégico de
Monterrey por el apoyo a través del Grupo de Investigacion del
Grupo de Bioprocesos. Alan Cardoso agradece al CONACyT por la
beca No. 2020-000013-01NACF.

Bibliografia.

Pawlowski, S., Nayak, N., Meireles, M., Portugal, C., Velizarov, S., Crespo, J. (2018)
Chem. Eng. J. 350 (15): 757-766.

425


mailto:acardosoor@gmail.com

