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Introduccidn. Entre las levaduras no convencionales mas
importantes se encuentra Kluyveromyces marxianus, pues
posee la tasa de crecimiento mas rapida de cualquier
microbio eucarionte, es termotolerante, tiene la capacidad
de asimilar un amplio espectro de sustratos y una baja
tendencia a fermentar en presencia de altas
concentraciones de azucar (1). Debido a la poca
disponibilidad de herramientas moleculares en estas
levaduras, su empleo como fabricas celulares se ha visto
obstaculizado, aunado a ciertos rasgos en la biologia de
K. marxianus que limitan su manipulacién genética, como
el sistema de reparacion mediado por la unién de extremos
no homologos (NHEJ), lo que dificulta la integraciéon de
genes cromosomales de manera dirigida y precisa (2). Se
ha demostrado que al inactivar cualquiera de los genes del
sistema NHEJ, se mejora la capacidad para integrar ADN
exdgeno, favoreciendo el sistema de recombinacién
homélogo en K. marxianus (3).

El objetivo de este trabajo es proponer por primera vez en
levaduras mexicanas de Kluyveromyces marxianus, un
protocolo de Ingenieria genética basado en el uso de
CRISPR-Cas9 para la edicion fina de genes
cromosomales, en particular de YKU80, uno de los genes
centrales de la ruta NHEJ.

Metodologia. Se utilizard el plasmido de edicién
pUCCO001, el cual posee el gen Cas9 bajo control del
promotor de A. adeninivorans y los elementos necesarios
para expresar la molécula de ARN guia (gRNA) en K.
marxianus (2).

~,

r 4
pUCCO01
10,233 bp

§

N /

T

Bsal Bsal
AGTAAGCTCGTCCGAGACCTGCGGAGGTCTCCGTTTTAGAGCTA
TCATTCGAGCAGGECTCTGGACGCCTCCAGAGGCARRATCTCOAT

HH ribozyme gRNA scaffold
Fig. 1. Mapa del plasmido pUCCO001. Se muestra en gris la region delimitada

por los sitios Bsal que permite el ensamblaje de nuevos gRNA's (2).

Resultados. Se proponen una serie de 7 pasos:

1.Disefio in silico de gRNA’s a través de la péagina
CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) utilizando como gen
blanco a YKUS8O0 (Tabla 1).
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Tabla 1. gRNA’s utilizados en este trabajo. EI nombre corresponde a
la posicién nucleotidica dentro del gen YKU80. Se omite la secuencia
PAM, overhangs en negritas.

Nombr Secuencia
[
146 CGTC AAGAAAGACAGACTACGTCC
997 CGTC GGTATCGATATCAGAGGGTT
1670 CGTC TTTTGTCCCATAGGACCCCT

2.Validacion de gRNA’s mediante la amplificacion de la
region a inactivar del gen YKUS80 (Fig. 2).
1 2 3

Fig. 2. PCR con los gRNAs 146 y 1670. Carril 1: Gendmico de K. marxianus CBS
6556 (control), 2. Marcador de peso, 3. Gendmico de K. marxianus 24 (aislada
de la planta de agave).

3.Alineamiento de gRNA’s complementarios.
4.Ensamblaje del plasmido de edicion y gRNA’s. Los
oligos alineados con overhangs especificos seran
clonados en el sitio Bsal del pUCC001 mediante
ensamblaje Golden Gate.

5.Transformacion de células de E. coli con el plasmido
generado y seleccion de candidatas.

6.Generacion de mutantes K.marxianus. Transformacion
de las levaduras con los plasmidos purificados de 5 a
través del protocolo LiAc/sSDNA/PEG (4).

7.Eliminacién del pUCCO001 y comprobacion de la edicion
de YKUS8O0.

Conclusiones. Se espera que el desarrollo de este
protocolo permita implementar de manera rapida y
eficiente el uso de la técnica CRISPR por primera vez en
levaduras de K. marxianus autdctonas mexicanas y con
ello favorecer la integracion sitio dirigida de ADN exdgeno.
Agradecimiento. Apoyo PRODEP 47410680.
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Introduccioén. Los enhancers son regiones genémicas
no codificantes entre 150 a 1500 pb que interactdan
con otras secuencias de DNA como los promotores,
regulando la expresion espacio-temporal de un gen
blanco en respuesta a diferentes sefiales como la unién
de factores de transcripcién (TF) en sus sitios de unién
(TFBS), independientemente de la orientacién a la que
se encuentren respecto a su region de interaccién
(Haberle & Stark, 2018). El estudio de su funcién se ha
visto limitado por la dificultad de su identificacion.
Utilizando herramientas gendmicas, identificamos
enhancers tejido-especificos putativos durante el
desarrollo embrionario de Drosophila melanogaster en
el establecimiento del eje dorso-ventral que a pesar de
ser un proceso ampliamente descrito, poco se conoce
sobre la regulacidon de los genes expresados en las
lineas germinales de ectodermo dorsal,
neuroectodermo y mesodermo que daran origen al
resto de los tejidos. El objetivo de este trabajo es validar
experimentalmente los enhancers tejido-especificos
putativos que regulan el desarrollo embrionario de
Drosophila melanogaster.

Metodologia. Utilizamos embriones mutantes de
Drosophila melanogaster que se mantienen en una
sola linea germinal: gd” ectodermo dorsal, Tollm/m10
neuroectodermo y Toll'°®® mesodermo, para cada tipo
realizamos experimentos de RNA-Seq y ChlP-seq
dirigido a las marcas epigenéticas de enhancers
activos: H3K4mel, H3K27ac y H3K18ac, considerando
dos escalas temporales de 2-4 h y 6-8 h después de la
fertilizacion. Con estos datos y empleando datos
publicos de ATAC-Seq (Cusanovich et al., 2018)
realizamos andlisis bioinformaticos para identificar los
enhancers tejido- especificos putativos. Para validar los
resultados, seleccionamos 9 enhancers-candidatos y
los clonamos en un vector con un gen reportero (Perry
et al, 2011) para generar moscas transgénicas.
Empleando la técnica FISH, pretendemos realizar el
andlisis del patron de la expresion espacio-temporal del
gen reportero en los embriones.

Resultados. Seleccionamos 3 enhancers por tejido
para validar, considerando el enriguecimiento de las
sefiales de ChIP-Seq de las marcas epigenéticas y
cuyo gen blanco esta involucrado en el desarrollo de
Drosophila. Para delimitar las regiones a evaluar,
realizamos la busqueda de TFBS usando MEME y

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

RSAT, y considerando datos publicos de ChlIP-seq de
Factores de Transcripcion (FlyBase).

Tabla 1. Enhancer seleccionados para validar por cada tejido

Gene Funcién Tiempo tamafio
cv-2 Ligando de BMP Temprano y tardio (2) 621 pb
vn Ligando de EGFR Tardio 852 pb
mirr Factor de transcripcién Tardio (2) 810 pb
ths Factor de crecimiento de Fibroblastos Temprano (2) 762 pb
tap Factor de transcripcién Tardio 731 pb
NetA Morfégeno Tardio (2) 843 pb
sna Factor de transcripcién Temprano 791 pb
kon Proteina transmembranal Tardio 572 pb
bru-3 Proteina de unién a RNA Tardio 747 pb

Sane ou daton e TVBS

Fig. 1. a) Busqueda de TFBS en los enhancers seleccionados b) TFBS
identificados in silico y con datos de ChIP-seq dentro del enhancer
candidato de sna c) Productos de PCR para clonar dentro del vector
PBphiYellow d) construcciones inserto-vector (ths) para generar moscas
transgénicas y observar el patron de expresion del gen reportero.

Conclusiones. El proyecto se encuentra en fase
experimental para observar los patrones de expresion
del gen reportero y el funcionamiento de los enhancers
a evaluar.

Agradecimiento. Al CONACYT por la beca nacional
de maestria. Al posgrado de Biologia Integrativa.
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Introduccion. La exposicion de petrdleo en el océano
representa un enorme riesgo para el ambiente. Una
propuesta para remediarlo consiste en aprovechar el
potencial de ciertos microorganismos para degradar
hidrocarburos. Y, a diferencia de una sola bacteria, las
comunidades bacterianas ofrecen una mayor variedad
de genes degradadores (1). Mediante un proceso de
tamizaje estadistico, se seleccionaron 4 cepas del Golfo
de México para la remocion de crudo ligero, de un
conjunto de 111 aislados. El estudiar la maquinaria
genética de esta comunidad, y la distancia filogenética
de algunos genes claves para la degradacién, daria
mas claridad sobre cobmo podria estar funcionando este
consorcio. El objetivo: identificar los aislados de un
consorcio y su potencial para degradar hidrocarburos.

Metodologia. EI ADN extraido de cada aislado se
secuencié por lllumina y se ensamblé usando el
pipeline A5. La asignacion taxonomica se hizo por
medio de MIGA y del servidor TYGS (2). La anotacion
de los genomas se hizo utilizando RAST. El analisis
filogenético de las cepas se realizd extrayendo las
proteinas ribosomales de las subunidades grande y
pequefia de las cepas con mayor % ANI y %AAI. Se
hizo una busqueda por homologia de secuencias de
aminoacidos de enzimas claves para la degradacion de
hidrocarburos, y luego su andlisis filogenético.
Finalmente, se estudié la remocién de petréleo ligero
API 35, por gravimetria a tiempo final de 75 dias, en un
medio de agua de mar enriquecido con nitrégeno y
fésforo. Se probaron las cepas por separado y en
consorcio.

Resultados. Luego del ensamblado, la asignacién
taxondémica de los aislados se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros obtenidos para determinacién de la taxonomia de los
aislados del consorcio

subunidades SSU y LSU ribosomales, revelo la
formacién de 2 clados principales: en uno se agruparon
las 3 cepas pertenecientes al Phylum Proteobacteria
(Alcanivorax y las 2 Pseudomonas), y en otro la del
Phylum  Actinobacteria  (Paenarthrobacter). La
biusqueda de genes que codifican para enzimas
involucradas en la degradaciéon de hidrocarburos
alifaticos y aromaticos reveld un grupo variado de éstos.
Entre los genes comunes para las Proteobacteria, se
encontraron las monooxigenasas alkBl y alkB2 para
alcanos de cadenas cortas y medianas, almA para
alcanos de cadenas largas (3), rubredoxinas reductasa,
alcohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, y
reguladores transcripcionales como alkN y alkS. Entre
los genes menos comunes en las cepas, y presentes en
su mayoria en la Paenarthrobacter, estan la catecol 1,2
dioxigenasa, benzoato 1,2 dioxigenasa, gentisato 1,2
dioxigenasa, protocatecuato 3,4  dioxigenasa,
ciclohexanona monooxigenasa y antranilato
dioxigenasa, todas involucradas en la degradacion de
algunos compuestos monoaromaticos (1). Un analisis
filogenético de las secuencias de aminoacidos reveld
divergencias superiores al 80% entre homologos en
algunos casos, sugiriendo una posible preferencia entre
sustratos, como es el caso de las dos monooxigenasas
alkM en Acinetobacter sp. M1 (4). Con la prueba de
remocion de petréleo API 35, se alcanzaron remociones
cercanas al 40% con las cepas por separado, y
alrededor del 60% en consorcio, luego de 75 dias de
incubacion, en concordancia con lo observado in silico.

Conclusiones. La complementariedad en la
magquinaria metabdlica del consorcio encontrado
mediante el analisis gendmico, y los resultados de la
prueba de remocion de petréleo APl 35, hacen inferir
gue los 4 aislados trabajan de forma sinérgica para
favorecer la remocion de una mezcla de hidrocarburos.

Agradecimiento. Se agradece al Fondo Sectorial

i Diferencia CONACYT-SENER- Hidrocarburos, proyecto 201441.
Género Posible Mash | o ANI | dDDH | contenido » proy
especiea D G+C o i
Alcanivorax xenomutans | 0.013 98.43 85 0.11 Bibl 'Ograf'a- . .
Paenarthrobacter | sp. 0135 | 8559 252 0.04 1.Xu, X; Liu, W.; Tian, S.; Wang, W.; Qi, Q. et al. (2018) Front.
Pseudomonas aestusnigri | 0.028 | 97.01 | 731 0.26 Microbiol. 9 (2885).
Pseudomonas aeruginosa 0.009 | 99.43 95 0.43 2.Meier-Kolthoff, J.P. & Goker, M. (2019). Nat Commun, vol. 10

- (2182).
3.Wang, W. & Shao, Z. (2012). FEMS Microbiol Ecol 80: 523-533
4.Tani A, Ishige T & Sakai Y (2001). J Bacteriol 183: 1819-1823

2 Las cepas contra las que se hicieron los célculos fueron A.
xenomutans JC109, Paenarthrobacter nicotinovorans JCM3874, P.
aestusnigri CECT8317 y P. aeruginosa DSM50071

El andlisis filogenético de las cepas, utlizando las
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Introducciéon. Galphimia spp. es una planta con
efectos ansiolitico y sedantes (1) debido a la presencia
de compuestos triterpenoides modificados
denominados galfiminas (2). La ruta de sintesis de las
galfiminas no se encuentra elucidada aun. Si se tienen
en cuenta las propiedades biolégicas de estos
metabolitos, seria de utilidad el uso de herramientas
biotecnolégicas como la Transcriptémica para
identificar los genes que codifican enzimas claves en la
produccion de estos triterpenoides.

El objetivo de este trabajo fue comparar transcriptomas
de dos poblaciones de Galphimia spp., una productora
y otra no productora de galfiminas para identificar
genes que codifican enzimas de la ruta de sintesis de
estos triterpenoides.

Metodologia. Se secuenciaron librerias de cDNA de
muestras de hojas y raices de Galphimia spp de una
poblacién de Guanajuato, productora de galfiminas, asi
como de hojas de Tepoztlan, poblacién no productora
de galfiminas, en la plataforma lllumina Next Seq 550.
Se ensamblaron los transcriptomas mediante Trinity. El
andlisis de expresion diferencial se realiz6 con edgeR y
la anotacion funcional en Blast2GO en tres niveles de
ontologia génica.

Resultados. Se observaron transcriptos con expresion
diferencial, regulados positiva y negativamente con un
elevado nivel de significacion estadistica.

diffespressed
Down
¢ nND

log10|PValue

gkt
Fig. 1. Expresion diferencial de transcriptos de las poblaciones de
Guanajuato y Tepoztlan de Galphimia spp.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Se obtuvieron porcentajes significativos de mapeo y
anotacién en el nivel de ontologia génica Funciéon Molecular
(FM) y Componente Celular (CC). En el nivel FM, la mayor
parte de los transcriptos anotados estuvieron relacionados
con la actividad de oxidorreductasas, hidrolasas y de union a
iones metdlicos. En el nivel Componente Celular, estos se
encuentran localizados en su mayoria en el cloroplasto,
formando parte de complejos proteinicos y de componentes
integrales.

.
i‘é = %;
& f"
. v
®

Fig. 2. Distribucidn de transcriptos en el nivel de ontologia génica Funcién
Molecular

Conclusiones. Se hallaron transcriptos con expresion
diferencial regulados positivamente, con una elevada
significacion estadistica. Estos se encontraron asociados a
cloroplastos o proteinas con actividad quinasa, hidrolasa y de
transporte.

Agradecimiento. CONACYT, Instituto Tecnolégico y de
Estudios Superiores de Monterrey, CEIB.
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Introduccion. El despliegue de proteinas permite
funcionalizar la superficie celular, la membrana
plasmatica o la pared celular, de un microorganismo
mediante la expresion de una fusién compuesta de una
proteina con propiedades interesantes o Utiles
(pasajero) unida covalentemente a una proteina que
reside nativamente en la superficie celular (ancla). Esta
tecnologia se usa para generar biocatalizadores de
célula completa, bioprocesos consolidados, seleccionar
ligandos de alta afinidad, entre otros. Su disefio

racional implica conocer el papel que
desemperia el ancla en la superficie celular para saber
si es factible usarla o no, en caso de que el despliegue
resultara deletéreo para su funcién normal. La pobre
caracterizacion de los proteomas de superficie celular
dificulta la implementacion de sistemas de despliegue
en ciertos microorganismos, sobre todo aquéllos con
aplicacién biotecnoldgica como hongos filamentosos.
En el presente trabajo se caracterizé funcionalmente
una proteina de pared celular, la GPI-proteina ACW-1
(NCU08936), del hongo filamentoso Neurospora crassa
para usarla como ancla en un sistema de despliegue de
proteinas en este microorganismo.

Metodologia. Se identificaron los ortélogos de ACW-1
en otros hongos mediante un analisis in silico de
secuencias proteicas y reconstruccion filogenética por
método de Neighbor-Joining (1 y 2). Se observo la
morfologia de cepas N. crassa dacw-1 (Nc dacw-1) en
comparacion con N. crassa WT (Nc WT) de las colonias
bajo microscopio 6ptico y se evalué su crecimiento en
condiciones normales y de inhibicion con CFW
(“Calcofluor White”) (0.25-1 mg/mL) (3). Se construy6
una fusién de despliegue usando ACW-1 como ancla y
GFP como pasajero por ensamblado Gibson (Fig 1A)
(4), y se transformé en N. crassa (FGSC-9717) por
electroporacion. Se evalué la localizacion celular del
despliegue mediante microscopia confocal de
fluorescencia (5).

Resultados. El homologo de ACW-1 en S. cerevisiae,
Ecm33p, estd involucrado en el mantenimiento de la
integridad de la pared celular. Nc 4acw-1 presenté una
morfologia aberrante en las hifas que se caracterizo por
una ramificacion erratica. Nc 4acw-1 creci6 a la misma

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

velocidad que Nc WT en condiciones normales.

En presencia de CFW, ambas cepas se inhibieron al
aumentar la concentracion, pero Nc dacw-1 fue mas
resistente que Nc WT (0.75 mg/mL) (Fig 1B). La sefial
fluorescente de la fusion de ACW-1 y GFP (GFP-V5-
ACW-1) se observé mayoritariamente en la periferia
(Fig 1D, flechas amarillas) y los septos de las hifas (Fig
1D, flechas blancas).

3

A
:
B

0.25 0.50 075 1.00

5000 mg/mL  mg/mL  mg/mL  mgimL
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Fig. 1.A. Fusion de despliegue GFP-V5-ACW-1. B. Crecimiento de cepas WT
y Aacw-1 en presencia de CFW. C) Contraste de fases y D) canal de
fluorescencia de la porcidn distal de una hifa que expresa la fusion de
despliegue GFP-V5-ACW-1. Contraste ajustado en Image J.

Conclusiones. ACW-1 probablemente esta
involucrada en el mantenimiento de la pared celular de
N. crassa, pero no parece que sea necesaria para su
supervivencia, por lo que seria una buena opcién como
ancla. La sefal fluorescente de GFP-V5-ACW-1 en la
periferia de hifas vegetativas y mayoritariamente
alrededor de septos indican la probable localizacién del
despliegue de proteinas en esta region.
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Introduccién. México posee un gran repertorio de especies A o
terrestres y marinas con el potencial de sintetizar metabolitos \"%y) = ] ‘ [
secundarios de interés biotecnoldgico y biomédico. Algunos / o —wmp R ee
estudios han identificado ciertos metabolitos de especies S- cus oy A
colectadas en el territorio del pais, incluyendo principalmente e
plantas. No obstante, dichos estudios han sido limitados con
respecto a la capacidad de analizar sisteméaticamente varias
especies, comparar los perfiles metabolémicos entre
especies e identificar metabolitos. En este trabajo %
presentamos datos preliminares del Proyecto METabolémica & o b
del territorio México (denominado METXico), el cual trata de i A
caracterizar los metabolomas de especies terrestres y
marinas que habitan en el pais. Esta informacion generada a h F
nivel metaboldmico incidirdA en la bioprospeccion vy e ot
quimiotaxonomia de especies, asi como en la identificacion
de metabolitos con potencial biotecnolégico y biomédico.
Metodologia. Se emplearon 3 aproximaciones principales: 1) Py
Recoleccion de especies terrestres y marinas a través de una A
colaboracion multiinstitucional; 2) Extraccion de los

metabolomas (metanol:acetato de etilo:acetonitrilo) vy

adquisicion de datos por LC-MS?2 (Agilent 1260 Infinity- Pernsen (oude Sue &w
Accurate Mass QTOF 6530). 3) Andlisis e identificacion de los . e
metabolitos empleando software (Proteowizard, Cytoscape) y 0
plataformas en linea de libre acceso (https://gnps.ucsd.edu)

Identficacon ce
metabolomas.

Demmates

O =

R V.

(Fig. 1A) (1,2). . . Fig. 1. Esquema general de la metodologia y resultados de los avances del
Resultados. Hasta ahora se han analizado 29 especies Proyecto METxico. A) Pasos generales de la metodologia. B) PCoA de la
(plantas, bacterias, hongos, insectos) (Fig. 1B), cuyos distribucién espacial de las especies analizadas. C) Histograma de la masa-carga
metabolomas comprenden compuestos entre 100-1970 Da (m/z) de los metabolitos detectados. D) Clasificacidon quimica de los metabolitos
(Fig. 1C) pertenecientes a diversas clases quimicas (Fig. 1D). detectados. E-G) Distribucién de metabolitos por especie.
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Introduccién. Los hidrocarburos (HC) derivados del
petrdleo estan presentes en el ambiente y la piel esta
constantemente expuesta a ellos.Reportes
epidemiolégicos sugieren una correlacién positiva entre
la exposicién a HC y la aparicién de lesiones en la piel
(1). Estudios in vitro han demostrado la generacién de
metabolitos téxicos y carcinogénicos derivados de la
degradacion de ciertos HC por bacterias y células
mamiferas (2,3). No obstante, aquella evidencia es
indirecta y, por lo tanto, se desconoce que ocurre
directamente en la piel de sujetos expuestos a HC. Los
objetivos de este trabajo consisten en entender el
metabolismo in situ de HC y el efecto de la exposicion
cronica a HC sobre el microbioma de la piel.

Metodologia. Se seleccionaron 2 cohortes; sujetos con
exposicién crénica a HC (trabajadores de talleres
mecanicos) y sin exposicion (Fig. 1). A cada sujeto de
las cohortes se le tomaron 2 muestras superficiales
(mano y hombro) con un hisopo de algodén para su
posterior andlisis por secuenciacion del amplicon ARNr
16S y metabolémica (4). Una vez colectadas las
muestras, los metabolitos se analizaron mediante
HPLC-MS?2. Para la secuenciacion del gen ARNr 16S
se siguié la metodologia indicada por lllumina. Los
datos de ambas técnicas, se analizaron segun lo
reportado por Moreno-Ulloa et al. 2020 (5).

Resultados. Los sujetos expuestos a HC presentan
una mayor diversidad microbiana (Fig. 2a). El analisis
de varianzas, utilizando las distancias de UniFrac (Fig.
2b), sugiere que la exposicién a HC y el sitio corporal
de muestreo estan asociados con la composicion de las
comunidades bacterianas. El andlisis cuantitativo de la
abundancia microbiana sugiere una mayor abundancia
de bacterias pertenecientes a la familia de
Micrococcaceae, Pseudomonadaceae,

Rhodobacteraeae en sujetos expuestos vs. No
expuestos (Fig. 2c y 2d).

X
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Fig. 1. Metodologia general seguida en este estudio.
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La prediccion del estado funcional de las comunidades
microbianas por PICRUST, sugiere un incremento en la
degradacion de HC en las manos de sujetos expuestos vs.
No expuestos (Fig. 2f). El andlisis metaboldmico de los datos
muestra una diversidad quimica del metaboloma detectado
en la piel de las cohortes (Fig. 2g). Mediante analisis
multivariantes y no supervisados de agrupacion se sugiere un
patron de diferenciacion entre los sujetos expuestos vs. No
expuestos, particularmente a nivel de la mano (exposicion
directa a HC) (Fig. 2h y 2i). Mediante la cuantificacién
diferencial de la abundancia de metabolitos entre grupos; se
observa una diferencia de varios metabolitos en la mano de
sujetos expuestos (Fig. 2] y 2k)
a) b) <

wegsed e

Figura 2. Resultados de los analisis metaboldmicos y de secuenciacién. Donde EH:
mano expuesta, NEH: mano no expuesta, EA: brazo expuesto y NEA: brazo no
expuesto.

Conclusiones. Nuestros datos sugieren que sujetos
cronicamente expuestos a HC (aceites, lubricantes
industriales) presentan cambios en la microbiota de la piel y
un mayor metabolismo de HC en zonas de su cuerpo (mano)
con mayor exposicion a HC comparado con sujetos sin
exposicién cronica a derivados de petréleo.
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Introduccioén. La creacion de cepas de produccion es
complicada, ya que una célula es un sistema complejo,
por lo que una célula simple facilitaria su comprensién
e ingenieria. En un enfoque biotecnolégico en el cual la
célula esta en un ambiente controlado, se pueden
eliminar caracteristicas que no le son utiles en esa
condicion, reduciendo la complejidad del sistema vy el
desvio de recursos celulares (1). En su mayoria, las
minimizaciones gque se han realizado se han enfocado
en la reduccién del genoma (1) sin considerar de
manera precisa el cambio en la asignacién de recursos.
Utilizando el modelo de metabolismo y expresion
iLE1678-ME (2), y datos experimentales, Lastiri-
Pancardo et al. (3) fueron capaces de identificar 3
intervenciones que maximizaron el ahorro de recursos
celulares que serian usados para expresar funciones
no esenciales. La cepa resultante incrementd su
produccion de proteina recombinante en un 18% vy
liber6 un 0.5% de su proteoma. Demostrando que la
minimizacion de proteoma no esencial puede llevar a la
redireccion de recursos a proteinas recombinantes.
Pero no hay una formalizacion sobre los costos de
produccion de proteinas y genes que nos permita hacer
una comparacion cuantitativa entre la reducciéon de
genoma y proteoma para elegir la estrategia mas
efectiva. Este trabajo busca identificar una estrategia
de minimizacién de la expresién de funciones de
cobertura para generar diseflos de intervenciones
genéticas.

Metodologia. Se utilizaron datos proteémicos de la
literatura (4), asi como datos de los genes eliminados
en 9 cepas minimizadas por enfoque genémico (5)y 1
de enfoque proteémico (3) y se compararon los
porcentajes liberados. También se utilizd el modelo
iLE1678-ME para calcular costos de replicacion,
transcripcion y produccion de proteina. Por Gltimo, se
utilizaron datos de aportacion al fithess (6) para buscar
los genes con mayor al proteoma sin provocar fenotipos
negativos.

Resultados. Una mayor eliminacion de genoma no
garantiza una eliminacion equivalente de proteoma
(Figura 1). En general es mas costosa en términos de
ATP la produccion de proteina que la replicacion o la
transcripcion. El unir el enfoque de minimizacion de
proteoma con datos de adecuacion pueden permitirnos
liberar una cantidad de proteoma comparable a otras
cepas minimizadas que tienen mucho mas genoma

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

eliminado, y esto con pocas mutaciones (Figura 2).
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Fig. 2. Comparacion de la prediccidn de liberacion de proteoma entre cepas
minimizadas y genes blanco obtenidos en este estudio.

Conclusiones. Eliminar mas genoma no indica una
eliminacién equivalente de proteoma y puede comprometer la
aptitud de la célula. Una reduccion de proteoma es la mas
adecuada para liberar recursos ya que es la mas costosa. El
combinar la reduccion de proteoma con datos de fitness nos
puede permitir crear cepas de produccién eficientes con
pocas mutaciones.
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Introduccioén. El pimiento morrén (Capsicum annuum L.)
esta clasificado como una solanacea de importancia
econémica con alto valor nutricional. Sin embargo, su
produccion esta limitada por factores abiéticos como la
baja temperatura y la radiacion UV-B, que pueden causar
grandes dafos a los cultivos. Las plantas pueden
responder a los factores ambientales estresantes
induciendo varios cambios morfologicos, fisiol6gicos,
bioquimicos y moleculares. La técnica RNA-Seq se aplica
ampliamente para estudiar la expresion génica global en
numerosos procesos relacionados con la biologia vegetal,
incluidas las respuestas inducidas por el estrés abiético,
proporcionando informacién relevante sobre los genes y
las vias que participan en las respuestas inducidas por el
estrés.

En este estudio, se analiz6 la expresion génica diferencial
de tallos de plantas de C. annuum expuestos al estrés
combinado por radiacion UV-B y frio, por 1, 3y 25 h, para
obtener conocimientos sobre la dinamica temporal de los
genes y vias moduladas por estos factores.

Metodologia. Semillas de pimiento morréon comercial cv.
Canon (Zeraim Gedera Syngenta; Israel) se germinaron y
se mantuvieron como fue descrito previamente (1). Se
recolectaron los tallos, y se aislo el ARN total de 50-100
mg de tejido usando el reactivo Trizol (Ambion, Life
Technologies, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se prepararon bibliotecas de ADNc de 150
lecturas de extremos emparejados en el sistema de
bibliotecas lllumina TruSeq. Posteriormente, las
bibliotecas se secuenciaron en la plataforma lllumina
NextSeqg-500 de acuerdo con el proveedor de servicios de
secuenciacion (Laboratorio Nacional de Gendmica para la
Biodiversidad, (LANGEBIO) Unidad CINVESTAV- IPN,
Irapuato, Guanajuato, México. Para el andlisis
bioinformatico se utilizaron los programas FastQC, Hisat2,
Htseq-count y Deseq2 (2). El enriquecimiento de la
ontologia genética (OG) se realiz6 en UNIPROTKB vy
AgriGO. También realizamos el enriquecimiento de las
vias en la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto
(KEGG).

Resultados. En el tratamiento combinado de UV-B y frio
a l, 3y 25 h, se identificaron 281, 280 y 326 genes
expresados diferencialmente (GED), de los cuales 154,
167 y 138 estaban regulados positivamente y 127, 113 y

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

188, regulados negativamente; respectivamente. Para el
tratamiento combinado de UV-B y frio después de 1 h de
exposicién, el andlisis de enriquecimiento de OG mostrd
gue la actividad hidrolasa y la respuesta al estrés fueron
estadisticamente significativas. Para el tratamiento de 3 h,
cuatro categorias fueron estadisticamente significativas:
respuesta al estimulo abiético, respuesta al estrés,
proceso metabdlico de carbohidratos y proceso
biosintético. Para el tratamiento a las 25 h, tres categorias
fueron estadisticamente significativas: actividad hidrolasa.
respuesta al estrés y proceso metabdlico de carbohidratos.
Con respecto al papel relevante de UV-B y frio en la
modulacién del metabolismo revelado por el
enriquecimiento de la OG, se analiz6 los GED utilizando el
mapa de enriquecimiento de KEGG. El analisis mostré que
los GED pertenecientes al ritmo circadiano-planta y la
biosintesis de flavonoides fueron los méas enriquecidos
para genes regulados positivamente en 1, 3 y 25 h.
Mientras que para los genes regulados negativamente
ninguna via fue significativa a 1 h, para 3 h se observo que
solo la via de sefalizacion MAPK fue estadisticamente
significativa. Y en 25h, sélo la biosintesis de
sesquiterpenoides y triterpenoides fueron
estadisticamente significativas.

Conclusiones. Se observé que en respuesta al estrés
combinado por frio y radiacion UV-B en C. annuum,
genes asociados a flavonoides y al ritmo circadiano se
mantienen sobre expresados durante todos los tiempos
de exposicién. Por lo que se considera que tienen un
papel importante en la respuesta al estrés.
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Introduccion. Las especies de Acinetobacter tienen la
capacidad de degradar compuestos aromaticos y de
crecer eficientemente con fuentes de carbono
gluconeogénicas como el acetato. Estas caracteristicas
en especies no patégenas las hacen atractivas para el
desarrollo de aplicaciones biotecnolégicas, como la
detoxificacion de hidrolizados de biomasa vegetal. En
particular, la cepa Acinetobacter schindleri ACE ha sido
aislada y cultivada en laboratorio reportando tasas muy
altas de crecimiento, 0.93 h'1 (1, 2). Con la finalidad de
poder evaluar el metabolismo gluconeogénico de esta
bacteria, en este trabajo se presenta un modelo
metabdlico a escala gendmica (MMEG) y las
predicciones de la distribucién de flujo bajo ciertas
condiciones de interés.

Metodologia. Se empledé la secuencia gendmica de
Acinetobacter schindleri ACE depositada en NCBI
(GenBank: CP015615.1) para llevar a cabo la
reconstruccion de la red metabdlica (1). Por medio de la
herramienta Carveme (3) se obtuvo un borrador del
modelo de manera automatica, utilizando como plantilla
un modelo universal. Posteriormente, el borrador fue
refinado de manera manual calculando las distribuciones
de flujos por medio de FBA (flux balance analysis) (4)
llenando los vacios de la red metabdlica hasta lograr
predicciones consistentes de las tasas de crecimiento
experimentales.

Resultados. El modelo metabdlico a escala de gendmica
de A. schindleri ACE (iMN845) se compone de 1870
reacciones, 1267 metabolitos y 845 GPR (gen-proteina-
reaccion).

Organismo Modelo Afio
A.schindleri ACE iMN845 2021
A. baumannii ATCC iYZ897 2019
19606

A. baumannii AYE iCN718 2018
A. baylyi ADP1 iMD787 2008

Tabla 1. Modelos metabdlicos a escala gendmica reportados para las
especies de Acinetobacter.

De las reacciones que se incluyen en el modelo se puede
observar la presencia de las reacciones del catabolismo
de acetato. Para evaluar la distribucion de flujos por
medio de FBA se ocuparon datos de consumo de acetato
reportados (2). Utilizando como funcién objetivo la tasa
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de crecimiento se evaluaron las predicciones de
crecimiento, los balances de materia de los flujos
extracelulares y la distribucién de flujo principalmente en
las reacciones del metabolismo central de carbono.
Inicialmente las predicciones de flujo estaban por encima
de 1 h'y el modelo predecia la produccién de glicolato.
Al revisar en detalle el catabolismo del glicolato, el
modelo tiene anotada dos glicolato deshidrogenasas,
una que depende de NAD (GLYCLTDx) y otra de NADP
(GLYCLTDy). Ambas reacciones involucran al glioxilato
como metabolito, el cual puede ser transformado a (S)-
Malato por la malato sintasa (1). Se determiné que los
flujos del glicolato repercuten en el ciclo TCA y del
glioxalato, lo que puede explicar por qué la tasa de
crecimiento es sensible al metabolismo de glicolato en el
modelo (Fig. 1).
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Fig. 1. Flujo de glicolato contra tasa de crecimiento del MMEG de Acinetobacter
schindleri ACE.

Conclusiones. En este trabajo se presenta el primer
modelo metabdlico a escala gendmica de Acinetobacter
schindleri ACE el cual tiene la capacidad de predecir la
alta tasa de crecimiento que se reporta
experimentalmente. Esta capacidad predictiva esta
relacionada a un flujo de glicolato, lo cual es novedoso
para el metabolismo gluconeogénico bacteriano, y
apunta al disefio experimental para evaluar esta relacion.
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Introduccién. El hongo Leucoagaricus gongylophorus vive
en una asociaciéon mutualista con la hormiga Atta mexicana
(1), donde la hormiga transporta materia vegetal al nido
para cultivar el hongo. El hongo utiliza estos polimeros
vegetales para liberar azlcares, de los cuales, una fraccion
es aprovechada por el mismo hongo para satisfacer sus
requerimientos energéticos, y otra fraccion es almacenada
en forma de glucogeno dentro de estructuras globulares
conocidas como gonglidias, las cuales constituyen alimento
para las hormigas (2). Para estudiar las capacidades de
produccion de glucdégeno se puede utilizar herramientas
computacionales como el analisis de modos de flujo
elemental (3). Este trabajo se enfocé en la construccion de
una red metabdlica del metabolismo central del carbono
de L. gongylophorus LEU18496 y en calcular los estados
de la red en donde el rendimiento de produccion de
glucégeno es el mayor a partir de distintas fuentes de
carbono.

Metodologia. Para realizar la construccion de la red
metabdlica del metabolismo central del carbono de L.
gongylophorus se realizé una busqueda en diferentes
bases de datos de las enzimas que catalizan las reacciones
que eran de nuestro interés. A las secuencias de
aminoacidos de estas enzimas se le realiz6 un
alineamiento de secuencias proteina-proteina utilizando la
herramienta BLAStp con las tres anotaciones que existen
en NCBI para el género Leucoagaricus sp. El andlisis de
modos elementales fue implementado utlizando la
herramienta METATOOL (4).

Resultados. A partir de los resultados obtenidos en el
alineamiento de secuencias fue posible la construccion de
una red metabdlica del metabolismo central del carbono de
L. gongylophorus. La red consiste en 58 reacciones con las
cuales se pudo llevar a cabo el analisis de modos
elementales. Estas reacciones involucran la degradacion
de los sustratos pectina, xilano y celulosa y la via de
sintesis de glucégeno, tal cual se muestra en la Fig.1. Se
aprecio que este hongo es capaz de sintetizar glucégeno
utiizando la via de sintesis propuesta en esta red
metabdlica y replicando lo que se ha observado para otros
Leucoagaricus sp. Como resultado del analisis
computacional se obtuvieron 273 modos elementales, de
los cuales 107 estuvieron involucrados en la sintesis de
glucogeno a partir de los sustratos modelos utilizados. La
xilosa fue el sustrato mas utilizado para la sintesis de
glucogeno en este analisis.
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Pectina Celulosa Xilano Pectina + Celulosa +
Xilano Xilano

Fig. 1. Distribucion de modos de los sustratos utilizados obtenidos a partir
del andlisis de modo elemental

Tabla 1. Modos elementales obtenidos con mayor rendimiento para cada
sustrato.

Modo elemental nimero Sustratos Y (mol glucégeno/mol
93 Pectina 0.5
165 Celulosa 0.5
14 Xilano 2.0
210 Xilano + Pectina 04
Xilano +
54 Celulosa 0.3

Conclusiones. Se logré anotar una red metabdlica del
metabolismo central del carbono de L. gongylophorus para
el analisis de la sintesis de glucégeno, por medio del
andlisis de modos elementales. El resultado muestra 273
modos  elementales, de los cuales 107 estuvieron
involucrados en la sintesis de glucégeno y el rendimiento
tedrico Glucégeno Sustrato fue mayor utilizando Xilosa
como fuente de carbono. A partir de estos resultados se
desea hacer la evaluacién experimental.
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Introduccion. En la UAM-Cuajimalpa se identifico y
aislé el hongo endémico L. gongylophorus LEU18496,
simbionte de Atta mexicana. Este hongo es capaz de
crecer sobre sustratos ligoncelulésicos, produciendo
enzimas con actividad lignocelulolitica y almacenando
glucégeno (1). Por este motivo, se tiene interés en su
aplicacién como medio biolégico para la hidrélisis de
residuos de biomasa vegetal y poder utilizarla como
materia prima en bioprocesos. Para conocer mejor las
capacidades de este hongo para producir enzimas con
actividad lacasa, celulasa y endoglucanasa, Yy
almacenar glucdgeno, se propone el desarrollo de un
modelo metabdlico a escala genémica (MMEG). El
primer paso en la construccion del MMEG es la
secuenciacion y anotacion del genoma; una vez
identificadas las secuencias de proteinas codificadas
se lleva a cabo la construccion de un primer borrador
del modelo utilizando, en este caso, las herramientas
Carveme y Aureme para su posterior validacion (3).

Metodologia. El ensamble gendmico se realizé a partir
de datos de secuenciacion obtenidos mediante las
plataformas lllumina HiSeq y Roche 454 utilizando
SPAdes version 3.9.0. La prediccion de genes se
realizé utilizando la herramienta Augustus, utilizando
conjuntos de genes reportados para L. gongylophorus,
simbionte de la hormiga A. cephalotes (4). La anotacién
funcional de los genes se realiz6 utlizando Ila
plataforma Blast2Go. A partir de las secuencias de
proteinas obtenidas se realizaron alineamientos
mediante BLASTp con secuencias proteicas reportadas
para: Aspergillus niger, Trametes sp., Penicillium
chrysogenum, Leucoagaricus sp., Neurospora crassa,
Ustylago maydis, Fusarium sp. y Trichoderma reesei.
Los dominios funcionales se obtuvieron de la base de
datos INTERPRO vy la asignacién de funciones
metabdlicas mediante la base de datos KEEG.

Resultados. En este trabajo se presenta la anotacion

funcional del genoma de L. gongylophorus LEU18496 3

a partir de la secuenciacion del genoma como primer
paso para la construccion el MMEG. Al ensamblar los
datos obtenidos por las dos plataformas de
secuenciacion fue posible incrementar el ndmero de
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genes comparado con los reportados para L. gongylophorus
Acl2 (2).

En la Tabla 1 se presentan los resultados correspondientes a
los ensambles genémicos:

Tabla 1. Caracteristicas de los ensambles gendmicos de L. gongylophorus

LEU18496.

Ensamble Ensamble Hibrido Ensamble

lllumina (lllumina+ Roche 454) (Aylward et al., 2013)
Contigs 66552 93115 83777
18 7995 4632 1828
Contenido GC 40% 36% 31.5%
Bases totales 156,508,786 156,651,217 100,245,223

Genes 7534 8088 = | Aeeseesoscescsssess

A partir de los dominios encontrados en INTERPRO y KEEG
fue posible asignar funcién a 6408 secuencias y asignar 1653
nameros EC (Enzyme Commission number).

Conclusiones. En este trabajo se secuencié y anoto el
genoma de L. gongylophorus LEU18496. Se logré identificar
6408 secuencias de genes, de los cuales se pudieron asignar
1653 numeros EC. Esta informacion sirve para obtener el
borrador del MMEG utilizando las herramientas Aureme y
Carveme. Una vez obtenido el borrador se puede comenzar
a validar la capacidad de simulacién de la produccién de
glucégeno y de las enzimas, asi como identificar condiciones
de maxima productividad.
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