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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacién original, asi como de revision en los
campos de la Biotecnologia y Bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revision
por al menos dos miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion

de aceptacién para ser publicados.

Los idiomas en los que se puede publicar en la revista son el espafiol y el inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenesaplicados
a todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm
de cada lado. Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y centralde cada
hoja.

Para evitar errores innecesarios se recomienda usar el corrector de gramatica y ortografia
del procesador de palabras. Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo
de 25 paginas, escritas con un interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras.

Las publicaciones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo paralos autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de
tiempo (h, min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, ug), ADN, ARN yotras

comunmente aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que
cultivan la biotecnologia y la bioingenieria, desde aspectos fundamentales hasta sus
aplicaciones, incluyendo: Enzimas y Biocatalisis, Microbiologia, Biotecnologia Agricola y
Vegetal, Biotecnologia Marina, Alimentos y bebidas, Biotecnologia farmacéutica,
Biotecnologia Ambiental, Bioingenieria y fermentaciones, Bioenergia y biocombustibles,
Biologia de sistemas y bioinformatica, Biologia sintética, Nanobiotecnologia y biomateriales,

Ingenieria metabdlica, Omicas, Bioseguridad y Bioética.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberdn apegarse al

siguiente formato:

1. Eltitulo del manuscrito se escribira en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14.
El titulo deberé estar centrado y ser conciso e informativo. Evite el uso de abreviaciones

y férmulas.
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Instrucciones para los autores

2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y
primer apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los
nombres de los participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el
autor responsable de la publicacion. En el siguiente renglon con letra italica Arial del
mismo tamafio, se incluird la direccion postal de la institucion de adscripcién de los
autores, asi como la direccion de correo del autor corresponsal. Si el responsable fuera
un estudiante, debera incluir una carta del tutor o director del trabajo autorizandolo.

3. Se debera afadir un Resumen de no méas de 250 palabras en espafiol y el
correspondiente Abstract en inglés.

4. Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base
de datos. Estas palabras deberan de incluirse en espafiol y en inglés (Key words).

5. Si el texto inicia con el nombre de algun subtema, éste de pondra como primera linea
en cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglon se
iniciard el texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 10. El texto debera
ser escrito con un interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un
renglén al inicio de una seccidn o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan
escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberdn numerarse con ardbigos, correlativamente en orden de apariciéon
en el texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para
facilitar el trabajo de edicién, se recomienda indicar la ubicacién de las mismas en el
momento en que son mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir
un breve titulo explicativo en la parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos,
éstas se deberan designar como figuras.

7. Las tablas también se numeraran con ardbigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluirdn un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser
indicadas con letras minlUsculas en superindice. La ubicacion de las tablas sera
sefialada en el texto, pero se anexaran en hojas separadas y al igual que las figuras, al

final del manuscrito.

8. Lainformacién dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar
con facilidad a la fuente de informacion original. En el texto del trabajo, las referencias
se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez
et al. (2003), han demostrado...” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han

mostrado...”
BioTecnologia, Ao 2023, Vol. 27 No.2 5
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Si la cita es una pagina de Internet, la direccién URL debera escribirse completa y entre

paréntesis directamente en el texto.

9. Lalista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de letra del texto principal

(Arial tamafio 10) y con sangria francesa de acuerdo con el siguiente formato:

Articulos:

Bayegan AH, Clote P (2020) RNAmountAlign: Efficient software for local, global, semiglobal
pairwise and multiple RNA sequence/structure alignment. PLoS ONE 15(1):
€0227177. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227177.

Libros:

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon

Scientific Press, Norwich.
Capitulos de libros:

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary
metabolites. In: Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess,
Bioseparation, and Cell Technology (EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons,
Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the
marine actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Congresos y reuniones:

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura
del complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII

Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. OllI-12.

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.2 6


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227177

F .

Instrucciones para los autores

Sitios en internet:
CAZY, Carbohydrate-Active Enzymes Database. (http://www.cazy.org/)
Tesis de pre y posgrado:

Céardenas C (2009) Evaluacién del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha
para la produccion de safranal. Tesis Maestria en Ciencias Bioquimicas. Universidad

Nacional Autbnoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una
carta de cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de
Biotecnologia y Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines
de divulgacioén y difusién de la actividad cientifica y tecnolégica. En ningln caso, dichos
derechos afectan la propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad

o parte de ese articulo con fines no lucrativos.

Los trabajos se someten en linea en la pagina electrénica de la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia, en la direccidn https://smbb.mx/publicaiones/publicacion-de-articulo/. Al
momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal. La direccién
para mantener comunicacion con el editor es: revista_biotecnologia@smbb.mx y

marisol.cordova@icat.unam.mx.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su
correccion. En esta condicion no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los
mismos sin la aprobacion del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se
publicara en linea y podra ser consultado en la pagina de la Sociedad Mexicana de

Biotecnologia y Bioingenieria AC http://www.smbb.com.mx/.
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Editorial

En mayo de 2023 se public6 en el Diario Oficial de la Federacion (DOF) el decreto por el
que se expide la Ley General en Materia de Humanidades, Ciencias, Tecnologias e
Innovacion. Este indica que su objetivo es garantizar el derecho humano a la ciencia
conforme a los principios de universalidad, interdependencia, indivisibilidad y progresividad.
Con la expedicion de esta ley se crea el Sistema Nacional de Humanidades, Ciencias,
Tecnologias e Innovacion, y ademas se instaura el Consejo Nacional de Humanidades,
Ciencias y Tecnologias. Esta promulgacion introduce modificaciones significativas en el
marco normativo y en la formulacion y conduccion de la politica nacional en materia de
humanidades, ciencias, tecnologias e innovaciéon. Estos cambios han generado
preocupacién e inquietud en la comunidad cientifica y tecnol6gica del pais, la cual se ha
expresado enfaticamente en diversos seminarios y foros de analisis sobre las implicaciones
de esta nueva ley, asi como publicado reflexiones criticas respecto a las repercusiones en
la estructura y funcionamiento del CONAHCYT.

Es importante trabajar en conjunto en foros colegiados para evitar que la politica cientifica
establecida afecte o limite la independencia académica. Debemos continuar generando
soluciones pertinentes a las problematicas nacionales, pero respetando el avance cientifico
y tecnoldgico en el pais. Existen diversas formas de patrticipar, por lo que invitamos a todos
nuestros socios a hacerlo.

En este niumero de la revista BioTecnologia se incluyen cuatro trabajos de revision e
investigacion. Se presenta una recopilacion de informacién actual sobre las estrategias en
biorremediacién marina y los consorcios microbianos utilizados. En otro trabajo se expone
la generacion de diversas formulaciones de nanofibras utilizando el proceso de hilado
centrifugo. Se propone la produccion a gran escala de fibras con arreglos que permitan la
adhesion, proliferacion, maduracion y diferenciaciébn celular para aplicarse en la
regeneracion de tejidos. Asimismo, se presenta una revision extensa de los fenotipos que
surgen de los cambios de estructura o expresion de los factores sigma en E. coli y el
potencial que representan para el mejoramiento de cepas para produccion de proteina
recombinante. Finalmente, se muestra un trabajo sobre los solventes eutécticos profundos
naturales y su papel en los procesos fisiol6gicos que ocurren en las plantas, incluyendo la
resistencia a factores abibticos como bajas temperaturas, estrés hidrico y la falta de luz.

Recuerden, tenemos una cita del 11 al 15 de septiembre 2023 en Azul Ixtapa: XX Congreso
Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Informacion, inscripciones y hospedaje en
https://smbb.ecodsavirtual.com/SMBB.

Dra. Maria Soledad Cérdova Aguilar
marisol.cordova@icat.unam.mx
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Articulos

Uso de consorcios microbianos en la biorremediacion marina:

una revision
Calderén-Pazos, Ana Paola '°, Ortega Ferron, Pablo '°,
Castillo Carvajal Laura Catalina 2
! Licenciatura en Biotecnologia, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Anahuac México
campus Norte
2 Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Andhuac México campus Norte
PEstos autores contribuyeron de igual forma a esta investigacion.
*Autor de correspondencia
laura.castillo@anahuac.mx

Resumen

Los ambientes marinos estan expuestos a contaminantes provenientes de mdltiples fuentes,
principalmente antropogénicas. Estas son una amenaza para la biodiversidad, la calidad del agua,
productividad y la supervivencia de los ecosistemas marinos. La biorremediacion surge como
respuesta viable para la eliminaciéon de los contaminantes gracias a su compatibilidad ecol6gica y
rentabilidad, se trata de una tecnologia emergente que utiliza organismos vivos para eliminar
contaminantes. El objetivo de la revision es recopilar la informacion actual sobre las estrategias en
uso para la limpieza de los mares, ademas de observar los consorcios microbianos empleados y
proponer uno basado en las revisiones tedricas. La biorremediacién marina ha sido una técnica
exitosa y muy utilizada en la limpieza de los océanos, debido a su compatibilidad con los ciclos
biogeoquimicos, haciéndola una tecnologia amigable y sustentable. Las estrategias més utilizadas
en biorremediacién marina son aquellas basadas en el aprovechamiento de microorganismos
degradadores. Entre los microorganismos mas utilizados, por su actividad y eficiencia, estan las
bacterias, de los géneros Bacillus spp. y Pseudomonas spp., por su actividad degradadora frente a
distintos compuestos. Los consorcios microbianos juegan un papel importante y funcionan como
estrategia viable debido a que la diversidad metabdlica en éstos ayuda a la eliminacion de varios
contaminantes al mismo tiempo. La biorremediacién marina requiere de cooperacion y abordajes de
distintos puntos de vista ya que las herramientas disponibles son muchas, pero también lo son los
contaminantes y dafos.

Palabras clave: biorremediacion marina, consorcios microbianos, contaminacién marina,
biotecnologia, consorcios bacterianos

Abstract

Marine environments are exposed to pollutants from multiple sources, mainly anthropogenic.
These are a threat to biodiversity, water quality, productivity, and the survival of marine
ecosystems. Bioremediation emerges as a viable response to the elimination of contaminants,
thanks to its ecological compatibility and profitability, it is an emerging technology that uses living
organisms to eliminate pollutants. The objective of this review is to collect information on the
strategies for cleaning the oceans, observe the microbial consortia used, and propose one based
on the theoretical revisions. Marine bioremediation has been a successful and widely used
technique in cleaning the oceans, due to its compatibility with biogeochemical cycles, making it a
friendly and sustainable technology. The most used strategies in marine bioremediation are those
based on the use of degrading microorganisms. Among the most used microorganisms, due to
their activity and efficiency, are bacteria, mainly of the genus Bacillus spp. and Pseudomonas spp.,
for their degrading activity against different compounds. Microbial consortia emerge as a viable
strategy because their metabolic diversity in them helps eliminate several contaminants at the
same time. Marine bioremediation requires cooperation and approaches from different points of
view since the available tools are many, but so are the pollutants and damages.

Keywords: marine bioremediation, microbial consortia, marine pollution, biotechnology, bacterial
consortia
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Introduccién

Los ambientes marinos estan constantemente
expuestos a contaminacion proveniente de
varias fuentes, como aguas residuales
industriales 'y domésticas, escorrentia,
combustién, etc., queafectan la biodiversidad,
calidad del agua y la productividad de los
ecosistemas marinos (Dell’ Anno et al., 2021;
Kumar & Prasannamedha, 2021). La principal
herramienta utilizada para el manejo de la
contaminacion marina a lo largo de la historia
han sido medidas regulatorias o legislativas
para controlar la cantidad de contaminantes
introducidos a este ecosistema. Sin embargo,
en la actualidad se han tenido que aplicar
tecnologias basadas en tratamientos fisicos y
guimicos para la restauracion de mares y
océanos. La biorremediacién surge como una
alternativa viable para la eliminacion de
contaminantes en mares y océanos debido a
su compatibilidad ecolégica y rentabilidad
economica (Frid & Caswell, 2017; Lawniczak
et al., 2020). La biorremediacion es una
tecnologia emergente que utiliza
microorganismos, plantas o enzimas
microbianas para eliminar contaminantes en el
ambiente (Singh et al., 2019).

El objetivo de esta revision es el de
proporcionar informacion actual sobre las
estrategias de biorremediacién que se estan
utilizado en la limpieza de los mares. Ademas
de revisar los consorcios microbianos que
estan siendo empleados en la actualidad.

Contaminacién de mares y océanos

La definicion de contaminacion marina mas
aceptada en ambientes académicos Yy
politicos fue dada por las Naciones Unidas en
1990 y es: “La introduccién por el hombre,
directa o indirectamente, de sustancias o
energia en el medio marino (incluidos los
estuarios) que causan efectos perjudiciales
tales como dafios a los recursos vivos,
peligros para la salud humana, obstaculo para
las actividades marinas, incluida la pesca, el
deterioro de la calidad del agua de mary la
reduccion de los atractivos naturales”
(GESAMP, 1990).

Una amplia variedad de actividades terrestres
contribuyen a la descarga de contaminantes
en el mar, ya sea directamente, o mediante el
transporte por los rios y la atmdsfera
(GESAMP, 1990). Las 5 vias principales de

BioTecnologia, Afio 2023, VVol. 27 No.2

entrada de los contaminantes son: (1)
escorrentia, (2) entrada fluvial, (3) vertidos y
descargas de barcos, (4) descargas directas
de tuberias, y (5) deposiciones atmosféricas
(Kennish, 2017). Los residuos antropogénicos
méas comunes en los ecosistemas marinos
alrededor del mundo son materiales de
dragado, aguas residuales, descargas
industriales y municipales y plasticos. Estos
residuos contienen una gran variedad de
contaminantes entre los que destacan los
metales pesados, hidrocarburos de petréleo, y
otras sustancias, muchas de las cuales
provienen de plasticos ya que de entre todos
los contaminantes marinos los plasticos
representan hasta el 80%. Hablando de los
plasticos especificamente, estos vienen
acompafados de compuestos quimicos como
el bisfenol-A y los bifenilos policlorados que
se desprenden en grandes cantidades a
medida que los plasticos se van convirtiendo
en microplasticos. Esto provoca una
contaminacion de caracter quimico y fisico ya
gue estos microplasticos son consumidos por
animales que posteriormente llegardn a los
humanos, causando una toxicidad severa.
Algunos estudios realizados por
organizaciones como el grupo Dalberg
Advisors y la organizacion independiente de
conservacion World Wild Fund for Nature,
muestran que el plastico que se desarrollé
hasta antes del afio 2000 es idéntico al que se
desarroll6 hasta el 2016, la contaminacién que
podemos observar en los océanos, al igual
gue en el suelo y otras zonas acuiferas se
debe al mal manejo delos residuos de este
producto, lo que actualmente le aporta
“caracteristicas omnipresentes en la
naturaleza”, de acuerdo a los resultados de
estas organizaciones (Kennish, 2017; Molina
et al., 2021, Vinayaka KS & Kadkol S, 2022).

Biorremediacién marina

La biorremediacién marina ha surgido como
una alternativa viable y eficiente para la
restauracion y restablecimiento de
ecosistemas marinos (Dell’ Anno et al., 2021).
En la actualidad, esta técnica hasido la mas
exitosa y preferida para la eliminacion de
contaminantes en océanos alrededor del
mundo debido a su compatibilidad de la
biorremediacién con los ciclos biogeoquimicos
lo que hacea esta tecnologia sustentable y
amigable con el ambiente.

10
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Otras ventajas de estas estrategias son su
adaptabilidad y bajo costo. La biorremediacion
marina se basa en el aprovechamiento de las
capacidades metabdlicas de células vivas o
sus componentes bioldgicos para alcanzar la
degradacion de contaminantes organicos
complejos en sus componentes mas sencillos
y menos téxicos como diéxido de carbono,
agua, compuestos inorganicos, etc. Existe un
gran numero de factores que afectan la
efectividad de la biorremediacion en estos
ecosistemas, entre ellos encontramos la
naturaleza y estructura del contaminante,
solubilidad en el agua, biodisponibilidad,
biodegradabilidad, concentracion de
metabolito y sustrato, oxigeno, salinidad,
temperatura, pH, y laactividad de la poblacion
microbiana endémica (Paniagua, 2015).

Los microorganismos marinos son esenciales
para la salud del medio ambiente y la del
hombre. Ellos participan en ciclos
biogeoquimicos, en las cadenas tréficas y, en
general, en la degradacion y produccién de
compuestos para el mantenimiento del
equilibrio en el ecosistema. Estos poseen una
diversidad genética y bioquimica inmensa
debido a las cambiantes condiciones
ambientales que deben soportar en sus
ecosistemas (Sivaperumal et al.,, 2017). Los
ecosistemas marinos reciben una gran
variedad de contaminantes por lo que la
estrategia de biorremediacién marina debe de
ser la adecuada para lidiar con esta
diversidad. Entre las estrategias mas
comunes para labiorremediacion en mares se
encuentran las enfocadas en el
aprovechamiento de  microorganismos
degradadores, algunas de ellas son la adicién
de compuestos especificos para estimular la
capacidad degradadora de microorganismos
autoctonos (bioestimulacion) y la adicion de
especies microbianas especificas con
capacidad biodegradadora (bioaumentacion)
(Dell’ Anno et al., 2021). Cuando se considera
la aplicacion de estrategias de
bioaumentacion para la degradacién de
hidrocarburos de petrdleo, se ha observado
gue el uso de consorcios microbianos es mas
efectivo que el uso de una sola cepa, ya que
diferentes grupos de bacterias pueden
metabolizar diferentes grupos de
hidrocarburos (Hosokawa et al., 2009; Varjani,
2017) y otros contaminantes mediante la
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produccion de enzimas degradadoras
(Fuentes et al, 2014) y biosurfactantes
(Souza et al., 2014). Un consorcio microbiano
se define como “una asociacion natural de dos
0 mas poblaciones microbianas, de diferentes
especies, que actlan conjuntamente como
una comunidad en un sistema complejo,
donde todos se benefician de las actividades
de los demas” (Ochoa & Montoya, 2010). Las
especies bacterianas mas utilizadas para la
degradacion de contaminantes en mares y
océanos pertenecen a los géneros
Alcaligenes spp., Achromobacter spp.,
Acinetobacter  spp., Alteromonas  spp.,
Arthrobacter spp., Burkholderia spp., Bacillus
spp., Enterobacter ssp., Flavobacterium spp.
y Pseudomonas spp. (Ojuederie & Babalola,
2017; Xu et al., 2018).

Biorremediacién de metales pesados

Los metales pesados son contaminantes
persistentes en los ecosistemas marinos debido
a su alta toxicidad. Metales pesados como el
plomo (Pb), cadmio (Cd), mercurio (Hg), cromo
(Cr), zinc (Zn) , niquel (Ni), cobre (Cu) y arsénico
(As) son citotoxicos a bajas concentraciones,
ademas de que se acumulan en sistemas
biolégicos ocasionando estrés oxidativo. Estos
compuestos son de los contaminantes mas
dificiles de eliminar por su baja o nula
biodegradabilidad (Ojuederie & Babalola, 2017).
Algunos microorganismos son importantes en
procesos de eliminacién de metales pesados de
los ecosistemas gracias a su capacidad de
secuestrar, precipitar o cambiar el estado de
oxidacion de varios metales pesados (Ojuederie
& Babalola, 2017). Ciertas especies bacterianas
de los géneros Bacillus spp., Pseudomonas sp.,
Sporosarcina spp., Enterobacter sp. y Kocuria
sp., hongos del género Aspergillus spp. vy
levaduras como Saccharomyces cerevisiae han
reportado eficiencias de remocién del 99% de As,
98.3% de Pb, 85.4% de Cd y 5.6% de Cu (Kang
et al., 2016). Otras bacterias marinas se han
propuesto para la biorremediacion de metales
pesados, siendo los principales organismos
descomponedores de los océanos, tales como
Pseudomonas fluorescens, Dechloromonas
aromatica, Alcanivorax borkumensis,
Methylibium  petroleiphilum, B. subtilis vy
Phanerochaete chrysosporium (Husain et al.,
2022). Oftros microorganismos comunmente
utilizados en la biorremediacion de metales
pesados se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Microorganismos usados cominmente en la biorremediacién de metales pesados.(Husain et al., 2022).

Tipo de microorganismo Metal pesado removido
Bacterias

Kocuria flava Cu
Sporosarcina ginsengisoli As
Pseudomonas veronii Cd, Zn, Cu
Pseudomonas putida Cr
Enterobacter cloacae B2-DHA Cr

Bacillus subtilis Cr
Hongos

Aspergillus versicolor Ni, Cu
Aspergillus fumigatus Pb
Gloeophyllum sepiarium Cr
Rhizopusoryzae Cr
Levaduras

Saccharomyces cerevisiae Pb, Cd

Biorremediaciéon de desechos industriales
organicos

Las actividades industriales son esenciales para
el desarrollo econémico de un pais, ademas de
ser una de las principales fuentes de
contaminacion de los ecosistemas marinos. Los
desechos industriales son considerados como
peligrosos para organismos vivos y el medio
ambiente gracias a la elevada toxicidad de la
gran variedad de contaminantes que contienen.
Entre los contaminantes organicos mas comunes
encontramos colorantes, materia organica,
pesticidas, entre otros. (Bharagava et al., 2020)
En una primera instancia, el trabajo de Alves
Licursi et al. (2021), en donde se desarrollé un
consorcio efectivo para el tratamiento de
Remazol Brilliant Blue R (RBBR) un colorante
proveniente de la industria textil, principalmente
para su detoxificacion y decoloracion. En el
ensayo realizado se disefi6 un consorcio
compuesto por varias cepas especificas de
microorganismos que demostraron tener una
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efectividad del 52% en temas de detoxificacion y
hasta 86% en los ensayos de decoloracién con
concentraciones de hasta 500 ppm. Se
comprobd un proceso de biosorcién y por medio
de andlisis meta transcriptomicos se demostré
gue la decoloracion y degradacién subsecuente
de RBBR se hizo a partir de una accion
coordinada de oxidasas, oxigenasas e
hidrolasas. El consorcio constaba de Mucor
racemosus CBMAI 847, Marasmiellus spp.
CBMAI 1062, B. subtilis CBMAI 707 y Dietzia
maris CBMAI 705 (Alves Licursi et al., 2021).
Otras actividades industriales relacionadas con
la acuicultura también tienen un efecto
considerable en cuanto a la calidad del aguay el
bienestar de los ecosistemas. En este caso se
observa particularmente al cultivo de camarén.
Una importante actividad econémica practicada
desde el inicio de la década de los 60, ha
enfrentado problemas relacionados con la
alimentacion excesiva, la sobreproduccion y el
constante aumento de la materia organica
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producida por la excreta de los camarones.
Ademas de esto el exceso de nitrégeno provoca
un deterioro de la calidad de agua por la
acumulacion de amonio, nitritos y nitratos, los
cuales tienen efectos téxicos para la biota, lo que
en torno acaba por afectar el pH, la
concentracién de oxigeno disuelto e incluso
promueve la proliferacion de microorganismos
no deseados. Y es que los contaminantes
provenientes de esta practica vienen en varias
formas, el alimento de los camarones, sus
excretas, camarones muertos, amoniaco, urea,
entre otros, los cuales acaban siendo vertidos en
vias fluviales y eventualmente llegan al mar. Para
corregir esto se realiz6 un estudio probando 4
consorcios  microbianos, demostrando la
versatilidad de estas herramientas, entre los
microorganismos utilizados habia bacterias tales
como B. subtilis, Lactobacillus acidophilus y
Lactobacillus plantarum, pero también se utilizd
a Saccharomyces cerevisiae, al hongo
Trichoderma harzianum y a algunas microalgas,
gue en realidad resultaron ser las mas efectivas,
estas fueron Chlamydomonas sp.,
Desmodesmus sp., y Chlorella sp. Este
consorcio compuesto por microalgas autéctonas
resultd tener un efecto muy bueno en la
remediacion del agua, llevando sus niveles a un
punto donde incluso se podia reutilizar y se
remediaba la mala calidad que esta suele tener
por la actividad acuicola del cultivo de camarén
(Navarrete et al., 2022).

Otro grupo importante de contaminantes
organicos presentes en aguas residuales
industriales son los pesticidas los cuales, en
conjunto con otros tipos de quimicos utilizados
en la proteccion de cultivos, estan compuestos
por organofosfato, organoclorado, carbamato,
piretroides, reguladores de  crecimiento,
neonicotinoides entre otros. El elevado uso de
estos productos quimicos sintéticos ha elevado
Su presencia en cuerpos de agua salados como
mares y océanos debido a su persistencia y facil
migracion desde su punto de origen para asi
contaminar suelos y otros ecosistemas de forma
local y global (Carvalho, 2017). Para la
eliminacibn de estos compuestos se ha
propuesto la utilizacion de bacterias con
capacidad degradadora de los ya mencionados
compuestos quimicos. Se ha demostrado que
Bacillus spp., Pantoea agglomerans,
Pseudomonas spp. y Serratia marcescens tienen
un metabolismo eficiente para la degradacion de
pesticidas organofosforados con reportes de un
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55% de degradacion por Pseudomonas spp.,
70% para S. marcescens, 73.5% en Bacillus spp.
y P. agglomerans con 68.6% de degradacion
(alta concentracion de clorpirifos) (Hernandez et
al., 2016; Morrillo, 2018; Piraban & Rincén,
2018).

Otras bacterias como Pseudomonas putida,
Acinetobacter spp. y Arthrobacter spp. son
eficientes para la degradacion de Cyhalofop Buty
presente en pesticidas, llegando a degradar
hasta el 100% de este compuesto, comprobado
por cromatografia liquida y espectrofotometria
(Morrillo, 2018). Otro de los agentes bacterianos
més descritos para la biorremediacion de
pesticidas son las actinobacterias, por lo que se
han propuesto consorcios enteros de una sola
especie, pero distintas cepas para el tratamiento
de distintos compuestos quimicos. Una
propuesta en particular es el wuso de
Streptomyces spp. A2, A5, All y M7 para la
degradacién de lindano, clordano y metoxicloro,
ya que demostraron tener extremadamente alta
capacidad de degradacion en el caso del
clordano y el metoxicloro, degradando 99.8% y
99.5%, aunque para el lindano es bastante
menor, con solo un 40.4% de remocién
(Raimondo et al., 2017).

Biorremediacion de hidrocarburos del petréleo
Los hidrocarburos del petréleo constituyen el
principal grupo de contaminantes marinos. La
creciente evidencia sobre su persistencia,
toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad
enfatiza la necesidad de su remocion de
ecosistemas marinos (Dash et al.,, 2012;
Dell’Anno et al., 2021).

Estos son estructuras con 2 o mas anillos de
benceno adheridos en varias configuraciones
estructurales (Lawal, 2017). Este contaminante
proviene de una variedad de fuentes, son
ampliamente utilizados en la industria agricola,
por lo que suelen estar en los alimentos, ademas
de que son liberados de la quema de
combustibles fésiles y de carbon (Lawal, 2017).
Hay varios reportes que establecen la eficacia de
las diferentes agrupaciones de microorganismos
con la capacidad de degradar hidrocarburos de
petréleo. Bacterias como Sphingobium spp.,
Pseudomonas spp., Klebsiella aerogenes,
Sphingomona  spp., Mycobacterium  spp.,
Terrabacter spp., Rhodococcus spp., han
presentado eficiencias de degradacién de hasta
el 90% (Chirivi et al., 2020; Lugo, 2017; Macchi,
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2018) y por eso han sido utilizadas en distintos
consorcios para degradar varios tipos de
hidrocarburos de petroleo. B. subtilis ha
mostrado potencial en la degradaciéon de
hidrocarburos de petréleo, principalmente n-
alcanos de cadena larga (Gudifia et al., 2013;
Tao et al., 2017). También se ha reportado la
capacidad de esta especie de degradar
compuestos aromaticos volatiles del petroleo
como benceno, tolueno y xileno en un 82, 62 y
65% respectivamente, y eso es de manera
natural, ya que también se observé que con
nutrientes y peroxido de hidrogeno las eficiencias
de degradacion subian a 93, 72 y 80%
respectivamente (Mukherjee & Bordoloi, 2012).
Ademas de esto, Gudifia et al. (2013) reportaron
gque la capacidad productora de biosurfactantes
lipopéptidos de B. subtilis promueve Ila
degradacion de hidrocarburos téxicos al
disminuir la tensién interfacial entre el
contaminante y la fase acuosa para aumentar la
biodisponibilidad del petroleo a los
microorganismos degradadores (Gudifia et al.,
2013). Por otro lado, P. aeruginosa es capaz de
degradar de forma eficiente hidrocarburos de n-
alcanos de bajo y alto peso molecular e
hidrocarburos aromaticos policiclicos con una
eficiencia de hasta un 91% vy 98%
respectivamente en condiciones in vitro (Medic¢ et
al,, 2020; Rehman et al.,, 2021). Medi¢ et al.
(2020) reportan que la degradacion de
hidrocarburos por parte de esta bacteria es un
proceso dependiente de los surfactantes
producidos por la misma cepa. P. aeruginosa
produce una mezcla de biosurfactantes,
ramnolipidos y exopolisacaridos que facilitan la
emulsificacion de los hidrocarburos.
Especificamente se selecciond la cepa san ai por
su propiedad halotolerante, metalotolerante,
hidrocarbonoclasticas y alcaldfilos. En la
literatura se menciona la buena eficiencia
degradadora de petréleo que tiene el co-cultivo
de B. subtilis y P. aeruginosa en medio liquido,
llegando a degradar hasta 57.56%
(Ghorbannezhad et al.,, 2022; Mukherjee &
Bordoloi, 2012; Pari et al.,, 2019; Safitri et al.,
2018).

También se ha reportado la capacidad
degradadora de diversos hidrocarburos de
petréleo de la bacteria A. baumannii. Han sido
propuestas como herramientas de
biorremediacion debido a que las bacterias del
género Acinetobacter spp. son capaces de
utilizar una gran variedad de sustratos como
fuente de carbono ademas de crecer en un
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amplio rango de temperaturas a diferentes pHs 'y
ser productoras de biosurfactantes (Kampfer,
2014). Se ha reportado la propiedad
degradadora de bacterias de este género
aisladas de muestras de agua y tierra
contaminada con hidrocarburos de petréleo en
todo el mundo, proporcionando resultados como
80.4% y 73.9% de degradacion, ademas de otros
buenos resultados bajo diferentes condiciones,
siempre reportando alta eficiencia (Huang et al.,
2013; Macaya et al., 2019; Nafian et al., 2016;
Nkem et al., 2016). Se ha descrito que A.
baumanni degrada hasta un 58.24% el petrdleo
crudo (Zhang et al., 2021) y 95.9% los alcanos
del petréleo (Nkem et al., 2016).

También se han reportado hongos con la
capacidad mineralizar estos compuestos,
especies como Phanerochaete chrysosporium,
Phanerochaete laevis, otros miembros del
género Phanerochaete spp. y otros géneros
como Penicillium spp., Chrysosporium spp. y
Aspergillus spp. donde se observé la capacidad
de A. niger de reducir hasta en un 84% estos
compuestos, y en porcentajes menores tenemos
a P. chrysosporium con 52% y Penicillium spp.
siendo de los mas bajos con solo 16.45% de
actividad frente a hidrocarburos de petréleo
(Lugo, 2017; Saucedo, 2016)

En la literatura se ha reportado que Ilos
consorcios microbianos con mayor eficiencia de
remocién de hidrocarburos de petréleo en
ecosistemas marinos son aquellos que contienen
bacterias pertenecientes al género
Pseudomonas spp., Rhodococcus  spp.,
Acinetobacter spp. y Bacillus spp. (Perdigéo,
2021). Leal et al. (2018) describe una buena
capacidad degradadora de diesel de wun
consorcio compuesto por dos cepas de A.
baumannii, una de P. aeruginosa, una de B.
subtilis, y una ultima cepa de Ochrobactrum
anthropi pudiendo degradar hasta el 55% de los
hidrocarburos presentados (Leal et al., 2018). El
uso de consorcios microbianos compuestos de
hongos y bacterias es muy comdn, aunque
también se emplean otros microorganismos con
capacidad de biodegradacion como levaduras de
los géneros Candida spp., Rhodotorula spp.,
Exophiala spp., Cryptococcus spp., y especies
en especifico como Komagataella pastoris,
Debaryomyces hansenii y Saccharomyces
cerevisiae (Ide et al., 2020; O’Connor et al., 2013;
Padilla et al., 2021; Syed et al., 2010). Se ha
reportado que el uso de consorcios de levaduras,
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enriguecidos con nanoparticulas de éxido de zinc
demostré ser eficiente en la degradacion de
benceno(a)pireno al elevar el metabolismo de las
células alcanzando una degradacién maxima del
76% (Padilla et al., 2021).

Biorremediacion auxiliada por biosurfactantes
Los biosurfactantes son compuestos organicos
gue contienen un segmento polar y otro no polar,
por lo que su solubilidad parcial les permite
ocupar la interfase para asi reducir la tensiéon
superficial e interfacial y facilitar el proceso de
biodegradacion (Landa, 2017). Hay una amplia
cantidad de bacterias que producen estos
metabolitos entre los que se encuentran
Pseudomonas spp., Bacillus spp., Rhodococcus
spp., Nocardia spp., Serratia spp., entre otros
(Landa, 2017; Pérez et al., 2010; Temitope et al.,
2021). Algunos géneros de hongos productores
de biosurfactantes son Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Fusarium spp., y Ustilago spp.
(Alves Sanches et al., 2021; Barrionuevo, 2017;
Becerra & Horna, 2016; Landa, 2017). También
hay algunas levaduras productoras de

biosurfactantes como Candida spp. y Yarrowia
spp. (Becerra & Horna, 2016; Landa, 2017). En
otros estudios se ha observado que la adicion de
surfactantes en los consorcios microbianos
puede aumentar la biodegradacion y reducir
eficazmente la cantidad de petréleo crudo en la
superficie del agua de mar, lo que en torno ayuda
al desarrollo de sistemas mejorados de
biorremediacion marina. Un candidato
importante es Sapindus saponaria, productor de
saponinas, un surfactante natural que puede
modificar la membrana bacteriana y reduce la
hidrofobicidad de las células, el cual cambia el
comportamiento cinético de las células, lo que
entonces podria resultar ventajoso en el
tratamiento de areas contaminadas con petréleo
crudo. Ademés de surfactantes, la adicion de
biocarb6on ha demostrado ser un poderoso
estimulante en la actividad degradativa de
algunos consorcios microbianos (Zhang &
Zhang, 2022). En la Tabla 2, se presentan las
condiciones ambientales a las cuales, los
consorcios han demostrado ser eficientes para la
remocién de contaminantes.

Tabla 2. Condiciones ambientales y contaminantes blanco de diferentes consorcios microbianos.

Consorcio/microorganismos Condiciones ambientales] Contaminante que Referencia
9 (temperatura, oxigeno, pH) degradan
! y E Condiciones aerobiaspH 7 pesados Kang et al., 2016
cloacae
Mucor racemosus, 28°C Alves Licursi etal., 2021
Marasmiellus spp., Bacillus subtilis y Condiciones aerobiaspH 8 COFIQCI’Brng];e
Dietzia maris
Bacillus subtilis,
Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus 30°C Desechos Navarrete et al.,2022
idophil L bacill | Condiciones aerobiaspH 6 industriales
acidophilus yLactobacillus plantarum organicos
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa,Bacillus subtilis y 30°C Mdltiples
. ici i - i Leal et al., 2018
Ochrobactrum anthropi g%ndluones aerobiaspH 4.2 hidrocarburos
Chlamydomonas sp., 20-25°C Desechos
Desmodesmus sp. y Chlorella sp. OD%: 3 mg/L industriales Navarrete et al.,2022
pH 6-9 organicos

1 OD: oxigeno disuelto
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Conclusién

Esta revision busca explorar las estrategias
actuales aplicadas a uno de los principales
problemas de contaminacion, analizando
los principales contaminantes de los
ecosistemas marinos, desde hidrocarburos
hasta pesticidas, y qué relaciones
microbidticas pueden ser utilizadas para la
biorremediacion de estos ecosistemas. La
biorremediacion es una tecnologia
relativamente nueva que tiene gran
potencial para la eliminacion de
contaminantes de mares y océanos, algo
evidente después del analisis de este
trabajo. Estos son solo algunos ejemplos
de la capacidad y versatilidad que ofrecen
los consorcios microbianos en temas de
biorremediacion.
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Abstract

Since regenerative medicine is highly dynamic and it is under continuous evolution, one of the
challenge points to the development of new materials is the potential to mimic the extracellular matrix
(ECM) and biocompatibility within living organisms. The main objective of this study is the
development of polymeric fibers based on mixtures of Polylactic Acid (PLA), Carboxymethylcellulose
(CMC) and Chitosan (CH) of different molecular weights through the centrifugal force spinning
process (CSP). The morphology, the diameter, as well as the migration of JB/3T3 human fibroblast
cells on the obtained microfibers were evaluated by scanning electron microscopy (SEM). Biological
determinations, such as cell adhesion and proliferation, were evaluated by the MTT assay at 24 and
144 h. These tests were used as functionality and biocompatibility parameters of the obtained
meshes. The results showed that CSP is a good method to produce well-shaped and handle-resistant
fibers with diameters not exceeding 8 um. In addition, the results of cell adhesion and proliferation
indicated that the viability in the fibers improved by up to 25% after the evaluation hours, which
suggests that the polymer mixtures used could benefit fibroblast cell migration and recreation of the
MEC. In the case of the arrangement and diameter of the fibers obtained, it is suggested that this can
facilitate the transport of nutrients and cellular waste. Finally, the results obtained indicate that CSP
is an efficient method to produce microfibers on a large scale with possibilities of being used within
the biomedical area.

Keywords: Biocompatibility, cell adhesion, cell viability, copolymers, fibers, centrifugal spinning.

Resumen

El desafio actual apunta al desarrollo de nuevos materiales con el potencial de recrear la matriz
extracelular (MEC) y que posean una alta biocompatibilidad dentro de los organismos vivos. Se
presenta el desarrollo de fibras poliméricas a base de mezclas de Acido Polilactico (PLA),
Carboximetilcelulosa (CMC) y Quitosano (CH) de diferentes pesos moleculares mediante el proceso
de hilado por fuerza centrifuga (CSP). La morfologia, el diametro, asi como la migracion de células
de fibroblastos humanos JB/3T3 sobre las microfibras obtenidas se evaluaron mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM). Las determinaciones bioldgicas, como la adhesion y proliferacion
celular se evaluaron por el ensayo MTT a 24 y 144 h, estas pruebas se utilizaron como parametros
de funcionalidad y biocompatibilidad de las mallas obtenidas. Los resultados mostraron que CSP es
un buen método para producir fibras bien formadas y resistentes a la manipulacién con diametros
gue no exceden las 8 pm. Ademas, los resultados de adhesion y proliferacion celular indicaron que
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la viabilidad en las fibras mejoro hasta en un 25% al pasar las horas de evaluacion, o que sugiere
que las mezclas de polimeros utilizadas podrian beneficiar la migracion de las células de fibroblastos
y la recreacion de la MEC. En el caso del arreglo y diametro de las fibras obtenidos se siguiere que
esto puede facilitar el transporte de nutrientes y desechos celulares. Finalmente, los resultados
obtenidos indican que CSP es un eficiente método para producir microfibras a gran escala con
posibilidades de ser utilizadas dentro del area de biomédica.

Palabras clave: Biocompatibilidad, adhesién celular, viabilidad celular, copolimeros fibras, hilado por

centrifugacion.

Introduction

Lately, it has been observed that multiple
advances within the area of biomaterials have
revolutionized the field of tissue regeneration
(TR) (Hélary et al., 2015). For example, the
creation of innovative medical approaches
based on metallic, polymeric, ceramic, and
composite materials have been used to fulfill
specific  functionalities such as bone
substitutes (Wang et al., 2012) , scaffolds for
nerve regeneration (Koh et al., 2010), wound
dressing for skin repair (Dumville et al., 2013),
controlled delivery systems (Zhang et al.,
2013) , among others. Due to the fact that the
perfect biomaterial does not exist, the
common interest lies in the creation of new
and smart devices that possess the capacity
to generate a positive effect in the final host,
such as mimicking ECM, assisting in the repair
of an organ/tissue, and complying at the same
time, high biocompatibility and zero toxicity,
mutagenicity or genotoxicity (Wang, 2013). In
this way, polymers have gained recognition
among researchers to formulate new
biomedical approaches, such as scaffolds,
due to their tunable properties which allow
them to have vast applications within
biomedicine, pharmaceutical, cosmetic, and
food, among other research areas (Zhang et
al., 2020; Mileti¢ et al., 2019; Ulery et al., 2011)
. Ideally, a polymeric device for TR must show
ideal chemical composition, physical structure,
and mechanical properties to support cell
attachment, proliferation, differentiation, and
neo-tissue genesis (Koosha et al., 2019; Liu et
al., 2012; Chen et al., 2002;) also, tunable
degradation rates and nontoxic leachable
products give them the necessary attributes to
be considered for this type of applications
(Ulery et al., 2011).

There are different fiber fabrication
technologies with biomedical applications, the
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most widely used is electrospinning; this is
because it allows obtaining fibers on a nano
scale with relative ease (Zhou & Gong, 2008).
Electrospinning is based on the effect of
electrostatic force on materials that are
generally polymers, the materials used
respond to electrostatic charge by forming a
cone that can expel small jets of the material
and result in fibers of various sizes, which can
even measure a few nanometers (Vaseashta,
2009). By the other hand, centrifugal spinning
is a technology based on the production of
fibers using centrifugal force rather than
electric field forces. Many of the polymers
used for the manufacture of nanofibers and
microfibers are dissolved in nonpolar solvents,
the sensitivity that these can present to the
electric field is one of the limitations of
electrospinning, and despite the fact that it is a
technology widely used for research, the
production of fibers at large scale by this
method is quite limited (McEachin & Lozano,
2012; Sarkar et al., 2010).

Although  biocompatibility of  polymeric
biomaterials can be easily enhanced by
implementing different methods for surface
modification (Guney et al.,, 2013), low
mechanical strength and high rates of
degradation have directly influenced the low
application of certain polymers in TR (Sabir et
al.,, 2009). To overcome these issues, it has
been opted for the creation of co-polymers and
hybrid materials that exhibit controlled
physicochemical and biological functions,
while at the same time are able to mimic the
hybrid and well-organized polymer
nanostructure of the ECM (Watt & Huck,
2013). Natural polymers (gelatin, collagen,
chitosan, cellulose, alginate etc.) have
advantages over synthetic polymers, such as
they may have properties that are specific to
attach certain cells, and to ease the production
of adhesion proteins or growth factors, also
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may being highly biocompatible (Corradini et
al., 2017; Li et al., 2005; Chung et al. 2002).
For these reasons, the aim of this work was to
formulate co-polymer fibers based on mixtures
of chitosan (CH), carboxymethyl cellulose
(CMC), and polylactic acid (PLA) using a
barely new method, the centrifugal spinning
process (CSP). Physicochemical and
biological characterization (including cellular
adhesion and cytotoxic parameters) was
determined in order to identify the formulation
with  the adequate  adhesion and
biocompatibility properties to be considered as
a new and applicable alternative scaffold
within TR.

Materials and methods
Materials

Chitosan of medium molecular weight
(CHMMW), chitosan of low molecular weight
(CHLMW), Carboxymethyl cellulose (CMC),
Polylactic acid (PLA), chloroform (CHL),
Dulbelco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
Fetal Bovine Serum (FBS), Phosphate Buffer
Solution (PBS) pH=7.2, ampicillin-

streptomycin solution (1X), trypsin, citric acid,
and Sigma-Aldrich cell growth determination
kit (CGD1) were acquired from Sigma Aldrich.
All chemicals and reagents used were of
analytical grade or suitable for cell culture.
BJ/3T3 human fibroblast were purchased from
the American Type Culture collection (ATCC,
USA), and were cultured in an10% FBS and
1% antibiotic supplemented DMEM in and
were maintained at 37 °C in 95% air/5% CO:
conditions. Culture media was changed every
2-3 days.

Methods
Preparation of fiber solutions

PLA, CH and CMC stock solutions were
prepared by dissolving polymers into different
solvents. PLA solution was prepared by
dissolving the polymer in a 10% (v/v)
chloroform solution; then CH and CMC
solution were prepared by dissolving powders,
independently, in a 4% (w/v) aqueous citric
acid solution. All mixtures were stirred at room
temperature until polymers were totally
dissolved. Then PLA, CMC and CH stock
solution were mixed in proportion established
in Table 1.

Table 1. Stock and experimental solutions used for the manufacture of fibers by the centrifugal spinning process.

Key Solution Concentration
CHLMWI CHLMW in PLA 2.5% viv
CHLMWII 5.0% viv
CHMMWI CHMMW in PLA  0.5% viv
CHMMWII 2.5% viv
CHMMWIII* 5.0% viv
CMCI* CMC in PLA 2.5% viv
CMmCII* 3.0% viv
CwMCl 5.0% v/v

Fiber preparation

About 1.5 mL of experimental solutions were
loaded into a Fiberio® Fiberlab® L1000
equipment with a needle of 30G x %
(PrecisionGlide). The equipment was
operated at a controlled room temperature of
18 °C, heat was applied until a stable
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experimental solutions temperature of 70 £ 1
°C was achieved, and the distance between
the needle tip and the collector was fixed at 14
cm. All solutions were spun at 6000 rpm for 5
min, and then spun at 9000 rpm for 1 minute.
Fibers were manually collected using a metal
frame of 5x5 cm. The membrane obtained was
dried at 80 °C to remove traces of the solvent.

23



Articulos

Collected fibers were stored in sealed petri
dishes at room temperature until used.

Fiber’s characterizations
Scanning electron microscope

Morphology, fiber diameter, and aspect of
developed fibers were determined using a
scanning electron microscope (SEM; Jeol
JSM-6010LA, USA). Fiber  diameter
distribution was determined through the
analysis of micrographs using the JOEL
integrated software of the microscope.

Bioactivity evaluations
Cell culture preparation

BJ/3T3 human fibroblast cell line was cultured
on 25 cm? flask with DMEM supplemented
with 10% FBS, 10 units/mL penicillin, 10
pg/mL streptomycin and maintained 24 h in
95% air/5% CO2 at 37 °C conditions. Cell
subculture was carried out when a 75% cell
confluence was observed.

In vitro cell culture

Firstly, meshes of developed fibers were cut in
5x5 mm squares and were pre-incubated in a
96-well plate containing supplemented DMEM
for about 1 h; then, samples were subjected to
sterilization by UV radiation during 20 min.
Subsequently, they were washed 10 times
with  PBS solution containing 10 units/mL
penicillin and 10 pg/mL streptomycin. Finally,
fibers were rinsed with DMEM containing
phenol red until no color change was observed
in the medium’s color.

Cell viability by MTT assay

MTT assay was performed to determine the
cell viability on polymeric devices through the
cell growth determination kit (sigma CGD1),
following supplier’s instructions. JB/3T3 cells
subculture was carried out by enzymatic
digestion (trypsin/EDTA solution); then, cells
were seeded in triplicate at 10 x 10 cells in
each well containing pre-treated polymer fiber
meshes. Plates were incubated at 37 °C
during 24 and 144 h in a 95% air/5% CO:
conditions. After incubation period, cell
medium was removed and MTT solution was
added to each well, and plate was incubated
for 4 more hours in same mentioned
conditions. Cell viability was determined by
UV-Vis spectra of formazan complex at 565
nm in a microplate reader; cell growth
percentage was determined from the material-
response for each selected fiber. All data
points were performed in duplicate and
repeated independently at least three times for
statistical evaluation (mean + standard
deviations).

Results and discussions
Morphology of fibers

Results showed that CMCI, CMCIl and
CHMMWII generated a mesh with fibers
strong enough to be collected and with
potential applications for cell adhesion. With
the same amount of volume introduced, the
mixtures with CHLMW formed thin and fragile
fibers that made the collection difficult. In
general, the mixtures with CHMMW and CMC
allowed the formation of meshes with the
obtained fibers. Elongated droplets were
found in fibers obtained from CMCI and CMCII
(Figs. 1-2).
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Fig. 2. Morphologlcal evaluatlons by SEM of fibers produced from mixtures of CMCII. a)100 0Om. b)50 0Om. ¢)10 Om.

Under the specified operating conditions, it was observed that at lower concentration of PLA, finer
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Fig. 3. Morphological determinations by SEM of fibers produced from mlxtures of PLA. a)50 Dm b)100 Om. )0 Om.

Bioactivity determinations

The determinations of the average diameter in
produced fibers indicated the following
tendency, CMCII> CHMMWII > CMCI. Where
the smallest diameter was obtained with the
CMCII solution, 2.1 £ 1.4 ym, and the bigger
was CMCI 7.9 £ 1.9 ym (Table 2).

Table 2. Average diameter fiber using a Scanning
Electron Microscope (SEM).

Sample Diameter (um)
CMCI 79119
CMClI 21+1.4
CHMMWI 42 +15"

*All experiments were performed twice in
triplicate

Viability assays were carried out to
demonstrate the cell adhesion ability and
biocompatibility of the developed fibers with
different percentages of CMC and CH. Results
indicated that after incubation times of 24 and
144 h, JB/3T3 fibroblast can attach to the fiber
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in the next order: CMCI> CHMMWII > CMCI],
as shown in Table 3. It was observed that
fibers containing 2.5% of CMC demonstrated
to possess the best ability to adhere cells, let
them proliferate and differentiate in
comparison to those formulations containing =
3.0 % of CC (CMCII) and even better than
those fibers containing exclusively CH.
Viability —assay indicated that CMCI
formulations induce more increment in cell
proliferation after 3 days in comparison to
CMCII. Conversely, according to our findings,
those formulations containing concentrations
of 5,0 % of CMC presented negative
implications in cell adhesion by retarding the
fibroblast maturation and proliferation. MTT
assay results express a measure of cell

Table 3. MTT assay, % viability of BJ/3T3 fibroblasts.

Sample % viability (24 h) %viability (144 h)
CMCI 110.9 +13.6" 125.0+11.1°
CMClI 78.6 £ 16.0" 108.4 £ 9.1

CHMMWII 104.7+ 13.8" 109.3 +13.4"
*All experiments were performed twice in
triplicate
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viability from 3T3 cultured onto mat fibers. It
was observed that MTT assay values
increased during the evaluation time by up to
25%, indicating that the mat of fibers
evaluated had no significant cytotoxic effects
and could support cell proliferation, since
mitochondrial activity is maintained over time.

Discusion

Fibers (at micro and nanoscale) have gained
attention for different application, including
scaffolds, mainly because they are formed in
the same order and diameter, which could
enhance their cell-matrix interactions by
resembling the ECM environment (Chae et al.,
2013).

Fibers with lower diameter distribution were
found in CMCI (Fig. 1). It has been reported
that properties of CH (such as degree of
deacetylation) in certain conditions (e.g.
solvents, temperature) may frequently hinder
the formation of fibers and nanofibers by the
electrospinning method (Savitri et al., 2014;
Nam et al, 2010). However, our results
showed that the CSP is a good choice for
preparing fibers with a chitosan portion in the
specified conditions and operating method.
These results are of great importance because
it has been reported that CSP is a new and
alternative method that can be used for
producing several types of fibers and
nanofibers from various materials at high
speed and low cost (Huang et al., 2019; Zhang
& Lu, 2014).

Also, it was observed that there was a great
thickness variability on those fibers obtained
with  CMCIl mixtures. However, stretched
droplets were found on the obtained fibers. A
possible explanation is that formulations
created with 5% of CMC may have excess of
COO- groups, which could generate an acidic
environment for fibroblasts (Novotna et al.,
2013), causing a significant decay (P<0.05) in
cell viability in comparison to control after 24
h. However, after 3 days of incubation it was
observed that cell viability increased,
indicating that cells may have adapted to the
acidic environment and then proliferated. On
the other hand, CHMMWII based formulations
demonstrated that induced good cell adhesion
after 24 h was achieved, and cell viability
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slightly increased during 72 h (from 104 to 109
%), which indicate that CH formulations
presented a good biocompatibility with
fibroblasts. Our findings are in agreement with
those studies that have demonstrated that CH
has the ability to reinforce the microstructure
and/or to modify the surface of medical
devices/scaffolds developed at low CH
concentrations (£ 1.0%), creating the ideal
microenvironment of porosity for rapid
adhesion and cell proliferation (Tan et al.,
2000).

Conclusion

The main objective of this work was to
generate various nanofiber formulations using
a not so conventional method, the centrifugal
spinning process (CSP). Results indicated that
CSP has the ability to produce fibers with
diameter that can range between 2 to 9 um,
approximately. These diameters and their
arrangement may confer different properties
that influence the ability to adhere and allow
JB/3T3 cells to proliferate. In TR, good
biocompatibility of new materials and novel
medical devices is often evaluated by in vitro
cell responses, where results shouldn’t
indicate any cytotoxicity effect and should
provide the adequate surface properties for
the cell attachment, proliferation, maturation,
and differentiation. Cell viability of JB/3T3 cells
was increased 25% when were cultured onto
mat fibers, according to these statements, we
could suggest that those fiber formulated with
2.5% of CMC and 0.5 % of CH may provide
the ideal microenvironment for JB/3T3 cell
adhesion. Our results indicate that CSP is a
good non-conventional and non-expensive
method to produce biocompatible CMC and
natural polymer-based microfibers in large
scale, that could be wused as novel
formulations within the tissue regeneration,
biomedical products, even drug delivery
system field in a near future.
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Abstract

A potentially useful strategy for the development of recombinant protein production strains is the
modification of global transcription factors of the host, which allows the alteration of the expression
of several genes with the modification of only a few regulatory genes. However, the present scientific
literature does not include an in-depth review that explores the potential of applying these strategies
in Escherichia coli’s sigma factors. In the project described in this paper, a bibliographical review was
performed on the different phenotypes that arise when sigma factors are altered in structure or
expression in E. coli, and their potential for strain development for recombinant protein production.
The method consisted of the use of the Scopus search tool to make individual searches of each of
the sigma factors. Each search contained at least the variables of the nhame of E. coli, the sigma
factor, the type of modification on the factor, and, optionally, the phenotype that was obtained or
sought after. The results and discussion analyze the explored and yet-to-explore potential of each
sigma factor and some areas of opportunity for future research. The use of the gathered information,
in conjunction with metabolic engineering, gene editing, and synthetic biology could provide us with
the ability to understand and influence the complex metabolic space, its relationship with the
transcriptome, and the production of recombinant proteins in E. coli and other bacteria.

Keywords: Sigma factors, E. coli, Recombinant protein production
Resumen

Una estrategia potencialmente util para la generacién de cepas para produccion de proteina
recombinante consiste en modificar los factores de transcripcion globales del hospedero, lo que
permite alterar la expresion de muchos genes, modificando solo algunos reguladores. Sin embargo,
en la bibliografia cientifica actual no existe una revisién que explore a profundidad el potencial de
aplicar estas estrategias en los factores sigma de Escherichia coli. En el presente trabajo se elaboré
una revision bibliogréfica de los fenotipos que surgen de los cambios de estructura o expresion de
los factores sigma en E. coli y el potencial que representan para el mejoramiento de cepas para
produccion de proteina recombinante. El método de revisidn consistié en el uso de la herramienta
“+-” realizando busquedas individuales para cada uno de sus factores sigma. Cada busqueda
contenia como minimo las variantes del nombre de E. coli, el factor sigma, el tipo de modificacion al
factor y, opcionalmente, el fenotipo que se busca. En los resultados y discusion se explora el
potencial explorado y no explorado de cada factor sigmay algunas areas de oportunidad para futuras
investigaciones. La utilizacién de la informacién analizada, junto con herramientas de control
metabolico, biologia sintética y de ingenieria genética, podrian brindarnos la capacidad de entender
e influenciar de nuevas formas el complejo espacio metabdlico, su relacién con el transcriptomay la
produccion de proteinas recombinantes tanto en E. coli como en otras bacterias.

Palabras clave: Factores sigma, E. coli, Produccion de proteina recombinante

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.2 29



Articulos

Introduccién

La produccion de Proteina Recombinante
(PR) es wuna tecnologia ampliamente
practicada para el desarrollo de las ciencias
bioloégica y biomédica, asi como en la industria
guimica, biotecnolégica y farmacéutica. En la
gran mayoria de los casos, las PR son
producidas cultivando organismos bien
estudiados bajo condiciones controladas, lo
que facilita la homogeneidad de los
compuestos producidos y la optimizacion de
los procesos. De todos los hospederos
usados a través de la historia para la
produccion de PR, el mas estudiado y
frecuentemente seleccionado es la bacteria
Escherichia coli (Rosano & Ceccarelli, 2014).
Aunque es cierto que E. coli es muy util para
la produccion de PR, la adecuada seleccion
de hospedero es solo una de las estrategias
disponibles para optimizar el proceso. Para
esto existen diversas estrategias como lo son
utilizar sistemas de expresion inducibles,
manipulando las condiciones del -cultivo,
fusionar proteinas para mejorar su solubilidad
realizando coexpresion con otras proteinas, el
uso de diversos vectores de expresion,
mejorar la regeneracién de cofactores y
muchas otras (Duzenli & Okay, 2020; Gopal &
Kumar, 2013; Mahalik et al., 2014).

Un numero importante de las estrategias
disponibles para optimizar la producciéon de
proteina recombinante requieren de la
modificacion, introduccion o inactivacion de
genes especificos cuyos productos tienen un
efecto directo o indirecto en el crecimiento del
organismo, la sintesis de la proteina, su
estabilidad o la facilidad con que pueda ser
purificada. Utilizar este acercamiento para
optimizar la produccién de proteina puede ser
muy Util, pero tiene la gran limitante de que las
modificaciones normalmente se deben
realizar de forma individual y secuencial, por
lo que se vuelve un proceso tardado y
complejo (Alper & Stephanopoulos, 2007;
Mahalik etal, 2014). Por lo tanto, una
metodologia que permita realizar
modificaciones en la expresion de multiples
genes de forma simultanea tiene el potencial
de optimizar eficientemente, y en poco tiempo,
el fenotipo de las cepas en cuestion. Esto se
puede lograr a través de la modificacién de los
factores de transcripcion.
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Las técnicas de modificacion de factores de
transcripcion  buscan generar fenotipos
complejos alterando la transcripcion a nivel
genomico. Es decir, se aprovecha Ila
maquinaria intrinseca de las células para
controlar un gran nimero de genes al mismo
tiempo o0 en respuesta a un mismo estimulo
(los factores globales de transcripcién) y los
modifica para permitir grandes cambios en la
transcripcion con la minima inversiéon de
tiempo. Esto puede implicar diversas
modificaciones como mutaciones puntuales,
deleciones completas o métodos mas
complejos que involucren una serie de
procesos de seleccion como lo es laingenieria
de maquinaria global de transcripcion, o gTME
por sus siglas en inglés (Alper &
Stephanopoulos, 2007). Los factores de
transcripcion que son de especial interés para
este tipo de estrategias son los factores
sigma.

Los factores sigma son subunidades
disociables de la ARN polimerasa (ARNP) en
bacterias. Esta subunidad multidominio
permite reconocer los promotores en el ADN y
gue se dé la union de alta afinidad entre la
holoenzima ARNP y su sitio especifico en el
ADN. Asi mismo, juega un papel esencial en
la iniciacion de la transcripcion (Paget, 2015).
Los factores sigma funcionan como factores
de transcripcién generales que establecen
uno de los primeros niveles de regulacion
global de la transcripcibn en bacterias,
teniendo en conjunto miles de regiones de
unién en el ADN (Cho et al., 2014; Tripathi
etal., 2014, Davis et al, 2017).
Estructuralmente las subunidades sigma se
pueden clasificar en dos familias, la familia g7°
y la familia 054, basandose en su homologia
con las correspondientes subunidades sigma
de E. coli, las cuales son estructuralmente
distintas entre ellas, pero su funcionamiento
es esencialmente el mismo (Paget, 2015).

En E. coli se han descrito 7 factores sigma: 7
(rpoD), a5 (rpoN), 628 (rpoS), 632 (rpoH), o2&
(fliA), o2* (rpoE), y o?° (fecl), siendo rpoD el
factor sigma principal o de “housekeeping”y el
resto, factores sigma alternativos (Cho et al.,
2014; Trevifio-Quintanilla et al., 2013). Debido
a la importancia de cada factor sigma en la
regulacion de distintos genes enfocados a una
variedad de procesos celulares, éstos han
sido estudiados de diversas formas para
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entender su funcion celular, las interacciones
entre los factores sigma y los cambios
fenotipicos que pueden ocurrir cuando se
realizan modificaciones en dichos factores.
Sin embargo, la gran cantidad de estudios
dificulta entender las implicaciones de
modificar cada factor de transcripcion, por lo
que una revisién concisa de esta informacion
seria util si se planea utilizar estrategias que
modifiquen dichos genes con el objetivo de
generar cepas de produccién de PR. En este
trabajo, se busca explorar bibliograficamente
las alteraciones fenotipicas que surgen al
modificar la secuencia, los niveles de
expresion o eliminar los factores sigma de E.
coli, asi como su utilidad para la produccion de
proteina recombinante.

Materiales y metodos

Revision  bibliografica y analisis de
informacion

Para la busqueda de fuentes bibliograficas se
utilizé la herramienta de blsqueda y base de
datos de articulos cientificos llamada Scopus
(https://www.scopus.com/) en idioma inglés.
El método de busqueda consisti6 en usar
combinaciones de filtros basados en la
presencia de ciertas palabras en el titulo,
resumen o palabras clave de los articulos.
Dentro de los filtros, las palabras fueron
unidas con el operador booleano OR y en
busquedas con mas de un filtro, los filtros
fueron unidos con el operador booleano AND
u OR segun fuera el caso. Las palabras dentro
de un filtro se unieron con un operador
booleano OR porque son palabras
equivalentes para el objetivo que se busca, un
ejemplo de esto es filtrar para obtener
resultados referentes al factor sigma rpoD,
cuyo filtro debe incluir todas las variaciones en
que se puede nombrar a rpoD evitando que se
pierdan documentos que lo nombren de una u
otra forma.

Los filtros fueron disefiados de forma
jerarquica para poder estructurar las
busquedas de forma sencilla. Esta jerarquia
se manejo en 4 niveles: el filtro raiz, los
troncales, los rama y, por ultimo, los filtros
terminales. El filtro raiz es utilizado en todas
las busquedas y delimita los resultados a
aquellos asociados a Escherichia coli. Los
filtros troncales delimitan a un determinado
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factor sigma, es decir, que existe un filtro
especifico por cada factor sigma. Los filtros
rama delimitan el tipo de modificacion en el
gen que se investigd en cada estudio, como
deleciones del gen, mutaciones en la
secuencia o0 cambios en expresion y por
Ultimo la aplicacion de ingenieria de factores
globales de transcripcién. Finalmente se
tienen los filtros terminales, los cuales
especifican el fenotipo que se ve afectado por
los cambios en los factores sigma, siendo en
total 6 filtros referentes a resistencia a estrés,
tasa de crecimiento, asimilacion de nitrgeno,
uso de fuentes de carbono, respuesta a
presion osmética y produccién de metabolitos
y proteinas. La escritura detallada de cada
filtro se puede observar a continuacion:

- Filtro raiz: (TITLE-ABS-KEY (“E. coli” OR
“Escherichia coli”)

- Filtros troncales:

0 RpoD: (TITLE-ABS-KEY (“rpoD” OR “o70”
OR “sigma 70” OR “oD”)

0 RpoN: (TITLE-ABS-KEY (“rpoN” OR “054”
OR“sigma 54” OR “oN”)

0 RpoS: (TITLE-ABS-KEY (“rpoS” OR “038”
OR “sigma 38" OR “0S”)

0 RpoH: (TITLE-ABS-KEY (‘rpoH” OR “032
"OR" sigma 32" OR “oH”)

o FliA: (TITLE-ABS-KEY (“fliA” OR “028” OR
“sigma 28" OR “oF”)

0 RpoE: (TITLE-ABS-KEY (“rpoE” OR “024”
OR “sigma 24” OR “oE”")

o Fecl: (TITLE-ABS-KEY (“fecl” OR “019” OR
“sigma 19” OR “ofecl”)

- Filtros rama:

0 Rama A: TITLE-ABS-KEY (“deletion” OR
“deficient” OR “absent” OR “defective”)

0 Rama B: TITLE-ABS-KEY (“‘mutant” OR
“‘mutation” OR “overexpression” OR
“underexpression”)

o Rama C: TITLE-ABS-KEY (“‘gTME” OR
“Global transcription machinery
engineering”)

- Filtros terminales:

0 T1l: TITLE-ABS-KEY (“Resistance” OR
“Tolerance” OR “Resistant” OR “Tolerant”)

0 T2: TITLE-ABS-KEY (“growth” OR “growth
rate”)

0 T3: TITLE-ABS-KEY (“nitrogen source” OR
“n source” OR “Nitrogen”)

0 T4: TITLE-ABS-KEY (“Carbon source” OR
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“C source” OR “acetate” OR “Carbon”)o T5:
TITLE-ABS-KEY (“high concentration” OR
“osmotic pressure” OR “high osmolarity” OR
“high NaCI” OR “high glucose”)

0 T6: TITLE-ABS-KEY (“Protein production”
OR “metabolite production” OR “polymer
production” OR “antibody production”)

Por lo tanto, un ejemplo de una bdsqueda con
filtro terminal 2 de la rama A del factor sigma
RpoD seria:

TITLE-ABS-KEY (“rpoD” OR “o70” OR “sigma
70" OR “oD”) AND TITLE-ABS-KEY (“E. coli”
OR “Escherichia coli”) AND TITLE-ABS-KEY
(“deletion” OR “deficient” OR “absent” OR
“defective”) AND TITLE-ABS-KEY (“growth”
OR “growth rate”).

En un sondeo inicial, se realizé una busqueda
uniendo todos los filtros troncales con el
operador OR y uniendo el filtro raiz con el
operador AND. Esta blsqueda mostré todos
los documentos en la biblioteca que
mencionan a Escherichia coli y a alguno de
sus 7 factores sigma. Posterior a esto se
realizaron las busquedas jerarquicas por cada
factor sigma. En estas blsquedas todos los
fitros se unen entre ellos utilizando el
operador AND. Primero se inicia con el filtro
raiz y el filtro troncal del factor sigma de
interés. Después, se agrega de forma
separada cada uno de los filtros rama. Si los
resultados de alguna de las busquedas con el
filtro rama supera los 100 documentos, se
agrega de forma separada cada filtro terminal.
En el caso de que la busqueda con filtro rama
y terminal supere los 100 documentos, se
restringira la busqueda a los 100 documentos
de publicacién mas recientes.

A partir de los documentos seleccionados, se
realizé una lectura rapida del resumen para
eliminar cualquier documento que no fuera
pertinente al tema. Estos documentos no
pertinentes surgen a raiz del uso de
operadores OR en las busquedas. Estos
operadores permiten dar una cierta laxitud al
algoritmo que evita que no se consideren
articulos por no seguir estrictamente todos los
pardmetros, pero a su vez provoca que se
agreguen articulos no pertinentes que si
mencionan alguna de las palabras
seleccionadas para los filtros, pero no se
adentran al tema que concierne a este trabajo.
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Finalmente, cuando  surgieron  dudas
especificas acerca de las funciones asociadas
a cada factor sigma o cuestiones sobre la
esencialidad de los genes, se realizaron
blusquedas de forma directa al tema utilizando
las herramientas de Google Scholar
(https://scholar.google.com/) o Scopus.

Resultados

Al realizar una blUsqueda general que incluye
el filtro raiz y todos los filtros troncales de cada
factor sigma en E. coli unidas con el operador
OR, se encuentran 3,902 documentos. Esto
representa el acervo completo de donde se
obtendra la bibliografia para este trabajo. En
la Tabla 1 se muestran el nimero de
documentos para cada busqueda troncal y
rama. A continuacidon, se detallard la
informacion mé&s importante obtenida para
cada factor sigma.

Factor 07° (rpoD)

La proteina 67 o RpoD es el principal factor
sigma de E. coli y es responsable de la
transcripcion de la mayoria de los genes que
son expresados cuando esta bacteria crece
en fase exponencial (Shimada et al., 2014).
En un estudio realizado por Cho et al. en 2014
se identificaron experimentalmente 1,643
sitios de unién por parte de RpoD en el ADN y
se tienen registradas 1,130 unidades de
transcripcion dentro de su reguldn en E. coli,
convirtiéndolo en el factor sigma que controla
la expresién del mayor nimero de genes en
dicha bacteria (Keseler et al., 2021). El gen
que codifica a este factor de transcripcion ha
sido identificado como esencial en medio
complejo (LB) y medio minimo,
probablemente esto no se deba a que RpoD
realice de forma directa alguna accion
metabdlica o estructural necesaria para la
viabilidad celular, sino a que es un factor que
permite la expresion de algunos genes
esenciales que si tiene estas actividades
directas, por lo cual resulta imposible generar
una cepa sin el gen rpoD (Cho et al., 2014;
Goodall et al., 2018).

Aun siendo esencial, se han podido estudiar
las caracteristicas de cepas con diversos tipos
de mutaciones en el gen rpoD,como es el caso
de fenotipos de resistencia a diferentes tipos
de estrés, afectaciones en el crecimiento de la
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bacteria y mejoras en los parametros de
produccion de algunos metabolitos vy
proteinas. En la literatura consultada,
diferentes grupos han podido generar cepas
de E. coli cuyos genotipos con sustituciones y
deleciones de aminoacidos en RpoD dan
lugar a fenotipos de resistencia a pH acidos de
3.17 y 4.6 (Gao et al.,, 2016; Harden et al.,
2015); aumento de tolerancia a kanamicina de
hasta una concentracion 4 veces mayor que el
control (El Khoury et al., 2019; Mogre et al.,
2017); capacidad de sobrevivir a presiones
hidrostaticas altas de hasta 800 MPa (Gayan
et al., 2020), y resistencia a diferentes
disolventes o compuestos organicos (etanol,
butanol, ciclohexano y SDS) con cepas
sobreviviendo y creciendo a concentraciones
mayores al doble del méximo tolerable para
las cepas control (Alper & Stephanopoulos,
2007; Si et al., 2016; Zhang et al., 2015).

No todos los cambios en RpoD conllevan
fenotipos Utiles. Una sustitucion Unica de
aminoacidos puede lograr reprimir genes
asociados a la biosintesis de nucleétidos y
trehalosa, utilizacibn de aminoacidos vy
metabolismo de carbono. La disminucion de la
expresién de rpoD puede provocar un fenotipo
similar al de la respuesta estricta y, como ya
fue mencionado, su delecion total inhibe su
sobrevivencia por completo (Gao et al., 2016;
Magnusson et al., 2003; Pletnev et al., 2020;
Singh et al., 2011). Adn con estos ejemplos,
algunos estudios han logrado mejorar la tasa
de crecimiento de cepas con impedimentos en
el crecimiento (especificamente cepas de
genoma reducido y en ausencia del sistema
de fosfotransferasa) al expresar factores
RpoD con sustituciones de ciertos

aminoacidos (Aguilar et al., 2012; Choe et al.,
2019).

En cuanto a fenotipos de produccion, la
mayoria de los casos relevantes en la
literatura cientifica utilizaron métodos de
gTME. Se han obtenido mejoras en la
produccion de licopeno, de acido hialurénico y
L-tirosina con aumentos del titulo de 7%, 34%
y 14%, respectivamente. En el caso del
licopeno, el estudio no describe la mutante,
pero en los otros dos casos, ambos fueron
productos de factores RpoD truncados, con
solo los dominios estructurales 3y 4 (Alper &
Stephanopoulos, 2007; Santos et al., 2012; Yu
et al., 2008).

En el caso especifico de produccién de PR, se
han realizado dos estudios de gTME donde se
han generado mutantes de rpoD con mejoras
en la produccion de proteina. Por un lado, se
aumentd6 400% el rendimiento de Ila
produccion del receptor de neurotensina 1 de
ratas (NTR1) que en la cepa silvestre. Dicho
factor sigma contenia Unicamente la
sustitucién de un aminoacido (Tomatis et al.,
2019). En el otro estudio, se aumentd la
produccion de anticuerpos IgG hasta un titulo
de 130 mg/L (el més alto reportado para
dichos anticuerpos en E. coli) en una mutante
con sustituciones de aminoacidos y regiones
truncadas de RpoD (McKenna et al., 2019).
De la revision realizada, fue evidente que se
pueden obtener cepas con fenotipos Utiles a
través de modificaciones en secuencia o
expresién del factor sigma. Pero en la
bibliografia disponible, ninguna de las
modificaciones mejoré el crecimiento o la
utilizacion de nutrientes en condiciones sin
estrés previo.

Tabla 1. Documentos encontrados en las basquedas iniciales para cada factor sigma de E. coli.

Factor sigma Filtro troncal Rama A Rama B RamaC
Fecl a1 10 28 0
RpoE 337 [ 169 0
Flia 227 29 113 0
RpoH 585 125 308 0
RpoS 1462 382 816 0
RpoM £34 108 222 0
RpoD 1.393 233 516 5
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Para fenotipos de resistencia a estrés o de
produccion de metabolitos o proteina
recombinante, en cambio, se encontraron
diversos ejemplos de cepas con rpoD mutado.
De manera interesante, no parece existir una
region alterada en comun y se han encontrado
ejemplos con sustituciones de aminoacidos
individuales y multiples, asi como deleciéon de
pocos residuos o de regiones enteras. Cabe
resaltar que la alteracién que se repitié6 en mas
de una ocasion fue tener a RpoD truncado con
solo las regiones 3 y 4 conservadas, aunque en
ninguna investigacion se ha encontrado una
explicacion mecanistica que explique por qué
esta modificacion estructural provoca el fenotipo
resultante.

Factor 0% (rpoN)

RpoN de E. coli es considerada la proteina
arquetipo de la familia 0% y es estructural y
funcionalmente diferente al resto de los factores
sigma de la familia 07°. Entre las diferencias se
puede encontrar que RpoN necesita la accién de
proteinas activadoras para poder iniciar la
transcripcion (Merrick, 1993; Bonocora et al.,
2015). Se han identificado a través de analisis
ChIP-chip, 180 sitios de unién a ADN en E. coli
por parte de RpoN, aunque hay estimaciones
por medio de analisis ChlP-seq que sugieren
gue podrian existir mas de 250 sitios de union y
los datos en Ecocyc detallan que contiene 55
unidades de transcripcion en su regulén (Keseler
et al., 2021).

El gen rpoN no es esencial y se han observado
distintos fenotipos interesantes en cepas de E.
coli con delecidn, sobreexpresién o mutaciones
en este factor sigma. Se han obtenido cepas
capaces de resistir hasta 2 horas de exposicion
a pH = 2, obteniendo cultivos de 9.56X103
cfu/mL en cepas con delecion total de rpoN
comparado con 10 cfu/mL en el control. Cabe
resaltar que esta resistencia fue observada en la
fase exponencial del crecimiento , pero no en
fase estacionaria (Mitra etal., 2012, 2014;
Riordan et al., 2010). También hay ejemplos de
resistencia a valores de pH alcalinos (10), pero
no ha sido estudiado a fondo (Hamdallah et al.,
2018). A su vez, se han obtenido cepas
resistentes a novobiocina (por inactivacion con
transposones) y al bromuro de
cetiltrimetilamonio  por  delecion de 4
aminoacidos en RpoN (Milija et al., 1999; Nakata
et al., 2010).
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Se ha observado que la delecion total de rpoN
puede tener impacto sobre la tasa de
crecimiento y la utilizacion de recursos como
fuente de carbono y nitrégeno.

Entre estos efectos encontramos la relacion del
factor con el sistema de fosfotransferasa y las
condiciones limitantes de carbono y nitrégeno
(Kumar & Shimizu, 2010; Loffler et al., 2017; B.
S. Powell etal., 1995); disminucién de la
velocidad de crecimiento en medio minimo
(Garcia, 2020); auxotrofia para glutamina e
incapacidad de procesar acetato (Milija et al.,
1999; Nakata et al., 2010; Reitzer & Schneider,
2001); efectos negativos en la motilidad y un
aumento en la capacidad de formacion de
biopeliculas (Belik et al., 2008; Dong et al., 2011;
Zhao et al., 2010). Es interesante sefialar que
los resultados de Garcia en 2020 resultan
contradictorios a los de otros autores, pues
Garcia reporta que la mutante con delecién en
rpoN mostré6 una disminuciéon de la tasa de
crecimiento, contrario a una ausencia total que
se reporta debido a la auxotrofia para glutamina.

En cuanto a aspectos de produccion de
metabolitos, rpoN no ha sido explorado con la
misma profundidad que rpoD para mejorar o
generar cepas de produccién. Sin embargo,
existen 3 ejemplos de cepas con mejoras en
produccion a través de modificaciones en la
actividad de rpoN. Un caso es el aumento de
producciéon de un copolimero de lactato y 3-
hidroxibutirato (P(LA-co-3HB)) a través de la
delecion total del factor (Kadoya et al., 2015); la
expresién de sintasas de policétido a través de
la sobreexpresion del factor (Stevens et al.,
2013); y por ultimo un aumento de 900% de la
tasa de produccibn de hidrogeno por la
sustitucion de amino4cidos en un activador de
RpoN (Sanchez-Torres et al., 2009).

En toda la bibliografia analizada para RpoN, la
mayoria de los fenotipos Utiles encontrados
surgen a partir de deleciones totales del gen, lo
cual no se observa en rpoD porque es esencial.
Asi mismo, no se han encontrado fenotipos
asociados a la modificacion de expresion o
delecion de rpoN con un aumento en la
produccion de proteina recombinante. Esto no
significa que no sea viable, pues abre la
posibilidad de utilizar otros mecanismos para
obtener mutantes de rpoN y explorar su utilidad
para la produccién de PR.
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Factor 08 (rpoS)

RpoS es el principal factor sigma involucrado en
la expresiobn genética durante la fase
estacionaria y la respuesta general a
condiciones de estrés en E. coli (Battesti et al.,
2011, 2015). Este factor de transcripcion tiene el
mayor namero de sitios de union de todos los
factores sigma de E. coli, sin contar a RpoD, con
903 sitios de unibn y 228 unidades de
transcripcion registradas en Ecocyc. La funcion
de RpoS es la expresion de genes para la
respuesta a distintos tipos de estrés, entre ellos
podemos encontrar hiperosmolaridad, estrés
oxidativo, bajas o altas temperaturas, inanicion,
disminuciones de pH y parece tener un papel en
aspectos de virulencia en cepas patégenas
(Weber et al., 2005; Mata et al., 2017; Guo et al.,
2019). Este gen no es considerado esencial por
lo que se han generado cepas que carecen de él
o0 este se encuentra mutado (Dong & Schellhorn,
2009; Goodall et al., 2018).

Como es de esperarse dado su papel en la
expresion de genes asociados a estrés, se ha
observado que se pueden obtener cepas
resistentes a distintos tipos de estrés al alterar la
secuencia y expresion de este factor sigma. La
sobreexpresion de RpoS ha conferido
resistencia a condiciones acidas debajo de pH 4
causadas por una diversidad de acidos, y se ha
observado que también aumenta la
sobrevivencia a desafios de pH 2 (Bak etal.,
2014; Gaida et al., 2013; Jin et al., 2009; Run &
Tian, 2018). Aunado a esto, la sobreexpresion
también puede generar resistencia a n-butanol
(1% v/v), presion hidrostatica alta (800 MPa),
estrés oxidativo por H202, altas temperaturas (54
°C), alta concentracion de NaCl (2.5 M) y estrés
multiple (Appukuttan et al., 2016; Gayéan et al.,
2020; Xu et al., 2021). De manera contraria, un
estudio encontrd que la expresion reducida del
factor sigma aumenta la resistencia a un pH
alcalino de 9 (Hamdallah etal., 2018).
Inserciones a través de transposon también han
generado cepas con alteraciones en la
secuencia de rpoS de E. coli con una resistencia
a la inanicion de hasta 9 dias de cultivo (Conter
et al., 2001). Por otro lado, la delecion total del
gen tiene efectos negativos en la resistencia a
antibiéticos y a la presién osmética alta (Cebrian
etal.,, 2015; Padgen et al., 2020; Stasic et al.,
2012; Tkachenko et al., 2017).
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Con respecto cepas con eliminacion del gen
rpoS o su funcionalidad, han mostrado
diferentes fenotipos, entre ellos: tasa de
crecimiento especifico maximo y afinidad a la
glucosa igual o mayor en condiciones limitantes
de carbono con respecto a la silvestre tanto en
medios complejos (LB) como minimos minerales
(Franchini etal.,, 2015); en condiciones sin
limitaciones de carbono, una caida en la
densidad optica de los cultivos en medio LB y
medio mineral (M9) (Garcia, 2020); una
disminucién significativa de unidades
formadoras de colonia en medios carentes de
nitrégeno para mutantes con rpoS inactivado
(Kabir etal., 2004); en la cepa JWK2711 se
redujo el tiempo para llegar a la fase
estacionaria, disminuy6 el crecimiento maximo e
inhabilitd la utilizacion de acetato.
Contradictoriamente, se ha reportado que la
delecion de rpoS en la cepa JW5437 alivia el
efecto de sobre flujo metabdlico y suprime la
acumulacion de acetato en condiciones de alta
concentracion de glucosa (Rahman et al., 2006;
Suryadarma etal, 2012). Otros efectos
encontrados han sido la mejora de biosintesis de
aminoacidos proteinogénicos a través de
carbono derivado de metanol en cepas con
sobreexpresion de rpoS (Bennett et al., 2020).

La delecién total de rpoS tiene efectos positivos
en la produccién de ciertos metabolitos como el
1-propanol, del polimero P(LA-co-3HB) vy
triptéfano (Ding et al., 2021; Jun Choi etal.,,
2012; Kadoya & Kodama, 2015). En cuanto a la
produccion de proteinas, se han encontrado
cambios (tanto en el aumento como
disminucién) en la expresion de rpoS en cepas
con mejoras en la PPR S(Landberg et al., 2020;
Weikert et al., 2000). Por otro lado, la utilizacion
de segmentos 5 del promotor de rpoS o
induciendo la expresion de RpoS en fase
exponencial puede aumentar la expresion de
proteina recombinante (Kang etal., 2008;
Mulyanti etal.,, 2021) pero, Unicamente se
reporta  un caso donde se explora
especificamente la modificacion de rpoS a
través de su inactivacion por insercién del
transposdn 10 para la produccién de proteina
recombinante (especificamente beta
galactosidasa) y se logr6 un aumento del
cuadruple de la actividad volumétrica de la
enzima recombinante con respecto a la silvestre
(Chou e al., 1996).
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Algo que resalta de este factor sigma es la gran
cantidad de fenotipos que se han encontrado
para los 3 parametros buscados (resistencias,
crecimiento y produccién) y que gran parte de
ellos surgen por cambios en la expresion, ya sea
un aumento, disminucion o completa carencia.
Aunque es claro debido a su papel en la
respuesta a estrés, estos resultados muestran
gue alterar la expresién de rpoS tiene un buen
potencial de generar cepas con fenotipos
interesantes, y que la alteracion de su estructura
no ha sido estudiada a fondo, lo cual
posibilidades interesantes.

Factor 032 (rpoH)

RpoH es el factor sigma encargado de regular
los genes de respuesta a choque térmico por
sefiales citoplasmaticas (a diferencia de RpoE).
Entre los genes que se encuentran en su regulén
con 99 unidades de transcripcion (el cual incluye
312 sitios de unién a ADN en E. coli) se han
identificado distintas proteinas chaperonas y
proteasas (Solis, 2001; Narberhaus & Balsiger,
2003; Nonaka et al., 2006; Cho et al., 2014;
Keseler et al., 2021).

Los niveles intracelulares de este factor de
transcripcién se mantienen muy bajos durante el
crecimiento a 30° C y aumentan al
incrementarse la temperatura a 42 °C, este
factor sigma se acumula en grandes cantidades
para dirigir la ARN polimerasa a los promotores
de genes de choque térmico.

En su mayoria, las mutaciones de rpoH parecen
tener efectos deletéreos en el crecimiento o
aumentan la sensibilidad a distintos tipos de
estrés. Solo en 2 estudios se sugiere que su
sobreexpresion puede generar resistencia a
presion hidrostatica y choque térmico (Gayan
etal.,, 2016, 2020). Distintos estudios sobre
genes esenciales (como los realizados para la
biblioteca Keio, PEC o TraDIS) muestran que
rpoH es un gen esencial (Goodall et al., 2018).
Sin embargo, en la determinacién de la
esencialidad de los genes en cada biblioteca se
utilizan ciertas condiciones de crecimiento de las
cepas mutantes como una temperatura de 37 °C.
En el caso de rpoH, se ha observado que una
célula de E. coli si puede ser viable con una
delecion en este gen si ésta crece en
temperaturas iguales o menores a 20 °C o con
mutaciones de supresion de la letalidad (Zhou et
al., 1988).
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En algunos estudios se sugiere que mutantes
con delecién total en rpoH si pueden crecer a
temperaturas mayores a 20 °C (Diaz-Acosta et
al., 2006; Rowbury & Goodson, 1993), pero seria
importante evaluar si las cepas utilizadas no
tuvieran alguna de estas mutaciones supresoras
de esencialidad.

La delecion de rpoH genera cepas con
crecimiento mas lento y con una temperatura
minima de crecimiento de 10 °C, son sensibles a
choque térmico y a estrés oxidativo, pero solo
durante fase exponencial (Diaz-Acosta et al.,
2006). Ademés de lo mencionado, se ha descrito
que cepas donde se altera la secuencia de rpoH
son hipersensibles a la presencia de antibigticos,
luz UV, etanol, metales pesados, pH é&cido, y
estrés oxidativo (Zhou et al., 1988; Solis, 2001;
Rowbury & Goodson, 1993; Kogoma & Yura,
1992; J. K. Powell & Young, 1991; LaRossa et
al., 1995).

Existen pocos estudios donde se encontraron
mejoras en la produccion a través de cambios en
la actividad o estructura de este factor sigma. En
uno, se aumenté el titulo del policétido 6-deoxi-
eritronolida B a través de la sobreexpresién de
rpoH (Yang et al., 2015). Asi mismo, se logré
suprimir la protedlisis de una proteina de fusién
heteréloga con la mutacién sin sentido rpoH165
(Goldberg etal,, 1989). Finalmente, Ila
produccion de 5 proteinas heterélogas distintas
fue mejorada hasta 8 veces la concentracion de
la silvestre a través de la mutacion de sustitucion
del aminoacido Arg-268-Cys denominada
rpoH358 (Obukowicz etal, 1992). Cabe
mencionar que estos estudios sobre produccion
de PR tienen més de 25 afios de ser publicados
Yy no parecen existir nuevas publicaciones en el
tema. En contraste con los factores ya
revisados, los fenotipos utiles encontrados para
cambios en estructura y expresion de rpoH son
pocos (5) y dos de ellos fueron hallazgos al
estudiar cepas mutantes, y no estudios donde se
exploraba la modificacion de rpoH. Aunque es
poca la evidencia, existen indicios de que se
pueden obtener efectos positivos si se altera la
expresién o secuencia del factor y éstas se
centran en aspectos de resistencia a estrés y
produccion de metabolitos o proteinas, pero su
delecidn total parece provocar un fenotipo muy
fragil.
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Factor 0?8 (fliA)

FliA es conocido como el factor sigma de
quimiotaxis y sintesis de flagelo (Kundu et al.,
1997; Shimada et al., 2017). Se han identificado
51 sitios de unidn al ADN en el genoma de E. coli
con 34 unidades de transcripcién registradas en
Ecocyc, ademas que el factor controla la
trascripcion de 6 operones de clase 3 para la
sintesis de flagelo (entre ellos esta el gen de las
subunidades de flagelina), componentes del
motor, y factores reguladores de la quimiotaxis
(Cho et al., 2014; Fitzgerald et al., 2014; Keseler
et al., 2021). Este gen no es esencial y se han
observado distintas caracteristicas en cepas con
ausencia del gen fliA como lo es la carencia de
flagelo, la falta de sintesis de pili tipo 1, la
incapacidad de formacion de biopeliculas y una
falta de motilidad (Wood et al., 2006; Claret
et al., 2007; Zhao et al., 2007).Los cambios de
fenotipo en las cepas con cambios en expresion
y secuencia en fliA han sido menos explorados
gue en los otros factores sigma ya mencionados,
y en su mayoria estos estudios son
especificamente sobre aspectos de motilidad.
Sin embargo, estos cambios de motilidad
pueden ser positivos, pues una sustitucion de
aminoacido en FliA (R220W) puede provocar
una plasticidad notoria para aumentar la
velocidad de nado y la tasa de crecimiento del
cultivo (Yi & Dean, 2016). Ademas de esto, se ha
observado que la delecion de fliA confiere
ventajas en el crecimiento de E. coli y disminuye
la muerte celular basal sin presencia de estrés
exdégeno. Esto parece solo ocurrir en medios
liquidos con agitacion, y esta ventaja se elimina
o revierte en medios sélidos, semisélidos o
donde la movilidad representa una ventaja
(Fontaine et al., 2007). En temas de produccion,
se hareportado Unicamente que la cepa CWML2
derivada de MG1655 (la cual presenta
caracteristicas favorables para la produccion de
proteina recombinante, como lo es una tasa de
crecimiento especifica mayor, incrementos en
los rendimientos de biomasa y mayor resistencia
a distintos tipos de estrés) muestra un aumento
en la expresiéon de fliA comparada con la cepa
silvestre, lo que le confiere cambios favorables
en la motilidad (Weikert et al., 2000). Para el
caso de este factor sigma, no se encontrd ningun
fenotipo asociado a la resistencia a algun tipo de
estrés y los fenotipos Utiles para produccién de
PR encontrados a partir de la modificacion en la
expresion o secuencia de este gen han sido
limitados.
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En todo caso, parece ser que su potencial es
mayor si se buscan caracteristicas que
modifiqguen motilidad, crecimiento y formacion de
biopeliculas.

Factor 0% (rpoE)

RpoE es uno de los factores sigma de funcion
extracitoplasmatica, es decir, que se encuentra
en el citoplasma unido a la membrana interna
acoplado a un sistema transmembranal que
responde a estimulos del ambiente. Los
productos de los genes controlados por RpoE se
requieren para el correcto plegamiento de
proteinas de membrana externa, biosintesis de
fosfolipidos y lipopolisacéaridos, transduccion de
sefiales, y la expresibn de proteinas de
membrana interna y externa (Solis, 2001; Egler
etal.,, 2005; Hayden & Ades, 2008). Se han
identificado 65 regiones promotoras para RpoE
y 82 unidades de transcripcién en su regulén
(Cho et al., 2014; Keseler et al., 2021). RpoE es
considerado como esencial en colecciones de
mutantes como Keio o en el programa TraDIS
debido a que al eliminar este gen cesa la
transcripcion de genes esenciales para el
crecimiento celular y estabilidad de Ia
membrana. Sin embargo, se han observado
mutaciones que suprimen la esencialidad del
gen rpoE como lo es la sobreexpresion de ptsN
y yhbW, los cuales codifican para una proteina
reguladora de la actividad y/o expresion de
transportadores de potasio en el sistema PTS y
una monooxigenasa sin funcién definida,
respectivamente (Hayden & Ades, 2008; Goodall
et al., 2018).

Existe poca evidencia de cepas con cambios en
la secuencia en rpoE con mejoras en resistencia
a estrés, pues al contrario la mayoria de las
mutantes en este factor sigma son mas
sensibles. Cuando esto se ha reportado resulta
por una sobreexpresién de RpoE que elimina
algin fenotipo sensible a temperatura o estrés
en la membrana causada por mutaciones en
otros genes (Egler et al., 2005; Hart et al., 2019;
Ono et al., 2009; Vidovic et al., 2018; Warr et al.,
2021). Solamente en un caso se menciona una
mutacién de sustitucién de aminoacido llamada
rpoE_S2R la cual parece permitir una respuesta
mas rapida al estrés periplasmico, pero en el
estudio se sugiere que esta mutacion en E. coli
la vuelve hiperreactiva a estrés de baja
intensidad, disminuyendo su capacidad de
sobrevivencia  (Konovalova etal.,, 2016).
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También se estableci6 una participacion de
RpoE en la regulacion de condiciones limitantes
de nitrogeno y carbono al mismo tiempo,
midiendo la transcripcion de genes en su regulén
(Loffler et al., 2017). Estos son los principales
puntos relevantes que fueron encontrados en la
bibliografia disponible y no existen estudios que
evalien la produccion de proteina u otros
metabolitos. A falta de estudios donde se
explore la mutacion azarosa del factor RpoE y la
utilizacibn de mutaciones supresoras de su
esencialidad, el potencial que se observa en
este factor como diana de modificaciones para
produccion de PR es reducido.

Factor o (fecl)

El factor sigma Fecl es el segundo factor sigma
extracitoplasmético de E. coli. Fecl tiene la
funcion de dirigir la transcripcion de los operones
fecABCDE y feclR que son necesarios para el
transporte de citrato férrico. El factor de
transcripcion es activado por la presencia de
citrato férrico en el medio y su actividad es
permitida en condiciones de inanicién por hierro
(Braun etal., 2003; Moraleda-Mufioz etal.,
2019). Solo se han identificado 7 sitios de unién
de este factor sigma en el genoma de E. coli y
una sola unidad de transcripcion, y su expresion
solo es regulada por RpoD y RpoS mientras que
no regula a ningun factor sigma (Cho etal.,
2014; Keseler et al., 2021).

En algunos estudios donde se han generado
cepas con delecién en fecl, se muestra una
ausencia de FecA (la proteina transmembranal
receptora de citrato férrico que induce la
actividad de FecR y Fecl) y no se lograba inducir
la expresién de genes fec de transporte, ain en
condiciones de ausencia de hierro (Ochs,
Angerer, etal., 1995; Ochs, Veitinger, et al.,
1995).

Mutantes sin este factor sigma parecen crecer
de la misma forma que una cepa silvestre
(Garcia, 2020). Ademas de esta alteracion
fenotipica esperada, se ha encontrado que
cepas con delecidn en fecl muestran una mayor
produccion del polimero P(LA-co-3HB) que la
cepa silvestre (5.7 g/L y 53 gL
respectivamente) aunque muestran una
disminucién en la proporcién de unidades de
lactato (medido como el porcentaje del peso
total) en el polimero con peso molecular variable
(Kadoya & Kodama, 2015). Asi mismo,
sobreexpresar Fecl ha mostrado un aumento en
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la transcripcion de genes heterélogos como
oxyB lo que sugiere que puede regular
positivamente la transcripcion de otros clisteres
de genes biosintéticos (Stevens etal., 2013).
Aun siendo el factor sigma con el regulén mas
pequefio, se lograron encontrar algunas
caracteristicas interesantes al eliminar y
sobreexpresar este factor sigma. Esto sefiala
que, aunque el tamafio de su regulén limita el
impacto que tienen las alteraciones en su
secuencia y expresion del gen, adn se pueden
obtener fenotipos utiles.

Discusioén

Potencial de los factores sigma como dianas
para el mejoramiento de cepas de produccion

En primer lugar, RpoD muestra tener un alto
potencial como diana de modificaciones para la
formacién de cepas de produccién. Esto se
demuestra ya que existen ejemplos donde su
modificacion, mediante cambios a la secuencia
del gen, mejora las concentraciones de proteina
producida. Ademas de esto, también se pueden
obtener cepas con cambios en la resistencia a
distintas formas de estrés que pueden llegar a
darse durante un proceso de produccion.

Cabe resaltar que la mayoria de estas cepas han
sido obtenidas a través de gTME (genera
mutaciones aleatorias por medio de PCR
propensa a errores), lo cual tiene la gran ventaja
de poder ser aplicado a las cepas de produccién
ya existentes, mejorando el rendimiento en la
produccion de muchos productos
biotecnolégicos. Sin embargo, esta no es una
técnica es racional, por lo que seria importante
la exploracion de las mutaciones especificas de
los genes que provocan los fenotipos deseados.

Potencialmente, se podria explorar a mayor
profundidad alteraciones en estructura vy
expresiéon que no sigan los métodos de gTME.
Asi mismo, se podrian llevar las aplicaciones de
gTME y otros fenotipos ain mas lejos, por
ejemplo: se sabe que se puede generar un
fenotipo de resistencia mdltiple utilizando dos
factores sigma distintos en la misma bacteria,
pero agregar la utilizacién de circuitos genéticos
sintéticos para activar la expresién de un alelo
de rpoD bajo ciertas condiciones y la de un rpoD
distinto con un estimulo especifico, entonces se
podria controlar el cambio fenotipico global. Una
limitante de la exploracion de mutantes de rpoD
es que su delecion resulta complicada ya que
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controla funciones esenciales, por lo que no se
han reportado casos de fenotipos en ausencia
de este factor. Entre todos los factores sigma,
éste es el mas estudiado en la aplicacién de su
modificacion y con un mayor potencial, pero no
es el Unico que deberia ser explorado.

En segundo lugar, la generaciéon de mutaciones
y deleciones de los factores RpoS y RpoN ya
han sido exploradas. Su delecion,
sobreexpresion, o mutacién genera fenotipos
gue tienen mayor resistencia a ciertas
condiciones o una mayor produccién de ciertos
metabolitos. En el caso especifico de la
produccion de PR, no existe informacion
especifica sobre los efectos que podrian
provocar modificaciones en RpoN o en su
expresion, aunque las mejoras en produccion de
otros metabolitos y su influencia en la utilizacion
de fuentes de nitr6geno puede indicar una
potencial utilidad en PPR y abre la puerta a
nuevas investigaciones.

Para RpoS, en cambio, si existen ejemplos
donde modificando el gen se obtienen cepas con
fenotipo favorable para la produccién de PR, sin
embargo, la mayoria de estas modificaciones en
el factor sigma no han sido el objetivo del estudio
sino mas bien, un hallazgo fortuito, a excepcién
del estudio de Chou y colaboradores en 1996
con su estudio de la produccion de
galactosidasa . Un caso especialmente llamativo
es el de Mulyanti et al. en 2021, donde el cambio
favorable para produccion de PR se obtuvo al
unir el gen de rpoS, bajo un promotor de rpoD,
con esto se indujo su expresion en fase
exponencial (Mulyanti et al., 2021). Esto amplia
las posibles aplicaciones de estos factores
sigma.

Dadas las interacciones que se han encontrado
entre estos dos factores seria importante que los
estudios en produccion de PR que modifiquen la
expresion de uno de ellos tengan en cuenta la
actividad de ambos. Ademas de eso, no se ha
explorado el potencial de aplicar gTME y otras
herramientas de evolucion dirigida a estos
factores sigma. Dada la evidencia ya existente
de los fenotipos que se pueden generar en cada
factor sigma, y en especial la predominancia en
expresién que muestra el regulén de RpoS en
fase estacionaria, existe un alto potencial en ser
explorados como posibles dianas para la
formacion de cepas de produccion.
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A diferencia de los otros factores sigma ya
mencionados, RpoE y RpoH han sido muy poco
explorados en lo concerniente a cepas de
produccion debido a los efectos deletéreos de su
alteracion y a que estos genes son esenciales en
condiciones de crecimiento a 37 °C.
Especificamente en el caso de rpoH, en la
busqueda bibliografica se logré encontrar
ejemplos de experimentos, aunque realizados
hace ya varias décadas, donde rpoH podia ser
eliminado y E. coli era viable a temperaturas
menores a 20 °C. Aunado a dicho hallazgo, se
localizaron dos ejemplos donde mutantes de
rpoH tenian fenotipos que aumentaban la
produccién de metabolitos y PR, pero estos
estudios se realizaron hace més de 25 afios y no
se encontré algin seguimiento experimental
més actualizado (Goldberg etal, 1989;
Obukowicz et al., 1992). A su vez, para rpoE se
encontré que en ciertas cepas de E. coli el gen
no es esencial, y puede ser eliminado.

Ambos casos abren la posibilidad de investigar
a mayor profundidad las mutantes de estos
genes. Ademas de esto, la fuerte relacion que se
ha observado entre los regulones de estos
factores sigma y la expresiébn de proteinas
chaperonas, la regulacion de otros procesos
metabolicos como la glucosilacién de lipidos, el
desarrollo de mutaciones puntuales, y la
temperatura de  crecimiento, contindan
resaltando a estos dos genes como buenas
opciones para la investigacion de cepas de
producciéon. Sin embargo, las dificultades
presentes debido a los efectos deletéreos de sus
mutantes son un obstaculo que aun deben de
ser abordados a mayor profundidad.

Por ultimo, los factores con regulén mas
pequefio, Fecl y FliA, mostraron repercusiones
menores en sus mutantes comparadas con los
demas factores sigma. Aunque los cambios
generados por la eliminacién de estos genes
pueden ser menores en comparacion, si podrian
llegar a ser importantes, especialmente en el
caso de fliA debido a su papel en la motilidad y
su relacion con el regulén de RpoS. Por lo tanto,
su potencial como diana de mutaciones para la
generacion de cepas de produccién es menor a
cualquier otro factor sigma, pero el efecto
reducido que tiene sobre la viabilidad celular y el
crecimiento, lo vuelve un objeto de estudio
interesante pues tienen el potencial de liberar
espacio metabdlico, reduciendo los recursos
celulares invertido en la produccion de flagelo en
condiciones donde no son necesarias (como un
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cultivo por agitacién), lo que podria beneficiar la
produccion de PR.

Perspectivas y futuros experimentos

La bibliografia revisada muestra que existen
muchos otros temas y experimentos por
explorar. Dentro de éstos sugerimos tres
perspectivas interesantes que podrian ser
investigadas en el futuro. En primer lugar, dirigir
la aplicacién de gTME a otros factores sigma
diferentes a RpoD. Esto surge de observar la
utilidad que ha mostrado esta técnica en la
generacion de fenotipos dUtiles; sin embargo,
para E. coli solo ha sido aplicada a RpoD como
se muestra en la tabla 1. A futuro, incluso se
podria buscar aplicar gTME en mas de un factor
sigma a la vez, permitiendo alteraciones que
potencialmente afecten todo el transcriptoma de
E. coli. Ademas de esto, se pueden aprovechar
los hallazgos en algunos factores sigma y
observar si éstos se pueden aplicar a los demas.
Como ejemplo, explorar si la generacion de
factores sigma truncados que conserven solo las
regiones 3 y 4, como se ha observado
repetidamente para RpoD, puede ser (til para
otros factores sigma de la misma familia
estructural.

Otro tema interesante es la profundizacion en las
cepas con deleciones en estos factores sigma.
Por un lado, realizar mdultiples deleciones para
encontrar cuél es el minimo de factores sigma
necesarios para la sobrevivencia de E. coli,
puede ser una estrategia rapida para generar un
sistema de célula minima no basado en un
genoma minimo, sino en un transcriptoma
minimo, puesto que las alteraciones de gran
magnitud seran sobre la transcripcién de los
genes. Por otro lado, la dinamica de interaccion
a través de competicion por la ARNP que
caracteriza a los factores sigma podria ser
explotada a través de la delecion de estos
factores o el control de su expresion y actividad.
Esto se podria utilizar para potenciar los efectos
de factores sigma mutantes, ya que el traslape
de los regulones llega a tener un cierto efecto
amortiguante. Por ejemplo, si se reduce
fuertemente la expresion de RpoS, la fuerte
competencia que este factor puede generar con
los mas de 800 genes que comparte con RpoD
se veria reducida, por lo tanto, podriamos
esperar que las mutaciones en el gen rpoD
tengan efectos mas drasticos.

BioTecnologia, Afio 2023, VVol. 27 No.2

Por ultimo, en combinacién con herramientas de
biologia sintética, la alta pleiotropia que generan
las mutantes de factores sigma, produciendo
fuertes alteraciones fenotipicas a través de la
mutacién de un solo gen, abre la posibilidad de
controlar el fenotipo de una sola cepa a través
de la expresion de distintas mutantes en
distintos tiempos de crecimiento. De ser posible,
esta herramienta nos daria la capacidad no solo
de controlar la induccién de genes para la
produccion de ciertos metabolitos o proteinas en
una cepa de produccion, y también de inducir
junto con ellos el fenotipo que genere las
condiciones celulares Optimas para dicha
produccion.

Conjuntando la ingenieria de factores sigma con
herramientas de control dindmico de
metabolismo, se podria potenciar el control que
se ejerce sobre el estado metabdlico de la célula.
Ejemplos de esto podrian ser la utilizacion de
ARN de interferencia, o proteinas conocidas
como antisigmas para suprimir transitoriamente
la actividad de ciertos factores sigma, o acoplar
la activacion de sigmas mutados con circuitos de
biologia sintética que reaccionen a sefales
ambientales o metabdlicas.

Conclusiones

La produccibn de PR es y seguramente
continuara siendo uno de los procesos
biotecnolégicos de mayor importancia a nivel
mundial. Esto provoca que exista un gran
namero de articulos cientificos del tema, lo cual
es especialmente el caso en cepas tan utilizadas
como E. coli y en genes con impacto tan amplio
en el fenotipo como los factores sigma. En el
presente trabajo se realiz6 una revision
sistematica de la bibliografia disponible sobre los
fenotipos utiles para la produccion de PR que se
han observado en E. coli por la modificacion en
estructura o expresion de sus siete factores
sigma. Ademas, se propuso una estrategia
experimental para evaluar el potencial de cada
factor sigma en la produccién de PR. Se
encontré que RpoD presenta un alto potencial
que ha sido explorado y demostrado en diversos
experimentos, y puede continuar siendo utilizado
para generar cepas de produccién. RpoS y
RpoN muestran un alto potencial explorado en
menor medida, lo cual abre una interesante linea
de investigacion. Por otro lado, aunque es menor
el potencial de RpoE y RpoH es que los casos
anteriores, ha sido apenas abordado debido a
las restricciones en el crecimiento.
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Sin embargo, existen indicios de que estos
obstaculos podrian ser superados. Finalmente,
los factores Fecl y FliA mostraron el menor
potencial, probablemente debido al tamafio de
su regulén en comparacion con el resto, pero su
facilidad de ser eliminado sin causar problemas
en el crecimiento también tiene interesantes
aplicaciones.

La utilizacién de herramientas biosintéticas y de
ingenieria genética acopladas a estos
conocimientos podrian brindarnos la capacidad
de entender e influenciar de nuevas formas el
complejo espacio metabdlico y su relacion con el
transcriptoma, tanto en E. coli como en otras
bacterias. Esto tiene el potencial de ser
sumamente (til para la produccién de PR y de
otros metabolitos y, sobre todo, muy interesante.
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Resumen

El concepto de solventes eutécticos naturales (NaDES) fue introducido especificamente para hacer
referencia a posibles mezclas eutécticas constituidas por metabolitos secundarios resistentes
en altas concentraciones en las células vegetales. Este tipo de solventes alternativos en las células
podrian ser claves para entender funciones fisiolégicas especificas en las plantas, asi como la
capacidad de ciertos organismos a resistir o aclimatarse a las duras condiciones ambientales
(e.g. resistencia al frio y/o a la sequia). Por otro lado, los NaDES podrian estar involucrados en otras
funciones biologicas dentro de las células, como las relacionados con la regulacion del
funcionamiento celular. Aun cuando la elevada complejidad de los sistemas celulares hace dificil
comprobar que los NaDES existen en las células, esta teoria ha abierto una interesante perspectiva
que ofrece una explicacién atractiva para algunos de los fenédmenos que ocurren a nivel celular y
que de otro modo serian dificiles de entender.

Palabras clave: Solventes eutécticos profundos naturales (NaDES), plantas, regulacién celular,
solubilizacién, proteccién oxidativa.

Abstract

The concept of natural eutectic solvents (NaDES) was introduced to refer to possible eutectic
mixtures made up of secondary metabolites in high cell concentrations. This type of alternative
solvent in cells could be key to understanding specific physiological functions in plants, as well as
the ability of certain organisms to resist or acclimatize to harsh environmental conditions

(resistance to cold and/or drought). On the other hand, NaDES could be involved in other biological
roles related to the regulation of cell function. Although given the high complexity of cellular
systems, proving that NaDES actually exist in cells is challenging, this theory has opened up an
interesting perspective that offers an attractive explanation for some phenomena that occur at the
cellular level that would otherwise be difficult to explain.

Keywords: Natural eutectic solvents (NaDES), plants, cell regulation, solubilization, oxidative
protection.
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¢Qué sonlos DESy los NaDES?

Hace casi dos décadas se reportd por primera
vez la posibilidad de formular mezclas a base
de urea y cloruro de colina (ChCI), como una
alternativa a los ya bien conocidos liquidos
i6nicos (IL’'s) (Abbott et al. 2003). Sin
embargo, la caracterizacion de este nuevo
tipo de solventes revel6 que, aunque
comparten propiedades fisicoquimicas de IL’s
como baja volatilidad y presion de vapor,
estabilidad térmica y quimica y alta viscosidad
(Smith, Abbott, and Ryder 2014)(Zhang et al.
2012), ambos tipos de disolventes difieren
principalmente en la naturaleza de sus
componentes y en sus procesos de
formulacién (Durand et al. 2020). Este nuevo
tipo de disolventes se conoce actualmente
como solventes eutécticos profundos o DES
(por sus siglas en inglés). Los DES se pueden
definir como la combinacién de al menos dos
componentes capaces de asociarse por
medio de interacciones no covalentes
(principalmente puentes de hidrégeno), para
formar una mezcla liquida que permanece
estable a temperatura ambiente. Aun cuando
estas interacciones no covalentes involucran
principalmente puentes de hidrégeno, también
pueden estar presentes fuerzas
electrostaticas o enlaces de Van der Waals.

Desde la introduccion de los DES en 2003, y
hasta la actualidad, se han utilizado un gran
namero de componentes para la sintesis
exitosa de este tipo de solventes; los
componentes mas comunmente utilizados son
el cloruro de colina (ChCI) en combinacién con
urea, etilenglicol y/o glicerol. Mas
recientemente se ha reportado la posibilidad
de formar combinaciones con estas
caracteristicas utilizando compuestos tales
como alcoholes, aminoécidos, acidos
carboxilicos 'y azUcares (Figura 1;
componentes comunmente utilizados para la
preparacion de solventes eutécticos
profundos) (Ruesgas-Ramon, Figueroa-
Espinoza and Durand, 2017). Esta amplia
diversidad quimica de componentes ofrece la
posibilidad de ajustar las propiedades
fisicoquimicas de los DES, por lo que éstos
suelen ser solventes muy versatiles con
aplicacion en diferentes campos de la
investigacion como la electroquimica, la
catalisis quimica y/o enzimatica, la ciencia de
los materiales, y como solventes de
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extraccion, entre otras (Tang and Ho
2013);(Zhang et al. 2012).

Derivado de las investigaciones sobre DES,
Choi et al. 2011 introdujeron la palabra
“natural” al concepto de DES, al notar que
ciertas moléculas simples siempre estaban
presentes en cantidades considerables en
las células de mamiferos, plantas o
microorganismos. Por lo anterior, el término
solventes eutécticos profundos naturales
(NaDES) se introdujo para referirse,
especificamente, a las posibles mezclas
eutécticas constituidas por metabolitos
secundarios presentes en altas
concentraciones en células vivas. Estas
mezclas han sido observadas en
determinados estadios de la vida de las
plantas, donde podrian estar
desempefiando funciones fisiolégicas
especificas. Esta hip6tesis ha tomado fuerza
después de observar tanto la consistencia,
como la apariencia caracteristicas de
secreciones naturales como el néctar, la
savia y la miel, cuyas propiedades fisicas y
el analisis cualitativo y estequiométrico de
sus componentes (e.g. azlcares Yyl/o
aminoacidos) son muy similares a los
descritos para NaDES formulados en
laboratorio (Dai et al. 2013)

Los NaDES en las plantas.

Aunque la presencia de los NaDES en la
naturaleza no estd necesariamente limitada a
las células vegetales, varios procesos
fisiolégicos que ocurren en las plantas,
incluyendo la resistencia a factores abidticos
como bajas temperaturas, estrés hidrico y la
falta de luz, sugieren la existencia de otro tipo
de liquido, ademéas de agua, en las células
(Choi et al. 2011). De esta forma, la presencia
de NaDES dentro de las células vegetales
puede explicar las altas
concentraciones (hasta 30%) en las
gue se encuentran moléculas que suelen
ser inestables y poco solubles en agua. Lo
anterior sugiere que los NaDES podrian estar
involucrados no solo en la estabilizacién, sino
también en el almacenamiento de ciertos
metabolitos (Jeong et al. 2017) (Bi et al. 2020)
(Wikene, Bruzell, and Tgnnesen 2015).

Las caracteristicas fisicoquimicas de los

NaDES permitirian establecer una red
compleja de interacciones no covalentes bien
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Figura 1. Compuestos comunmente usados en la preparacion de DES y NaDES

organizadas entre los metabolitos y los propios
solventes (Verpoorte, Witkamp, and Choi
2021), dando como resultado una disminucion
en el movimiento de las moléculas, una
reduccioén del contacto en las interfaces, e.qg.
con el oxigeno en el aire, y, como
consecuencia, una menor degradacion
oxidativa. Los estudios de la solubilizacion de
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pigmentos vegetales como cartamina, rutina,
curcumina y algunas antocianinas,
caracterizados por su inestabilidad y poca
solubilidad en soluciones acuosas,
demostraron que soluciones de los
pigmentos en diferentes NaDES mostraron
una mayor estabilidad aun bajo condiciones
de estrés térmico y luminico.
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La presencia de puentes de hidrégeno entre
las moléculas de interés y los componentes
de los NaDES, detectados por
espectrometria de masas y espectroscopia de
FTIR (infrarrojo por transformada de Fourier),
sugiere que estas interacciones permiten que
las moléculas adopten una conformacion
especifica, dando como resultado una mayor
fotoestabilidad (Zhao et al. 2015) (Dai,
Verpoorte, and Choi 2014) (Grillo et al. 2020)
(Jelinski, Przybytek, and Cysewski 2019) . En
este mismo sentido, otros estudios han
demostrado también la capacidad de los
NaDES para solubilizar algunas
macromoléculas, entre las que destacan
la lignina, proteinas y algunos polisacéridos
(Choi et al. 2011)(Dai et al. 2015)(Skulcova et al.
2016)(Kist et al. 2021)(Vigier, Chatel, and
Jérdme 2015). Tomando en cuenta lo anterior, la
presencia de NaDES en las células vegetales
puede explicar como es que algunos
metabolitos s ecundarios de

naturaleza lipofilica s e
biosintetizan dentro de las
células vegetales compuestas

principalmente por agua (70% w/w). Un
ejemplo de lo anterior estda dado por el
alargamiento de la cadena de polisacaridos
donde su disolucién debe ocurrir antes de
cristalizar o precipitar; en este caso, los
NaDES contienen las enzimas y los
precursores necesarios para que se
produzca el alargamiento, en tanto que los
cambios en la composicion de los NaDES
ponen fin a la biosintesis (Ramén and
Guillena 2019). Recientemente se ha
reportado que enzimas como la lacasa son
completamente  solubles en NaDES,
permaneciendo en su estado nativo y, por lo
tanto, siendo capaces de catalizar reacciones
enziméticas (Tang and Ho 2013)(Durand et
al. 2013) . Derivado de estas observaciones,
se ha sugerido que la savia de ciertas
plantas carnivoras actia como un NaDES
formado por azUcares y polialcoholes, donde
las enzimas hidroliticas Utiles para la digestion
de los insectos podrian permanecer en su
estado nativo (Durand et al. 2020).

Los NaDES como estrategia para explicar
la tolerancia de las plantas al estrés
abidtico

Las plantas se encuentran continuamente

expuestas a estimulos ambientales que son
determinantes para su crecimiento y desarrollo.
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El déficit de agua es uno de los factores mas
comunes que provoca estrés en estos
organismos y en casos extremos puede
comprometer su supervivencia. Sin
embargo, la tolerancia al estrés hidrico es
un rasgo que existe en la mayoria de las
plantas superiores, en tanto que algunas
plantas se han adaptado a sobrevivir
mediante fendmenos de resurreccién (du
Toit, Bentley, and Farrant 2021). Si bien estas
adaptaciones involucran diferentes
reacciones bioquimicas, aun no esta claro
como es que en etapas de deshidratacion y
sequia, donde el proceso de la fotosintesis
esta limitado, algunas especies sobreviven
permaneciendo en reposo hasta la
rehidratacion, tras lo cual el metabolismo se
recupera rapidamente en los tejidos
existentes.

Considerando que bajo condiciones de
estrés hidrico el contenido de agua en
las células vegetales puede reducirse hasta
el 10%, los NaDES en la naturaleza podrian
desempefar un papel clave en la capacidad
de estos organismos para resistir o
aclimatarse a las duras condiciones
ambientales, formando parte de un ambiente
celular que proporcione estabilidad quimica,
estructural y térmica, y que actle con una
capacidad amortiguadora de la célula y sus
organulos durante la deshidratacion.

Se ha reportado que, en especies tolerantes
a diferentes tipos de estrés abidtico, los
niveles de azlicares como la sacarosa y
aminoacidos como la prolina, asociados con
la proteccién y la estabilizacion celular en
plantas bajo condiciones de estrés hidrico,
aumentan considerablemente (du Toit,
Bentley, and Farrant 2021), por lo que se ha
sugerido que el agua en las células
vegetales es reemplazada por componentes
asociados en forma de NaDES (e.g. azucares,
aminoacidos y/o &cidos organicos), capaces
de evitar la cristalizacion/congelacion del
agua al interior de las células (Durand et al.
2020). Esto permitiria estabilizar moléculas,
enzimas y organelos, permitiendo
mantener el estado nativo de las
macromoléculas (Choi et al. 2011).

Esta teoria explica como es que, en los
periodos de deshidratacion y sequia, las
plantas son capaces no solo de producir y
acumular polifenoles, reconocidos por su
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capacidad antioxidante y osmoprotectora
para protegerse de posibles dafios, también
de movilizar este tipo de metabolitos en
ambientes limitados en agua, manteniendo asi
su arquitectura molecular (Vanda, Verpoorte,
and Klinkhamer 2020). Ejemplos de Ilo
anterior incluyen a Selaginella bryopteris,
Sporobolus stapfianus y Xerophyta schlecteri,
entre otras especies, donde la concentracion
de metabolitos como azucares (e.g. fructuosa,
sacarosa, trehalosa), aminoacidos (e.qg.
prolina, glicina, -alanina) y acido organicos
(e.g. &cido citrico, acido malico) no solo
aumento6 dramaticamente durante el proceso de
resurreccion (du Toit, Bentley, and Farrant
2021), sino que las proporciones
molares de estos metabolitos fueron
muy similares aadquellas utilizadas a nivel
experimental para la formulaciéon de NaDES
(Van Spronsen, J., Witkamp, G. J., Hollman,
F., Choi, Y. H., & Verpoorte 2011).

Ademéas de lo mencionado hasta ahora,
recientemente, y como consecuencia del
estudio de la relacion entre los NaDES vy el
estrés en plantas, se ha propuesto que los
NaDES participan en la regulacion del
funcionamiento celular (Verpoorte,
Witkamp, and Choi 2021), incluyendo la
organizacion de nano o microdominios
dentro de la célula, en la proteccion de
enzimas o0 proteinas, “especialmente en
situaciones de estrés como anhidrobiosis, alta
temperatura, congelacion  yalta  presion
hidrostatica”, en la promocién de reacciones
bioguimicas de enzimas o proteinas
incrustadas en membranas, en la
estabilizacion de macromoléculas a través de
interacciones agua-soluto o} soluto-
macromolécula, en el transporte y/o difusion
de moléculas o fluidos a través de las
membranas y en la conductividad de la célula
vegetal. Aun cuando estas evidencias
sugieren la posibilidad de que los NaDES
puedan formarse dentro de las células, su
ubicacion no esta definida. Sin embargo, la
consistencia de algunos organelos ofrece
alguna evidencia de como y donde podrian
formarse, e.g. la composicién quimica de las
vacuolas vegetales que incluye sacarosa y
acido malico como sus principales
componentes, ademas de agua.
Adicionalmente, y considerando que una
de las funciones de estos organelos es el
almacenamiento de productos
potencialmente toxicos para la célula, la

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.2

presencia de los NaDES podria tener un rol
crucial al incrementar la solubilidad de estos
metabolitos, formando una capa en la
membrana vacuolar interior o,
alternativamente, formando un complejo con
el compuesto téxico que aumente su
solubilidad en agua (Vanda, Verpoorte, and
Klinkhamer 2020) (Ramén and Guillena
2019). Una evidencia adicional de que los
NaDES podrian formarse en las vacuolas esta
dada por el hecho de que es justo en este
organelo donde se acumulan importantes
concentraciones de productos con actividad
antioxidante cuando las plantas se
enfrentan a condiciones de sequia, e.g. en el
caso de Myrothamnus flabellifolia, el &cido
3,4,5-tri-O-galoylquinico, almacenado en las
vacuolas, incrementa su concentracion hasta
en un 50% actuando como un potente
amortiguador redox durante condiciones de
sequia (Moore et al. 2004).

Por otra parte, la sintesis de antocianinas en
plantas expuestas a condiciones de sequia y/o
deshidratacion también se ha relacionado con
proteccion celular. Las antocianinas son
pigmentos que se sintetizan en el citoplasma,
cerca de la superficie exterior del reticulo
endoplasmico (RE), antes de que se
reubiquen en vacuolas de almacenamiento
y otros organelos. Dado que el nivel de
antocianinas reportado en los
antocianoplastos suele ser mas alto del que
permite su solubilidad en agua, se ha sugerido
gue el RE podria ser un NaDES con enzimas
disueltas en el que los sustratos con polaridad
media se disuelven preferentemente (Choi
et al. 2011) (Vanda, Verpoorte, and
Klinkhamer 2020).

Finalmente, dada la alta concentracion de
agua en las células y el hecho de que en
ambientes con concentraciones mayores al
50% (v/v) de agua se produce la ruptura
de la superestructura caracteristica de los
NaDES, surge la pregunta de como es que
los NaDES pueden mantenerse.
Recientemente se ha sugerido que los
componentes capaces de asociarse para
formar un NaDES, dentro de las células,
podrian converger para interconectarse a
escala nanométrica, formando una capa o un
cuimulo liquido en diferentes formas o
regiones celulares (Durand et al. 2020). Esta
teoria se ajusta muy bien a pequefios
organelos como los plastidos y las vesiculas;
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de hecho, estas Ultimas consisten en un
liguido encerrado por una bicapa de
fosfolipidos que tiene una composicién similar
a NaDES, involucrados en el transporte
intercelular de metabolitos secundarios como
alcaloides (Vanda, Verpoorte, and Klinkhamer
2020).

Evidentemente, y dado la elevada
complejidad de los sistemas celulares, la
evidencia obtenida hasta ahora es solo
indirecta, por lo que comprobar que los NaDES
realmente existen en las células resulta
desafiante. Sin embargo, esta teoria ha
abierto una nueva e interesante perspectiva,
que ofrece una explicaciébn atractiva para
algunos fenémenos que ocurren a nivel
celular, que de otro modo seria complicado
de entender.
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