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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion 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 aceptacion para ser publicados.

Los idiomas en los que se puede publicar en la revista son el espanol 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, ul), 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 Biocatdlisis, 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 deberan apegarse al

siguiente formato:

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

y formulas.

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No 2 3



A

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 tamafo 12. Los
nombres de los participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el
autor responsable de la publicacion. En el siguiente renglén con letra italica Arial del
mismo tamafio, se incluira la direccién postal de la institucion de adscripcion 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 afiadir un Resumen de no mas 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 espafnol 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 tamano 10. Después en el siguiente renglén se
iniciara 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
renglon al inicio de una seccidon o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan
escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberan numerarse con arabigos, correlativamente en orden de aparicién
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 ubicacion 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 arabigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluirdn un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser
indicadas con letras minusculas en superindice. La ubicacion de las tablas sera
sefalada en el texto, pero se anexaran en hojas separadas y al igual que las figuras, al

final del manuscrito.

8. Lainformacion dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar
con facilidad a la fuente de informacién 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...”
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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. La lista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de letra del texto principal

(Arial tamafo 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):
e0227177. 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) Induccidn diferencial por pH y temperatura
del complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. Xl

Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. Olll-12.
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Instrucciones para los autores

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

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

Nacional Auténoma 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 divulgacion y difusion de la actividad cientifica y tecnoldgica. En ningun 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 direccion https://smbb.mx/publicaiones/publicacion-de-articulo/. Al
momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal. La direccion
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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Premio Alfredo Sanchez Marroquin 2025
a las mejores tesis en Biotecnologia y Bioingenieria

La Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria A.C. (SMBB), en conjunto
con y Yakult, S.A. de C.V. han establecido este premio desde 1999 para reconocer
a estudiantes sobresalientes que hayan realizado la mejor tesis en las areas de
Biotecnologia y Bioingenieria. Las tesis debieron realizarse y debidamente
registrado en instituciones de Educacion Superior o de investigacion nacionales en
cada una de las categorias para la obtencién del titulo de Licenciatura o de los
grados de Maestro y de Doctor en Biotecnologia y Bioingenieria. En esta ocasion
participaron todos los miembros activos de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia
y Bioingenieria, A. C. (SMBB) cuyas tesis fueron concluidas y cuyo examen de
grado del nivel correspondiente se realizé entre el 1 de marzo de 2023 y el 28 de
febrero de 2025. Los ganadores se comprometieron a la redaccion de un articulo in
extenso con los resultados obtenidos en su tesis. Las tesis ganadoras son:

Maestria

Analisis numérico de puntos de presion en la pisada durante la bipedestacion
y marcha por tiempos prolongados para el disefio de una plantilla
personalizada para impresiéon en 3D

Jesus Alejandro Serrato-Pedrosa, Guillermo Urriolagoitia-Sosa, Beatriz Romero-
Angeles, Francisco Carrasco-Hernandez, Francisco Javier Gallegos-Funes,
Guillermo Manuel Urriolagoitia-Calderén

Escuela Superior de Ingenieria Mecanica y Eléctrica, Seccion de Estudios de
Posgrado e Investigacion, Instituto Politécnico Nacional.

Doctorado

Expresion génica diferencial en Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T
asociada con la produccion de sideréforos relacionados al biocontrol

Valeria Valenzuela Ruiz; Fannie |. Parra Cota; Gustavo Santoyo; Lorena Jacqueline
Gbémez-Godinez; Luis A. Cira Chavez; Sergio de los Santos Villalobos
Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias, Laboratorio de
Biotecnologia del Recurso Microbiano. Instituto Tecnoldgico de Sonora (ITSON).
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Analisis numérico de puntos de presidn en la pisada durante la
bipedestacion y marcha por tiempos prolongados para el diseio
de una plantilla personalizada para impresiéon en 3D

Jesus Alejandro Serrato-Pedrosa*', Guillermo Urriolagoitia-Sosa’, Beatriz Romero-Angeles’,
Francisco Carrasco-Hernandez?, Francisco Javier Gallegos-Funes', Guillermo Manuel Urriolagoitia-
Calderon’

TInstituto Politécnico Nacional, Escuela Superior de Ingenieria Mecanica y Eléctrica, Seccion de
Estudios de Posgrado e Investigacion, Unidad Profesional Adolfo Lépez Mateos, Zacatenco, Edif.
5, 2do Piso, Col. Lindavista, Alcaldia Gustavo A. Madero, C.P. 07320, Ciudad de México, México.

2Universidad Tecnologica de Durango, Departamento Académico de Mecatrénica y Energias

Renovables, Carretera Durango—Mezquital km 4.5 s/n, Gabino Santillan, Durango C.P. 34308,

México.
*alejandroserrato@live.com.mx

Resumen

La distribucion de la presion plantar es un parametro ampliamente reconocido para evaluar la
estructura y el comportamiento biomecanico del pie, al determinar las afecciones
musculoesqueléticas y diagnosticar anomalias en los pies. Los efectos que se producen en el pie al
caminar proporcionan indicadores relevantes para mejorar el rendimiento habitual o las terapias de
rehabilitacion. Por ello, se hace necesaria la incorporacion de herramientas de Ingenieria
computacionales para optimizar los andlisis biomecéanicos de presion plantar. La metodologia
empleada en esta investigacion fue dirigida hacia dos casos de estudio, inicialmente en evaluar
mediante El Método del Elemento Finito (MEF), los puntos de presién en la planta del pie durante la
bipedestacion y las cinco fases de apoyo del ciclo de marcha normal. Posteriormente, se disefié y
analizé numéricamente una plantilla personalizada imprimible en 3D para observar la respuesta
mecanica en las zonas criticas plantares utilizando un dispositivo ortésico personalizado. Los
resultados experimentales validaron la precision del analisis numérico, ya que ambos métodos
exhibieron comportamientos extremadamente cercanos. Al analizar la diferencia de error promedio
entre todas las simulaciones numéricas y el analisis experimental para cada una de las fases para
la presidn maxima, se mantuvo por debajo del 5%. Esta baja discrepancia respalda la validez de las
consideraciones tomadas en el modelo para estudiar la distribucion de presion plantar y su utilidad
en el anadlisis biomecanico del pie. La metodologia aplicada se desacata como una herramienta
complementaria en el asesoramiento clinico existente, permitiendo predecir el comportamiento del
cuerpo para tomar medidas oportunas.

Palabras Claves: Ortesis plantares, presién plantar; andlisis de elementos finitos; imégenes
meédicas; medicina personalizada; baropodometria

Abstract

The distribution of plantar pressure is a widely recognized parameter for evaluating the structure and
biomechanical behavior of the foot, determining musculoskeletal conditions, and diagnosing foot
abnormalities. The effects produced on the foot when walking provide relevant indicators for
improving normal performance or rehabilitation therapies. Therefore, it is necessary to incorporate
computational engineering tools to optimize biomechanical analyses of plantar pressure. The
methodology used in this research focused on two case studies, initially evaluating the pressure
points on the sole of the foot during standing and the five support phases of the normal gait cycle
using the Finite Element Method (FEM). Subsequently, a customized 3D-printable insole was
designed and numerically analyzed to observe the mechanical response in critical plantar areas using
a customized orthotic device. The experimental results validated the accuracy of the numerical
analysis, as both methods exhibited extremely similar behaviors. When analyzing the average error
difference between all numerical simulations and the experimental analysis for each of the phases
for maximum pressure, it remained below 5%. This low discrepancy supports the validity of the
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considerations taken in the model to study plantar pressure distribution and its usefulness in the
biomechanical analysis of the foot. The methodology applied stands out as a complementary tool in
existing clinical assessment, allowing the behavior of the body to be predicted in order to take timely

measures.

Key Words: Foot orthotics, plantar pressure; finite element analysis; medical imaging; personalized

medicine; baropodometry

Introduccion

La constante evolucién tecnolégica ha
permitido brindar soluciones futuristas en
diversos campos de estudio, generando una
transformacién radical en la forma en que se
abordan temas relacionados con la salud.
Esta convergencia colaborativa combina los
principios de la Ingenieria con los
conocimientos médicos para desarrollar
soluciones innovadoras que mejoren la salud
y el bienestar de las personas, donde se ha
propiciado un gran auge en la
multidisciplinariedad de nuevas ramas de
investigacion como lo es la Biomecanica,
Biomedicina, Biotecnologia, entre otras(Song
et al., 2022). Concretamente, la Biomecanica
es una disciplina que combina la Ingenieria
con la Biologia, se encarga de estudiar los
principios  fisicos que  explican el
comportamiento de los sistemas biolégicos
bajo diferentes situaciones(Roupa et al.,
2022). Dentro de esta emergente disciplina,
se extiende una subrama de estudio como lo
es el modelado computacional; esta surge
como una herramienta fundamental para
analizar y comprender la complejidad de los
organismos vivos(Zabala-Travers, 2021).

Por medio de la creacion de elementos
biolégicos tridimensionales, es posible replicar
y predecir el comportamiento mecanico de
estructuras como  huesos, musculos,
articulaciones 'y en general tejidos
organicos(Filardi, 2018). Estos modelos
permiten explorar una amplia gama de
fenomenos, desde la locomocion humana
hasta la prueba y desarrollo de nuevos
biomateriales(Kermen & Mohammadi, 2021).
Habiendo mencionado la relevancia de
estudiar al cuerpo humano desde
perspectivas de ciencias en conjunto, la
comprensiéon de la pisada es un proceso
biomecanico complejo que involucra evaluar
su impacto en el cuerpo y en el
equilibrio(McKeon et al.,, 2015). La
construccion de modelos representando los
tejidos biologicos (biomodelos) en conjunto
con el enfoque de Ingenieria Mecanica, aporta
herramientas y técnicas para el desarrollo de

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.2

modelos que representen los tejidos
biolégicos (biomodelos), de forma precisa y
eficiente(Requena-Pérez et al., 2024; Zabala-
Travers, 2021). De esta manera, por medio de
la utilizacién del Método del Elemento Finito
se analizan los efectos producidos en el pie
durante diferentes actividades. Por lo tanto,
este enfoque integral busca profundizar la
comprension de los puntos de presion vy
orientar hacia un asesoramiento clinico
personalizado(Serrato-Pedrosa, Urriolagoitia-
Sosa, Romero-Angeles, Carrasco-
Hernandez, et al., 2024; Serrato-Pedrosa,
Urriolagoitia-Sosa, Romero-Angeles,
Urriolagoitia-Calderodn, et al., 2024).

El presente trabajo se enfoca en mejorar el
disefio de plantillas ortopédicas
personalizadas al analizar el comportamiento
biomecanico del pie al mantener la posicién
natural mas basica, la bipedestacion. Se
busca obtener los puntos de presion de la
zona plantar y disefar una plantilla imprimible
personalizada para la redistribucion de
presiéon. Ademas, se pretende estudiar los
musculos intrinsecos del pie, el
comportamiento de la piel bajo presion y el
efecto de usar un elemento ortopédico de
contacto total en el pie.

Igualmente, los analisis numéricos no solo se
centran en analizar la bipedestacion, sino que
también en analizar cuasi estaticamente las
fases de apoyo del pie al ejercer el ciclo de
marcha normal. El biomodelo generado en 3D
permite capturar de manera compleja
morfologia de pie, lo que brinda la capacidad
de analisis detallados y perspectivas que no
son facilmente alcanzables con
representaciones tradicionales. Continuando
con el propdsito principal, esta investigacion
pretende proveer informacion confiable y a la
vanguardia del comportamiento biomecanico
en la region plantar al utilizar dispositivos
ortopédicos, ya que los métodos
experimentales a menudo no proporcionan
datos suficientes para un diagnéstico preciso
de la funcién del pie.



Articulos

Materiales y Métodos
La metodologia se realizé en cuatro etapas
que se desglosan de la siguiente manera.

a) Construccién del biomodelo

El modelo bioldgico en 3D del pie se desarrolld
en un varén mexicano adulto de 30 afos de
edad que presentaba un estado de salud
normal a través de una Tomografia
Computarizada (TC). Ademas, el paciente
presentaba un indice de masa corporal y una
morfologia del pie estandar. Posteriormente,
se llevo a cabo la adquisicién de imagenes,
visualizacion y segmentacién de los datos
DICOM para la construccion del modelo
mediante el programa Simpleware ScanlP®.
La interfaz del programa médico permite la
segmentacién de cada corte del miembro a
reconstruir en los 3 planos previamente
mencionados. Basado en el estandar de
reconocimiento de la atenuacién de los rayos
X, Hounsfield (UH), lo que permite visualizar
los tonos de los pixeles que componen los
distintos tejidos del modelo a recrear y siendo
mas visibles aquellos elementos bioldgicos
que cuenten con densidades altas(Schreiber
et al., 2011). Al identificar los elementos a
reconstruir en el modelo, se divide a cada uno
de los tejidos en segmentos que mantienen
tonos similares en la escala de Hounsfield
mediante el uso del comando threshold
(umbral). El cual, delimita el perimetro de los
valores que le dan el contorno al tejido. Este
es agrupado en un conjunto que el programa
médico conoce como mascara. El nimero de
mascaras dependera de la cantidad de tejidos
a modelar. El proceso de segmentacion se
centrd principalmente en la reconstruccion de
dos estructuras criticas de los tejidos blandos,
la musculatura intrinseca del pie y la piel, y en
la comprension profunda del analisis
biomecanico de los puntos de presion en la
superficie plantar. Existen 22 musculos
intrinsecos distribuidos en 4 capas o
volumenes diferentes en una concentracion
de diversos tejidos, principalmente tejido
adiposo. Los musculos intrinsecos
proporcionan soporte y estabilidad en el pie,
en contraste con los musculos extrinsecos
responsables del movimiento y las fuerzas en
el pie(Jastifer, 2023). Por lo tanto, se decidio
representarlos como un cuerpo soélido
encapsulado del total de los musculos. Una
vez realizado adecuadamente este proceso,
se aplico al modelo bioldgico la solidificacion y
el suavizado de los elementos creados para
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optimizar su compleja geometria. Se generé
un remallado en el biomodelo, dando como
resultado una estructura de malla
computacionalmente  eficiente 'y mas
adecuada para su posterior discretizacion.
Todos los procedimientos computacionales se
llevaron a cabo con el software Materialise 3-
Matic®.
b) Analisis numéricos del biomodelo

El desarrollo de las simulaciones numéricas
corresponde a los distintos pasos empleados
en la etapa de preprocesamiento de los
programas computacionales de elementos
finitos, donde destacan la asignacion de
propiedades mecanicas, condiciones de
frontera y proceso de discretizado. Por lo
tanto, la asignacion de propiedades
mecanicas al modelo se corresponde con las
encontradas en la literatura biomecanica por
Luboz y Nafiseh para el tejido muscular
encapsulado y las propiedades mecanicas de
la piel(Luboz et al., 2015). Ademas, las
fuerzas de reaccion del suelo en la region
plantar se produjeron empleando una placa
rigida mediante desplazamientos como
agente externo(Su et al., 2017). Se realizaron
6 distintos casos de analisis en el biomodelo,
como lo fueron estado de bipedestacion y las
5 fases de apoyo del ciclo de marcha
(Contacto inicial, Respuesta a la carga, Apoyo
medio, Apoyo final y Prebalanceo). La
aplicacién del agente externo recae en la
placa que realiza un desplazamiento vertical
de 5 mm penetrando la superficie plantar del
modelo para producir cargas verticales, ya
que el peso de la persona analizada es de 80
kg(Smith et al., 2019). Este produce una
fuerza de 400 N en cada pie, existiendo una
relacion de acuerdo a bases
experimentales(Parker et al., 2015). Por otro
lado, para simular las fuerzas de reaccién del
suelo para las fases de apoyo y de acuerdo
con la literatura médica-experimental, se tiene
registro que entre 1-2 mm de desplazamiento
adicional se genera en la piel del pie de
acuerdo al grado de dorsiflexion y plantar
flexion(Kharazi et al., 2021). Por otro lado, en
otra investigacion se demuestra un
desplazamiento similar de 1-3 mm en el
antepié en la dorsiflexion de los dedos durante
la fase de prebalanceo(Bojsen-Mgller &
Lamoreux, 1979). Incluso en diferentes
investigaciones se emplean rangos entre 6-10
mm como elemento de indentacién en la parte
del antepié para evaluar la respuesta del talén
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y de entre 10-14 mm(Chokhandre et al.,
2012). Mediante el uso de ultrasonidos y
ecografias, se aprecia un estiramiento en la
piel de la planta del pie de hasta 10 mm en las
zonas de contacto del pie con el suelo durante
la marcha(Strzalkowski et al., 2015). Por lo
tanto, de acuerdo a estas consideraciones en
la literatura experimental, se aplicaron
desplazamientos verticales entre 5.5-8.5 mm
para las respectivas fases de apoyo. De esta
manera se aplicaron las condiciones de
frontera correspondientes para replicar estas
situaciones en el pie modelado. Para lograr
una alta fidelidad en los resultados, se empled
la discretizacion del modelo de elementos
finitos con elementos soélidos 3D de alto orden
con 20 nodos por elemento. El analisis abarca
tres regiones distintas: piel, masa muscular
encapsulada y la placa. Utilizando un
discretizado fino-adaptivo en las zonas de
interés y semicontrolado, se gener6 un total
de 371.120 elementos y 196.576 nodos. Los
tejidos  blandos tienen caracteristicas
extremadamente complejas de caracterizar, al
ser estructuras multicapa reforzadas con
colageno y con un comportamiento no lineal y
anisotrépicos. Ademas de ser considerados
como materiales hiperelasticos y
viscoelasticos. Puntualmente, para este
estudio las caracteristicas de la piel y el
musculo fueron simplificadas y consideradas
con un comportamiento lineal-elastico,
continuo, homogéneo e isotrépico. Asimismo,
tomando los valores aportados en la literatura
de los modelos biomecanicos del pie por
Luboz(Luboz et al., 2015).

c) Validacion numérico-experimental

(Estudio de Baropodometria)

Se realizé un estudio baropodométrico para
validar la fiabilidad de las hipdtesis y la
biofidelidad del modelo. En el presente
estudio se utilizé el software FreeSTEP® y el
baropodémetro Professional 180 cm x 50 cm
Platform para cuantificar los puntos de presion
durante un analisis estatico y del ciclo de
marcha. utiliza sensores resistivos,
conductores de oro de 24 K con revestimiento
de aislante que alcanzan hasta 500 Hz de
frecuencia, adquiriendo 3 huellas por paso
completo que profundizan la informacion
obtenida sobre los efectos de las fuerzas de
reaccion del suelo. La alta adquisicion de
datos permite conseguir alrededor de 400
fotogramas por segundo de acuerdo al ritmo o
velocidad con la que se realice el estudio,
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donde el pie es seccionado en 8 regiones
anatomicas, separando principalmente al
retropié, mediopié y antepié. Utilizando los
valores y secciones proporcionados por el
programa, se compararon los resultados
experimentales obtenidos con las
predicciones del modelo numérico resueltas
mediante el MEF.
d) Disefo y simulacién del
comportamiento con plantilla
personalizada

Se revisaron diversas metodologias para el
disefio de plantilla especifico para el
biomodelo utilizado en el analisis de presion
plantar(Anggoro et al., 2021; Cheng et al.,
2021; Danko et al., 2023; Li et al., 2020).
Teniendo como principal elemento el modelo
tridimensional del pie derecho del paciente, se
utilizd una combinacion de procedimientos
tradicionales y tecnolégicos para cumplir con
los criterios de personalizacidon necesarios en
el proceso de disefio, para la construccion de
una ortesis plantar de contacto total no
correctiva que orille al desempefio 6ptimo del
pie. El modelo bioldgico del pie se coloco justo
encima de la plantilla, utilizando operaciones
booleanas y trabajando con superficies para
crear una plantilla personalizada basada en
disefios paramétricos establecidos por
herramientas computarizadas especializadas
en el disefio de plantillas(Hu et al., 2021;
Jonnala & Kumar, 2023; Zufiga et al., 2022).
El uso y modelado de superficies para el
disefio de la plantilla permitié suavizar ciertas
regiones y ajustar la ortesis a la morfologia del
pie, principalmente la zona del soporte para el
arco medial, altura de la cufa lateral y medial,
la region metatarsal y la parte de la talonera.
Se empledé una plantilla de contacto total
personalizada y disefiada en 3D a la que se le
asignaron propiedades de Poliuretano
Termoplastico (TPU) para analizar el
comportamiento biomecanico y los efectos de
atenuacién de los puntos de contacto de
presiéon plantar maxima dentro de un calzado
ortopédico especifico para un paciente bajo
una posicidn anatémica y unos principios
mecanicos idénticos, simulando los 6 casos
previos. Esta inclusion refleja la practica
habitual de los dispositivos ortopédicos, en los
que las propiedades amortiguadoras de la
plantilla absorben una parte significativa de
las fuerzas de reaccion del suelo(Van Alsenoy
et al., 2023). La base médica de los estudios
sobre la region plantar demuestra que las
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plantilas  modeladas  paramétricamente
influyen de forma demostrable en el
comportamiento biomecanico 6ptimo(Xie et
al.,, 2021; Zolfagharian et al., 2021). La
seleccion del TPU como material para la
plantilla se consideré tras analizar diversas
investigaciones que  destacaban  sus
caracteristicas ventajosas, como los efectos
de amortiguacion que favorecen la
redistribucién de puntos de sobrecarga,
resistencia a la compresién y alivio de
malestares(Rodriguez-Parada et al., 2021;
Rohm & Manas-Zloczower, 2023). Asimismo,
por su capacidad de ser utilizada en la
manufactura aditiva(Li et al., 2020), ofreciendo
soluciones impresas en 3D rentables vy
personalizables. En la Figura 1 se aprecian las
medidas de los parametros mas importantes

de la ortesis plantar como lo son la longitud
total, longitud interior, longitud exterior, ancho
interior, ancho exterior, radio de la talonera
(zona del talén), radio del hallux (dedo gordo),
espesor general y espesor de la talonera. El
espesor de la plantilla es de 3 mm, este es el
grosor habitual en los dispositivos de soporte
plantar para actividades comunes de bajo
impacto (Mendes et al., 2020). Igualmente, el
espesor no es un factor crucial al utilizar TPU,
ya que resistencia es proporcional al
parametro del relleno durante la impresion,
independientemente del grosor de la plantilla,
por lo que el porcentaje de infill es realmente
el factor determinante cuando se genera un
producto de este material con manufactura
aditiva(Lee et al., 2019).
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Figura 1. Medidas paramétricas del disefio de la plantilla personalizada

Resultados y discusion

Resultados analisis numéricos del biomodelo
en bipedestacion y fases de apoyo

La convergencia de las ecuaciones del
analisis numérico permitié la obtencion de
resultados predictivos precisos de la presion;
previamente se empled la teoria falla de von
Mises, esfuerzos principales maximos y
minimos debido a su capacidad para
proporcionar valiosos datos de estimacion en
el comportamiento biomecéanico de la planta
del pie, ya que estas teorias analizan
diferentes tipos de esfuerzos en todos los ejes
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y planos. Por lo tanto, es ideal para evaluar las
propiedades ductiles del biomodelo y las
complejas condiciones de la regién plantar
bajo el ciclo de la marcha. Los resultados de
los analisis numéricos mostraron que los
valores mas altos de presion plantar
distribuida se encuentran alrededor de 0.050-
0.063 MPa (variando de tension a compresion
segun la teoria de falla analizada) en el
modelo muscular (Figura 2). Por otro lado, el
estudio baropodométrico arrojé un valor
presion maxima de 0.0686 MPa (presién dado
por la plataforma 700 gr/cm?). Con lo que, las
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teorias mostraron un comportamiento
bastante similar con respecto al analisis
experimental, a pesar de los diferentes
criterios empleados (unicamente esfuerzos
nominales y combinacién con esfuerzos
cortantes). La estrecha similitud entre los
valores obtenidos del analisis experimental y
numérico, particularmente con el modelo de
Perrier, indic6 con mayor precisién la
prediccién en la distribucién de presion plantar
maxima y media (Figura 3). Esta validacién
respalda la confiabilidad del modelo para
estudiar la distribucion de presion plantar y su
impacto en la Biomecanica del pie durante la
bipedestacion. Por otro lado, los resultados de
los analisis de las distintas fases de apoyo del
ciclo de marcha indican que, la fase mas
critica se presenta durante el prebalaneo

0.1222 (MPa) @

0.0943
0.0658
0.0376
0.0095

-0.0186
-0.0468
-0.075

-0.1031
' .0.1313

L
i

donde los campos de esfuerzos mas elevados
se distribuyen en la zona superior de la
primera cabeza metatarsal y el hallux, donde
se genera una distribucién de esfuerzos en
forma de anillo; esta manera en que la zona
plantar se comporta debe interpretarse
considerando las limitaciones del modelo,
particularmente el uso exclusivo de tejidos
blandos. La mayoria de los analisis revelaron
una distribucién de esfuerzos uniforme,
representada por tonos verdes en la escala de
colores, con valores entre 0.055 y 0.08 MPa,
lo que igualmente coincide con la presion
promedio general. Esta observacion se
corrobora con el resultado del estudio
baropodomeétrico, que registré un valor de 787
gr/cm? (equivalente a 0.0771 MPa) (Figura 4).
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Figura 2. Evaluacién numérica en bipedestacion. (a) Esfuerzos principales maximos. (b) Esfuerzos principales minimos
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Resultados  de validacion ~ numérico-
experimental

Para el proceso de validacioén, se compararon
los resultados numéricos y los valores
maximos de presion plantar en cada una de
las cinco fases de apoyo con los adquiridos en
el estudio baropodométrico de la marcha y el
anadlisis estatico. La comparacion entre los

resultados experimentales y numéricos en el
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analisis  estatico demostr6 que las
propiedades de Luboz eran mas acercadas
con la prueba de baropodometria; por lo tanto,
esta fue usada en la corroboracioén del ciclo de
marcha. En la Figura 5 y 6, se realizé6 una
comparacion entre los resultados
experimentales y numéricos de la presion
plantar maxima.
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Figura 5. Comparacion de resultados experimentales y numéricos en primeras fases del ciclo de marcha. a) Fase de contacto
inicial. b) Fase de respuesta a la carga. c) Fase de apoyo medio. Imagen tomada de(Serrato-Pedrosa, Urriolagoitia-Sosa,

Romero-Angeles, Carrasco-Hernandez, et al., 2024)
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Figura 6. Comparacion de resultados experimentales y numéricos en fases finales del ciclo de marcha. a) Fase de apoyo
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Hernandez, et al., 2024)
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Resultados del comportamiento con plantilla
personalizada

Los analisis numéricos del modelo durante las
fases de apoyo del ciclo de la marcha
respaldan la seleccion del material y el disefio
paramétrico de la plantilla, lo que permite
atenuar considerablemente los picos de
presion plantar, especialmente en fases de
apoyo criticas como el contacto inicial y el
prebalanceo. En lo que respecta al analisis
con plantilla del contacto inicial, con la
implementacion de la plantilla los esfuerzos
son ampliamente distribuidos en el retropié;
minimizando el punto donde se concentran los
esfuerzos, disminuyendo el valor maximo de
0.1334 MPa a 0.0529 MPa. Asimismo, se
gener6 un efecto similar en la fase de
respuesta a la carga, donde los esfuerzos son
redistribuidos en la parte central y no
concentrandose alrededor; lo que atenua el
valor de presion plantar maximo. A diferencia
de la bipedestacion, en la fase de apoyo
medio, al no mantener contacto con toda la
planta del pie y preferentemente en contacto
con la primera cabeza metatarsal del antepié
y el retropié (lo que representa una fase mas
critica), la presién maxima disminuye. De esta
manera, el efecto generado con la platilla se
disipa en su mayoria, teniendo un
comportamiento adecuado de concentrarse
en la parte superior de la primera cabeza
metatarsal cuando se desempefia la marcha
normal. Para las fases finales de apoyo, en el
apoyo final el espectro generado se asemeja
al generado sin plantilla; sin embargo, los
esfuerzos son reducidos sobre todo en la
parte central del antepié y disminuyen las
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concentraciones en la parte inferior de la parte
medial del antepié. Finalmente, para la fase
del prebalanceo la aplicacién de la plantilla
permitié que una amortiguacion en el antepié,
disminuyendo los esfuerzos especificamente
en la punta del dedo gordo, para redistribuir
mayormente en la parte central inferior del
hallaux. Asimismo, el punto de presiéon
maximo fue aminorado a un pequefno punto,
bajando de 0.2729 MPa a 0.1874 MPa. De
esta manera en la Figura 7 se muestran los
resultados de la presion plantar utilizando la
plantilla especifica para el paciente simulando
las cinco fases de apoyo. Estos resultados
permiten visualizar la redistribucién de la
presion en la planta del pie.

Los diferentes analisis numéricos mostraron el
comportamiento de la planta del pie bajo
diferentes condiciones, especificamente al
mantener bipedestacién y durante las fases
de apoyo del ciclo de marcha. En donde se
presenta el espectro de distribucién de
presion plantar y los puntos maximos de
presion. Los resultados obtenidos respaldan
la utilidad del analisis numérico en el estudio
de los tejidos blandos de pie. Finalmente, los
métodos presentados en esta investigacion
abordan con éxito las necesidades
especificas que cada paciente requiere en
relacién con la prescripcion ortésica, desde la
reconstruccion morfoldgica del pie hasta la
aplicacién de simulaciones numéricas que
analizan la precisién del disefio de la plantilla
y las propiedades de amortiguacion asignadas
para redistribuir adecuadamente los puntos de
presidén excesiva.
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Figura 7. Esfuerzo de von Mises en la region plantar de la plantilla disefiada para todas las fases de apoyo. a) Fase de
contacto inicial. b) Fase de respuesta a la carga. c) Fase de apoyo medio. d) Fase de apoyo final. e) Fase de prebalanceo.
Imagen tomada de(Serrato-Pedrosa, Urriolagoitia-Sosa, Romero-Angeles, Carrasco-Hernandez, et al., 2024)
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Conclusiones

Conclusiones Los resultados y observaciones
del presente trabajo de investigacion
demostraron que la reconstruccion de
modelos biologicos tridimensionales en
combinacién con simulaciones numéricas se
posiciona como una metodologia de
asistencia a corto plazo para procedimientos
médicos tales como la planificacién quirurgica,
prescripcion de dispositivos ortopédicos,
terapias de rehabilitacién y el desarrollo de
principios biomecanicos mas sélidos para la
educacion. Las técnicas emergentes para
disefiar y desarrollar ortesis planares
personalizadas de alto calidad se enfocan en
materiales imprimibles en 3D, los cuales
suelen ser evaluados numéricamente antes
de su impresion y uso posterior. De igual
manera, el uso de tecnologias de impresion
3D ha sido cada vez mas reconocido como un
estandar para el disefo y la reconstruccion de
Ortesis debido a su desempefio 6ptimo. El
empleo de estos procedimientos tecnolégicos
resulta ventajoso por su eficiencia temporal y
asequibilidad en comparacion con los
procedimientos tradicionales. EIl MEF se ha
consolidado como una herramienta poderosa
para evaluar el comportamiento de los tejidos
bioldgicos, ofreciendo informaciéon valiosa
para comprender su complejidad. Esta técnica
de ingenieria numérica tiene el potencial de
generar un impacto aun mayor en el campo
médico. Cabe destacar que la aplicacién de
este método requiere un sdlido conocimiento
de mecanica, conocimientos en la
segmentacion del modelo y un equipo
computacional potente. El andlisis numérico
puede aplicarse a diversos enfoques y, junto
con la supervision médica, puede impulsar
técnicas mas sofisticadas para evaluar la
complejidad del cuerpo humano. Es
importante mencionar que el analisis
numeérico no reemplaza las pruebas
experimentales, sino que se destaca como
una metodologia complementaria para los
procedimientos médicos existentes.
Permitiendo predecir el comportamiento del
cuerpo para tomar medidas oportunas. Por lo
tanto, los métodos aplicados en este trabajo
tienen el potencial de transformar los
procedimientos de personalizacion
tradicionales en el campo médico, con la
intencion de crear dispositivos protésicos y
ortésicos especificos al usurario. En
consecuencia, todos los métodos descritos en
la presente tesis se alinean con los avances
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recientes en la Biomecanica del pie, cuyo
objetivo es revolucionar la industria del
calzado y la Ortopedia de miembros inferiores,
contribuyendo a la mejora de los tratamientos
de rehabilitacién y la calidad de vida de las
personas a través de Ortesis plantares
enfocadas en satisfacer las necesidades
individuales especificas.
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Resumen

La busqueda de alternativas sostenibles para el manejo de enfermedades en cultivos basicos como
el trigo ha impulsado el estudio de microorganismos con potencial de biocontrol. En este contexto,
Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T destaca por su capacidad para sintetizar metabolitos
bioactivos, entre ellos sideréforos con alta afinidad por el hierro, como la bacillibactina. El objetivo de
este estudio fue caracterizar la regulacion transcripcional de los genes asociados a la biosintesis de
sideroforos a lo largo de diferentes fases de crecimiento. Los analisis de mineria genémica mediante
KEGG y antiSMASH confirmaron la presencia de un clister génico completo de tipo dhbA, dhbC y
dhbF, mientras que el analisis transcriptémico evidencié una sobreexpresion significativa (log,FC >
2.0; FDR < 0.05) de genes para la produccion de sideroforos durante las fases de adaptacion y
estacionaria en comparacién con la fase exponencial. Esta sobreexpresion se asocia a la
desrepresion mediada por el regulador Fur bajo condiciones de baja biodisponibilidad de hierro en
el medio LB. La activacién del gen besA, involucrado en la aceleracion de la esporulacion mediada
por bacillibactina, sugiere una interrelacion entre la adquisicion de hierro y la diferenciacion celular.
Desde una perspectiva ecoldgica, la expresion sostenida de sideréforos podria contribuir a la
inhibicion de fitopatégenos dependientes de hierro mediante competencia férrica. En conjunto, estos
resultados sustentan el doble papel de la bacillibactina en la adaptacion metabdlica y el biocontrol,
consolidando a Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T como un prometedor agente
biotecnoldgico.

Palabras Claves: Sideroforos, Biocontrol, Transcriptoma, Bacillus

Abstract

The growing need for sustainable agricultural practices has intensified research on microbial
biocontrol agents capable of mitigating phytopathogenic diseases in staple crops such as wheat. In
this context, Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T has emerged as a promising biocontrol strain
due to its ability to synthesize bioactive metabolites, including siderophores with high iron-chelating
capacity. This study aimed to elucidate the transcriptional regulation of siderophore biosynthesis
pathways, particularly bacillibactin, across different growth phases of TE3T. Genomic mining using
KEGG and antiSMASH confirmed the presence of a complete dhbA, dhbC and dhbF gene cluster.
Transcriptomic analysis revealed significant overexpression (log,FC > 2.0, FDR < 0.05) of
siderophore-related genes during the adaptation and stationary phases compared to the exponential
phase. This overexpression is consistent with Fur-mediated derepression under conditions of limited
iron bioavailability in LB medium, suggesting an adaptive response for maintaining iron homeostasis
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and ecological competitiveness. Moreover, the upregulation of besA, a gene required for bacillibactin-
mediated acceleration of sporulation, indicates a potential link between siderophore synthesis and
cell differentiation. From an ecological perspective, the sustained expression of siderophore genes
likely contributes to the inhibition of phytopathogens through competitive iron sequestration and the
modulation of rhizospheric interactions. Collectively, these findings provide molecular evidence
supporting the dual role of bacillibactin in metabolic adaptation and biocontrol, reinforcing the potential
of Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T as a biological control agent.

Key Words: Siderophores, Biocontrol, Transcriptome, Bacillus

Introduccién

El crecimiento de la poblacién mundial, que se
proyecta alcanzara los 9.7 mil millones de
personas para 2050 (United Nations, 2024),
ejerce una presién creciente sobre los
sistemas agricolas para garantizar la
seguridad alimentaria global (FAO, 2020).
Con el crecimiento proyectado de la poblacion
mundial, se estima que la demanda de
alimentos se duplicara para el afio 2050 en
comparacién con los niveles actuales (Pérez
Vazquez et al., 2018). Este escenario ha
impulsado la evolucién de los sistemas de
producciéon agricola hacia la adopcion de
variedades mas productivas y resilientes,
cultivadas bajo préacticas agricolas intensivas,
con el doble objetivo de sostener el
rendimiento y preservar la calidad nutricional
(Lenaerts et al.,, 2019; Pretty & Bharucha,
2014).

En este contexto, los cereales desempefian
un papel estratégico, ya que constituyen la
base de la dieta mundial y aportan mas del
50% de la energia caldrica consumida por la
humanidad (das Gragas Costa & de Souza,
2023). Entre ellos, el trigo se distingue como
una fuente esencial de carbohidratos,
proteinas, vitaminas, minerales, fibra dietética
y diversos fitoquimicos que contribuyen de
manera significativa a la nutricion humana.
Aportando cerca del 20% de las calorias y
proteinas consumidas por la poblacién
mundial (FAO, 2022), pero al mismo tiempo es
uno de los cultivos mas vulnerables a los
efectos del cambio climatico (Asseng et al.,
2015; Pequeno et al., 2024). El incremento de
las temperaturas y la variabilidad en los
patrones de precipitacién no solo reducen su
rendimiento, con pérdidas estimadas de hasta
un 6% por cada grado Celsius de aumento en
la temperatura global, donde a la vez se
proyecta un incremento en la incidencia y
propagacion de enfermedades fungicas vy
bacterianas que amenazan su productividad
(Zhao et al., 2017).
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Entre las enfermedades mas comunes en
trigo destacan la roya de la hoja (Puccinia
triticina), la roya amarilla (P. striiformis), la
roya del tallo (P. graminis), la mancha foliar
causada por Bipolaris sorokiniana, la
septoriosis (Zymoseptoria tritici) y la fusariosis
de la espiga (Fusarium graminearum), que en
conjunto  ocasionan pérdidas anuales
estimadas del 15 a 20% de la produccion
mundial (FAO, 2021,Figueroa et al., 2018;
Villa-Rodriguez et al., 2016). Estas cifras
representan no solo un riesgo econdémico,
sino también una amenaza directa a la
seguridad alimentaria, particularmente en
regiones altamente dependientes del trigo.

Ante este panorama, el biocontrol microbiano
se plantea como una estrategia sostenible y
eficaz frente al uso excesivo de fungicidas
sintéticos. Entre los microorganismos mas
estudiados, las especies del género Bacillus
han demostrado una notable versatilidad
como agentes de biocontrol, gracias a su
capacidad de formar endosporas resistentes,
colonizar eficientemente la rizosfera vy
sintetizar una amplia gama de metabolitos
bioactivos (Khan et al., 2022).

Un mecanismo clave es la producciéon de
sider6foros (Dunyashev et al., 2021; Khan et
al., 2022). Estos son metabolitos secundarios
de bajo peso molecular que actian como
agentes quelantes de hierro, un
micronutriente esencial pero generalmente
limitado en los suelos debido a su baja
solubilidad en condiciones aerdbicas y a pH
neutro o alcalino (Timofeeva et al., 2022). En
tales ambientes, el hierro se encuentra
predominantemente en forma de Fe**
insoluble, lo que lo hace poco accesible para
la mayoria de los organismos (Timofeeva et
al., 2022). Bacillus sintetiza sider6foros como
la bacillibactina, que poseen grupos catecol o
hidroxamato con alta afinidad por el Fe®*,
formando complejos solubles que son
transportados activamente hacia el interior de
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la célula bacteriana mediante receptores de
membrana especificos dependientes de
transportadores ABC (Khan et al., 2022). Este
mecanismo no solo asegura la supervivencia
y el crecimiento de la bacteria en ambientes
pobres en hierro, sino que también restringe la
disponibilidad de este nutriente critico para los
fitopatébgenos presentes en la rizosfera
(Vishwakarma et al., 2024). La competencia
por hierro es, por tanto, un mecanismo
indirecto de biocontrol, al limitar Ia
proliferacion de hongos y bacterias patdogenas
que requieren hierro para procesos
fundamentales como la respiracion, la sintesis
de ADN vy la produccion de toxinas (Villarreal-
Delgado et al., 2018). Adicionalmente, se ha
reportado que los sideréforos de Bacillus
pueden inducir respuestas defensivas en las
plantas, actuando como sefiales moleculares
que estimulan la resistencia sistémica
inducida (ISR), lo que amplifica su efecto
protector contra una amplia gama de
patégenos (Parra-Cota et al., 2024). Su accion
no solo limita la disponibilidad de este
micronutriente esencial para los patégenos,
reduciendo asi su crecimiento, sino que
también fortalece la competitividad de Bacillus
en ambientes rizosféricos pobres en hierro
(Villarreal-Delgado et al., 2018). Ademas,
estudios recientes han mostrado que la
produccion de sideréforos puede incrementar
la supresiéon de enfermedades de suelo hasta
en un 40% (Shao et al., 2024), subrayando su
importancia en el biocontrol.

En este contexto, analizar la expresion génica
diferencial en Bacillus cabrialesii subsp.
cabrialesii TE3T ofrece la oportunidad de
comprender con mayor profundidad los
mecanismos moleculares que sustentan la
produccién de metabolitos bioactivos y su
potencial aplicacion.

Materiales y métodos

Cepas microbianas y condiciones de cultivo
Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T fue
obtenida de la coleccion de cultivos
COLMENA (de los Santos Villalobos et al.,
2019; de los Santos-Villalobos et al., 2021). La
cepa TE3T se cultivd en caldo nutritivo a 32 °C
durante 24h (1x10°UFCmL™) para la
extraccion de ADN mediante el método de
fenol-cloroformo (Valenzuela-Aragén et al.,
2019).

Mineria genémica
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Utilizando el genoma completo de Bacillus
cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T (nUmero de
acceso GenBank: GCA 004124315.2)
(Valenzuela Ruiz et al., 2023) se realiz6 una
mineria gendmica utilizando la plataforma
KEGG Automatic Annotation Server (KAAS)
(Moriya et al., 2007) con el objetivo de
identificar y anotar genes asociados a rutas
metabdlicas involucradas en la biosintesis de
sider6foros. EI genoma se sometid a un
analisis de anotacion funcional mediante el
método  bi-directional best hit (BBH),
empleando como referencia organismos del
género Bacillus disponibles en la base de
datos KEGG.

Extraccion y secuenciacion de ARN

La cepa TE3T se cultivd en medio LB a 28 °C
y se tomaron muestras a las 6, 12 y 18 h para
la extraccion de ARN. Las células se lisaron
con lisozima y reactivo TRI, seguidas de una
extraccion con cloroformo, precipitacion con
isopropanol y tratamiento con DNasa (Villa-
Rodriguez et al., 2018). La integridad del ARN
se confirmé mediante Bioanalyzer. Las
bibliotecas se prepararon con el kit TruSeq
Stranded mRNA (tras la eliminacion de rRNA)
y se secuenciaron en un lllumina NextSeq 500
(2 x 150 bp).

Procesamiento y analisis de datos
transcriptémicos

Las lecturas crudas fueron filtradas por
calidad con Trimmomatic v0.32 (Bolger et al.,
2014) y alineadas al genoma de TE3T
(GenBank: CP096889.1) utilizando Bowtie2
(Langmead &  Salzberg, 2012). La
cuantificacion de lecturas se realizd con
FeatureCounts (Liao et al., 2014). El analisis
de expresion diferencial se llevé a cabo con
EdgeR v3.24.1 (FDR < 0.05, |log,FC| = 1.5)
(Robinson et al., 2009).

Anotacion funcional y analisis de redes

Los genes diferencialmente expresados
(DEGs, por sus siglas en inglés) se anotaron
con RAST (Brettin et al, 2015). Sus
posiciones genomicas se reordenaron con
Mauve (Rissman et al., 2009)y las secuencias
se analizaron en busca de BGCs relacionados
con el biocontrol utilizando antiSMASH v7.1.0
(Blin et al., 2025). Las secuencias proteicas
asociadas se visualizaron con STRING v11
(Szklarczyk et al., 2019) y Cytoscape v3.10.2
(Shannon et al., 2003).
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Resultados y discusion

El ensamble y mineria genémica de Bacillus
cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T (Valenzuela
Ruiz et al.,, 2023) revel6 la presencia de
diversos genes relacionados a biocontrol,

especificamente aquellos relacionados con la
biosintesis de sideréforos, que incluyen las
rutas metabdlicas completas para la
produccion de enterochelina y bacillibactina
(Figura 1).
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Figura 1. Rutas metabdlicas implicadas en la biosintesis de sideréforos tipo péptidos no ribosomales en Bacillus cabrialesii
subsp. cabrialesii TE3T. El mapa fue generado mediante el KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) dentro de la base de
datos KEGG Pathway, mostrando las enzimas anotadas asociadas con la sintesis de sideréforos del grupo de péptidos no
ribosomales. Los recuadros verdes indican los genes identificados en el genoma analizado.

Para poder complementar estos hallazgos, a
través de antiSMASH v7.1.0 se identifico el
cluster de genes para la produccién de
bacillibactina con un 100% de similitud de
confianza a nivel genoémico. En contraste, el
analisis de genes diferencialmente
expresados (DEGs) (FDR < 0.05, |log,FC| =
1.5) entre la fase exponencial y la fase de
adaptacién (control) revel6 la presencia del
100% de los genes necesarios para la
produccién de bacillibactina (Figura 2a). De
manera similar, en la fase estacionaria con
respecto a la de adaptacion se identifico el
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85% de los genes regulados (Figura 2b). De
estos, el 73% se encontro reprimido (incluidos
los genes core) en la fase exponencial
comparada con la de adaptacibn como
control, lo que sugiere una sobreexpresion en
la fase de adaptaciéon. Por otro lado, en la
comparacion entre la fase estacionaria y la de
adaptacion como control, el 51% de los genes
se hallé reprimido, aunque los genes core se
encontraron sobreexpresados (log,FC 2.2 y
2.4), lo que indicaria una sobre expresion en
la fase estacionaria.
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Figura 2. a) Red de interacciéon de genes expresados diferencialmente (log,FC %1.5) en la comparacién entre la fase
exponencial y la fase de adaptacién. b) Red de interaccion de genes expresados diferencialmente en la comparacién entre
la fase estacionaria y la fase de adaptacion. Ambas redes fueron generadas en STRING v12.0.

La sobreexpresién de genes asociados a la
biosintesis de sideréforos, particularmente de
bacillibactina, observada en  Bacillus
cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T durante las
fases de adaptacion y estacionaria, puede
atribuirse a mecanismos de regulacion
dependientes de la disponibilidad intracelular
de hierro, asi como al ajuste metabdlico
caracteristico de estas etapas del crecimiento
bacteriano. Este comportamiento es
consistente con la fisiologia general de
especies del género Bacillus, en las cuales la
expresion de sideroforos se activa en
respuesta a condiciones de estrés férrico o
competencia nutricional (Santos et al., 2014).

Durante la fase de adaptacion, las células
experimentan una transicion metabdlica hacia
las condiciones del nuevo entorno,
caracterizada por una reprogramacion
transcripcional compleja orientada a optimizar
la adquisicion de nutrientes, la sintesis de
cofactores y la proteccion frente al estrés
oxidativo (Luo et al., 2017; Nithyapriya et al.,
2021). En este contexto, la activacion
temprana de los genes implicados en la
sintesis y transporte de sideréforos representa
una respuesta anticipatoria ante la baja
biodisponibilidad de hierro libre en el medio
LB, el cual, aunque no carece completamente
del metal, se considera moderadamente
limitado en hierro biodisponible debido a la
presencia de quelantes naturales en los
extractos de levadura y peptonas. Esta
limitacién desencadena la desrepresion del

BioTecnologia, Afio 2026, Vol. 30 No.2

regulador Fur (Ferric uptake regulator),
promoviendo la expresion de los genes dhbA,
dhbC y dhbF (log,FC de 3.4, 42 y 27,
respectivamente, en la fase de adaptacion),
responsables de la sintesis de bacillibactina,
asi como de los sistemas de transporte
dependientes de permeasas tipo FeuA-
FeuBCD, que facilitan la internalizacién del
complejo Fe**—bacillibactina. La activacién de
esta via optimiza la capacidad de adaptacién
y supervivencia en un entorno
nutricionalmente restrictivo (Rizzi et al., 2019;
Santos et al., 2020).

En la fase estacionaria, la persistencia de la
sobreexpresion de genes relacionados con
sideroforos (genes core con valores de log,FC
de 2.2-2.8) sugiere un mecanismo adaptativo
de mantenimiento metabdlico bajo
condiciones de agotamiento de nutrientes y
competencia microbiana intensificada (Santos
et al., 2014). En esta etapa, TE3" podria
sostener la produccion de bacillibactina como
una estrategia dual: por un lado, para
asegurar la disponibilidad intracelular de
hierro requerido por enzimas esenciales y
prevenir el colapso de procesos redox criticos;
y por otro, para restringir el acceso al hierro
por parte de microorganismos competidores,
generando un microambiente de exclusién
férrica (Rizzi et al., 2019; Santos et al., 2020;
Santos et al., 2014; Villa-Rodriguez et al.,
2021). La activacion del gen besA (log,FC de
3.8 en la fase estacionaria con adaptacion
como control), involucrado en la aceleracion
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de la esporulacion mediada por bacilibactina,
refuerza esta intepretacion (Rizzi et al., 2019).
Este fendmeno ha sido ampliamente
documentado en especies filogenéticamente
relacionadas, como B. subtilis y B. velezensis,
donde la produccion sostenida de sideréforos
se asocia con una mayor competitividad
ecoldgica y con la capacidad de biocontrol
frente a fitopatdégenos dependientes del hierro
(Villarreal-Delgado et al., 2018; Zhong et al.,
2024). Finalmente, Villa Rodriguez et al.,
(2021), evidenciaron que TE3" posee genes
para la produccion de bacillibactina y otros
metabolitos secundarios con capacidad para
inhibir el crecimiento de Bipolaris sorokiniana,
agente causal de la mancha borrosa en trigo.

Desde un punto de vista ecoldgico y funcional,
la expresion mantenida de sideréforos durante
la fase estacionaria confiere a Bacillus
cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T una ventaja
adaptativa  significativa en  ambientes
oligotréficos, como la rizosfera, donde la
presion selectiva por hierro es elevada. La
secrecion extracelular de bacillibactina no solo
promueve la adquisicion de hierro por la célula
productora, sino que también modula la
disponibilidad férrica del microambiente,
limitando el crecimiento de microorganismos
competidores e incluso induciendo respuestas
de resistencia sistémica en las plantas
hospedantes (Kesaulya et al., 2018). Este
comportamiento sugiere que la
sobreexpresion de genes siderofdricos
observada en Bacillus cabrialesii subsp.
cabrialesii TE3T responde a una estrategia
metabdlica integrada, en la cual la regulacion
del hierro, la respuesta al estrés y la
competencia ecolégica convergen para
optimizar la supervivencia y la funcionalidad
biocontroladora del microorganismo.

Conclusiones

En conjunto, los resultados evidencian que
Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T
presenta una regulacién transcripcional
altamente sensible a la disponibilidad de
hierro, manifestada por la sobreexpresion
coordinada de genes implicados en la
biosintesis y transporte de siderdforos tipo
bacillibactina durante las fases de adaptacion
y estacionaria. Este patron de expresion
sugiere una estrategia metabdlica
multifuncional, en la que la produccion
sostenida de bacillibactina no solo garantiza la
homeostasis férrica intracelular, sino que
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también potencia la competitividad ecologica
del microorganismo en entornos oligotréficos
como la rizésfera. En la rizosfera del trigo,
dicha capacidad podria favorecer la
competitividad ecolégica de la cepa vy
contribuir a la inhibicion de fitopatégenos
dependientes de hierro, como Bipolaris
sorokiniana, mediante mecanismos de
competencia férrica y posible inducciéon de
resistencia sistémica. La persistencia de la
actividad de sideréforos apunta a una
interconexioén funcional entre la adquisicion de
hierro, la diferenciacion celular y la
supervivencia bacteriana bajo condiciones de
estrés nutricional.

Desde una perspectiva aplicada, esta
capacidad de regulacion y produccion de
siderdforos confiere a Bacillus cabrialesii
subsp. cabrialesii TE3T un papel determinante
en la inhibicién de fitopatdgenos dependientes
de hierro, a través de mecanismos de
competencia férrica y de posible induccién de
resistencia sistémica en plantas hospedantes.
Estos hallazgos fortalecen el potencial de
Bacillus cabrialesii subsp. cabrialesii TE3T
como una herramienta prometedora en
estrategias sostenibles de manejo agricola.
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Premio Sergio Sanchez Esquivel 2025
a los mejores protocolos de tesis en Biotecnologia y
Bioingenieria

La Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria A.C. (SMBB), en conjunto
con Biotekno S.A de C.V. han establecido este premio desde 2011 para estimular a
estudiantes mexicanos sobresalientes que estén inscritos en instituciones de
Educacién Superior o de investigacion nacionales y sean miembros vigentes de la
Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria, A. C., para presentar
protocolos de investigacion relacionados con su trabajo de tesis, la cual realizaran
para la obtencion del titulo de Licenciatura o de los grados de Maestro y de Doctor

en las areas de Biotecnologia y Bioingenieria.

Los protocolos ganadores de la convocatoria 2025 son:

Licenciatura

De verde a marrén: Desarrollo de una fabrica fotosintética de melanina en
Chlamydomonas reinhardtii mediante expresion heteréloga.

Ana Carleth Escobar-Ricardez, Caleb Edmundo Rosales-Linares, Gabriela Aimee
Salazar-Mata, Lorena Yamileth Balon-Rosas, Daniela Morales-Sanchez
Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis, Instituto de Biotecnologia,

Universidad Nacional Autbnoma de México

Maestria

Aspectos clave, desafios y oportunidades en el desarrollo de vacunas contra
la Influenza aviar

Jennifer Jaramillo-Lopez, Romina Rodriguez-Sanoja, Gabriela Gémez Verduzco,
Silvia Moreno-Mendieta

Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autbnoma de México
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Doctorado

Conductive materials and their promising role in the anaerobic treatment of
agro-industrial wastewaters.

Christopher A. Diaz-Muniz, Francisco J. Cervantes

Laboratory for Research on Advanced Processes for Water Treatment, Engineering

Institute, Campus Juriquilla, Universidad Nacional Autdbnoma de México
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De verde a marrén: Desarrollo de una fabrica fotosintética de
melanina en Chlamydomonas reinhardtii mediante expresion
heteréloga

Ana Carleth Escobar-Ricardez'2, Caleb Edmundo Rosales-Linares'3, Gabriela Aimee
Salazar-Mata', Lorena Yamileth Balon-Rosas’, Daniela Morales-Sanchez'™

'Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis, Instituto de Biotecnologia, Universidad
Nacional Autébnoma de México, Av. Universidad 2001, Cuernavaca, Morelos, 62700
2Tecnoldgico Nacional de México, campus Tuxtla Gutiérrez, Carretera Panamericana Km
1080, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, 29050
SUniversidad Politécnica del Estado de Morelos UPEMor, Boulevard Cuauhnahuac 566,
Jiutepec, Morelos, 62550
*daniela.morales@ibt.unam.mx

Resumen

Chlamydomonas reinhardtii es un organismo fotosintético versatil y seguro (GRAS), que emerge
como una plataforma prometedora para la produccion de metabolitos de alto valor biotecnolégico.
Este estudio demuestra la viabilidad de utilizar esta microalga como fabrica fotosintética para la
produccion de melanina. Mediante el sistema de biologia sintética MoClo, se disefi6 el vector MelAL2
portando el gen melA de Rhizobium etli, que codifica para una tirosinasa clave en la ruta de sintesis
de melanina. La cepa C. reinhardtii UVM4 fue transformada exitosamente y las cepas seleccionadas
mostraron una alta fluorescencia del reportero mRuby2 (hasta 120 RFU) confirmando la expresion
del transgén. Cabe mencionar que, la integracion estable del gen melA en el genoma de C. reinhardtii
se validé por PCR. Asimismo, los cultivos transformados desarrollaron una pigmentacion oscura
distintiva, correlacionada con un aumento significativo en la absorbancia a 400 nm en el
sobrenadante, confirmando cuantitativamente la produccion de melanina en niveles muy superiores
a los observados en las cepas control. Estos resultados constituyen una prueba pionera para la
sintesis heteréloga de melanina en microalgas, estableciendo las bases para el desarrollo de
plataformas de produccion sostenible para pigmentos y otros metabolitos de interés biotecnoldgico.

Palabras Claves: Fotoproteccion, tirosinasa, gen melA, microalga, MoClo

Abstract

Chlamydomonas reinhardltii is a versatile and safe photosynthetic organism (GRAS), emerging as a
promising platform for the production of high-value biotechnological metabolites. This study
demonstrates the feasibility of using this microalga as a photosynthetic factory for melanin production.
Through the MoClo synthetic biology system, the MelAL2 vector was designed carrying the melA
gene from Rhizobium etli, which encodes a key tyrosinase in the melanin synthesis pathway. The C.
reinhardtii UVM4 strain was successfully transformed and the selected strains showed high mRuby2
reporter fluorescence (up to 120 RFU) confirming transgene expression. Notably, the stable
integration of the melA gene into the C. reinhardtii genome was validated by PCR. Furthermore, the
transformed cultures developed a distinctive dark pigmentation, correlated with a significant increase
in absorbance at 400 nm in the supernatant, quantitatively confirming melanin production at levels far
superior to those observed in control strains. These results constitute pioneering proof for the
heterologous synthesis of melanin in microalgae, establishing the foundation for the development of
sustainable production platforms for pigments and other metabolites of biotechnological interest.

Key Words: Photoprotection, tyrosinase, melA gene, microalgae, MoClo
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Introduccién

Las microalgas, un grupo diverso de
microorganismos fotosintéticos presentes
tanto en ecosistemas acuaticos como
terrestres, incluyen algas eucariotas vy
procariotas (Maeda et al, 1995). Las
cianobacterias o algas verde-azules son
ejemplos de procariotas (Cyanophyceae),
mientras que las eucariotas, incluyen a las
algas verdes (Chlorophyta), las diatomeas
(Bacillariophyta), algas cafés
(Phaeophyceae), algas rojas
(Rhodophyceae), etc. (Mata et al., 2010).
Estos microorganismos no solo se destacan
por su eficiencia en la fijacion de CO,
(superior a la de las plantas), sino también por
su capacidad para convertir este gas en
moléculas de alto valor biotecnolégico, como
acidos grasos omega, proteinas,
polisacaridos, probidticos, vitaminas y
pigmentos antioxidantes (Morales-Sanchez et
al., 2017).

Su versatilidad metabdlica permite que se
puedan cultivar de tres maneras diferentes: 1.
Cultivo fototrdfico, utilizando ya sea luz solar o
artificial y CO2 en sistemas abiertos al
ambiente tipo circuito y/o en sistemas
cerrados como fotobiorreactores (Mata et al.,
2010), 2. Cultivo heterotrofico, utilizando una
fuente de carbono organica en biorreactores
(Morales-Sanchez et al., 2015) y 3. Cultivo
mixotrofico, con luz y fuente de carbono
organica (Moon et al, 2013, Urme et al,
2025). Cabe destacar que los cultivos de
microalgas pueden integrar multiples objetivos
dentro de un mismo proceso, como el
tratamiento de aguas residuales, la obtencién
de biocombustibles, la produccion de
sustancias quimicas finas, entre otros
(Arredondo and Vazquez-Duhalt, 1991).

Asimismo, estos microorganismos se perfilan
como una plataforma eficiente, segura y
econdémica para la produccién de proteinas
heterdlogas. Esta ventaja se sustenta en su
condicién de organismo GRAS (Generally
Recognized as Safe), al no compartir
patégenos con humanos, lo que garantiza un
alto perfil de seguridad (Torres-Tiji et al.,
2020). A ello se suman sus cortos tiempos de
duplicacion (inferiores a 5 horas en algunas
especies) y sus requerimientos nutricionales
sencillos, basados principalmente en CO,, lo
que abarata notablemente su cultivo a gran
escala  (Metting  Jr,, 1996). Estas
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caracteristicas las hacen significativamente
mas viables en comparacién con sistemas
convencionales como el cultivo de células de
mamiferos (Banerjee and Ward, 2022).
Gracias a estas propiedades, las microalgas
resultan altamente prometedoras para su uso
como suplementos alimenticios, vehiculos de
administraciéon de farmacos, posibles
portadores de vacunas orales y sistemas
sostenibles de produccién de proteinas
heterdlogas (Khavari et al., 2021).

Chlamydomonas reinhardtii como

plataforma genética

El alga verde unicelular C. reinhardtii es un
organismo modelo consolidado en estudios de
la fotosintesis, la funcion flagelar, entre otros
(Riekhof et al., 2005; Merchant et al., 2007).
Su genoma esta ampliamente caracterizado,
con sus tres compartimentos (nucleo,
cloroplasto y mitocondria) completamente
secuenciados (Maul et al., 2002; Popescu and
Lee 2007; Merchant et al., 2007) y cuenta con
un robusto conjunto de herramientas
moleculares y métodos de transformacion
genética bien establecidos (Harris et al.,
2009). Desde el punto de vista biotecnoldgico,
C. reinhardtii presenta ventajas notables ya
que crece relativamente rapido, duplicandose
cada 5-8 horas con una capacidad de
alcanzar altas densidades  celulares
(superiores a 107 células/mL) y requerimientos
de cultivo minimos, lo que la hace econémica
y de manejo sencillo (Rasala and Mayfield,
2011). En ella se han expresado con éxito
diversas proteinas de valor, como las
hormonas de crecimiento humano, vacunas y
otros biofarmacos, tanto en el nticleo como en
el cloroplasto (Tabla 1) (Wannathong et al.,
2016; Siddiqui et al., 2020). No obstante, el
desarrollo de sistemas de expresion
multigénica en esta microalga ha avanzado
mas lentamente que en otros huéspedes,
como las células de tabaco (Guo et al., 2017).
A pesar de ello, los recientes avances en la
produccion de proteinas recombinantes
sugieren que C. reinhardtii podria tener un
papel clave en la produccién de compuestos
de interés para las industrias farmacéutica y
nutracéutica (Masi et al., 2023).

Una estrategia particularmente prometedora
para superar estas limitaciones es la adopcion
de herramientas estandarizadas de biologia
sintética. Bajo el marco del ciclo Disefio-
Construccién-Prueba-Aprendizaje (Endy,
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2011), estas herramientas permiten la
ingenieria racional de organismos mediante el
uso de partes genéticas modulares y
estandarizadas para simplificar la
construccion de moléculas de ADN (Endy,
2011). Entre los estandares disponibles,
destaca la tecnologia Golden Gate Modular
Cloning (MoClo) (Casini et al., 2015), que se
basa en enzimas de restricciéon de tipo IIS.
Este sistema permite el ensamblaje eficiente
de construcciones multigénicas complejas a
partir de partes basicas de genes como
promotores, CDS y terminadores en tan solo
dos pasos (Engler et al., 2008; Weber et al.,
2011). MoClo no sélo acelera el proceso de
clonacién, sino que también facilita la
combinatoria de elementos genéticos y el
disefio de vias metabdlicas completas
(Smanski et al., 2014). Si bien, MoClo es
eficiente y versatil, requiere de una inversion
inicial en el desarrollo de una biblioteca
estandarizada de partes genéticas
“domesticadas”, es decir, libres de sitios de
restriccion tipo IIS y, en su caso, optimizadas
en codones para el huésped (segun
corresponda). Para C. reinhardltii, este recurso
ya esta disponible, un kit abierto de 119
modulos genéticos, validados funcionalmente
en diversas cepas, que incluyen promotores,
UTRs, terminadores, etiquetas, reporteros,
genes de resistencia a antibiéticos e intrones
clonados en diversas posiciones para permitir
la maxima modularidad (Crozet et al., 2018).
Este conjunto de herramientas permite la
rapida construccion de cepas modificadas
genéticamente, agilizando tanto la
investigaciébn basica como las aplicaciones
biotecnoldgicas en microalgas.

Produccion heteréloga de proteinas

en Chlamydomonas reinhardtii
Chlamydomonas reinhardtii se considera una
plataforma potencial para el estudio de la

expresion génica (Rasala and Mayfield 2015),
no solo por su estatus GRAS y sus genomas
completamente secuenciados (Specht et al.,
2010), sino también por caracteristicas
gendmicas distintivas. Entre estas destacan
un genoma nuclear rico en GC (62-68%) y un
genoma cloroplastico predominantemente AT
(Franklin et al, 2002). No obstante, la
insercion aleatoria de ADN en el nucleo (con
un tamafio de aproximadamente 121 Mb)
suele asociarse con deleciones y un bajo nivel
de expresion de proteinas heterodlogas, lo que
representa un desafio para la obtencion de
mutantes estables (Harris, 2001). Por el
contrario, el genoma del cloroplasto (195 kb),
que presenta una estructura de repeticiones
invertidas similar al de plantas terrestres
(Harris, 2001), ofrece una ruta alternativa para
la expresion.

Los niveles de expresion de proteinas
heterélogas dependen de diversos factores,
como la optimizacién de codones de proteinas
recombinantes, la secuencia promotora, las
regiones no traducidas (UTR), el
silenciamiento génico, las proteasas y otras
moléculas presentes en el medio de cultivo.
Otro factor critico que afecta la expresion son
los clones generados que no se mantienen en
condiciones selectivas (Doron et al., 2016;
Cutolo et al., 2022). La tabla 1 muestra un
resumen, a partir del afo 2010, de las
biomoléculas expresadas en C. reinhardltii, su
organelo genéticamente transformado, el
porcentaje de expresion de la proteina soluble
total, la concentracién en miligramos por litro
y el vector de clonacion. La mayoria de los
estudios sobre expresidn heterdloga de
proteinas en microalgas se han centrado en
C. reinhardtii como organismo modelo por su
facilidad de cultivo y manipulacion genética.
Ademaés, la produccion heterdloga de
proteinas ha sido factible tanto en nucleo
como en el cloroplasto (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de las biomoléculas expresadas heterélogamente en C. reinhardltii, su organelo genéticamente
transformado, porcentaje de expresion de la proteina soluble total, concentraciéon en miligramos por litro y el vector de

clonacién.
Proteina Organelo *Porcentaje en Expresion Vector Referencia
heteréloga donde se la proteina (mg/L)
efectué la soluble total
expresion (%)
14FN3 (14va Cloroplasto 3 ND psbAlcepa deficiente Rasala et al.
fibronectina D1 2010 [43]
humana tipo
dominio IlI)
VEGF (factor de Cloroplasto 2 ND psbAlcepa deficiente Rasala et al.
crecimiento D1 2010 [43]
vascular
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endotelial
humano)
Endolysins-Pal y Nucleo 1
Cpl1

Hormona de ND ND
crecimiento

Xilanasa Nucleo 0.25

Inmunotoxina
(aCD22H -
CH23PE40)

CD22Gel (CD22-

scFv ligado a

gelonina, una
proteina que
inactiva el

ribosoma de G.
multiflorum)

PFs25 (proteina

de superficie de
25 kDa de

Plasmodium
falciparum)

NCQ proteina
sintética con

péptidos
bioactivos que
presentan
diferentes
actividades
Proteina del
papilomavirus
humano tipo 16
E7, mutante
atenuada
(E7GGG)
Angiotensina Il Nucleo 0.05
fusionado al
antigeno de la
capside del virus
de Hepatitis B
(HbcAg)

Cloroplasto 0.2-0.3

Cloroplasto 0.2-0.3

Cloroplasto 0.5

Cloroplasto 0.16-2.4

Cloroplasto 0.12

1.3 mg/gDCW Sitio de insercién Stoffels et al.
psbHAector 2017 [64]
pSRSap/promotor
psaA
0.5 Sitio de insercion Wannathong et
psbH/vector al. 2016 [65]
pASapl/promotor
psaAy atpA
ND Sistema de expresion Rasala et al.
Ble 2A 2012 [67]
ND psbAlcepa deficiente Tran et al. 2013
D1 [42]
ND psbAlcepa deficiente Tran et al. 2013
D1 [42]
125 psbAlcepa deficiente Gregory et al.
D1 2013 [54]
ND Sitio de insercion Campos-
tscAlpromotores rbcL Quevedo et al.
o0 aipA 2013 [60]
ND Sitio de insercion Demurtas et al.
/vector pCG2/ 2013
promotor psbD
ND Sitio de insercién Soria-Guerra et
random / cassette del al. 2014

vector HbcAgl /
promotor CaMV 35S

ND: No disponible
*Expresion (%) a partir de la proteina soluble total.

La produccion de proteinas heterdlogas se ha
establecido en diversos sistemas, como
bacterias, levaduras, plantas, animales
transgénicos y células de mamiferos (Wang et
al., 2019; Mi et al., 2020; Morin et al., 2020).
Sin embargo, cada plataforma presenta
limitaciones significativas en comparacién con
C. reinhardtii. Por ejemplo, los sistemas
bacterianos carecen de la maquinaria para
modificaciones postraduccionales complejas
y con frecuencia presentan dificultades en el
plegamiento y ensamblaje de proteinas
multiméricas (Potvin and Zhang, 2010). Las
levaduras, aunque eucariotas, tienden a
realizar hiperglucosilacion de las proteinas
recombinantes, lo que puede alterar su
funcién bioldgica o inducir respuestas
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inmunogénicas no deseadas, limitando asi su
aplicabilidad terapéutica (Serrano, 2001). Por
otra parte, los sistemas basados en células de
mamiferos e insectos implican elevados
costos de cultivo, medios complejos y una
mayor susceptibilidad a la contaminacion
microbiana (Serrano 2001; Schirrmann et al.,
2008). Frente a estas desventajas, C.
reinhardtii surge como una alternativa que las
supera en gran medida, al ofrecer un sistema
de expresion eucariota completo, de bajo
costo y con perfil GRAS. El desafio principal
radica en su aun bajo rendimiento proteico en
comparacion  con  estas  plataformas
tradicionales. Sin embargo, esta limitacién
podria superarse en el futuro mediante
estrategias integradas que combinen el
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escalado en biorreactores, la optimizacion de
los bioprocesos y el continuo avance en las
herramientas de  ingenieria  genética
especificas para esta microalga.

Del gen al pigmento: Produccién de

melanina

La melanina es un biopolimero que cumple
funciones cruciales en la fotoproteccién contra
la radiacion ultravioleta, la resistencia al estrés
oxidativo y la adaptacibn a condiciones
ambientales extremas. Cabe mencionar que
este pigmento deriva su nombre "melanina"
de "melanos”, una antigua palabra griega para
negro (Tran-Ly et al., 2020). En los humanos,
la melanina es el pigmento prominente
responsable del color de la piel, el cabello y
los ojos (Tran-Ly et al., 2020). Su estructura
polimérica y naturaleza aromatica le confieren
propiedades Unicas, entre las que destacan su
capacidad de absorber un amplio espectro de
radiacién, actuar como intercambiador
cationico, funcionar como semiconductor
amorfo y en algunos casos, exhibir actividad
antimicrobiana y antiviral (Cabrera-Valladares
et al, 2006). Estas caracteristicas han
motivado su creciente exploracion en campos
tan diversos como la biomedicina, la
cosmética, la electrénica organica y el
desarrollo de biomateriales avanzados. No
obstante, su produccién a escala industrial se
ha visto Ilimitada por los métodos
convencionales, a menudo costosos y poco
sostenibles, lo que ha incentivado Ia
busqueda de sistemas de produccion
alternativos (Tsouko et al., 2023; Menichetti et
al., 2024). Entre los distintos tipos de
melanina, las eumelaninas, caracterizadas
por su coloracidon que oscila entre el marrén y
el negro, son las mas abundantes y mejor
estudiadas. Su biosintesis se inicia con la
oxidacién de L-tirosina, proceso catalizado
principalmente por la enzima tirosinasa (EC
1.14.18.1), una monooxigenasa dependiente
de cobre. Esta enzima lleva a cabo la
hidroxilacion de L-tirosina a L-DOPA vy
posteriormente oxida este compuesto a
dopacromo, el cual se polimeriza de manera
espontanea para formar eumelanina
(Cabrera-Valladares et al., 2006).
Estructuralmente, las tirosinasas presentan un
sitio activo con dos atomos de cobre
coordinados por residuos de histidina, lo que
les confiere la capacidad de interactuar con el
oxigeno molecular y catalizar reacciones de
oxidacién altamente especificas.

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.2

Recientemente, las tirosinasas de origen
bacteriano han despertado especial interés
debido a su mayor estabilidad y propiedades
bioquimicas distintivas en comparacién con
las de origen fungico. Entre ellas, la tirosinasa
codificada por el gen melA de Rhizobium etli
CFN42 ha sido ampliamente caracterizada
(Cabrera-Valladares et al., 2006; Chavez-
Béjar et al., 2013; Scranton et al., 2015). Entre
las plataformas microbianas, Escherichia coli
se ha consolidado como el sistema preferente
para la produccion recombinante de esta
enzima. Cuando se expresa en E. coli, la
tirosinasa MelA demuestra una alta eficiencia
en la sintesis de eumelanina a partir de L-
tirosina (Cabrera-Valladares et al., 2006). Una
ventaja fundamental es su mayor afinidad por
la L-tirosina que por la L-DOPA, lo que
minimiza la acumulacién de intermediarios
inestables y favorece una ruta de sintesis mas
directa. El desarrollo de cepas de E. coli
genéticamente optimizadas ha permitido
aumentar la disponibilidad del precursor L-
tirosina, mejorando los rendimientos. Este
sistema presenta ventajas notables, como su
alta densidad celular, crecimiento rapido y la
disponibilidad de herramientas genéticas
establecidas. No obstante, a pesar del éxito
de E. coli como plataforma de expresion, este
sistema presenta limitaciones inherentes,
como la inactivacion térmica de la tirosinasa a
37°C (que obliga a usar temperaturas
suboptimas), el consumo competitivo de L-
tirosina endégena que inhibe el crecimiento
celular y la acumulaciéon intracelular de
intermediarios reactivos. Estas desventajas
subrayan la necesidad de explorar sistemas
de expresion alternativos, mas alla de los
modelos bacterianos tradicionales, que
permitan una produccion de melanina mas
eficiente y sostenible.

¢Del sol a la melanina? La
biofabrica del AlgaeLab IBT-UNAM

La expresion heteréloga del gen melA en C.
reinhardtii representa un area practicamente
inexplorada. Si bien, la produccion de
eumelanina mediante este gen se ha
demostrado viable en bacterias, no existen
reportes previos de su sintesis en microalgas.
Este vacio de conocimiento representa una
oportunidad para desarrollar un sistema de
produccién eucariota y fotosintético para la
produccion de melanina, que podria superar
limitaciones asociadas a E. coli, tales como la
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inestabilidad termal de la enzima y la toxicidad
de intermediarios. Ademas, se plantea la
hipétesis de que el ambiente intracelular de C.
reinhardltii, con sus compartimentos
subcelulares especializados y su maquinaria
metabdlica organizada, podria promover un
plegamiento mas eficiente de la tirosinasa
MelA, asi como una biosintesis mas estable y
eficaz del polimero.

La eleccién de C. reinhardtii como hospedero
alternativo se fundamenta directamente en
sus ventajas fisiolégicas. Su rango de
temperatura de cultivo 6ptimo (25-28°C) es
ideal para la actividad de la termolabil
tirosinasa MelA, resolviendo el principal cuello
de botella en E. coli. Asimismo, su capacidad
de crecer de manera fotoautotréfica utilizando
CO, permite concebir un proceso de
bioproduccion sustancialmente mas
econémico y sostenible, al eliminar la
necesidad de fuentes de carbono organicas
costosas.

Finalmente, se espera que el contexto
metabdlico Unico de esta microalga, capaz de
sintetizar su propio precursor L-tirosina de
manera fotoautotréfica, favorezca un
suministro eficiente del sustrato para la
sintesis del polimero.

En conjunto, los antecedentes delinean un
panorama donde la melanina es un
biopolimero de gran valor biotecnolégico, el
gen melA de R. etli es un biocatalizador
robusto y bien caracterizado y E. coli ha
servido como sistema inicial para demostrar la
factibilidad de su produccién recombinante.
Sin embargo, trasladar esta estrategia a C.
reinhardtii no solo representa un reto, sino
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también una innovacién tecnolégica con
implicaciones en la bioproduccion sustentable
de eumelanina, integrando la biologia sintética
con el potencial de los organismos
fotosintéticos. Por estas razones y con base
en los antecedentes descritos previamente, el
presente trabajo realizado en nuestro
laboratorio plantea evaluar la viabilidad de la
expresion heterdloga del gen melA de R. etli
(que codifica para una tirosinasa involucrada
en la sintesis de melanina) en el citoplasma de
C. reinhardtii usando el sistema MoClo. La
estrategia general de nuestro trabajo se
muestra en la Figura 1, en donde se pueden
apreciar los tres puntos clave del proceso de
generaciéon de las cepas transgénicas: A)
disefio y construccion, B) transformacion y
seleccion y C) produccion y caracterizacion.

En este estudio, nuestros resultados indicaron
que la transformacion de C. reinhardtii UVM4
con el vector MelAL2 fue exitosa, ya que se
observé la pigmentacién en los cultivos
transformados, un indicativo directo de la
sintesis de melanina (Figura 2, matraces).
Ademas, la expresion del transgén se confirmé
cuantitativamente con la medicion de la
proteina fluorescente mRuby2, donde las
cepas transformadas presentaron niveles
significativamente méas altos de fluorescencia
(hasta 120 RFU, p < 0.05) en comparacion con
las cepas control UVM4 y CC125.
Adicionalmente, la cuantificacion de melanina
en el sobrenadante de cultivo (Tabla 2), revelo
que algunas de las cepas transformadas
presentaron valores de absorbancia a 400 nm,
superiores a los controles no transformados.
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Figura 1. Estrategia para el desarrollo de una fabrica fotosintética de melanina en Chlamydomonas reinhardtii. (A) Disefio del
vector de expresion MelAL2 mediante el sistema MoClo, mostrando los elementos modulares: casete de resistencia a
paromomicina y unidad transcripcional con el gen melA de R. etli, el reportero mRuby?2 y la etiqueta StrepTAG bajo el control
de promotores HSP70A-RBCS2. (B) Transformacion de C. reinhardtii UVM4 y seleccion de clones transformantes basada en
resistencia a paramomicina y fluorescencia mRuby2. (C) Evidencia fenotipica y bioquimica de la produccién de melanina:
cambio de color en cultivos liquidos, espectro de absorcion caracteristico en el sobrenadante y representacion esquematica
de la conversion de L-tirosina a melanina por la tirosinasa MelA funcional.
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Figura 2. Niveles de RFU asociados a la fluorescencia de mRuby2 en cepas transformadas y producciéon de melanina en
sobrenadante. Los asteriscos en las barras denotan diferencias significativas con respecto a la cepa parental UVM4 y cepa
silvestre CC125 (analisis de varianza de una via (ANOVA) con la prueba de diferencias significativas honestas (HSD) post-

hoc Tukey (p < 0.05).

Tabla 2. Produccién de melanina en algunas cepas transgénicas seleccionadas.

Cepa Melanina en sobrenadante
(DOaoonm/gpecw)
uvm4 0
CE4 1.9
CE6 2.46
CE7 2.5
CE10 1.62

Conclusiones

La expresion exitosa del gen melA de R. etli
en C. reinhardtii y la posterior produccion de
melanina demuestran la viabilidad de esta
microalga como plataforma de expresion
eucariota para enzimas complejas vy
metabolitos de alto valor biotecnoldgico. Este
logro no solo valida la funcionalidad de la
tirosinasa bacteriana MelA en un contexto
algal, sino que también confirma la capacidad
de C. reinhardtii para suministrar el precursor
L-tirosina y catalizar las reacciones de
polimerizacion necesarias. Este hallazgo es
de particular relevancia biotecnoldgica, ya que
constituye, segun nuestro conocimiento, el
primer reporte de produccién de melanina en
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microalgas. Los resultados obtenidos
posicionan a C. reinhardti como una
alternativa sostenible y prometedora a los
sistemas bacterianos tradicionales,
superando limitaciones clave como la
termolabilidad de la tirosinasa y el uso de
fuentes de carbono organicas. Al aprovechar
su metabolismo fotosintético, este sistema
representa un avance significativo hacia
procesos de produccién mas ecologicos y
econdmicamente viables. Futuras
investigaciones  deberan centrarse en
incrementar la productividad de melanina
mediante estrategias de ingenieria
metabdlica, evaluar la escalabilidad en
biorreactores y explorar las propiedades
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fisicoquimicas de la melanina algal para
aplicaciones biotecnoldgicas especificas
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Resumen

El virus de influenza aviar (I1A) puede clasificarse como virus de baja o alta patogenicidad; este ultimo
es de importancia en Salud Publica ya que es una zoonosis que provoca alta y rapida mortalidad. Si
bien hay vacunas comerciales contra esta enfermedad, estas no previenen la infeccion, sino que
disminuyen la mortalidad y reducen la diseminacion viral. Estas vacunas son de virus inactivado y
enfrentan muchas limitaciones, tales como la incapacidad de proteger si el virus con el que se
inmuniza no coincide con el subtipo circulante en campo, la aplicacion parenteral, la cual se busca
evitar en el contexto de la avicultura comercial y la falta de inducciéon de respuesta humoral en
mucosas. Frente a esta problematica, este articulo analiza aspectos necesarios a considerar para el
desarrollo de nuevas vacunas contra esta enfermedad, destacando los retos que impone la propia
naturaleza del virus como el ciclo viral en la célula, la respuesta inmune que se desencadena y la
posibilidad de conferir proteccidon universal frente a los principales subtipos, asi como las
oportunidades que ofrece el enfoque racional actual, en lugar del empirico, para el disefio de vacunas
de préxima generacion, incluidas las vacunas de subunidades y de vectores. Finalmente, este
articulo también examina las estrategias para superar las limitaciones de las vacunas disponibles y
en desarrollo, como el uso de adyuvantes y plataformas de entrega para mejorar la respuesta
inmune.

Palabras Claves: influenza aviar, vacunas de nueva generacion, respuesta inmune en aves.

Abstract

Avian influenza (Al) virus can be classified as either low-pathogenic or highly pathogenic; the latter is
of public health importance because it is a zoonosis that causes high and rapid mortality. While
vaccines against this disease are available on the market, they do not prevent infection but rather
decrease mortality and reduce viral shedding. These vaccines are inactivated virus vaccines and face
many limitations, such as their inability to protect if the virus used for immunization does not match
the circulating subtype in the field, their parenteral administration (which is generally avoided in
commercial poultry farming), and their lack of induction of a humoral immune response in mucous
membranes. In response to this problem, this article addresses essential considerations for the
development of new vaccines against this disease, highlighting the challenges posed by the virus
itself and the opportunities presented by the current rational, rather than empirical, approach to
designing next-generation vaccines, including subunit and vector vaccines. This approach considers
fundamental aspects such as the viral cycle within the cell, the resulting immune response, and the
potential for conferring universal protection against the main subtypes. This article also examines
strategies for overcoming the limitations of available and developing vaccines, such as the use of
adjuvants and delivery platforms to enhance the immune response.

Key Words: avian influenza, next-generation vaccines, immune response in birds
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Introduccién

Los virus de influenza aviar (IA) pertenecen a
la familia Orthomyxoviridae, son de ARN,
envueltos, orientados en sentido negativo y
con un genoma segmentado en ocho genes,
de los cuales destacan los genes que
codifican para la Hemaglutinina (HA) vy
Neuraminidasa (NA), ya que éstas son
proteinas ubicadas en la superficie del viriéon y
determinan la clasificacion de la IA en
subtipos de acuerdo a su combinacion,
resultando en una amplia variedad de
subtipos debido a que se han identificado 16
HA y 9 NA. De acuerdo con su virulencia, la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OMSA), clasifica a los virus en IA de baja
patogenicidad (IABP) e [IA de alta
patogenicidad (IAAP) (OMSA, 2021a).

La infeccién por IABP en aves suele limitarse
al aparato respiratorio y gastrointestinal
debido a la afinidad del virus por replicarse en
las células epiteliales y, aunque generalmente
es una infeccién asintomatica, también puede
provocar una manifestacion clinica leve o
moderada, caracterizada principalmente por
caida en la produccion de huevos y pérdida de
peso (EFSA, 2017)Por otra parte, los virus de
IAAP tienden a replicarse de forma sistémica,
debido a una mutacién en el sitio de ruptura o
clivaje de la HA, el cual pasa de ser
monobasico a polibasico; en consecuencia, el
clivaje (necesario para el ingreso a la células
hospedadora) no sera realizado solo por la
accion de proteasas tipo tripsina (como en el
caso de IABP), sino también por enzimas tipo
furina (PACE por sus siglas en inglés, "Paired
basic Amino acid Cleaving Enzyme"), las
cuales estan unidas a la membrana de la
mayoria de células, favoreciendo Ila
replicacion en otros tejidos. Por lo general, la
infeccion por IAAP puede ser tan rapida que
provoca la muerte subita del animal antes de
que manifieste signos clinicos (OMSA, 1998).
Aunque tanto IAAP como IABP tienen un
impacto negativo sobre la produccién avicola
(representado por caida en la produccion,
pérdida de ganancia de peso y mortalidad),
particularmente la IAAP ha cobrado relevancia
debido a que ha infectado mamiferos,
incluyendo al ser humano (Gashaw, 2020).
Por tal motivo, la implementacion de medidas
de prevencion, entre ellas la vacunacion,
resulta importante para limitar el impacto de
esta enfermedad no solo en la avicultura
comercial, sino también en la salud publica.
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Sin embargo, las vacunas disponibles
actualmente no impiden la infeccion, sino que
buscan controlar la enfermedad y evitar la
muerte del animal, asi como la diseminacion
del virus que se da a través de secreciones
respiratorias u oculares, asi como a través de
las heces.

Previo al disefio racional de vacunas contra
esta enfermedad, es importante considerar
aspectos bioldgicos propios del virus, como la
dinamica de infeccion viral y la respuesta
inmune que se desencadena. También es
fundamental revisar las ventajas y limitaciones
de las vacunas actuales, con el fin de
identificar los retos que se deben superary las
oportunidades que se abren para el desarrollo
y obtencion de nuevas y mejores vacunas.

Ciclo viral

La HA es la proteina responsable del ingreso
a la célula, y aunque se sintetiza en su forma
precursora, HAOQ, su activacién se produce por
la escision en HA1 y HA2, gracias a la
actividad de proteasas tipo tripsina (presentes
en aparato respiratorio y gastrointestinal) o
enzimas tipo furina (las cuales se expresan de
forma generalizada en distintas células)
(Chauhan & Gordon, 2022). La subunidad
HA1 del virus de IA tiene afinidad a unirse al
acido sialico unido a galactosa mediante
enlaces 0-2,3 (presentes en receptores de las
células del aparato respiratorio de las aves),
aunque se ha demostrado que mutaciones en
esta secuencia pueden modificar la afinidad
hacia enlaces a-2,6, presentes en el aparato
respiratorio de los humanos, de esta manera,
favoreciendo su infeccion (AbuBakar et al.,
2023).

Una vez que se une al receptor, el virus es
endocitado y expuesto al pH acido del
endosoma gracias a la proteina M2, que actua
como canal iénico y permite la acidificacion
del interior del virén, en consecuencia, la
subunidad HA2 expone su péptido de fusion y
facilita la union del virus con la membrana
endosomal de la célula infectada, con ello, el
complejo ribonucleoproteico (CRNP) viral, que
contienen el ARN viral, recubierto por una
estructura helicoidal compuesta de
nucleoproteina (NP) y un complejo de
polimerasas (PB1, PB2 y PA), es liberado
dentro de la célula, y aunque la fusion ocurre
en la region perinuclear, el transporte hacia el
nucleo celular es facilitado por sefiales de
localizacion nuclear de la NP
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Hemaglutinina Unidn al receptor de la célula huésped

Neuraminidasa Salida de la progenie viral

Matriz 1 Estabilidad en la estructura

Matriz 2 Canal iénico
Compielo Replicacion del genoma viral
polimerasa

Nucleoproteina + Dirige el complejo polimerasa y el ARN al
ARN nucleo

Figura 1. Estructura del virus de influenza aviar y funciones de las proteinas mas relevantes.

(Carter & Igbal, 2024). En la figura 1 se
muestra la estructura del virus y se indican las
principales funciones de cada uno de sus
componentes.

Dentro del nucleo celular se inician la
transcripcion y replicacion del genoma viral. El
CRNP contiene 8 genes que codifican para 10
proteinas esenciales (HA, NA, M1, M2, NP,
NS1, NS2, PB1, PB2 y PA). La proteina NS1
ha destacado en el escape a la respuesta
inmune contra IA, ya que se ha demostrado
que inhibe la produccién de IFN-a y  al
interferir en las vias de sefalizacion (Jia et al.,
2010; Mibayashi et al., 2007). NS1 junto con
PB2 pueden inhibir la activacién del promotor
de IFN-B (Liniger et al., 2012), mientras que
también se ha demostrado que NS1 y M1
disminuyen la expresién del receptor de IgY
en macrofagos (Sun et al., 2024). Finalmente,
NS1 también inhibe la apoptosis mediada por
la union Fas-Fas ligando (Xing et al., 2009).
Gracias a las polimerasas virales y la ARN
polimerasa |l del hospedador se conduce a la
replicacion y transcripciéon viral, los ARNm
virales van desde el nucleo al ribosoma para
la traduccién, aunque la NP traducida ira al
nucleo para proteger al ARN recién
sintetizado, protegiéndolo de la degradacion,
a esto, se unira el complejo de polimerasas,
generando un nuevo CRNP viral. Las
proteinas virales y el CRNP se dirigiran a la
membrana de la célula hospedadora para la
gemacion de la progenie viral gracias a la
actividad sialidasa de la NA (Carter & Igbal,
2024; C.-W. Lee & Saif, 2009).

Analizar el ciclo de vida del virus es
fundamental en el disefio de vacunas, ya que
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permite identificar fases determinantes en la
interaccién del virus con las células del
huésped. Conocer la estructura del virus y
cémo este ingresa, se replica y se propaga a
otras células ayuda a dimensionar cémo se
espera que la respuesta inmune inducida por
la vacuna se dirija a antigenos claves en la
union a la célula huésped (como HA) o en la
salida de los viriones (como NA). Sin
embargo, HA y NA son muy susceptibles a
mutaciones; en consecuencia, la respuesta
inmune inducida por la vacuna sera deficiente
si esos antigenos mutan, por lo que también
es necesario considerar antigenos con
secuencias conservadas entre subtipos (y
menos susceptibles a mutaciones) como My
NP.

Respuesta inmune frente a la

infeccion por el virus de IA

En la respuesta inmune innata contra |A
destaca la importancia del reconocimiento del
virus por receptores de reconocimiento de
patrones (RRPs) (Evseev & Magor, 2019). J.
Cornelissen et al., 2012 demostraron en pollos
un incremento en la expresion de ARNm de
TLR3 y TLR7 posterior a la infeccion con
IABP, y aunque aves migratorias (como los
patos) tienen el RRP RIG-I y tienen una mejor
respuesta protectora contra IA, los pollos no
tienen el gen que expresa RIG-I, volviéndolos
mas susceptibles a la enfermedad; sin
embargo, si hay mayor expresion del receptor
MDAS5 cuando se infectan con subtipos IABP
(J. Cornelissen et al., 2012) o IAAP (Karpala
et al., 2011). Tras la activacién de los
receptores gracias al reconocimiento del ARN
viral, inicia la sefializacion mediada por
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moléculas adaptadoras (MyD88 y TRIF en el
casode TLR3y7yMAVSy STING en el caso
de MDAS5), que induce la activacion de
factores de transcripcion (IRF7 y NF-KB) para
la produccién de interferon tipo | (IFN-I) y
citocinas proinflamatorias (Hassan & Sharif,
2025).

A las pocas horas post-infeccion, ya sea con
IABP (Karpala et al., 2008) o IAAP (Moulin et
al., 2011), se ha demostrado un incremento en
la produccion de IFN-I, aunque esto es mas
evidente en la infeccidon con IAAP. Por ofra
parte, también se ha evidenciado el
incremento de IFN-y en los primeros dias
post-infeccion (Guan et al., 2015) y se ha
demostrado in vitro su actividad inhibitoria en
la replicacion viral en fibroblastos de pollo
infectados con IABP HIN2 (Yuk et al., 2016).
Ademas, aunque el IFN-A (un IFN de tipo IIl)
tiene un menor impacto en la respuesta innata
contra IA (Masuda et al., 2012), se sugiere que
podria tener una actividad importante a nivel
de mucosas al retrasar la replicacion viral
(Reuter et al., 2014). Como resultado de la
producciéon de IFN, se activa una via de
sefalizacion que estimula activadores
transcripcionales como ISGF3 y GAF para
modular la expresion de genes al unirse a
regiones promotoras, entre los genes
relacionados con la infeccion con IA en aves
se encuentran: IFITS5 (Rohaim et al., 2018),
IFITM3 (Rohaim et al., 2024), IFITM2 (Smith
et al., 2015), OASL (Sutejo et al., 2012) y
viperina (Goossens et al., 2015).

Ademas, la IAAP conduce al incremento en la
expresion de ARNm de citocinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-6 e IL-8 en el
pulmén (Cornelissen et al., 2013), mientras
que la infecciéon por IABP tiene una menor
respuesta inflamatoria mediada por citocinas.
En el contexto de esta enfermedad, es comun
escuchar el término “tormenta de citocinas”, el
cual hace alusioén a la produccién desregulada
de citocinas que potencian el proceso
patoldgico principalmente en pulmones de las
aves infectadas (Gu et al., 2019).

Respecto a la respuesta inmune adaptativa, a
los 7 dias post-infeccion con IABP se puede
detectar IgY sérica en pollos (Sa e Silva &
Swayne, 2012). Respecto a IgA, una
inmunoglobulina importante considerando la
via de ingreso del virus, se puede detectar IgA
en fluido lagrimal a las 2 semanas post
vacunacién (Jang et al., 2018). Debido a la
rapida mortalidad inducida por la infeccion con
IAAP en pollos, la produccién de anticuerpos
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especificos se ve impedida. Ademas, previo a
la vacunacion es importante considerar la
presencia de anticuerpos maternales, los
cuales son transferidos al embrién y tienen el
propdsito de conferir proteccion mediada por
anticuerpos en los pollos tras la eclosion; sin
embargo, la vida media promedio de estos
anticuerpos es de 4 dias (Gharaibeh &
Mahmoud, 2013), aunque pueden llegar a
proteger tras la eclosion hasta 10 dias
(Abdelwhab et al., 2012).

Principalmente, la respuesta humoral va
dirigida contra epitopos de antigenos como
las proteinas de superficie del virus y con alta
relevancia en el ciclo viral. Una de las
proteinas mas importantes y antigénicas es la
HA, la cual es responsable del ingreso del
virién a la célula. Aunque esta proteina se
compone de dos subunidades, la proteina
completa induce anticuerpos neutralizantes
(Wei et al.,, 2008), sin embargo; es bien
conocido que la secuencia de esta proteina es
altamente susceptible a mutaciones que
permiten el escape del virus frente a
anticuerpos anti-HA neutralizantes, por otra
parte, HA2 es mas conservada entre los
subtipos de IA (J.-S. Lee et al., 2013).

Otra proteina de relevancia es la NA,
responsable de la liberacién de la progenie
viral. Los anticuerpos anti-NA evitan la
diseminacién viral al impedir la salida de los
nuevos viriones (Halbherr et al., 2015); sin
embargo, los anticuerpos anti-NA pueden ser
menos eficaces frente a IAAP (Capua et al.,
2003). Similarmente, anticuerpos anti-M2
interfieren con la liberacion del genoma viral
en la célula infectada y su secuencia es
altamente conservada (Liu et al., 2005); sin
embargo, por si sola puede resultar
pobremente inmunogénica (Kalaiyarasu et al.,
2021).

Por otra parte, la respuesta inmune mediada
por ceélulas CD8+ es importante contra
infecciones virales. En el caso de IA, la
respuesta CD8+ esta influenciada
positivamente tras la infecciéon y alcanza su
pico entre 3 y 5 dias post-infeccion (Huang et
al., 2012). Seo et al. (2002) sugieren que los
linfocitos T CD8+ de memoria localizados en
pulmén son importantes en la proteccion
contra un desafio H5N1. Ademas, se ha
demostrado respuesta CD8+ contra HA y NP,
aunque en mayor medida contra NP (S. Singh
et al., 2010).

Entender la respuesta inmune que se genera
durante la infeccion natural con el virus
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permite distinguir qué tipo de respuesta
adaptativa se buscaria inducir con una
vacuna: humoral (anticuerpos que neutralicen
el virus y eviten la diseminacion), celular
(linfocitos T CD8+ que eliminen las células
infectadas) o ambas. También es importante
identificar cuales antigenos del virus son mas
inmunogénicos y protectores, ya que ciertas
respuestas inmunes pueden ser menos
eficaces o duraderas que ofras.

Tipos de vacunas contra IA

Debido a que no se recomienda el desarrollo
de vacunas de virus vivo atenuadas de IAAP
por la posibilidad de reversion viral (WOAH,
2021) y debido a que la inoculacién con IAAP
en huevos embrionados de pollo no es factible
ya que provoca muerte embrionaria a las 24
horas (Spackman & Killian, 2014), las vacunas
disponibles contra IA estan representadas
principalmente por vacunas de virus completo
inactivado contra IABP. Este tipo de vacunas
se fundamenta en la inactivacién del virus
para inhibir su replicacion y usualmente se
preparan en emulsiéon oleosa. Comunmente,
el virus puede ser inactivado por formaldehido
o beta-propiolactona (WOAH, 2021), sin
embargo, la estructura proteica puede resultar
afectada; en consecuencia, se generan
modificaciones en la estructura de epitopos de
relevancia y esto tiene un impacto negativo
sobre la respuesta humoral, aunque se ha
determinado que la inactivacién con beta-
propiolactona resulta mas eficaz para inducir
una respuesta inmune adaptativa frente a
HON2 en comparaciéon con formaldehido
(Tseng et al., 2024). Este tipo de vacunas
destaca en la industria debido a su bajo costo
de produccién.

También, gracias a las técnicas de genética
inversa, se han modificado virus |ABP,
conservando genes que codifican para
proteinas no estructurales y reemplazando
genes de interés que codifican para HA y NA
provenientes de virus IAAP (Bhatia et al.,
2016). Similarmente, se generan mutaciones
en la secuencia de ciertos genes para
favorecer la replicacion del virus en huevos
embrionados, o que la secuencia de un gen
especifico se modifique para que sea
conservada entre diferentes subtipos (An et
al.,, 2019). Estas vacunas también requieren
ser inactivadas previo a la administracion en
aves.

Por otra parte, también se han generado
vacunas vectorizadas, que se fundamentan
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en utilizar un vector, ya sea viral o bacteriano
con capacidad de replicarse, y que expresa
unicamente ciertas proteinas del virus de IA o
que inducira su expresion tras la infeccion de
las células del hospedador (Suarez & Pantin-
Jackwood, 2017). Respecto a las vacunas de
vector  bacteriano, se han usado
microorganismos como Bacillus subtilis (Z. Li
et al., 2024; Mou et al., 2016), Lactobacillus
plantarum (Z. Li et al., 2024; W.-T. Yang et al.,
2017) y Salmonella entérica (Hajam et al.,
2018) e incluso vectores de levadura como
Saccharomyces cerevisiae (Lei et al., 2021).
Este tipo de vectores recombinantes son
modificados para contener la secuencia de un
antigeno de IA, y expresarla como proteina,
pudiendo conferir proteccion frente a IA
cuando se realiza un desafio. Zhang et al,
(2023), también reportaron la induccion de
respuesta inmune humoral de tipo IgY e IgA,
asi como respuesta celular tras la
administracion oral simultanea de
Saccharomyces cerevisiae expresando HA en
la superficie y de la levadura transformada con
plasmidos de ADN y ARN que codificaban
para HA.

De forma analoga, se han disefiado también
vectores virales que contienen un inserto, que
corresponde a un antigeno de IA o una parte
de él (Martinez & Garcia, 2007). Estos
vectores al infectar a las células del huésped
favorecen la sintesis de proteinas del virus, y
entre esas proteinas esta el antigeno de
interés. Las ventajas de este tipo de vacunas
son la aplicacion directa en mucosas debido al
tropismo de los virus por ese tejido, y que no
requieren adyuvante ya que al emular la
infeccion natural inducen una respuesta
inmune robusta (Alqazlan et al., 2022). Dentro
de los vectores virales como vacunas de |A se
encuentra el paramyxovirus aviar (Tsunekuni
et al., 2017), el virus de la enfermedad de
Marek (Fan et al., 2025) y el herpesvirus de
pavo (Li et al., 2011); sin embargo, entre los
vectores virales disponibles el virus de
Newcastle (NDV) destaca, debido a que se ha
insertado el gen HAS en su secuencia y puede
ofrecer proteccion tanto para IA como para
NDV (Veits et al., 2006). Estos sistemas no
solo inducen la expresiéon de proteinas en el
hospedador, sino que también se las puede
administrar directamente sin necesidad de un
vector.

Las vacunas de proteina recombinante
pueden producirse en sistemas de expresion
heterdlogos y purificarse para  ser
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administradas via parenteral, aunque
requieren el uso de adyuvantes para
aumentar su inmunogenicidad (Algazlan et al.,
2022). Estas vacunas destacan gracias a la
posibilidad de generar secuencias consenso a
partir de alineamientos de secuencias
conservadas de antigenos de IA y que
induzcan una respuesta inmune humoral
contra varios subtipos (Wu et al., 2017), o que
las secuencias contengan epitopos de
linfocitos T para inducir una respuesta inmune
adaptativa celular (Haghighi et al., 2009).
Ademas, pueden permitir la diferenciacion
entre animales vacunados e infectados (Pose
etal., 2015).

Recientemente, se han evaluado particulas
tipo virus (por sus siglas en inglés, VLP) con

antigenos de superficie de |IA como HA, NA,
M1 y N1 generadas con el sistema de
expresion baculovirus (células de insecto), las
cuales demostraron buena proteccién frente a
un desafio con H5N1 (Kang et al., 2019; Tao
et al., 2009). También se han probado en aves
vacunas de ADN que se enfocan en

secuencias consenso de HA para inducir

anticuerpos  neutralizantes, aunque la
respuesta es dosis dependiente (Rao et al.,
2008).

En México las vacunas disponibles son

principalmente de virus inactivados
emulsionadas y recombinantes vectorizadas
tal como se resume en la tabla 1, y en la figura
2 se resumen las plataformas para la
obtencion de las vacunas contra IA.

Tabla 1. Vacunas contra influenza aviar disponibles en México

Casa Via de
Nombre comerci | Tipo de vacuna R Subtipo Indicaciones Referencia
al aplicacion
Desde las cuatro

Vaxigen® Flu Inactivada semanas de edad, https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxig
H5N8 Clade Avimex (Genética SCoIM H5N8 revacunar entre 21-28 en-flu-h5n8-clade-

2344 reversa) dias después de la 23447product category=vacunas

primera dosis
Vaxi|g_|en Flu Avimex I{ggggﬁg: NR H7N3 NR https://avimex.com.mx/producto_s/aves/vaxiq
7 en-flu-h7?product category=vacunas
reversa)

Vaxigen K- Avimex Vectorizada SCoIM H5 NR https://avimex.com.mx/productosﬁaves/vaxiq
newH5 en-k-newh5?product category=vacunas
Newcastle https://avimex.com.mx/productos/aves/newc

influenza Avimex Inactivada NR NR NR astle-influenza-concentrada-vacuna-
concentrada emulsionada?product category=vacunas
Influenza https://avimex.com.mx/productos/aves/influe
aviar Avimex Inactivada NR NR NR nza-aviar-concentrada-vacuna-
concentrada emulsionada?product category=vacunas
Dos dosis con 10 a 15
dias de diferencia entre
Vaxigen Ocular. oral ellas en pollo de https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxig
newH5 Avimex Vectorizada iy H5 engorda, 3 aplicaciones en-newh5-
y aspersién - _
congelada en aves de reemplazo y congelada?product category=vacunas
cada 4 a 12 semanas en
gallinas en produccion
Aplicar entre los 8-10
dias de edad, aplicar
Emg]g;ax@ Sanfer Inactivada sc H7N3 mlnlmgc?::droergjse;zos en https.//sanfersaluﬁm;r)r(l_alsom/productos/em
reproductoras antes de
la postura
Aplicar entre los 8-10
Emulmax® Al Sanfer Inactivada sc H5N2 re?lljae?z%ee?]dsgﬁ:ggf:sr y https://sanfersaludanima[.com/productos/em
+ ND ulmax-aind
reproductoras 10 e
semanas después
Aplicar a partir del dia
de edad en pollo de
Emulmax® — engorda, ponedoras y . .
C Al + N5 Sanfer Inactivada SC H5N2 reproductoras, https.//sanfersaludamm_al.com/productos/em
ulmax-c-ai-n5-g15
G15 revacunar a ponedoras
y reproductoras 10
semanas después
Emulmax® — Sanfer Inactivada sc H5N2 NR https://sanfersaludanimal.c_om/productos/em
CAl ulmax-c-ai
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https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxigen-flu-h5n8-clade-2344?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxigen-flu-h5n8-clade-2344?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxigen-flu-h5n8-clade-2344?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxigen-flu-h7?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxigen-flu-h7?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxigen-k-newh5?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxigen-k-newh5?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/newcastle-influenza-concentrada-vacuna-emulsionada?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/newcastle-influenza-concentrada-vacuna-emulsionada?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/newcastle-influenza-concentrada-vacuna-emulsionada?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/influenza-aviar-concentrada-vacuna-emulsionada?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/influenza-aviar-concentrada-vacuna-emulsionada?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/influenza-aviar-concentrada-vacuna-emulsionada?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxigen-newh5-congelada?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxigen-newh5-congelada?product_category=vacunas
https://avimex.com.mx/productos/aves/vaxigen-newh5-congelada?product_category=vacunas
https://sanfersaludanimal.com/productos/emulmax-gr7
https://sanfersaludanimal.com/productos/emulmax-gr7
https://sanfersaludanimal.com/productos/emulmax-aind
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PLUS . . aves de engorda https://avilab.com.mx/es/productos/i-a-plus-
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Figura 2. Plataformas de obtencién de vacunas contra influenza aviar y principales vias de aplicacion en aves.
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Desafios que enfrentan las

vacunas actuales

A pesar de que las vacunas inactivadas son
las mas utilizadas en la avicultura comercial
debido a su bajo costo y protocolo
estandarizado de produccién, pueden tener
una eficacia protectora variable ya que
durante su produccidon puede ocurrir la
alteracién estructural de proteinas que son
relevantes para la induccién de la respuesta
inmune, como es el caso de los epitopos
altamente inmunogénicos (Herrera-Rodriguez
et al., 2019). Aunado a esto, su aplicacion es
parenteral y se requiere de la aplicaciéon de
refuerzos para mantener un titulo de
anticuerpos adecuado durante la vida del
animal, condiciones poco compatibles con el
sistema de produccion intensivo caracteristico
de la industria avicola (Algazlan et al., 2022).
Ademas, este tipo de vacunas no presentan
propiedades DIVA (que permiten la
diferenciacion entre animales vacunados e
infectados), condicion que se busca cumplir
con las vacunas de nueva generacion.

Por otro lado, aunque Ilas vacunas
vectorizadas pueden ser aplicadas via
mucosa (generando inmunidad en mucosas,
ideal considerando la via de entrada del virus),
in ovo o via SC y cumplen con el enfoque
DIVA, se enfrentan a una limitacion: la
inmunidad que pueden tener las aves frente al
vector o la interferencia dada por anticuerpos
maternos pueden comprometer seriamente la
eficacia de la vacuna (Bertran et al., 2018),
especialmente cuando se trata de vectores
virales como NDV, mientras que en el caso de
vectores bacterianos se requieren varios
refuerzos de la vacuna cuando se administra
por via oral (Sha et al., 2020).

Respecto a las vacunas de proteina
recombinante, son una alternativa segura y
que pueden generar inmunidad cruzada
contra varios subtipos cuando se administran
proteinas conservadas como la proteina M
(Ebrahimi et al., 2010) o proteinas
provenientes de secuencias consenso
(generadas a partir del alineamiento de varias
secuencias de HA), ademas su aplicacion no
implica la excrecién de particulas virales tras
la inmunizacién (Hyoung et al., 2017). No
obstante, presentan otras desventajas como
pobre inmunogenicidad y estabilidad, ademas
se deben considerar las modificaciones post-
traduccionales previo a la eleccion del sistema
de expresion y los costos que acarrea su
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produccion y purificacion que son mas altos
en comparacion con otro tipo de vacunas.

Finalmente, aunque su administracion via
mucosa es posible, se requiere el uso de
adyuvantes o sistemas de entrega para evitar
la degradacién por proteasas presentes en
secreciones o0 la eliminacién por el
aclaramiento propio de la cavidad nasal u
ocular (Tetsutani & Ishii, 2012). Esto ultimo
también aplica para las vacunas de DNA o
RNA.

Finalmente, un desafio importante al que se
enfrenta toda vacuna contra IA es la pérdida
de la eficacia cuando la HA de la vacuna es
antigénicamente distante a la HA del virus de
campo, esto ocurre con frecuencia debido a
que el virus de IA se caracteriza por una alta
tasa de mutacién, debido a su genoma
segmentado cada gen puede mutar
independientemente o combinarse con los
genes de otro virus de IA si hay dos virus
infectando una misma célula (Causey &
Edwards, 2008). Se ha demostrado que la
mutacién en ciertos aminoacidos puede
favorecer el escape del virus frente a la
inmunidad generada por vacunas (Zhu et al.,
2022). Este problema limita el desarrollo de
una vacuna universal contra la IA no solo en
aves, sino también en humanos.

Estrategias para enfrentar los

desafios

Considerando la capacidad de mutacion del
virus de |A, se ha propuesto la seleccién de
regiones conservadas en proteinas de
relevancia en el virus, como HA, para alinear
SUS secuencias Yy generar secuencias
consenso, con mayor probabilidad de brindar
proteccion cruzada contra varios virus
heterélogos (Hyoung et al., 2017), aunque la
secuencia de HA de la vacuna no tenga alta
similitud con la proteina del virus de campo o
desafio. La tendencia en disefio de vacunas
apunta también a seleccionar no sdlo
proteinas antigénicamente relevantes, sino
proteinas conservadas entre subtipos, que
aunque pueden ser menos inmunogeénicas
(como M2e, NP y HA2), en combinacion
pueden potenciar la respuesta inmune
(Kalaiyarasu et al., 2021; Kang et al., 2019; Q.-
Y. Lietal., 2020). Asimismo, con el objetivo de
mejorar la produccién de vacunas inactivadas
modificadas mediante genética reversa, se
pueden alterar las secuencias de HA y NA en
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virus de A para mejorar la replicacion viral en
huevos embrionados (An et al., 2019).

También, es fundamental dirigir el disefio de
vacunas hacia la implementacion de la
estrategia DIVA. Al momento, las vacunas que
se basan en vector satisfacen esta necesidad,
pues solo inducen la expresion de
determinadas proteinas de interés en las
células infectadas, y no se genera respuesta
humoral contra otras proteinas del virus de IA
ya que estan ausentes en el inmundgeno,
pero que si estarian presentes en la infeccion
natural (Li et al., 2011). De forma similar,
mediante el uso de herramientas
bioinformaticas, se pueden disefar in silico
proteinas recombinantes para que contengan
epitopos especificos de cada antigeno, en
lugar de la proteina completa (Herrera-Ong,
2023). Ademas, la seleccién de epitopos
puede favorecer la induccion de una
respuesta inmune celular mediada por
linfocitos T CD8+, y no solo una respuesta
inmune mediada por anticuerpos (Haghighi et
al.,, 2009). A su vez, se pueden agregar
insertos a las secuencias que codifiquen para
marcadores positivos como el epitopo TET
(derivado de la secuencia de la toxina tetanica
de Clostridium tetani) (Herrera-Ong, 2023), de
tal manera que tras la expresién e
inmunizacién con la proteina se genere una
respuesta contra esas secuencias no
presentes en una infeccién con IA.

Cuando se administran antigenos poco
inmunogénicos, resulta beneficioso usar
adyuvantes que activen y modulen Ila
respuesta inmune, ya sea innata o adaptativa.
Tal como lo observaron Tabynov et al. 2025,
que al administrar por via SC una
combinaciéon de un virus H5N8 modificado
mediante genética reversa con adyuvantes
oleosos como ISA-78 o ISA-71-R lograron
aumentar la supervivencia, disminuir la
excrecion viral y las lesiones en pulmén e
higado luego de desafiar a los animales con
IAAP (Tabynov et al., 2025).

Ligandos de receptores de PAMPs facilitan el
reconocimiento del antigeno y con ello la
induccion de la respuesta innata y adaptativa,
ligandos de TLRs como Pam3CSK4 (St. Paul
et al.,, 2014) y CpG ODN 2007 mejoran la
respuesta humoral al combinarse con
vacunas inactivadas, aunque incluso este
ultimo puede favorecer la respuesta inmune
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celular al aumentar los niveles de IFN (Mallick
et al., 2012). Incluso se ha reportado que al
administrar Pam2CSK4 o poli I:C por una via
mucosa, como la ocular, favorece la
produccion de interleucinas como IL-1B
(Takaki et al., 2016). También se ha reportado
que la combinacion de una IL-2 recombinante
con una vacuna inactivada de |A administrada
via intranasal mejora la respuesta humoral
(Xiaowen et al., 2009), aunque se puede
obtener una respuesta similar si la secuencia
de la citocina esta fusionada con el antigeno
(Yang et al., 2009).

Finalmente, es importante considerar
plataformas de liberacidon de antigenos. Entre
estas plataformas se encuentran las nano- y
microparticulas poliméricas. Tal es el caso de
nanoparticulas de PLGA, que han demostrado
un incremento de la respuesta IgY e IgA al
combinarse con una vacuna inactivada y un
ligando como CpG ODN 2007 (Singh et al.,
2016). Liposomas, que favorecen una
liberacion controlada del antigeno y resultan
de particular interés para la administracioén via
mucosa, ya que extienden la presencia del
antigeno en el sitio de administracién, y en
consecuencia, su reconocimiento (Chiou et
al., 2009). Los virosomas pueden ingresar a
las células y al tener antigenos como HA y NA
en la superficie favorecen la presentacion
antigénica y con ello su procesamiento,
induciendo la activacion de linfocitos T CD8+
(Bungener et al., 2002). En la figura 3 se
resumen las estrategias biotecnoldgicas
disponibles para superar las desventajas de
las vacunas actuales contra la IA.

Conclusiones y perspectivas

La IA se mantiene como una de las
enfermedades virales mas desafiantes para la
avicultura y como una amenaza para la salud
publica por su potencial zoondtico. Aunque
hay vacunas disponibles contra esta
enfermedad, éstas presentan limitantes
importantes como la mutacion constante del
virus (que favorece su escape de la respuesta
inmune) y la via de aplicacion que es
prioritariamente la parenteral para lograr una
induccion de respuesta inmune sistémica.
Esto implica una variabilidad en la eficacia
protectora y poca o nula induccién de
respuesta humoral de tipo IgA (la cual es muy
importante debido a que el ingreso del virus es
por via mucosa).
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No obstante, enfoques innovadores apuestan
principalmente al uso de vectores virales y
vacunas de subunidad proteica disefiados
racionalmente a partir de las secuencias
codificantes de todas las proteinas del virus,
no solo las inmunodominantes sino las
conservadas, que formuladas con adyuvantes
seguros para uso por las vias mucosas
permitan la induccion de respuesta inmune
antigeno especifica, con minimos riesgos

Uso de plataformas de

liberacion controlada de Siam
antigenos que facilite la s&
administracién mucosa e

Uso de adyuvantes para <%,
potenciar la respuesta
inmune de antigenos -

subunitarios

para el animal y el personal que vacuna.
Lograr un balance entre costo, seguridad y
eficacia sigue siendo desafiante, pero las
probabilidades de obtener vacunas con
menos limitaciones que las vacunas actuales
aumentan conforme hay mas y mejores

herramientas bioinformaticas y
biotecnolégicas disponibles para su disefio y
obtencién.
[ATATTATG sequence 1
GTACTTTG sequence 2
TCACAGTA sequence 3
T e et ion de
v secuencias consenso
TACTTT que confieran

consensus

proteccion cruzada

Estrategias [ ]
para Inclusién de proteinas
optimizar el conservadasy con

disefio de
vacunas
contra IA

antigenicidad
demostrada

7 Implementacién de
estrategia DIVA que
distinga el antigeno

E
}:::g\\ vacunal del
i antigeno de campo

Figura 3. Estrategias disponibles para superar las desventajas de las vacunas actuales contra influenza aviar.
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Resumen

La digestion anaerobia (DA) es una tecnologia ampliamente aplicada para el tratamiento de aguas
residuales industriales, que permite la transformacion de la materia organica en biogas, constituido
principalmente de metano (CHs4). A pesar de las ventajas ambientales que ofrece la DA, la
optimizacién de la produccién de CHs y la estabilidad de los reactores siguen constituyendo un reto,
particularmente durante el tratamiento de aguas residuales de composicién compleja. Trabajos
recientes se han enfocado en la mejora del desempefio de la DA a través de la adicién de
nanomateriales conductores, que incluyen materiales hechos de carbono y de hierro. Dichos
materiales facilitan la transferencia de electrones entre los microorganismos, mejorando las
relaciones sintréficas cruciales para la metanogénesis, pero que, ademas, para el desarrollo de
nuevas tecnologias, como aquellas relacionadas con la oxidacion anaerobia de amonio (NH4"). La
integracion de nanomateriales conductores en los sistemas de tratamiento anaerobio ha demostrado
mejorar su estabilidad y aplicabilidad. La presente revisién destaca los beneficios por los cuales los
nanomateriales conductores mejoran la capacidad metabdlica de los microorganismos anaerobios y
discute su prometedor rol en el tratamiento anaerobio de aguas residuales agroindustriales. Los
hallazgos enfatizan que al suplementar nanomateriales conductores ofrece una estrategia viable
para superar las limitaciones existentes en la DA, ademas de promover metabolismos novedosos
que puedan ayudar a reducir la contaminacion del agua y mejorar de manera eficiente y sostenible
el manejo de aguas residuales en el sector agroindustrial.

Palabras Claves: Digestion anaerobia, materiales conductores, aguas residuales agroindustriales,
Feammox, transferencia de electrones

Abstract

Anaerobic digestion (AD) is a widely adopted technology for treating industrial wastewater, enabling
the transformation of organic matter into biogas, mainly constituted of methane (CH4). Despite its
environmental advantages, optimizing CHa4 production and reactor stability remains a challenge,
particularly with complex wastewater streams. Recent research has focused on enhancing AD
performance through the addition of nano-sized conductive materials (nano-CMs), including carbon-
based and iron-based materials. These nano-CMs facilitate electron transfer between
microorganisms, thereby improving syntrophic interactions crucial for efficient methanogenesis, but
also for the development of other novel technologies, such as those related to anaerobic ammonium
(NH4") removal. The integration of nano-CMs in anaerobic treatment systems has demonstrated
improved process stability and applicability. This review highlights the benefits by which nano-CMs
enhance the metabolic capacity of anaerobic microorganisms and discusses their promising role in
the anaerobic treatment of agro-industrial wastewaters. The findings emphasize that supplementing
nano-CMs to AD offers a viable strategy for overcoming existing limitations, besides promoting novel
metabolisms that can help to reduce water pollution and changing the way for a more efficient and
sustainable wastewater management practices in agro-industrial sectors.

Key Words: Anaerobic digestion, conductive materials, agro-industrial wastewater, Feammox,
electron transfer
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Introduction

Agro-industrial activities are dedicated to
producing, processing and commercializing
agricultural and forestry products for food
purposes, such as production of meat or dairy
products (Rosete, 2020). Despite their
economic importance, agro-industrial
activities  impact negatively on the
environment, generating large amounts of
solid wastes and wastewater (Martinez-
Burgos et al., 2021). Anaerobic digestion (AD)
is a consolidated biotechnology applied in
wastewater treatment that allows the
transformation of organic matter into biogas
and other valuable products. AD is based on
the metabolism of different types of
microorganisms that transform organic matter
into biogas, mainly composed of methane
(CH4) and carbon dioxide (CO2), of which CH4
produced could be used as biofuel to generate
heat and electric energy when its burned
(Rittmann and McCarty, 2020). Besides the
production of CH4, AD offers other important
benefits, in contrast to other types of biological
wastewater treatments; for example, AD
generates less wasted sludge, there is no
need for oxygen supplementation,
microorganisms require fewer nutrient
requirements, and is appropriate for high
strength wastewaters (Rajeshwari et al.,
2000). Because of the many benefits that AD
offers, many types of wastewater and organic
solid wastes are treated by this biotechnology
around the world; however, the improvement
in CH4 generation and organic removal is still
a challenge, especially during the treatment of
complex wastewaters. Several strategies have

Phase 1 Phase 2
Hydrolysis Acidogenesis

been developed to improve CHs generation,
including the separation of fermentative and
methanogenic steps, the use of different
reactors configuration (Upflow Anaerobic
Sludge Blanket reactor, Anaerobic Membrane
Bioreactor, etc.) or co-digestion of different
types of streams or residues (Basset et al.,
2016; Bella and Rao, 2023). Recently, the use
of conductive materials (CMs) has becoming
popular due to the proven benefits on lab-
scale AD, and many researches has
conducted to tests different materials on
different  wastewaters under  several
conditions, demonstrating the great potential
of adding CMs in AD process. The
mechanisms in what CMs influence in AD are
described below.

Electron transfer in the anaerobic

digestion process

AD process occurs in four well defined steps,
hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis, and
methanogenesis (Nguyen et al., 2019) (Figure
1). In step 1, bacteria break the bonds of
complex organic matter constituted of
polymers (proteins, lipids, and carbohydrates)
releasing monosaccharides, aminoacids and
long volatile fatty acids. In acidogenesis (step
2) volatile fatty acids (VFAs) and alcohols are
produced and then are converted into acetate
and hydrogen gas (Hz2) in the acetogenesis
(step 3). Finally, in methanogenesis (step 4)
archaea produce CH4 by two mainly pathways,
by the fermentation of acetate into CH4
(acetolactic methanogenesis) and by the
reduction of CO2 employing Hz2 as electron
donor (hydrogenotrophic methanogenesis).

Phase 3 Phase 4
Acetogenesis

Methanogenesis

Complex Monomers and
polymers oligomers
(Carbohydrates, (Sugars, amino

Short chain volatile
organic acids

Acetate

CH, +CO,

£)] B ()]

Proteins, Lipids) acids, peptides)

Hydrolyzers and Acidogens
(Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Chioroflexi, Thermotogae, Proteobacteria,

and Spirochaetes)

Acelogens Methanogens
(1, 2) Syntrophic fatty acid
oxidizing bacteria
(3) Syntrophic acelate oxidizing

(5) Aceticlastic methanogens {convert
acetate to methane and CO,)
(6) Hydrogenotrophic methanogens

bacteria (convert acetale to H, and (convert H, and CO, 1o methane)

Co,)

(4) Homoacetogenic bacteria
(convert H, and CO, (o acetale)

Figura 1. The four steps of anaerobic digestion process and the microbes associated to each step. Figure taken from
Nguyen et al. (2019).
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Despite the well knowledge of AD developed
in the past years, challenges on the CHas
production and reactors stability are still
problems that need to be addressed for
improving the process and applicability. Given
that the AD process depends on the
interaction between fermentative bacteria and
methanogenic archaea, steps 3 and 4 of the
AD could be considered as the limiting step
that condition the CH4 production (Wu et al.,
2020). Several strategies have focused on
improving the syntrophic relationship between
bacteria and archaea, for example, promoting
the interchange of electrons between
microorganisms. In the AD process, bacteria
ferment organic acids and alcohols releasing
electrons in form of Hz and formate
(considered as electron carriers) that are
taken by archaea to produce CHas. This
process is namely as mediated interspecies
electron transfer (MIET) where electron
transfer occurs through the interchange of
soluble electron carriers between electron
donor bacteria and electron acceptor archaea
(Lovley, 2017). Despite the majority of CH4 is
produced this way, MIET requires low H:2
partial pressures that allow fermentative
reactions to be thermodynamically feasible,
archaea must be able to consume the H:
produced, otherwise fermentation reactions
are interrupted, resulting in  VFAs
accumulation thus inhibiting methanogenesis
and result in digestors failure (Kamagata,
2015).

On the other hand, some microorganisms can
share electrons without the need of electron
carriers, stablishing direct connections
between electron generation microbes and
electron consumer microbes, process known
as direct electron transfer (DIET) (Lovley,
2017). DIET is important in several types of
metabolisms; however, a great attention has
been placed on its relevance in
methanogenesis given that several studies
have demonstrated that DIET increase the
performance of the process. Three main ways
have been proposed in what DIET could occur
related to the production of CH4. The first one
is that fermentative bacteria can share
electrons with archaea by means of electrically
conductive pilli (e-pilli). Pilli are biological
structures composed of aromatic amino acids
that enable the transfer of electrons
microorganisms (Tan et al., 2017). The second
one is that some microbes use c-type
cytochromes to share electrons; however,
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unlike e-pilli, the transfer of electrons only
occur at a very short distance between
microorganisms (McGlynn et al., 2015).
Finally, the third way in what microorganisms
could share electrons is through CMs, such as
carbon-based materials (activated carbon,
biochar), iron-based materials (magnetite,
hematite or goethite) or its combination in
composites. These materials serve as bridge
between bacteria and archaea allowing the
sharing of electrons between them without the
need of complex structures (as those
mentioned above). Besides, several studies
have proposed that CMs are able to enrich
microbes with the capacity of transfer
electrons directly (Li et al., 2021; Wu et al.,
2020).

Benefits of supplementing
conductive nanomaterials in

anaerobic digestion

Conductive nano-sized materials have been
gaining popularity in their application as
boosters for AD. Different materials have been
tested for enhancing AD, the most important
are iron-based materials, that include ferric
iron oxides/hydroxides and zero-valent Fe
(Fe%. Iron-based materials have high
conductivity, are non-toxic for microorganisms,
and are cheaper than other nanomaterials,
such as palladium nanoparticles, that convert
them into perfect boosters for AD (Wu et al.,
2023). In the same way, carbon-based
materials have shown their capacity to
enhance AD, the most common materials
used include biochar, activated carbon
(granular and powder), carbon cloths,
graphene, and carbon nanotubes. Carbon-
based materials own high conductivity, large
surface area, and they can adsorb toxic
compounds. Additionally, some materials,
such as biochar, are made of plant and food
residues that make them a cheap option (Park
et al., 2018). Recently, some research showed
that combination of iron and carbon materials
through different chemical methods results in
modified materials, known as composites, that
could resulted in a synergistic material that
combines the properties of iron and carbon
materials (Wu et al., 2023).

The benefits of supplementing nanomaterials
in AD depend on the type of inoculum, the
substrate and the operation conditions (type of
reactor, hydraulic retention time/organic
loading rate, temperature, etc.). In general,
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conductive nanomaterials have demonstrated
clear improvements in AD performance; for
example, increasing CHs production rate,
besides COD removal and shortening the Lag

Tabla 1. Performance parameters improvement when conductive

phase, among other benefits. Table 1 shows
the most important parameters improvement
when nano-CMs are added to the digestors for
wastewater treatment.

nanomaterials are supplemented in anaerobic digestion.

Size of
Material . Parameter Influence’ References
materials
Magnetite,  10-50 nm -CHa4 productivity 1
T hematite,  50-100 nm -COD removal 1 Ambuchi et al. (2017); Baek et
® , al. (2015); Guan et al. (2023);
2 5 goethite, 20 nm -Lag phase l
O o fc ) Kato et al. (2012); Zhuang et al.
g £ Fe203, Fe -Rate of CH4 production 1 (2018, 2015)
-Micronutrient *
Activated Particle size: -CHa production 1
g o carbon, 0.5-2um -Lag phase l Ambuchi et al. (2017); Liu et al.,
S w biochar, 20 nm -Support for microbial * (2012); Ramirez-Montoya et al.
§ % carbon Poro size: growth (2023); Tian et al. (2017); Yuan
g E nanotubes, 100 nm -Redox mediator * etal. (2018)
graphene 9-15 nm
200 nm - -Conductivity 1
_§ Biochar- 149 ym -(Pseudo) capacitance 1 Chen et al. (2022); Dai et al.
§ Magnetite, -Specific surface area 1 (2022); He et al. (2025); Wang et
g Biochar-Fe® -Degradation of 1 al. (2021); Zhang et al. (2017)
(8]

micropollutants

1: 1 (Increment); | (Decrement); * (Other properties)

Despite the proved benefits of adding
conductive hanomaterials for AD, most of the
experiments have been carried out under ideal
conditions, with simple substrates (acetate,
ethanol or glucose), mesophilic or thermophilic
temperatures, and/or with defined co-cultures.
Nanomaterials have the potential to be applied
in the anaerobic treatment of complex
wastewater as those produced in agro-

industrial facilities. Table 2 shows the main
characteristics of representative  agro-
industrial streams, such as slaughterhouse,
piggery, and dairy industry wastewater. These
wastewaters possess high quantities of
organic matter, nutrients (ammonium and
phosphorus) and other  compounds,
representing a great challenge for their
treatment.

Tabla 2. General characteristics of representative agro-industrial wastewater.

Parameter Slaughterhouse Péga%(ga;y Dairy industry

COD (mg/L) 500-15900 19100-50600 2200-10000
Total nitrogen (mg/L) 50-841 3000-5200 54-1150
Total phosphorus (mg/L) 25-200 660-920 15-283
NH4* (mg/L) 200-300 1820-3300 5-277
TSS (mg/L) 270-6400 20500-46500 310-5070
Greases and oils (mg/L) 40-1385 — 70-2880
pH 4.9-8.1 6.0-6.5 4.0-12.0

Taken and adapted from Carvalho et al., (2013); Bustillo-Lecompte & Mehrvar, (2015); Girard et al., (2015). TSS:

Total suspended solids.
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Potential applications of conductive
nanomaterials for anaerobic
treatment of agro-industrial

wastewater

There is no question that CMs
supplementation on the AD process offer great
benefits, not only in allowing a faster
transformation of organic matter to CHa, also
helping in maintain a stable process for the
treatment of high strength wastewaters that
are difficult to treat. Other potential
applications of nano-CMs are those related to
the removal of other pollutants, such as NH4*.
Due to the high concentration of nitrogenated
compounds in agro-industrial effluents,
including  slaughterhouse and  piggery
wastewater, the AD of these effluents release
NH4* because of the hydrolysis of proteins and
urea, resulting in implementation of a second
stage for the removal of NH4". The most
popular way to remove NHs4" is through the
nitrification-denitrification process, that
consists in oxidation of NH4" to NOs with
oxygen as electron acceptor by nitrifier
bacteria, then in a second step, the NO3z
produced is reduced sequentially to N2 under
anaerobic conditions (Rittmann and McCarty,
2020). Nevertheless, this process has some
disadvantages, for example, in the nitrification
step, high amounts of Oz are required to allow
the complete transformation of NH4* to NOs’;
while in the denitrification step, the quantity of
COD must be appropriate for the complete
reduction of NOs~ to Nz, besides high amount
of sludge could be generated due to the fast
growth of denitrifiers and have to be assessed
according to environmental legislation
(Rittmann and McCarty, 2020). Another
problem with this process is the generation of
greenhouse gases, like Nitrous oxide (N20),
due to the incomplete reduction of NO3™ (Guo
etal.,, 2017).

Anaerobic ammonium oxidation (Anammox) is
an anaerobic biotechnology suitable for NH4+
removal. The process consists of partly
oxidizing the NH4* to nitrite (NO2) in a
preliminary step, so that microbes are able to
oxidize the NH4* to N2 employing the NO2™ as
the electron acceptor in the anammox
process. The advantages of this process are
that requires low amount of O2, much fewer
production of sludge compared to
denitrification process and no production of
N20; however, due the low rate of growing of
the microorganisms involved, enrichment of
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anammox microbes is hard, besides the
presence of organic matter and other
pollutants could impact negatively the reactor,
deteriorating its performance (Chen et al.,
2022). Other anaerobic biotechnologies have
the potential to be applied for wastewater
treatment, for instance, the anaerobic
ammonium oxidation coupled with ferric iron
reduction, process named as Feammox,
which occurs naturally in anoxic environments,
such as sediments of rivers, wetlands, and
riparian soils rich in Fe(lll) minerals (Clément
etal., 2005; Ding et al., 2014). Microorganisms
capable of Feammox can oxidize NH4* to N2
(Equation 1) in the presence of Fe(lll)
minerals, generating ferrous iron (Fe?*) (Yang
etal., 2012).

3Fe(OH); + 5H* + NH} — 3Fe?* + 9H,0 + 0.5N,
(AG®'= -245 kJ/mol) A1)

Some research has been conducted to exploit
the ability of Feammox microorganisms in the
removal of NH4" employing different ferric iron
materials; nonetheless, very few research
demonstrates that nano-size Fe(lll) materials
can serve as electron acceptor for Feammox
process. For example, nanostructured Fe
oxyhydroxides were added to treat wastewater
containing 100 mg/L of NH4" achieving 52 %
of NHs4" removal in batch conditions
(Desireddy et al., 2020). Likewise, Swathi et
al. (2018) demonstrated that granulated
nanoscale oxyhydroxides of Fe (GNOF) with a
particle size of 15 to 30 nm, achieved NH4*
removal rates of 130 mg/L/d (feed NH4* = 500
mg/L and COD = 160 mg/L) in serum bottles in
a semi-continuous operation with an HRT of
0.5d.

Despite, the great potential of Fe(lll) materials
in the Feammox process, more research is
needed to understand and demonstrate that
nano-sized materials are suitable in contrast to
micro and macro materials for NHs*
remediation.

Conclusions and perspectives

Wastewater treatment has become an
important activity with a positive impact on
human populations, anaerobic treatment is
gaining popularity over aerobic treatment due
to the economic, environmental, and feasibility
advantages that it offers. With the growing of
human population, high quality water will be
required and the biotechnological process for
wastewater remediation will have an important
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role, not just for being able to clean
contaminated waters, but also for important
resources that anaerobic treatment can offer,
like CHs. Also, the role of nano-CMs has
shown a promising application in anaerobic
treatment, enhancing the metabolic
capabilities of microorganisms that allows a
faster wastewater decontamination and the
obtention of relevant products. In the same
way nano-CMs helps to develop new
processes for wastewater treatment, such as
Feammox, helping to achieve environmental
and economic sustainability.
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