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CONTROL BIOLOGICO DE Helicoverpa zea (Boddie) CON EL PARASITOIDE Telenomus remus (Nixon) Y SU
IMPACTO SOBRE Chrysoperlaa carnea (Stephens)
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Introduccion. La pérdida de cultivos a consecuencia de las plagas
agricolas es considerado un problema que debe ser atendido. La
implementacion de organismos benéficos para el control de plagas
es una alternativa para los agricultores que buscan disminuir el uso
de quimicos en los cultivos y reducir el dafio al medio ambiente.
Generalmente se combina el uso de diversos insectos benéficos con
el uso de parasitoides para optimizar el control biolégico y asi
disminuir la poblacion de plagas, sin embargo, cuando C. carneay T.
remus conviven en el mismo entorno los resultados tienden a ser
inusuales. Se cree que los huevos de C. carnea son parasitados por
el parasitoide T. remus de la misma forma que lo hacen con los
huevos de los insectos plaga, lo que es un hecho contraproducente,
ya que disminuye la presencia de uno de los insectos benéficos mas
importantes para el control del gusano elotero y cogollero,
aumentando el porcentaje de sobrevivencia del insecto no deseado.
Por esto, es importante conocer con exactitud si T. remus tiene el
habito de atacar plagas, asi como a otros insectos benéficos, en este
caso C. carnea. Se busca esclarecer si el uso de T. remus contra H.
Zea es una opcion viable como parasitoide de este insecto y asi ser
utilizado como agente de control biologico sin disminuir a los insectos
benéfiicos.

Planteamiento del problema. El gusano elotero ocasiona dafios
considerables a cultivos de maiz de hasta un 40% en el rendimiento
del grano’, cuando no se utilizan medidas de control quimico o
biologico. Por lo que, es importante producir de forma masiva y liberar
parasitoides que permitan controlar de forma biolégica a esta plaga,
para ello es necesario corroborar que estos parasitoides no parasiten
ala par huevos de organismos benéficos como lo es C. carnea, esto
se logra conociendo los porcentajes de parasitismo de T. remus en
ambos insectos.

Justificacion.

Con la implementacion de parasitoides como agentes de control
biologico se disminuira el uso de insecticidas quimicos, reduciendo
de forma amigable plagas de lepidopteros en el cultivo de maiz en
Durango. México, sin afectacion a organismos benéficos.

Objetivo general. Evaluar el porcentaje de parasitismo de
Telenomus remus en poblaciones de H. zea y cuantificar el impacto
en huevos de C. carnea.

Objetivos particulares. 1)Determinar el porcentaje de parasitismo
de Telenomus remus en huevos de Helicoverpa zea colectados en
estigmas de maiz en el area agricola del Estado de Durango.

2) Determinar taxonomicamente microhimendpteros parasitoides de
Helicoverpa zea de la familia Selionidae y Trichogrammatidae con
ayuda de claves taxonomicas e identificacion genética para
especimenes con caracteres cripticos. 3) Determinar los parametros
biologicos y de poblacion de T. remus (longevidad, proporcion
macho:hembra, tasa neta de reproduccion, tasa intrinseca de
aumento, tasa de aumento finita, el tiempo medio de generacion y el
tiempo de duplicacion entre otros, de T. remus que permitan conocer

su capacidad de parasitacion. 4) Evaluar el impacto de T. remus en
organismos benéficos.

Estrategia metodologica. Se recolectaran huevos (individuales) de
estigmas del maiz, una vez que se ha formado el grano de H. zea de
zonas agricolas del estado de Durango y seran trasladados en bolsas
de plastico tipo ZIPLOC® a las instalaciones del laboratorio de
entomologia del CIIDIR unidad Durango. Los huevos se mantendran
bajo condiciones controladas y se esperara la emergencia de los
parasitoides del género T. remus. Se obtendra el porcentaje de
parasitismo de T. remus sobre H. zea, asi como la determinacion de
sus parametros biologicos y poblacionales con ayuda de un
microscopio y/o esteriomicroscopio. Se seguira la metodologia
reportada por Ramirez? para la preparacion de los insectos en
laminillas y poder realizar la identificacion taxonomica, las claves
taxonomicas que se seguiran seran las reportadas por Nixon3. Para
la identificacion molecular se seguira la metodologia reportada por
Espafia-Luna (2008)%.
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Figura 1. Metodologia a seguir para pruebas de PCR y purificacion
de fragmentos de ADN.

Se evaluaran los porcentajes de parasitismo de huevos de C. carnea
parasitados por T. remus, dichos huevos seran obtenidos de un
Centro Nacional de Reproduccion de Organismos Benéficos
Resultados esperados. Se espera determinar el porcentaje de
parasitismo de T. remus (en caso de que esto suceda, aun es
hipotético), sobre H. zea, también, identificar de manera taxondmica
y genética los parasitoides (género y especie) que atacan a huevos
de H. zea, después, se obtendra el porcentaje de parasitismo entre
T. remus y C. carnea y conocer si también dafia a la fauna benéfica
en laboratorio.

Referencias.

1.- Olmstead, D. L., Nault, B. A., (2016). Biology, ecology and evolving
management of Helicoverpa zea (Lepidotera: Noctuidae) in sweet corn in the
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Identificacion molecular de especies cripticas de Trichogramma westwood
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Introduccion. El interés de los consumidores por alimentos nutritivos
y saludables ha aumentado la demanda de productos alimenticios
innovadores y funcionales en todo el mundo (1). Por lo que la
investigacion de las bacteriocinas como la nisina, ha tenido mayor
impacto en los Ultimos afos, ya que representan una alternativa a los
conservadores quimicos como nitritos; sin  embargo, deben
considerarse las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de los
productos finales (2). Este trabajo tiene la finalidad de evaluar el
efecto de la adicion de diferentes concentraciones de nisina sobre las
principales  caracteristicas  fisicoquimicas, ~microbiologicas 'y
sensoriales de tres productos diferentes (salsa, pan de caja y cerveza
artesanal), almacenados a diferentes temperaturas.

Metodologia. En la Figura 1 se presenta el desarrollo experimental
para evaluar los efectos fisicoquimicos y microbioldgicos de la adicion
de nisina en salsa roja, pan y cerveza.

Efecto de la adicion de nisina en salsa roja, pan de caja y cerveza

CO0- control-sin conservador
NO1-nisina 0.01 %
N1-nisina 0.1 %

N2- nisina 0.2 %
S2/P2-sorbaro o propionato 0.02 %

Evaluar la actividad

A . - Determinar la vida util
antimicrobiana de la nisina

Determinar parametros
fisicoquimicos

pH
Color
Humedad

Textura

“ Brix

Acidez

Figura 1. Desarrollo experimental para evaluar el efecto de la
adicion de nisina

Resultados y discusion. La nisina es una bacteriocina que puede
anadirse a varios alimentos debido a su amplia estabilidad frente a
pH acido, ademas de ser termoestable e hidrosoluble (3). Dentro de
los resultados analizados en la salsa, las muestras N1 y N2 no
mostraron cambios significativos en sus propiedades fisicoquimicas.
Sin embargo, tras 150 dias de conservacion, hay una diferencia
notable en la actividad antimicrobiana de las salsas con nisina en
comparacion con la salsa con sorbato y la salsa control sin aditivos,
logrando alargar su vida Util por 150 dias para las muestras N1y N2.
En los resultados obtenidos del pan de caja se encontrd que los
conservadores no afectan los parametros fisicoquimicos durante su
almacenamiento, manteniéndolos dentro de los limites establecidos
por la NOM-F-159. La evaluacion sensorial mostrod que el pan N1
presento similar aceptabilidad en color, aroma y sabor que el control
(sin conservador), mientras que la muestra P2 (conservador quimico)

Hongos y levaduras
Mesdfilos aerobios totales
Coliformes totales
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es la que menor aceptabilidad general tuvo por los panelistas. Se
pudo observar mayor actividad antimicrobiana a 4 °C aumentando su
vida de anaquel a 13 dias para la N2 y de 11 dias para NO1y N1.
Una vez obtenida la cerveza y previo a su envasado, los lotes
adicionados con nisina (0.01, 0.1 y 0.2) y sorbato (0.2%); fueron
divididos en dos, y uno fue pasteurizado (72 °C por 10 min),
posteriormente se almacenaron a 4 y 20 °C. En la prueba hedbnica
de la cerveza pasteurizada se obtuvo mayor aceptabilidad general en
la muestra NO1 y N1 (5.70 y 5.54). Y para las muestras no
pasteurizadas se observd mejor aceptabilidad en la muestra CO, NO1,
N1y S2 (5.70, 5.76, 5.64 y 5.75 respectivamente) En los parametros
fisicoquimicos de la cerveza pasteurizada, se encontré que el pH no
muestra diferencia significativa del dia 0 al 180. En la acidez hay
diferencia significativa en S2 (4 °C) y C0, N1, N2y S§2 (20 °C) a los
180 dias de almacenamiento. Los °Brix, Unicamente presentan
diferencia significativa N2 (20 °C) a los 180 dias de almacenamiento.
Para los valores de la cerveza no pasteurizada, los resultados de
acidez muestran diferencia significativa a los 180 dias de
almacenamiento para C0, N1y S2 (4°C) y S2 (20°C). El pH presento6
diferencia significativa en N2 (20 °C). En los °Brix existe diferencia
significativa en N1 (4 °C) y N1 (20 °C) a los 120 y 60 dias
respectivamente. A pesar de los resultados, los valores estan dentro
de los limites establecidos en la NOM-199-SCFI.2017.
Conclusiones y perspectivas. En comparacion con los
conservadores quimicos utilizadas para este tipo de alimentos, la
nisina mantiene las propiedades fisicoquimicas del alimento y no
cambia las percepciones sensoriales en concentraciones menores a
0.2 %. Aunque la adicion de la nisina disminuye la proliferacion de
microorganismos, la combinacion refrigeracion/nisina  permite
prolongar la vida Util de los alimentos horneados, pero en salsas se
prefiere un almacenamiento a temperatura ambiente.
Agradecimientos. Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) por la beca (CVU): 858842. Al IPN por el apoyo
PRODTIA23.
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Introduccion. México es considerado el centro de diversidad
biologica y cultural del género Agave, ya que cerca del 75% de las
especies son endémicas. Estas plantan han sido usadas desde la
antigliedad para diferentes propdsitos, sin embargo, en la actualidad,
destaca su utilizacion en la elaboracion del mezcal (1).

El mezcal se produce en algunos estados de México amparados bajo
la denominacion de origen, dentro de ellos se encuentra Durango.
Los agaves mas comunmente utilizados en la industria del mezcal de
Durango son el Agave durangensis, A. wocomahi, A. shrevei ssp.
magna, A. maximiliana, A. castilla'y A. angustifolia (2). El mezcal es
obtenido a partir de la destilacion de los fermentos de “pifias” cocidas
de agaves maduros, provenientes generalmente de poblaciones
silvestres. En los Ultimos afios, la demanda del mezcal ha
experimentado un aumentado considerable, lo que ha llevado a una
mayor presion de los recursos naturales. La sobrexplotacion de estos
recursos, sumado a la falta de aplicacion de programas de
conservacion, plantea una amenaza seria a la diversidad de las
poblaciones de agaves (1). Este fenémeno provoca la disminucion de
la diversidad genética, lo cual afecta los procesos de adaptacion a
cambios ambientales, lo que incrementa el riesgo de extincion de las
especies. En estos casos la investigacion de la diversidad genética y
epigenética es fundamental, ya que contribuye a la delimitacion
taxonomica de especies y genera conocimiento Util para el desarrollo
de estrategias de conservacion y utilizacion (3). El objetivo del
presente estudio es determinar la variabilidad genética, epigenética,
y morfolégica de las especies de Agave que sustentan la industria del
mezcal en el estado de Durango, México.

Planteamiento del problema. La creciente demanda de mezcal estéa
causando un impacto ambiental significativo, principalmente debido
a la reduccion de las poblaciones silvestres de agave. La
sobreexplotacion de los agaves utilizados para la produccion de
mezcal repercute en la alteracion de la dinamica de los ecosistemas
y la pérdida de diversidad genética. Uno de los desafios que dificulta
la implementacion de programas de conservacion adecuados es la
dificultad del establecimiento de los limites especificos, debido a
caracteres morfologicos altamente variables, generados en parte por
procesos de hibridacion.

Justificacion.

Para aprovechar a los agaves de manera sostenida es necesario
conocer y distinguir sus especies. Durango cuenta con 24 especies
de Agave, 15 de las cuales se han reportado para la produccion de
mezcal en diferentes escalas. La presion que se ejerce sobre las
poblaciones silvestres puede tener un impacto en su diversidad
genética lo cual podria estar asociado en efectos directos sobre su
estructura y variabilidad. Se han realizados estudios sobre
variabilidad genética de especies como Agave durangensis, pero no
se han incluido ofras especies de agaves mezcaleros de la entidad.
El uso de herramientas de secuenciacion de nueva generacion (NGS)
servira para la obtencion de una gran cantidad de datos que a su vez

Ana Isabel Chaidez Ayala, Norma Almaraz Abarca*
Correo electronico: noralab@yahoo.com
CIIDIR Durango

permitiré identificar procesos de diversificacion, especiacion y efectos
bidticos y abioticos sobre las poblaciones naturales de agaves
mezcaleros en el Estado de Durango.

Objetivo general. Determinar la variabilidad genética, epigenética, y
morfolégica de las especies de Agave que sustentan la industria del
mezcal en el estado de Durango, México.

Objetivos particulares. Caracterizar morfoloégicamente  seis
especies de agaves mezcaleros del estado de Durango (Agave
durangensis, A. wocomabhi, A. shrevei ssp. magna, A. maximiliana, A.
castilla y A. angustifolia). Evaluar variabilidad epigenética de las
mismas especies mediante el método de MSAP. Evaluar la
variabilidad genética de las mismas especies con herramientas de
secuenciacion de nueva generacion (NGS).

Estrategia metodologica. La colecta de material vegetal sera en 5
sitios (Nombre de Dios, Tuitan, Mezquital, Temoaya, Tepehuanes).
Se colectara tejido foliar de 5 individuos maduros (en floracion), se
hara la herborizacion de 2 especimenes para su deposito en el
Herbario CIIDIR. Se haran registros morfologicos. La extraccion y
purificacion de ADN se realizara con el método CTAB. Las muestras
de ADN puro se secuenciaran (Secuenciador lllumina NextSeq). Para
la preparacion de la libreria se utilizaran dos enzimas de restriccion
(Pstl 'y Mspl), los amplicones obtenidos seran secuenciados, se
realizara la depuracion de datos para ejecutar el andlisis de la
diversidad genética con programas como GenAlEx, AMOVA,
STRUCTURE y R (4). Los niveles de metilacion en el ADN se
determinaran por el método de MSAP, la variabilidad epigenética se
estimara a partir de los patrones de metilacion con los programas
mencionados.

Resultados esperados. Determinacion del potencial discriminativo
especifico de los caracteres morfoldgicos, genéticos, epigenéticos, y
de combinaciones de ellos para diferencias las especies de Agave
analizadas.

Referencias.
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OBTENCION DE BIOPRODUCTOS A PARTIR DE RESIDUOS SOLIDOS DE CAFE (Coffea spp.) Y SU EVALUACION
COMO FERTILIZANTE Y FUNGICIDA
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ELUCIDACION DE LOS MECANISMOS DE ACCION DE Bacillus amyloliquefaciens (CEPA COD2) COMO
ANTAGONISTA A Sclerotinia sclerotiorum (LIB.) DE BARY.
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Introduccion. El café (Coffea spp) es uno de los productos agricolas
mas comercializados a nivel mundial, con una produccion anual de
11 millones de toneladas (1). La produccion de café instantaneo y la
preparacion de la bebida en hogares y establecimientos generan una
gran cantidad de residuos solidos (RSC), ya que el agua caliente solo
solubiliza el 20% del café. El 80% restante son RSC (2). Este residuo
tiene un alto contenido de materia organica, minerales y diversos
nutrientes, que lo hacen un material atractivo para ser utilizado en la
produccion de fertilizantes, mejorar las propiedades fisicoquimicas
del suelo y sustituir el uso de los agroquimicos (3).

Metodologia. Se describe en el siguiente diagrama de flujo:

Residuos Slidos de Caté

| preer———

Preparacion de mezclas Proparacién de mezclas suelo]
para compostaje residuo sdlido de café
Andlisis de madurez de la
wosta y
do las mezclas
e o) PH, CE. %MO, %CO, %G, N
caté

Andlisis de madurez de la

composta
PH,CE. %MO, %CO. %IG,N

supresor de hongos ftopatogenos J solucion nutrtiva J

Figura 1. Diagrama de flujo experimental

Resultados y discusion. El RSC tienen un pH de 5.8, una
conductividad eléctrica (CE) de 1.76 dS/m, un contenido de materia
organica (MO) del 96%, nitrogeno total (NT) del 4.6%. Por sus
propiedades puede adicionarse de forma directa a suelos agricolas
hasta en un 10% viv, ya que favorece las caracteristicas
fisicoquimicas de los mismos, mejora la porosidad, disminuye la
densidad y aumenta la fertilidad, lo cual permitira un mejor desarrollo
y crecimiento de las plantas.

Cuando el RSC se composta con estiércol bovino (EB), en
proporciones de 75/25 (viv base seca), se obtiene una composta
madura con un pH de 8.1, CE de 3.27 dS/m, MO 69.6%, NT 2.73% y
un indice de Germinacion (IG) del 85%, parametros que cumplen con
lo establecido en la norma NMX-AA-180-SCFI-2018 (4). Esta norma
menciona que el |G es indicativo de la fitotoxicidad y menciona como
minimo 80% para compostas maduras.
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En la evaluacion de los cambios que genera la adicion de composta
en un suelo, agregar 6% y 12.5% v/v no generé cambios significativos
en los parametros fisicoquimicos. Los cambios se observan a partir
de la adicion del 25% vliv, con aumento en el contenido de sales
solubles, disminucion en la densidad, indicativo de que el suelo es
poco poroso, con buena aireacion y con una répida infiltracion de
agua. Al igual que en los parametros fisicoquimicos, solo la adicion
del 25% de composta aumento el rendimiento en el cultivo de tres
variedades de chile (Capsicum annuum). Con este tratamiento se
duplico el peso de los frutos, respecto a los tratamientos testigos, en
las tres variedades. En chile habanero la cantidad y el peso de frutos
se duplica desde la adicion del 6% de composta.
Al evaluar la composta como enriquecedor de sustrato (peat moss)
para la produccion de plantulas en invernadero, la adicion del 25%
viv de composta aumentd de forma significativa (p<0.05) la
germinacion de semillas de tomate, lechuga, rébano y chile. El
crecimiento de las plantulas duplicé en altura a los testigos.
El extracto de composta (Té) mostro propiedades antifungicas, ya
que al adicionarlo sobre Rhizoctonia solani se tuvo inhibicion en el
crecimiento del hongo, respecto al testigo. El extracto tiene un |G de
80%, lo que indica que no puede causar toxicidad en caso de que se
adicione sobre algun cultivo.
Conclusiones y perspectivas.
La adicion directa de RSC a suelo agricola en 10% v/v incrementa
las propiedades fisicas y quimicas del suelo, sin indicativos de
toxicidad de acuerdo con el IG.
La produccion de composta a partir del RSC es posible y se puede
obtener un material rico en nutrientes que cumple con los parametros
para ser utilizado en la agricultura ecologica, paisaje, areas verdes,
urbanas y reforestacion.
La adicion de composta en un 25% v/v mejora las propiedades
fisicoquimicas del suelo y aumentar la produccion de los cultivos.
Esta pendiente evaluar la calidad de los frutos.
El uso del te de composta para inhibir el crecimiento de hongos
fitopatogenos puede ser posible, pero es necesario determinar cual
es la fuente causante de esta inhibicion.
Referencias.
1. International Coffee Organization. 2021.
https://www.ico.org/prices/hew- consumption-table.pdf
2. Lopez-Gomez, A. 2019. Tesis de maestria. IPN CIIDIR Unidad-
Durango
3. Sanchez-Hernandez, J; Dominguez, J; 2017. En. Charis
Galanakis. Handbook of Coffee Processing By-Products:
Sustainable Applications. 1era Ed. Academic Press. 369-398.

Introduccion. Distintas cepas de Bacillus amyloliquefaciens (B. a)
han sido consideradas agentes de control biologico (ACB) debido a
que son capaces de inhibir el crecimiento de multiples patogenos
fungicos que afectan el desarrollo normal de distintas plantas. B.
amyloliquefaciens puede ocupar diferentes nichos gracias a la
plasticidad de su genoma. B. amyloliquefaciens tiene en su genoma
genes que participan en el proceso de antibiosis con la produccion
de enzimas liticas, sideroforos, lipopéptidos y volatiles que actan
frente la infeccion de un fitopatogeno de distintas maneras, un
ejemplo es contra el hongo causante de moho blanco en el frijol
(Phaseolus vulgaris) Sclerotinia sclerotiorum (S. s) el cual es un
hongo necroétrofo de distribucion mundial y con un amplio numero de
plantas hospederas. Cuando S. sclerotiorum interacciona con B.
amyloliquefaciens, el crecimiento del hongo se inhibe. Ademas, se
sabe que este bacilo es capaz de generar Resistencia Sistémica
Inducida (RSI) en algunas plantas, por lo que, por un lado, es capaz
de inhibir directamente el crecimiento de patogenos fungicos, y por el
otro de estimular la RSl como mecanismo de accion indirecta en
distintas plantas (1,2).

Cuadro 1. Algunos mecanismos de control biologico estudiados en
cepas de B. amyloliquefaciens contra hongos fitopatdgenos.

Cepa Mecanismo Planta hospedera 'y
descrito hongo fitopatégeno
B. amyloliquefaciens? ~ Producciénde  Phaseolus vulgaris L.
PGPBacCA1 lipopéptidos S. sclerotiorum
B. amyloliquefaciens?  Lipopéptidos y Solanum nigrum
SV65 chitinasa Fusarium oxysporum

Referencias: "

Planteamiento del problema. B. amyloliquefaciens (COD2) es una
cepa aislada de esclerocios colectados en suelos agricolas de
Sinaloa y se ha demostrado que tiene capacidad antagonista a S.
scleoriorum. El genoma de decenas de cepas de B.
amyloliquefaciens obtenidas en diferentes regiones del mundo ya
han sido secuenciadas. El no contar con la informacion del genoma
de la cepa COD2, impide conocer todos los posibles mecanismos de
antagonismo que esta cepa nativa presenta.

Justificacion. Conocer los mecanismos de antagonismo ayudara a
ampliar la aplicabilidad de este ACB y su uso en general. Esto
permitira mitigar el uso excesivo de plaguicidas que contaminan el
medio ambiente. El escrutinio a nivel genomico, transcriptomico, de
antagonismo, y de andlisis de metabolitos y RSI nos permitira tener
una descripcion integral de coémo acontece el proceso de
antagonismo en la interaccion planteada en este proyecto.

Objetivo general. Elucidar los mecanismos de accion de B.
amyloliquefaciens (COD2) como antagonista a Sclerotinia

sclerotiorum mediante los analisis genomicos, transcriptomicos, de
metabolitos y como inductor de RSI.

Objetivos particulares. 1) Andlisis genomico, 2) Anélisis
transcriptomico en interaccion con S. sclerotiorum, 3) Aislamiento e
identificacion de compuesto antifingicos y 4) Evaluacion de su papel
como inductor de RSI.

Estrategia metodolégica. Secuenciacion y anotacion (GO/KEGG)
funcional del genoma (PACBIO), andlisis transcriptomico por RNA-
seq (ilumina), filogenoémica de B.a (PGCGAP v1.0.21.), ensayos de
antibiosis B.a vs S.s in vitro, purificacion e identificacion de
metabolitos y volatiles por HPLC y GC-MS y la deteccion de los genes

LOX2 y MYC2 como indicadores de RSI.
Analisis de
compuestos
difusibles por ’\\
\___HPLC \

bioinformética)

.

o RNAseqy Antibiosis invitro |/ \
:ﬁ':::;:‘:g" Anilsis entiqueciniento Voltlesy |/ A"“""‘s‘d“d'“
= y filogensmico de GOy KEGG metabolios |\, / “"”‘:‘SIE
ds GED difusibles \ genes

\ (" Peissde Y /
| compuestos |/
volatiles por GC-
s

Segunda etapa
(experimental)

Figura 1. Estrategia general de trabajo

Resultados esperados. Graficas de las principales funciones en
términos GO y KEGG de los genes presentes en el genoma de B. a.
expresion diferencial de genes relacionados a la antibiosis B.avs S.s
y enriquecimiento GO y KEGG. Arbol filogenomico intra e
interespecifico que indique la relacion evolutiva de la cepa frente a
otras ya reportadas. ldentificacion de metabolitos difusibles y volatiles
que estén relacionados con el proceso de antibiosis en los anélisis
de HPLC y GC-MS. Analisis de expresion de genes de RSI en frijoles
inoculados.
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COMPOSICION FITOQUIMICA DE PLANTAS NATIVAS DE CHERAN, MICHOACAN, CULTIVADAS CON BACTERIAS
PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL EN INVERNADERO

IMPLICACIONES EN LA COMPOSICION DE LAS SEMILLAS DE AMARANTO POR ESTRES
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Introduccion. El amaranto es un pseudocereal de interés por el
contenido nutricional y nutracéutico en las semillas, y es capaz de
tolerar condiciones ambientales desfavorables debido a la plasticidad
de su fenotipo, haciendo que su cultivo puede tener potencial ante
panoramas adversos como la sequia, siendo este Ultimo de acuerdo
a la ONU el segundo desastre natural a nivel mundial. Actualmente
existen muy pocos trabajos que aborden si una condicion de estrés
ejercera cambios en la semilla de amaranto. Resulta imprescindible
analizar el efecto del estrés por sequia en el rendimiento, la
composicién nutricional y nutracéutica en las semillas de dos
especies amaranto, siendo el objetivo del presente trabajo.
Metodologia. El disefio fue en bloques completamente al azar, con
arreglo factorial 2*3, siendo dos especies de amaranto (Amaranthus
cruentus var. “Magali” y A. hypochondriacus var. “Gabriela”) y tres
niveles de sequia. Se trasplantaron en un invemadero bajo
condiciones semi controladas, donde, se monitorizo la fenologia de
acuerdo al codigo BBCH a partir de iniciar la condicion de estrés a
los 60 y 68 dias post germinacion (DPG), posteriormente se
cosecharon las semillas y se analizé el rendimiento mediante ANOVA
factorial en el paquete estadistico SAS 9 y la prueba de LSD Fisher.
Resultados y discusion. La condicion de estrés por sequia en las
dos especies de amaranto modifico los estadios del desarrollo
vegetal, al final de la cosecha no hubo diferencia (P>0.05) en el
rendimiento por planta bajo una condicion normal y moderada,
mientras que una condicion severa tuvo significancia (P<0.05) al
reducir el rendimiento de semilla (1), la interaccion condicion por
especie determino a “Gabriela” como mas tolerante (P< 0.05) a una
condicion severa (cuadro 1).

Cuadro 1. Rendimiento de semilla por planta.

Factor g semilla/
planta

Condicion Normal 9.9A
Moderada 9.2A
Severa 49B

Especie A. cruentus var. Magali 8.1A
A. hypochondriacus var. 79A
Gabriela

Significancia Condicion *
Especie NS
Cond. X Esp. *

Se observaron diferentes estadios indeterminados en las plantas de
amaranto, en aquellas plantas que fueron sometidas a estrés.
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Reportando por primera vez la etapa fisiologica 2 aparicion de brotes
del codigo BBCH (2), a los 62 DPG para la variedad “Gabriela” y 69
DPG para la variedad “Magali”, la aparicion de brotes axilares, con
mayor desarrollo foliar fue para la variedad “Gabriela” (figura 1-D),
pudiendo tener relacion en la tolerancia de la planta y favorecer
paniculas axilares que conllevaron a mayor produccion se semilla
para esta variedad, bajo la condicion de estrés severo.

; E |
Figura 1. Especies de amaranto después de un periodo de sequia
severo. Donde A, A. hypochondriacus var. “Gabriela” se indican con
flechas los brotes y panojas axilares; B, A. cruentus var. “Magali’; C,
brote axilar var. “‘Magali” y D, brote axilar var. “Gabriela”.

Conclusiones y perspectivas. Los estadios fenologicos registrados
en condiciones de estrés fueron diferentes a aquellas que no fueron
sometidas a esta condicion.

Una condicion de sequia moderada obtuvo los mismos rendimientos
bajo condiciones normales permitiendo al amaranto ser una opcion
viable.

La variedad “Gabriela” registré mayor rendimiento en condiciones de
estrés severo que la variedad “Magali”; sin embargo, la produccion
total de semilla no presenté efecto por especie.

Agradecimientos. Agradezco al CONAHCYT por la beca de
posgrado otorgada.
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Introduccion. Hedeoma piperita (HP) es una planta lamiacea,
conocida popularmente como quiensabe, y utilizada en la medicina
tradicional mexicana para tratar dolores de estomago, colicos,
presion arterial baja, entre otras dolencias. Las poblaciones de HP se
han visto reducidas por factores como el cambio de uso de suelo,
urbanizacion, deforestacion y pastoreo de ganado en los bosquest!.
Las BPCV son aquellas que promueven el crecimiento de las plantas,
la absorcion de nutrientes del suelo, aumentan los componentes
fitoquimicos, protegen contra los patogenos y ayudan a la adaptacion
al estrés ambientall@. En trabajos previos, se realizo el aislamiento y
caracterizacion de bacterias rizosféricas de HP. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto promotor de los aislados HPS18 y
HPS28 sobre el crecimiento de la planta modelo Agastache mexicana
(Lamiaceae) bajo condiciones de invernadero.

Metodologia. En condiciones de invernadero, se colocaron plantulas
de A mexicana en macetas con los siguientes tratamientos:
inoculacion con los aislados HPS18 y HPS28, cepa BSS (control
positivo) y control negativo (sin tratamiento) (n=10). Las plantas se
colocaron bajo un disefio en bloques completamente al azar, y se
mantuvieron con riego por goteo con reinoculacion cada 15 dias por
4 meses hasta el periodo de floracion. Se evaluaron variables de
crecimiento: altura, ancho de tallo, area foliar, nUmero de ramas,
inflorescencias y nimero de flores por inflorescencia. Al terminar el
experimento, se evalud el peso fresco y seco. Ademas, se obtuvieron
extractos etandlicos e infusiones de tallo, hoja e inflorescencia de
cada tratamiento, y se evalud su contenido de fenoles (CFT),
flavonoides totales (CFLVT) y &cido rosmarinico (AR)BI, asi como el
contenido total de antocianinas (CAT) para inflorescencias, por
método espectrofotométrico; y finalmente, la capacidad antioxidante
de todos los extractos por inhibicion del radical ABTS.

Resultados y discusion. HPS18 y HPS28 promovieron la altura,
peso fresco y longitud de raiz, al igual que la cepa BSS; los resultados
fueron significativamente diferentes para ambos aislados comparado
con el control (Cuadro 1).

Cuadro 1. Evaluacion de parametros de crecimiento de A.
mexicana inoculado con aislados de HP.

Tratamiento Altura (cm) Peso fresco (g) L°f‘9't“d de
raices (cm)
Control 114+6.26b 715+1144b 285+2.89b

BSS 19517 +1202a| 85+10.32a | 3567 +7.19ab

HPS18 139.83+9.02a | 86.5+6.09a 38.75+433a

HPS28 149.17 + 1264 a | 8583+ 13.73a | 41.01+6.69a

Las plantas inoculadas con HPS28 fueron 1.3 veces mas altas
respecto al control, mientras que las raices fueron 1.44 veces mas
elongadas, igualando a la cepa BSS en este aspecto. Los efectos
mostrados respecto a lo observado en el control pueden deberse a
que los aislados producen fitohormonas como el AIA y solubilizan
minerales como el P, con lo que se promueve directamente la
elongacion de las raices y el crecimiento de partes aéreas, asi como
la toma de nutrientes.

En cuanto a la acumulacion de compuestos fitoquimicos, se observod
que el CFT, CFLVT y AR fue mayor en plantas tratadas con HPS28,
seguida por HPS18, BSS y control en extractos etandlicos y menor
en infusiones. El AR extraido mediante infusion fue mayor para todos
los tejidos analizados de los tratamientos evaluados, acumulandose
en mayor medida en los tallos y hojas. EI CAT en inflorescencias fue
mayor con HPS28 y HPS 18, observandose diferencias significativas
al comparar con el obtenido con la cepa BSS y el tratamiento control,
tanto en extractos etandlicos como en infusiones. La inhibicion del
radical ABTS rondo entre el 47.6-94.4%, siendo las inflorescencias
del tratamiento HPS28 tanto en extracto etandlico como en infusion
las que mostraron mayor actividad antioxidante.

Conclusiones y perspectivas. Los aislados HPS18 y HPS28
promovieron efectivamente el crecimiento de la planta modelo A.
mexicana en condiciones de invernadero, asi como la acumulacion
de metabolitos secundarios y su actividad antioxidante en todos los
tejidos evaluados.
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Introduccion. En San Francisco Cheran, existe una gran tradicion
de uso de plantas medicinales para distintos fines, algunas de ellas
son naturalizadas y otras son nativas de la region, las poblaciones de
estas Ultimas han sido significativamente disminuidas en los bosques
de donde se obtienen; tal es el caso de Eryngium beecheyanum y
Satureja macrostema (1). Por lo anterior, se propone una estrategia
de conservacion ex sifu mediante el cultivo in vitro que implique
ademas la caracterizacion fitoquimica y morfométrica de las plantas
obtenidas.

Metodologia. Para el cultivo in vitro, de E. beecheyanum se
probaron tres protocolos de esterilizacion y seis tratamientos de
incubacion de semillas para la germinacion in vitro. Se llevo a cabo
una caracterizacion fitoquimica a partir de cromatografia en capa fina
de alta resolucion (HPTLC) en S. macrostema y E. beecheyanum.
Resultados y discusion. Para el cultivo in vitro de E. beecheyanum,
se logré obtener un 0% de contaminacion a partir del protocolo de
enjuagues consecutivos con etanol al 70%, NaCl 5% y la adicion de
0.1% Plant Preservative mixture™ (PPM) en el medio de cultivo. La
problematica de contaminacion en cultivos in vitro del material
silvestre ha sido estudiada anteriormente en E. viviparum donde se
reporta hasta un 60% de contaminacion (2).

Figura 1. Plantulas de E. beecheyanum obtenidas a partir de la
germinacion in vitro.

Se utilizaron tratamientos de incubacion en agua destilada estéril y
soluciones de acido giberélico (GAs) en periodos de 24, 48 y 72 h, no
se encontraron diferencias significativas en los tratamientos de
incubacion, la media del porcentaje de germinacion de los
tratamientos oscilo de los 34.24% al 58.08%, en estudios anteriores
del género Eryngium se ha demostrado que el porcentaje de
viabilidad de las semillas puede ser hasta del 27.3%, encontrando
que el uso de acido giberélico asi como la estratificacion de las
semillas permiten aumentar el porcentaje de germinacion (2).

Se obtuvieron infusiones y extractos etandlicos de individuos
silvestres de S. macrostemay E. beecheyanum. Mediante HPTLC se
obtuvieron las huellas digitales fitoquimicas y se detectd acido
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rosmarinico en las muestras. El &cido rosmarinico ha sido reportado
y cuantificado en especies de plantas medicinales de diversas
familias, dicho compuesto es de alta importancia farmacoldgica
debido a sus propiedades antioxidantes, antibacteriales y
antiinflamatorias (3).

Estandar

Hoja S. &cido

Tallo S.

macrostema rosmarinico macrostema

»

Extractos |8
etandlicos

Acido
rosmarinico

Plantas
silvestres de S.
macrostema

Figura 2. Perfil fitoquimico obtenido de extractos etanolicos de
plantas silvestres de S. macrostema.

Conclusiones y perspectivas. En este trabajo se logro obtener un
método efectivo para la desinfeccion de semillas silvestres de E.
beecheyanum, de igual manera se obtuvieron plantulas que seran
utilizadas para micropropagacion en experimentos posteriores. Se
obtuvo el perfil fitoquimico de S. macrostema y E. beecheyanum a
partir de HPTLC asi como la cuantificacion de acido rosmarinico,
posteriormente dicha informacion se comparara con la del material
vegetal obtenido mediante las técnicas de cultivo in vitro.
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Cheran, CIDIIR-IPN Michoacan, a CONAHCYT por la beca de
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Introduccion. Pseudomonas aeruginosa es responsable de
infecciones nosocomiales con la tasa de mortalidad més alta de todas
las bacterias Gramnegativas, debido en gran medida de los factores
de virulencia (FV) que posee, y la resistencia a antibiéticos que
desarrollan estas cepas (1). No obstante, esta bacteria es un
organismo versatil capaz de colonizar variados nichos ecologicos que
funcionan como reservorios y vias de transmision. Los principales
hallazgos en estudios ambientales destacan la resistencia de algunas
cepas a antibidticos que forman parte del tratamiento convencional
contra infecciones por P. aeruginosa (Ticarcillina y aztreonam [ATM])
(2). Por ende, el presente estudio tiene como objetivo evaluar los
perfiles de resistencia y virulencia de P. aeruginosa, asi como su
diversidad genética en el ambiente agricola de Tamaulipas.
Metodologia. Se tomaron muestras de agua de riego (AR) y suelo
agricola (SA) en el estado de Tamaulipas. El aislamiento e
identificacion de Pseudomonas aeruginosa se realizo por métodos
microbiologicos y moleculares. La prueba de susceptibilidad
antimicrobiana se realizé probando 12 antibiéticos segun los criterios
del manual del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio del
2021. Ademas, de la identificacion por PCR de ocho genes de
virulencia. De las cepas analizadas, se seleccionaron 5 cepas
aisladas de AR y 5 aisladas de SA para analizar su genoma. A las
secuencias se les realizo la limpieza, mapeo y ensamble empleado
distintos programas biocinformaticos. Asimismo, se realizd la
anotacion genomica, asi como la obtencion del genoma central y
periférico. Sumado a esto, se llevd a cabo el andlisis in-silico de
genes de virulencia y resistencia a antimicrobianos, empleando
distintas bases datos.

Resultados y discusion. Se obtuvieron 100 muestras de SA y 100
de AR, con una prevalencia del 55 y 51% de P. aeruginosa,
respectivamente. Se identifico la presencia de los 8 FV en un 72% de
las cepas de SA y 29.3% en AR, siendo los mas frecuentes aprA
(97.6%), lasB (96%), plcN (96%). En trabajos previos, es frecuente
que P. aeruginosa presente altos porcentajes de FV, debido a su
habilidad de adaptarse al ambiente en el hospedero mediante la
secrecion de una variedad de FV, los cuales contribuyen a una
infeccion exitosa (1). En cuanto a la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana, el 38% de los aislados de SA y el 62.8% de AR,
mostraron resistencia a al menos un antibiotico probado. El
antibiotico al que se encontrd mayor nimero de cepas resistentes fue
ticarcilina/ac. clavulanico (TIM; SA: 41% y AR: 28%). En el caso de
las cepas de SA, solo mostraron resistencia al antibidtico mencionado
y a ATM (2.4%); mientras que en AR las cepas P. aeruginosa
presentaron resistencia a ATM, a carbapenémicos y aminoglucésidos

para P. aeruginosa. Al comparar los actuales resultados con trabajos
previos, los patrones o porcentajes de resistencia son muy variables
en los diferentes estudios. Esto se debe a que factores ambientales
como la region geogréfica, los habitos de consumo de antibiéticos en
cada region, el tipo de suelo, clima y otras caracteristicas influyen en
esta variacion de resistencia en las cepas (3). Por otro lado, el
analisis biocinformatico obtuvo un genoma central de 5,355 genes
compartidos entre las 10 cepas P. aeruginosa analizadas. De estos
genes, 1,853 pertenecen al genoma periférico. Ademas, se encontrd
una asociacion entre cepas de SA 'y AR (Figura 1).

* Sediment
+ Water

Figura 1. Dendograma de la asociacion entre cepas P. aeruginosa.

Conclusiones y perspectivas. En SA y AR en Tamaulipas se
identificaron cepas P. aeruginosa con gran cantidad de FV, lo cual
indica su capacidad de infeccion. Sin embargo, al probar su
susceptibilidad a antibitticos usados en su tratamiento, la mayoria de
estos antibioticos son efectivos. Solo la resistencia a TIM (28-41%)
en las cepas puede representar una preocupacion en salud publica.
Por ello, se destaca la necesidad de realizar estudios de este tipo
para evaluar su potencial riesgo para la salud publica.
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Introduccion. En México se encuentra alrededor del 75% del total
de especies de agaves identificadas en todo el mundo (159/210) (1).
Siendo el agave simbolo de cultura, tradiciones y costumbres. La
produccion de mezcal es uno de los principales usos del agave en el
estado de Durango. Siendo el Agave durangensis uno de los agaves
con mayor explotacion por la industria de la region, que en su mayoria
se lleva a cabo a partir de poblaciones naturales. Lo que conlleva a
un aumento en la dificultad de extraccion de los ejemplares, elevando
su costo y disminuyendo las poblaciones silvestres. Siendo la
implementacion de microorganismos, como bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en ingles), aisladas de
poblaciones nativas de A. durangensis, un sistema que propone la
regeneracion de las plantaciones naturales; protegiendo y
preservando los nichos silvestres. Ya que dichas bacterias, estimulan
el crecimiento vegetal mediante la solubilizacién de nutrientes,
sintesis de reguladores de crecimiento, fijacion de nitrogeno,
produccion de sideroforos y control de fitopatogenos (2).

Planteamiento del problema. El Agave durangensis es un recurso
estratégico para la creciente industria del mezcal en la region de
Durango. Industria que es impulsada tanto por el gobierno estatal y
municipal. Sin embargo, es importante mantener las plantaciones
silvestres de este agave, por su multiple riqueza cultural y su alto
valor ecolégico.

Justificacion. Debido a la creciente industria mezcalera en la region
de Durango y aunado a la sobreexplotacion de poblaciones silvestres
de A. durangensis, es importante establecer un sistema que
favorezca el desarrollo sostenible de esta planta con la finalidad de
optimizar su uso y proteccion a corto, mediano y largo plazo, a través
de su bioestimulacion mediante microorganismos nativos. Logrando
un mayor entendimiento respecto a la propagacion y cuidado de este
agave endémico de la region.

Objetivo general. Caracterizar microorganismos aislados de la
rizosfera de poblaciones nativas de Agave durangensis y evaluar su
potencial como promotor del crecimiento en plantas de esta especie.
Objetivos particulares. (I) Muestrear y caracterizar los sitios de las
poblaciones nativas establecidas. (ll) Aislar y seleccionar los
microorganismos de las diferentes poblaciones, caracterizandolos
microbiologica y molecularmente. (lll) Cultivar y formular los
microorganismos nativos seleccionados. (IV). Evaluar formulados
microbiales sobre el desarrollo de planta de A. durangensis en
condiciones de vivero durante 12 meses.

Estrategia metodologica. El aislamiento de las bacterias nativas se
realizara a partir de la rizosfera de individuos de A. durangensis de
dos zonas de muestreo: (A) Nombre de Dios, Durango y (B) La
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Campana, Mezquital, Durango; donde se tomaran muestras de suelo
y raiz, trabajandolos por separado. En el laboratorio se efectuaran
diluciones seriadas siguiendo la NOM-110-SSA1-1994, con la
finalidad de obtener cepas aisladas, con las cuales proceder a
identificar tanto morfoldgicamente, como genéticamente. Una vez
que se tengan identificadas las bacterias por cada poblacion de
agave, se procedera a cultivarlas individualmente, hasta obtener un
polvo fino con concentraciones en UFC/g favorables para una
posterior formulacion. Ya con los consorcios de bacterias PGPR con
las mejores caracteristicas para cada zona (A y B), se procedera a
un ensayo in vivo, con plantulas de A. durangensis fertilizadas con
los formulados desarrollados a tres concentraciones diferentes vs
dos controles (comercial y negativo). En éste ensayo se evaluaran
durante 12 meses los cambios fisicoquimicos, genéticos y los
aspectos morfométricos de las plantulas del agave; comparando
resultados contra los controles positivo y negativo. En la figura 1 se
muestra el esquema de trabajo en vivero para el ensayo in vivo.

B2R2 CR1 AIRL ALR3 X000 XXHX XX XXX

A2R2 C+R3 BI1R2 B1R3 XXX XXXX XXXX XXXX

XXXX XXXX XXXX XXXX XXKX XXXX XXXX XXXX

P ® w ® @ * ® @ @
im*t (e & ® @ ® ® ® @ * ® @ @

* & & @ ¢ ® ® @ * & ® e

Figura 1. Esquema de trabajo para ensayo in vivo de estimulacion
de plantulas de A. durangensis: sistema de acolchado y riego por
goteo, (bloques al azar, por triplicado).

Resultados esperados. Los microorganismos nativos aislados de
poblaciones silvestres de A. durangensis promoveran una mejora en
el crecimiento vegetal, generando individuos con mejores
caracteristicas para la supervivencia en campo; ayudando asi, a la

regeneracion de las poblaciones nativas de esta especie.
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Introduccion. Pseudocrossidium replicatum es un musgo aislado en
México y considerado como una planta completamente tolerante a la
desecacion debido a su capacidad para recuperar su actividad
fotosintética después de un proceso de deshidratacion completo (1).
En respuesta a estrés abidtico, P. replicatum activa una serie de
genes que codifican para Factores Transcripcionales (FTs). Las
proteinas de la familia de FTs APETALA 2/Ethylene-responsive
element binding factor (AP2/ERF) son clave en la activacion de las
respuestas dependientes e independientes de acido abscisico (ABA)
en plantas (2). Aunque estos genes han sido descritos y
caracterizados en diversas plantas, poco se sabe sobre sus
funciones especificas en musgos completamente tolerantes a la
desecacion (3). El objetivo de este trabajo es identificar y analizar un
grupo de FTs AP2/ERF en respuesta a ABA del musgo P. replicatum.
Metodologia. A través de un andlisis in sillico de transcriptomas, se
seleccionaron genes miembros de la familia AP2/ERF del musgo P.
replicatum bajo un tratamiento de ABA para su posterior analisis.
Para la validar su expresion, se obtuvo tejido protonemal de P.
replicatum sometido a un tratamiento con ABA (10 uM) durante 15,
30, 60, 180 min, y 24 h para realizar extraccion de RNA total. Los
RNAs obtenidos se usaron para la sintesis del cDNA que sera
utilizado en los estudios de expresion por RT-qPCR. Se realizara un
andlisis fenotipico de la sobreexpresion o silenciamiento de los genes
seleccionados en un fondo heterdlogo en un modelo de planta
vascular. Arabidopsis thaliana y en Physcomitrium patens para
plantas no vasculares.

Resultados y discusion. Ha sido posible identificar genes
codificantes para FTs de la familia AP2/ERF a partir del anélisis
transcriptomico de datos. De un total de 228 genes diferencialmente
expresados en el tratamiento con ABA, 82 codifican para FTs y de
ellos el 56% (46) corresponden a FTs de la familia AP2/ERF. La
subfamilia mas abundante es la B3. Los genes que cumplen los
criterios de seleccion incluyendo mayor valor de FC, transcrito
completo y al menos estar en una condicion de estrés como
deshidratacion, rehidratacion, NaCl y ABA son: DREB2A, DREBS,
ABI3, ERF03 y ERF110.

En la Figura 1 se pueden observar que los genes DREB2A y DREB3
se expresan en presencia de ABA, lo que es consistente porque las
vias dependientes de ABA se activan como respuesta a distintos
tipos de estrés como la deshidratacion. Genes como ERFO03 se
activan solo en respuesta a adaptaciones en cambios ambientales
como el frio o el calor, por esa razon en la Figura 1 observamos que
este gen se encuentra reprimido.

ABA Treated Protonemal DEGs

Figura 1. Ejemplos de genes de la familia de FTs APZERF
diferencialmente expresados en un tratamiento con ABA 10 uM.

Conclusiones y perspectivas.

Es relevante estudiar el rol que juegan los FTs miembros de la familia

AP2/ERF en los mecanismos de respuesta a estrés en plantas

completamente resistentes a la desecacion. Este trabajo muestra un

primer vistazo a la respuesta molecular de los miembros de la familia

AP2/ERF involucrados en la respuesta a estrés del musgo P.

replicatum.
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EVALUACION DE LA FERTILIZACION MIXTA EN LOS COMPONENTES DEL RENDIMIENTO DE PASTO OVILLO
(Dactilys glomerata L.).

VARIABILIDAD GENETICA DE PLANTAS DE Agave durangensis
OBTENIDAS POR CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES IN VITROY POR SEMILLA

Lorena Amador Sierra, José Antonio Avila Reyes * Javier Ruiz Romero, Rigoberto Castro Rivera*, Francisco Roberto Quiroz Figueroa, Maria Myrna Solis Oba, Gisela Aguilar Benitez, Abd

Orduna Diaz.
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Palabras clave: Reproduccion, sobreexplotacion, conservacion, variabilidad genética, micropropagacion.

Introduccion. A nivel mundial existen aproximadamente 200
especies de Agave, de las cuales 150 se encuentran en México. Este
género es uno de los mas representativos en México por su
abundancia e importancia cultural y econdmica. Agave durangensis
€s una especie endémica del sur de Durango y norte de Zacatecas y
representa sustento para la industria regional productora de mezcal
artesanal (1). Las poblaciones silvestres de este agave estan
amenazadas debido a la sobreexplotacion y tipo de reproduccion,
que es principalmente por semilla, poniendo en riesgo la
permanencia de su aprovechamiento y su subsistencia. Por lo
anterior, deben realizarse esfuerzos urgentes de conservacion y de
aprovechamiento racional. Una alternativa para contribuir a lo
anterior es desarrollar métodos alternativos de propagacion, como la
generacion de vitroplantas, para mantener sus poblaciones silvestres
y para al mismo tiempo, establecer plantaciones. Sin embargo, estos
métodos pueden alterar la variabilidad genética, lo cual puede ser Uil
para su proceso de domesticacion y de mejoramiento, por lo que su
evaluacion debe estimarse (2).

Planteamiento del problema. Como consecuencia del proceso de
recoleccion de Agave durangensis para satisfacer la demanda de
materia prima en la elaboracion de mezcal se ha ocasionado la
disminucion del tamafio y nimero de las poblaciones naturales de
esta especie. Ademas, el proceso de domesticacion y mejoramiento
de la especie se podria acelerar con métodos de micropropagacion.
Justificacion. Debido a su importancia cultural, social y econdmica
es recomendable desarrollar estrategias de propagacion para A.
durangensis que eviten la reduccion de sus poblaciones naturales.
Los procesos de domesticacion y mejoramiento se pueden acelerar
con el desarrollo de protocolos de propagacion in vitro. Sin embargo,
para la especie, actualmente no se han desarrollado métodos
adecuados de micropropagacion (3).

Objetivo general. Desarrollar un protocolo de micropropagacion y
determinar y comparar la variabilidad genética entre vitroplantas y
plantas obtenidas por semilla de Agave durangensis.

Objetivos particulares. Estandarizar las condiciones de
micropropagacion en funcion, basicamente, de fito-reguladores del
crecimiento y fotoperiodo durante la incubacion. Determinar la
variabilidad genética, con marcadores ISTR, de plantulas de Agave
durangensis obtenidas in vitro. Determinar la variabilidad genética,
con los mismos marcadores, de plantulas de Agave durangensis
obtenidas por semilla. Finalmente, comparar la variabilidad genética
de las plantas obtenidas in vitro con la de las plantas obtenidas por
semilla.

Metodologia. Germinados de aproximadamente 2 ¢cm de altura se
utilizaran como explantes para establecer los cultivos in vitro. Se
buscara la generacion de brotes por organogénesis directa. Se
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evaluaran diferentes tipos y concentraciones de auxinas y citocininas
en el medio nutritivo base de Murashige. Los explantes se incubaran
bajo diferentes regimenes de fotoperiodo. Para estimar |a variabilidad
genética de plantas obtenidas por semilla y obtenidas in vitro se
aislara el ADN (4), partir de 30 plantas jovenes en cada caso, que se
analizaran de manera individual. EI ADN obtenido se cuantificara y
evaluara su pureza por métodos espectrométricos, y se evaluara su
tamafio molecular e integridad por electroforesis en geles de agarosa.
Cada muestra de ADN se amplificara por PCR con al menos 8
combinaciones de primers ISTR. Los perfiles de amplificacion se
determinaran por electroforesis en geles de acrilamida y tincion con
sales de plata. Con los perfiles de amplificacion se construiran
matrices binarias de presencia/ausencia que se someteran a los
programas de computo Popgen para estimar polimorfismo, indices
de variabilidad de Nei y de Shannon, Identidad génica, y Past 4.0
para someter las matrices a analisis de agrupamiento y anélisis de
componentes principales (PCA).

Resultados esperados. La estandarizacion de un protocolo de
micropropagacion para Agave durangensis, la estimacion del nivel de
variabilidad genética generada in vitro, y su comparacion con plantas
obtenidas por semillas. Con los resultados se espera participar en
congresos y realizar al menos una publicacion en una revista
cientifica.
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Introduccion. Las especies vegetales destinadas a la produccion de
forrajes constituyen una parte importante en la dieta de los rumiantes,
el incrementar el rendimiento mediante manejo agronémico (1)
representa una alternativa para reducir los altos costos en la
produccion animal. El objetivo de este trabajo fue evaluar
fertilizaciones mixtas de urea y vermicomposta, asi como frecuencias
de defoliacion en el rendimiento de materia seca y contenidos de
clorofila en pasto ovillo en condiciones de invernadero.
Metodologia. Las semillas fueron de la especie Dactilys glomerata
L. las fertilizaciones evaluadas fueron control (V:0 U:0)
vermicomposta (V:100 U:0), urea (V:0 U:100), fertilizacion mixta en
dosis alta (V:100 U:100) y fertilizacion mixta en dosis media (V:50
N:50). Se hizo un manejo de defoliaciones a 4 y 6 semanas (2). Las
variables evaluadas fueron: materia seca, composicion morfoldgica,
y contenidos de clorofila. Se usé un disefio completamente al azar
con arreglo factorial. Los resultados fueron analizados mediante
ANOVA 'y Tuckey HSD con el software SAS.

Resultados y discusion. Los resultados obtenidos (cuadro 1)
indican que en primavera la mayor fertilizacion V:100 U:100 dio un
incremento en el rendimiento de 64% y 398% con la defoliacion de 4
y 6 semanas respectivamente a comparacion del testigo V:0 U:0. En
verano dio aumentos de 76% y 290% con frecuencias de corte de 4
y 6 semanas respectivamente a comparacion de V:0 U:0, siendo
primavera-verano el periodo de mayor rendimiento. En otofio e
invierno los mejores rendimientos fueron con V:100 U:100, dando
incrementos en promedio de 260% con respecto al testigo para
ambas frecuencias de corte.

Cuadro 1. Rendimientos acumulados por tratamiento y frecuencia
de corte.
Primavera Verano Otoio Invierno

Fertiliz 4s 6s 4s 6s 4s 6s 4s 6s
acion
V:0U:0 | 1845 | 486 1651 | 1199 | 880 430 747 | 280

B d C d C d C c
V:100 2557 | 902 | 2479 | 2362 | 2112 | 1560 | 2625 | 175
u:0 B cd AB ® B C AB 2b
V:0 2559 | 1661 | 2287 | 3137 | 2424 | 2504 | 2323 | 225
U:100 AB b B b AB b AB 6a
V:100 3030 | 2423 | 2913 | 4207 | 2984 | 3240 | 2894 | 261
U:100 A a A a A a A 6a

V:50 2804 | 1522 | 2721 | 2765 | 1848 | 1912 | 2196 | 147
U:50 A bc AB bc B bc B 2b

Letras semejantes por columna indican que no hubo diferencias
(P>0.05) para esa frecuencia de corte

A las 4 semanas hubo mayores cantidades de clorofila y menores
pesos de componentes morfologicos poco nutritivos como el tallo y el
material senescente para todos los tratamientos a comparacion del
intervalo de 6 semanas (fig. 1).

100%
98%
96%
94%
92%

90%
88%

EP.Hoja &P.Tallo “\ M.Senescente gP.Hoja gP.Tallo « M.senescente

Fig. 1 Componentes morfolégicos acumulados en un afio con las
frecuencias de corte de 4 semanas(A) y 6 semanas (B).

Conclusiones y perspectivas. La combinacion de vermicomposta y
urea es una buena alternativa para aumentar el rendimiento, siendo
la aplicacion de V:100 U:100 kg ha-' la que dio la mayor materia seca.
Se sugiere la frecuencia de corte de 4 semanas debido al alto
rendimiento que se obtuvo de biomasa, aunado a las altas lecturas
de clorofila que presenté y la menor cantidad de componentes
morfologicos de poco valor nutritivo, a comparacion de la defoliacion
cada 6 semanas. Se recomienda combinar los factores de manejo y
fertilizacion mixta para maximizar los rendimientos y asi permitir una
mejor produccion de forraje por hectarea.

Se aislaran componentes de la pared celular mediante digestiones
de fibra y posteriormente mediante analisis de FTIR se cuantificara
en hojas la composicion de la pared vegetal.
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la SIP-IPN por financiamiento al proyecto SIP20240617.
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EVALUACION MOLECULAR Y BIOQUIMICA DEL EFECTO DEL BIOPRIMING DE SEMILLAS DE MAIZ (Zea
mays L.) CON CEPAS DEL HONGO BIOCONTROLADOR Trichoderma SPP.

MC. Luis Angel Morales Mora, Dr. Ignacio Maldonado Mendoza y Dra. Martha Bibbins Martinez*.

Palabras clave: Control biolégico, Trichoderma, Maiz, Biopriming, Micotoxinas, Promocion vegetal

Introduccion. El cultivo de maiz es €l tercer cereal mas importante a
nivel global, en México destaca por ser centro de origen y
diversificacion, actualmente el pais ocupa el séptimo lugar como
productor a nivel global (1). Entre las principales probleméticas del
cultivo se encuentran enfermedades de caracter fungico como la
pudricion radicular y contaminacion de semillas, por los patdgenos
Fusarium verticillioides y Aspergillus flavus respectivamente. Los
cuales ademas se clasifican como toxigénicos (2). Una de las vias
alternas al uso de agroquimicos para el control de estos hongos
fitopatogenos, es el control bioldgico mediado por microorganismos
antagonistas, por medio de metabolitos secundarios o por
tratamiento de semillas ,con especial énfasis en técnicas de
proteccion y preparamiento de semillas como el biopriming(3), esta
Ultima técnica “bioproming” se hipotetiza que tendra un mejor efecto
haciendo uso de cepas antagonistas enddfitas al cultivo o en el mejor
de los casos de cepas asociadas a la planta de interés. Por lo tanto,
el principal objetivo del trabajo es estudiar el efecto del biopriming
con Trichoderma spp., enddfitas sobre semillas de maiz frente al
estrés bidtico ocasionado por A. flavus y F. verticillioides.
Metodologia. Se comienza generando una coleccion de hongos del
género Trichoderma y ofros hongos asociados a la rizosfera del
teosinte (planta ancestro del maiz). Posteriormente se caracterizan
las cualidades de promocion del crecimiento vegetal y de su
capacidad de antagonismo y biocontrol sobre los fitopatdgenos de
interés, de proximo a la seleccion de las mejores cepas se valorara
su impacto al usarse como agentes de biocebado sobre semillas de
maiz de 4 variedades locales y el mismo teosinte. En la Ultima etapa
se pretende analizar la expresion de genes blanco, involucrados en
la resistencia inducida de la planta mediada por la inoculacion de las
cepas enddfitas de Trichoderma.

Resultados y discusion. Se aislo un total de 16 hongos asociadas
alarizosfera del teosinte, 10 pertenecen al género Trichodermay los
6 restantes aln no son identificados. Hasta el momento la cepa ASP
de T. asperellum ha mostrado un mejor control sobre los
fitopatdgenos en base al porcentaje de inhibicion in vitro, mediante
mecanismos reportados como micoparasitismo. Sin embargo, tras la
evaluacion de sus cualidades como promotoras de crecimiento
vegetal las cepas con mejores resultados fueron T. atroviride TWT
exogena, Trichoderma e y j enddfitas. Por (ltimo, tras evaluar el
efecto de los hongos en su capacidad de detoxificacion o inhibicion
de la sintesis de aflatoxinas in vitro, se observaron los mejores
resultados en las cinéticas de cultivo dual para las cepas TK11, TE y
TJ. frente a patogeno A. flavus. En la figura 1 se muestra el efecto
del antagonismo de la cepa TK11 sobre los fitopatogenos.
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Figura 1. Cinética de la interaccion antagonica de la cepa TK11 de
T. koningiopsis sobre los fitopatogenos.

Conclusiones y perspectivas. Las cepas T. afroviride (Twt), T.
asperellum (ASP) presentaron los indices de antagonismo mayores
contra los fitopatogenos Af y Fv. Por otro lado, las mejores cualidades
de promocion del desarrollo vegetal (solubilizacion de fosfatos,
produccion de acidos organicos y sideroforos, asi como impacto en
la biomasa vegetal y radicular) las mostraron las cepas enddfitas del
género Trichoderma sp y la T. koningiopsis exégena. Esta Ultima
parece generar un antagonismo por medio de antibiosis, este ultimo
podria estar mediado por un metabolito de caracter antimicrobiano,
lo cual podria explicar el impacto sobre la biosintesis de AFs que se
observa tras la fluorescencia monitoreada durante su interaccion con
A. flavus. Las perspectivas para esta investigacion es realizar el
biopriming con las cepas seleccionadas y evaluar los perfiles de
expresion génica de los genes relacionados con la resistencia
sistémica inducida. De la mano se planea realizar el monitoreo de los
metabolitos que se secretan con un analisis del Metaboloma entre
estos hongos y la planta de maiz.
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PRODUCCION DE MICROENCAPSULADOS BIORRACIONALES PARA EL CONTROL
DE Blatella grmancia ( L.) (DICTYOPTERA: BLATTELLIDAE)
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Introduccion. Una de las plagas urbanas mas importantes a nivel
mundial es la cucaracha aleman Blatella germanica (L) su categoria
de plaga esta determinada por la irritacion que produce su presencia
en las viviendas y su relacion con malos habitos de higiene (1, 2). Las
estrategias de control de este insecto se han basado en la utilizacion
de insecticidas quimicos sintéticos, a los cuales la especie ha
desarrollado resistencia(3,4,5). En pruebas de laboratorio con
distintas plagas el Arbol de Neem (Azadirachta indica) ha demostrado
tener un gran potencial como plaguicida su principal componente
insecticida se extrae de las semillas el “Azadirachtin” que interfiere
en el desarrollo y la alimentacion del insecto (6). El 0xido de aluminio
(Al203) es una arcilla comin del suelo que al reducir sus particulas a
40-60nm es transformada en Alumina nanoestructurada (NSA)
adquiere propiedades insecticidas ya que secuestra las ceras del
insecto exponiéndolo a la evaporacion y a la muerte por
deshidratacion. (7). En esta investigacion se plantea microencapsular
estos dos compuestos activos biorracionales en esferas de 3 a 10
pm con la finalidad de aumentar su eficiencia al contacto con la
cucaracha al aplicarse de forma liquida y su residualidad en
ambientes urbanos para el control de plagas como B. germancia.

Planteamiento del problema. ;Como desarrollar métodos de
control mas ecologicos, efectivos y econdémicos para combatir la
propagacion de B. germanica, que transmite diversos organismos
patobgenos y ha desarrollado resistencia a un amplio rango de
insecticidas?

Justificacion. En esta seccion describira la importancia de su trabajo
de tesis, los argumentos fundamentales que sustentan la importancia
de la investigacion. su contribucion o impacto cientificos. Explicar la
razon por la que se requiere o desea realizar este trabajo de
investigacion.

Objetivo general. B. germanica transmite diversos organismos
patogenos, tiene un elevado potencial reproductivo, es resistente a
un amplio rango de insecticidas, provoca un uso excesivo de
quimicos para su combate, por tales motivos es necesario buscar
alternativas de control mas ecologicas, efectivas y economicas a las
que actualmente se utilizan.

Objetivos particulares.

1. Elaboracion de la Alumina Nanoestrucutrada (NSA) para su
microencapsulacion en lecho fluidizo.

2. Produccion de un insecticida microencapsulado a base de
Neemy NSA.

3. Evaluar de la correcta formacion y tamafio de
microparticulas de los microencapsulados.

4.  Determinar las Dosis y Tiempos Letales.

5. Llevar a cabo pruebas de efectividad biologica en areas
urbanas con plaga de B. germanica

Estrategia metodoldgica. Se adquiriran 10 kg (Al203), para
tranformar en NSA, por sintesis hidrotérmica para obtener particulas
nanomeétricas de 40-60 nm, y se adquirida el compuesto de extractos
de Neem comercial, posteriormente se procedera a microencapsular
el NSA por el método de lecho fluizado y el Neem por medio del
método de secado por aspersion utilizando un alginato como
encapsulante en ambos casos. Teniendo los compuestos
microencapsulados se procede reproducir cucarachas colectadas en
areas urbanas en camaras de cria hasta una tercera generacion para
hacer pruebas de Dosis Letales (DL) y Tiempos Letales (TL) para
estimar la DL 50-90 y la TL 50-90 por medio del modelo estadistico
PROBIT, determinando las dosis minimas necesarias mas efectivas
y los tiempos letales, los compuestos microencapsulados se
aplicaran en 6 areas urbanas plagadas, 3 para NSAy 3 para Neem,
se estimara la poblacion de cucarachas promedio por m2 inicial
antes de la aplicacion y a las 72 hrs posterior de la aplicacion
utilizando el modelo estadistico de t de student para establecer si hay
diferencia siginifcativa en la reduccion de poblaciones de B.
germanica en ambientes urbanos.

Resultados esperados.

e Una encapsulacion uniforme de los compuestos activos
entorno a los 40-60 nm.

e Una DL 50 de los microencapsulados en 72 hrs 0 menos

e Facilidad de dispersion de los compuestos en las areas de
aplicacion.

e  Que los compuestos microencapsulados logren reducir en
72 horas 0 menos al 60% de una poblacion de cucaracha
alemana en areas urbanas.
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EVALUACION DE UN ESTIMULANTE NATURAL COMO MEJORADOR DE LA RESPUESTA AL ESTRES SALINO DE
Agave durangensis
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Introduccion. Los suelos salinos representan un desafio para la
agricultura. Para el afio 2050, pueden experimentar un aumento
significativo debido a la sequia, afectando mas del 50% de la tierra
cultivable global (2). Esto subraya la necesidad de estudiar
respuestas al estrés salino para el cultivo de especies como Agave
durangensis, utilizado en la produccion de mezcal en Durango y de
importancia cultural, econdmica, y ecolégica (1). Una estrategia
potencial para cultivar plantas en suelos salinos es el uso de
estimulantes naturales como el propoleo. Este es un producto apicola
con propiedades antimicrobianas y composicion quimica diversa, que
incluye amino4cidos, azlcares, vitaminas y compuestos fendlicos (3,
4). El objetivo del presente trabajo es evaluar el potencial del
propoleo como mejorador de las respuestas de A. durangensis al
estrés salino durante la germinacion y estados tempranos del
desarrollo de plantulas.

Metodologia. Se recolectaron muestras de propoleo de colmenas
ubicadas en el poblado la Soledad en el municipio de Canatlan,
Durango, Meéxico. Se compararon muestras almacenadas a
temperatura ambiente y muestras almacenadas a -20 °C por 24
horas. Los extractos fendlicos se prepararon por maceracion en
etanol al 80% y se determind, por métodos espectrométricos, el
contenido de fenoles totales (3), flavonoides (3) y taninos
condensados, y por HPLC-DAD se determind la composicion de
flavonoides y de acidos fendlicos (3). Se utilizaron semillas de A.
durangensis obtenidas en el Coyote municipio de El Mezquital,
Durango. Se registraron los dias a la germinacion, semillas
germinadas/dia. Con esos registros se estimé el porcentaje,
velocidad, y homogeneidad de germinacion.

Resultados y discusion. Los contenidos de fenoles totales, taninos
condensados y flavonoides (Cuadro 1) fueron mas altos en la
muestra congelada de propdleo, lo que revela la importancia de las
condiciones de almacenamiento para obtener mayores cantidades de
compuestos fendlicos en este producto apicola.

Cuadro 1. Contenido de fenoles totales, flavonoides y taninos
condensados en el propoleo analizado.

Fenoles totales Flavonoides (mg Taninosconensados
(mg EAG/g ES)  EQE/g ES) (mg EEPI/g ES)

EEP  26.309+0.623  10.069 + 0.010 6.344 + 0.311
EEPC 42419+ 3330  16.201 + 1.087 10.059 + 1.119

EEP = Extracto etandlico de propoleo EEPC = Extracto etandlico de propdleo congelado ES = Extracto
seco de propoleo EAG = Equivalentes de &cido galico EQE = Equivalentes de quercetina EEPI =
Equivalentes de epicatequina

Los resultados de HPLC-DAD (Figura 1) indicaron una compleja
composicion fendlica para el propdleo del estado de Durango
analizado, revelando 25 compuestos fendlicos, entre los cuales
predominaron dihidroflavonoides (1, 7, 8, 10, 11, 13, 17, 18 y 24),
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derivados de &cidos fendlicos (2, 3, 4, 5, 6, 9 y 25), flavonoles (12,
14, 15, 16, 20 y 21) y flavonas (19, 22y 23).

10 15 a0 25 30

Tiempo de retencion

Figura 1. Cromatograma de HPLC-DAD para el extracto etanélico
de propoleo registrado a 265 nm

La germinacion (%) de las semillas de A. durangensis varié entre 80
y 95 %, segun el tratamiento. El valor mas alto se registré para las
semillas tratadas con 6 mg/mL de EEP y NaCl 60 mM, mientras que
el mas bajo para las semillas tratadas con 24 mg/mL de EEP y NaCl
60mM.
Conclusiones y perspectivas. El propoleo analizado del estado de
Durango es rico en diversidad y contenido de compuestos fendlicos,
lo que lo convierte en un recurso potencialmente valioso para la
industria. El almacenamiento del propoléo a -20°C favorece la
liberacion de compuestos fendlicos presentes en el propoleo. El
extracto de propoleo causo variaciones en la germinacion de semillas
bajo condiciones variables de salinidad.
Agradecimientos. A la Dra Norma Almaraz por el apoyo financiero
a través del proyecto SIP 20240728. Al CONAHCYT por la beca
otorgada con folio de CVU 704351.
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Introduccion. Los quelites o las mal llamadas “malezas” son un
elemento importante de regulacion ecologica en las milpas de
Mesoamérica y del mundo de las cuales se reconoce su valor Unico.
Las comunidades campesinas de México aprovechan mas de 500
especies de plantas comestibles. Entre estos se encuentran los
quelites (mas de 350 especies), que se definen como plantas cuyas
hojas, tallos y flores se consumen tiernos. Los cuales han sido
seleccionados por las tradiciones locales de los distintos pueblos y
regiones. Poco se ha estudiado del microbioma de estas plantas y
como este regula la presencia de microorganismos patdégenos, como
bio control y las reservas de agua, entre otras cosas.

El microbioma de las plantas comestibles y su diversidad puede ser
importante para los humanos como un contribuyente adicional a la
diversidad de nuestro microbioma intestinal, y como estimulo para el
sistema inmunolégico humano.

Cuadro 1. Generalidades de los quelites
No. De especies | 250 Estados de mayor presencia
No. De géneros | 117 Puebla, Chiapas, Hidalgo,
No. De Familias | 46 Morelos, Veracruz, Oaxaca y
botanicas la Ciudad de México

Planteamiento del problema. El conocimiento ancestral reconoce a
muchas de las plantas silvestres como un alimento, pero poco se ha
estudiado sobre el microbioma de estas plantas, su diversidad y
caracterizacion, o sobre el efecto a la salud del consumidor al
ingerirse bajo nula o escasa coccion.
Justificacion. Debido a la falta de informacion sobre la diversidad
microbiana presente en plantas silvestres comestibles y a que estas
son consumidas desde hace muchos afios y aln en la actualidad por
el humano, se pretende un trabajo minucioso sobre la carga y
diversidad de microorganismos presentes en las plantas de quelites
que genere conocimiento, de la influencia de estos microorganismos
en el crecimiento, desarrollo y competencia en campo asi como el
estudio de posibles aplicaciones de nuevas especies o especies ya
conocidas en temas de salud.
Objetivo general. Evaluar la diversidad del microbioma cultivable y
no cultivable de especies de quelites.
. Objetivos particulares.

1. Caracterizar el microbioma no cultivable (meta genoma) de

los quelites.

2. Caracterizar el microbioma cultivable de los quelites.

3. Tipificar la abundancia de levaduras de los quelites.

4, Evaluar el uso potencial de las levaduras aisladas como

agente de bio control y como probiéticos.

Estrategia metodologica.

En este trabajo se realizara el estudio del microbioma y meta genoma
de quelites los cuales seran tomados de campos de cultivo
principalmente de agave y maiz. Se utilizaran técnicas de
identificacion y pruebas para evaluar el potencial de las cepas para
diversas funciones, como competencia de patdgenos y de produccion
de metabolitos.

Figura 1. Interaccion deAIos quelites con el medio

Resultados esperados.
1. Identificar genéticamente cepas seleccionadas
2. Evaluar el potencial de aplicaciones de diversidad

cultivable

3. Encontrar posibles aplicaciones de las cepas en agricultura
y medicina.

4, |dentificar posibles aplicaciones en alimentacion animal y
humana.
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Introduccion. En la interaccion planta-microorganismo, se considera
a la pared celular (PC) como la primera linea de defensa contra el
ataque de algun patogeno, por lo cual puede estar involucrada en los
mecanismos de preacondicionamiento y defensa inducidos por
micorrizacion. La degradacion de PC se logra mediante la accion
sinérgica de diversas hidrolasas como las endoglucanasas (EG).
Hasta el momento, la relacion de las EGs, el establecimiento de la
simbiosis y los mecanismos de proteccion sistémica contra
fitopatogenos en plantas de tomate no ha sido evaluada. Por lo tanto,
es de nuestro interés determinar el efecto del silenciamiento y la
sobreexpresion de genes de la familia de las EGs expresados
diferencialmente por micorrizacion arbuscular en hojas de tomate, en
el pre-acondicionamiento y defensa contra S. sclerotiorum.
Metodologia. Una nueva identificacion y caracterizacion de la familia
de genes EG (SIGH9s) en tomate se realizo con en el genoma de
tomate (SL5.0) utilizando Phytozome, NCBI, ENZIME, Plant-mLoc,
PlantCare, MEME, TBtools, entre otras herramientas. En base a los
mecanismos reguladores en las respuestas bidticas y abiodticas y
datos transcriptomicos de referencia, en un analisis previo (genoma
SL4.0) de este proyecto se seleccionaron genes como candidatos
para andlisis funcionales. La confirmacion de la expresion diferencial
de los genes se midi6 por RT-gPCR con muestras de cDNA de hoja
y raiz en condicion no-colonizado (NM), colonizado por R. irregularis
(M), no-colonizado infectado (NI) y colonizado e infectado por S.
sclerotiorum (MI). Por ofra parte, con las actualizaciones del genoma,
nuevos genes seran examinados como futuros candidatos. Para el
analisis funcional de genes, las construcciones de silenciamiento se
realizaron con la técnica de recombinacion Gateway a la par de la
estandarizacion de un protocolo de transformacion y regeneracion de
tejidos mediante cultivo in vitro.

Resultados y discusion. Se identificaron y caracterizaron 28
miembros nombrados como SIGH9-1 a SIGH9-28 con actividad y
dominio GH9 y CBM49. En comparacion con estos resultados, los
reportes méas recientes de familia de genes EG agrupan 24 y 20
miembros en tomate (2, 3). La prediccion de la locacion subcelular
indico que las proteinas SIGH9 se encuentran en membrana
plasmatica y pared celular. Se identifico el motivo caracteristico
DAGD, que es responsable de su actividad catalitica. Se reveld que
los promotores de las secuencias SIGH9 tienen variedad de
elementos reguladores, incluida la regulacion hormonal, el desarrollo
celular y elementos relacionados con el estrés biotico y abidtico,
importantes en el establecimiento de la simbiosis y defensa en
plantas. Se observo que los SIGH9 tienen induccion de expresion in
silico en diversos tejidos de plantas de tomate (semillas, raices,
brotes, hojas y flores). Se observo expresion diferencial de SIGH9-2
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en raices y de SIGH9-17 en hojas en respuesta a la simbiosis (M) en
comparacion con las de las plantas no colonizadas (NM). Con
relacion a la infeccion, SIGH9-17 se induce en condicion M, pero su
expresion baja cuando hay presencia del patogeno (NI). Avances
experimentales del andlisis funcional se han llevado a cabo con la
generacion de construcciones de silenciamiento de los genes SIGH9-
2y SIGH9-17.

Conclusiones y perspectivas. En este estudio, se caracterizaron 28
genes EG en tomate. Analisis de funcion molecular y prediccion de
actividad confirmaron la participacion de las EG de tomate en la
organizacion y degradacion de la pared celular. Los SIGH9 tienen
funciones en el desarrollo celular y respuestas de defensa y estrés.
Los SIGH9 tienen patrones de expresion especificos durante el
desarrollo del tomate y algunos miembros se expresan
diferencialmente en las hojas y raices del tomate en respuesta a la
simbiosis AM. Hasta el momento, nuestro trabajo seria el primero en
caracterizar los genes EG de manera global con la nueva version del
genoma (SL5.0) y bridar una perspectiva de su regulacion en el
establecimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular y su relacion
con la proteccion sistema contra fitopatdgenos mediante la
modulacion de su expresion en un analisis funcional, proporcionando
informacion para futuras investigaciones sobre el papel molecular de
los SIGH9.
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Introduccion. El estrés abidtico es la principal causa de pérdida de
cultivos en el mundo!. Los factores transcripcionales (FTs)
desempefian un papel crucial en la regulacion de la respuesta al
estrés en las plantas2. El musgo Pseudocrossidium replicatum es una
briofita altamente tolerante a diferentes tipos de estrés abiéticod. El
objetivo de este trabajo es identificar factores transcripcionales
involucrados en la regulacion de la respuesta a estrés abiético en
este musgo, los cuales podran ser utilizados en futuros programas de
mejoramiento vegetal. Sin embargo, al ser un modelo relativamente
nuevo en musgos, nuestro grupo se enfrenta a la necesidad de
generar informacion y herramientas para el estudio de esta especie.
Por ejemplo, para estudios de expresion por RT-qPCR se requiere
contar con genes de referencia. Basandonos en datos de 21
transcriptomas bajo diferentes condiciones de estrés abidtico, aqui
proponemos el uso de 7 genes de referencia para P. replicatum.
Metodologia. Se identificaron DEGs (Differentially Expresed Genes)
usando 3 herramientas: edgeR, lima y DESeq2. La identificacion de
candidatos para genes de referencia se realizé utilizando BestKeeper
y geNorm. El andlisis se realiz6 utilizando el paquete de R "ctriGene".
Se disefiaron oligos utilizando Oligo Architect, para usarse en
ensayos de RT-qPCR.

Resultados y discusion. Se encontraron varias familias de FTs
expresados en las diferentes condiciones (Fig. 1), siendo la familia
AP2/ERF la mas abundante, ademas de presentar miembros en
todos los tipos de estrés. Esta observacion es similar a lo reportado
para el musgo Physcomitrium patens, en donde encontraron a esta
familia como la segunda mas abundante en respuesta a estrés
abiotico (Reboledo et al., 2022).

TF Families
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Figura 1. Familias de FTs identificados en los diferentes tipos de
estrés en el musgo P. replicatum.
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Figura 2. Distribucion de los valores del ciclo de cuantificacion (Cq)
de los genes de referencia candidatos para el musgo P. replicatum.

Nuestros andlisis demostraron que los genes de referencia
propuestos fueron mas estables que los tradicionalmente usados en
varias de las condiciones de estrés, sobresaliendo el comportamiento
de los genes PsbA, PsbB y ATPS.

Conclusiones y perspectivas. Los genes PsbA, PsbB, Rps1, ClpP,
Atp6, PetB, Rbcs, PsbE y HSP70 son buenos candidatos para ser
usados como genes de referencia en estudios de RT-qPCR. Por otro
lado, la familia de FTs AP2/ERF es la mas abundante en P.
replicatum y se expresa diferencialmente en diferentes tipos de
estrés, por lo que la sobreexpresion de uno de estos FTs pueden ser
una herramienta biotecnologica que otorgue tolerancia al estrés
abidtico en plantas transgénicas.
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Introduccion. La proporcion de flores femeninas: flores masculinas
en las accesiones de Jatropha curcas ronda entre1: 25 a 1:30, lo que
limita la produccion de semillas (1). En las fanerégama los genes
MADS estan implicados en la transicion floral como y en la
diferenciacion de los érganos sexuales (2). Ademas del fenotipo
monoico, en J. curcas se encuentran las dioicas (3), las cuales son
Utiles para entender los mecanismos de regulacion involucrados en
el florecimiento. El objetivo del trabajo fue caracterizar genes de la
familia MADS involucrados en el desarrollo floral de J. curcas
monoica Y ginoica.

Metodologia. Para el andlisis de genes MADS se utilizaron, de
referencia, 27 genes previamente identificados en Hevea brasiliensis
(2). Se realizaron alineamientos de las secuencias de aminoacidos
de los HbMADS contra la base de datos del genoma RJC1_Hi-C
GenBank assembly [GCA_014843425.1] en tBLASTtn. Se analizo la
estructura de los genes con el Software GSDS 2.0. Se buscaron
motivos y dominios con el software MEME y NCBI-CDS. Se construyo
un UPGMA se construyd con 1000 réplicas y un arbol filogenético
utilizando MEGA 11.0.10. Para el andlisis transcriptomico se utilizé
una accesion monoica y una ginoica. La extraccion del ARN total fue
realizada en brotes indifenciados (0-2 d) y flores en etapa 2 de
desarrollo (5-7 d) masculinas, femeninas y masculinas con perianto
similar al femenino.

Resultados y discusion. Se encontraron 27 genes caja MADS no
redundantes de J. curcas. Se observaron dos dominios conservados
caracteristicos de la familia MADS (2). El UPGMA mostré que en el
grupo |y lIl se agruparon proteinas MADS I de tipo MIKC¢y MIKC*
respectivamente, y en el grupo Il se ubicaron las MADS tipo |. Este
mismo patron se observo en el andlisis filogenético. Las proteinas del
grupo Il presentaron la menor cantidad de exones e intrones (Fig 1).
Se encontro que genes represores florales FLC y SVP se expresan
mayormente en brotes indiferenciados. Genes de clase B (MADSS9,
TM6, MADS4, AP3) se expresan en flores masculinas y masculinas
de perianto femenino. Los genes de clase D, AGL6, 11 y 61
relacionados con el desarrollo del 6vulo, se expresaron en la planta
ginoica (Fig 2).

Conclusiones y perspectivas. El analisis trascriptomico revel6 que
represores florales FLC y SVP se expresan principalmente en brotes
indiferenciados como se esperaba, mientras genes de clase B
asociados con el desarrollo de estambres, se expresan mayormente
en flores masculinas y genes de clase D en flores femeninas
Agradecimientos. Al Instituto de Biociencias-UNACH, por el material
biologico y apoyo brindado para la realizacion de este trabajo.
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Figura 1. Caracterizacion in silico de genes de caja MADS de J.

curcas. (A) Analisis UPGMA. (B) Ubicacion de dominios. C)
Estructura de los genes.

Figura 1. Heatmap de MADS diferencialmente expresados en Jatropha
curcas monoica y ginoica. (Lfc 21.5, FDR < 0.01). GU: ginoica brote
indiferenciado. GF: ginoica flor femenina. MU: monoica brote indiferenciado.
MF: monoica flor femenina. MM: monoica flor masculina. MPF: monoica flor
masculina de perianto femenino.
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Introduccion. Las proteinas PPR (Pentatricopeptide repeat), son
responsables del reconocimiento e interaccion con el RNA por
motivos de tipo P, con afinidad especifica denominada codigo PPR,
involucrados en la biogénesis de mitocondrias y cloroplastos (3).
Mutantes de proteinas PPR presentan defectos fotosintéticos,
cambios en pigmentacion, crecimiento restringido, defectos en
semilla o embrion, hipersensibilidad a ABA, tolerancia a inhibidores
de vias biosintéticas y restauracion de la fertilidad del polen (1). Se
reportd en Amaranthus hypochondriacus un miRNA especifico con
expresion abundante, el cual tiene por genes blanco diversos
miembros de la familia PPR (2). Por ello, el objetivo del trabajo es
demostrar el efecto de la sobreexpresion de Ahyp-miR0005 en el
fenotipo, la tolerancia y aclimatacion de plantas.

Metodologia. Se realizo la prediccion de los genes blancos por
psRNATarget, la interaccion genética por Genemania e interaccion
protedmica en String, lo que permitio la seleccion de los candidatos
para validacion molecular y la identificacion de genes ortologos en
MEGA11; también se predijo la estructura secundaria mas estable de
Ahyp-miR0005, posteriormente se amplificd el Ahyp_pre-miR0005
por PCR convencional y se introdujo en un vector se expresion por el
método Gateway. Se transformara con la construccion del pB7WG2D
+ Ahyp-miR0005 por floral-dip en plantas de Arabidopsis y Amaranto,
y por callogénesis en Tabaco para la generacion de lineas
transgénicas, validando por PCR convencional. Las lineas seran
validadas molecularmente y realizando el andlisis fenotipico.
Resultados y discusion. Se identificaron 9 genes ortologos, en 4
especies con un dendograma por el modelo Neighbor-jouning, y se
sintetizaron primers especificos para ellos. Por medio de una red de
interaccion de los genes blanco algunos genes PPR se asociaron con
3 familias (BASS, IPTK y SIG), responsables del é&cido
monocarboxilico, alcohol y respuesta a estimulos ambientales,
respectivamente. Se seleccionaron 15 de los 60 genes blancos
predichos del miIRNA y se genero una red entre estos y las proteinas
cuya interaccion ya se encuentra reportada. Se encontraron
proteinas de funciones variadas, entre las que destacan el
procesamiento de mRNA para biogénesis de Mitocondrias y
cloroplastos (Miembros PPRs, NMAT1, NMAT2 y NMAT4),
respuestas a é&cido abscisico (ABI4, SLAC1, ABOS5 y ABOG6),
movimiento estomatal (ALMT12, KAT2 y CHX20), respuesta a estrés
salino (PDLP6, PDLP7 y PDLPS), actividad en la transferencia de
electrones (nad1, nad2, nad4, nad6, ndhA y PGR3), morfogénesis de
hojas-flores (GUN1, MORF1, MORF2, EMB2453, EMB2745, AP1y
SPL15), restauradores de la fertilidad (RFL2) y biogénesis de
protoporfirinas (CHLH y GUN4) y sugiere la participacion del miRNA
en condiciones de estrés abidtico.

Figura 1. Diagrama modulacion genética e interaccion de Ahyp-
miR0005 (Rojo), genes blancos (Azul) y proteinas asociadas (Gris).

Se ha establecido el protocolo de transformacion de callos de tabaco
y se ha transformado Arabidopsis y Amaranto con la construccion
pB7WG2D + Ahyp-miR0005, por lo que se ha iniciado la validacion
moleculary analisis fenotipico. Asi mismo, se han obtenido tejidos en
diferentes condiciones de estrés para conocer la respuesta de
miR0005 y sus genes blancos.

Conclusiones y perspectivas. El diagrama de modulacion genética
establecido a partir de los genes blanco ortdlogos sugiere la
regulacion indirecta de Ahyp-miR0005 de proteinas que participan en
calor, frio y salinidad, mediados por la coordinacion de la expresion
de genes organulares (OGE) y genes nucleares (NGE). Las lineas
sobreexpresoras demostraran el perfil de expresion del miRNA y
blancos en estas condiciones y permitiré inferir el alcance que tiene
la modulacion de la biogénesis de mitocondrias y cloroplastos ante
estos eventos.
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Introduccion. Las hormigas son los animales terrestres mas
abundantes que poseen veneno. De Pogonomyrmex badius su
veneno es altamente toxico en ratones, en el caso de
Pogonormyrmex rugosus es muy poca la informacion que existe
sobre su veneno y por picadura genera alrededor de 130ug de
veneno (1). Del analisis del veneno de hormigas se han encontrado
compuestos para el desarrollo de farmacos (2), sin embargo, una
limitante para estas investigaciones es el poco rendimiento de
veneno por individuo, lo que se ha compensado con el desarrollo de
las ciencias "omicas", como la metabolémica (3). Por lo tanto, en este
trabajo se tiene como objetivo analizar la composicion quimica de P.
rugosus del estado de Durango, para determinar que compuestos
quimicos contiene, y si alguno de ellos tiene potencial para futuras
aplicaciones biotecnoldgicas.

Metodologia. Se realizd una recolecta directa de ejemplares de P.
rugosus provenientes de tres sitios dentro del estado de Durango,
para posteriormente realizar su diseccion y obtener la glandula de
veneno, 80 glandulas por muestra de veneno. Una vez obtenidas las
muestras de veneno liofilizadas, se realizd un analisis metabolémico
(LC-MS/MS) y los resultados fueron analizados mediante softwares
de bioinforméatica para obtener el perfil metabolomico de cada
muestra.

Resultados y discusion. Se obtuvo el perfil metabolomico de las
tres muestras, expresado en clases quimicas, con resultados
distintos entre ellas. De la muestra 1 (Fig. 1), se obtuvieron 158
compuestos agrupados en 10 clases quimicas. La muestra 2 (Fig. 2),
con 316 compuestos dentro de 17 clases quimicas. Por Ultimo, la
muestra 3 (Fig. 3) presentd 215 compuestos pertenecientes a 8
clases quimicas. Esta diferencia en la composicion quimica, se puede
deber a los distintos depredadores que tiene P. rugosus en los sitios
de muestreo. De las clases quimicas encontradas, algunas poseen
actividad antifingica (azoles), antiviral (diazinas), bactericida
(quinolonas), herbicida (triazinas), entre ofras.

Azoles
mBenceno y derivados

u Acidos carboxilicos y derivados

Diazinas

= Lipidos prenoles

Figura 1. Clases quimicas del veneno de P. rugosus del sitio 1

L 12%
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= Acidos carboxilicos y derivados
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= Acidos grasos
Compuestos heteroarométicos
Imidazol
windoles y derivados
= Compuestos organicos nitrogenados
= Compuestos orgénicos oxigenados
= Peptidomiméticos
Lipidos prenoles

Figura 2. Clases quimica del veneno de P. rugosus del sitio 2
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Imidazopirimidinas
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= Compuestos organicos
nitrogenados
Compuesto organicos

oxigenados
=Quinolonas y derivados

Figura 3. Clases quimica del veneno de P. rugosus del sitio 3

Conclusiones y perspectivas. Generar lineas de investigacion con
las clases quimicas que poseen algun tipo de actividad (azoles,
diazinas, quinolonas, trizinas), para en un futuro obtener aplicaciones
biotecnolégicas. Ademas, nos impulsa a continuar con el analisis de
veneno de hormiga y conocer mas sobre la variacion intraespecifica
de la composicion quimica del veneno de P. rugosus.
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Introduction. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are
hydrophobic organic compounds with two or more aromatic rings.
They are naturally present in the environment or can be generated
anthropogenically. The US environmental protection agency catalog
PAHs as priority pollutants due to their high toxicity, mutagenicity, and
carcinogenicity (1). Due to the environmental and health concerns
related to these compounds, several methods for PAH removal have
been proposed. Physicochemical methods as photolysis, adsorption
and chemical degradation are expensive. Therefore, bioremediation
has been proposed as a low cost and sustainable solution. Bacterial
degradation uses bacteria isolated from contaminated sources to
degrade different PAHs. Naphthalene, phenanthrene and anthracene
are among the most studied compounds by this approach.
Naphthalene is the simplest PAH with only two aromatic rings,
followed by phenanthrene with three. Finally, anthracene, which as
the same molecular weight that phenanthrene, derivates to other
important pollutants, as anthraquinone an oxidized PAH. For this
reason, in this study bacterial isolated from PAH contaminated soil
across Tamaulipas will be evaluated to identify PAH degradation
potential, in addition biostimulation and bioaugmentation strategies
will be followed to enhance this degrading capacity. Finally, to gain a
better understand of the biodegradation process genes related to
PAH degradation pathway will be identified by molecular strategies.
Problem Statement. Further studies are still needed on the
biodiversity of microorganisms with hydrocarbon-degrading potential
in soil northern part of Mexico, especially in Tamaulipas. This is
because other areas such as Tabasco, Yucatan, and primarily the
Gulf of Mexico are prioritized (2).

Justification. Tamaulipas provides a critical area for studying local
bacterial strains capable of PAH biodegradation due to the gas and
oil industry present along the state. In addition, strategies like
biostimulation, bioaugmentation and gene identification are needed to
increase the bioavailability of PAHs, enhancing this degradative
capacity (3).

General objective. Isolate, identify, and characterize bacteria from
the Tamaulipas region with high potential degradative of polycyclic
aromatic hydrocarbons.

Specific objectives.

1. Identify bacteria capable of degrading polycyclic aromatic
hydrocarbons (naphthalene, phenanthrene, and anthraquinone)
2. Establish optimal bacterial growth conditions for the

degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons (naphthalene,
phenanthrene, and anthraquinone)

3. Establish a bacterial consortium for the degradation of
polycyclic aromatic hydrocarbons (naphthalene, phenanthrene, and
anthraquinone)

4, Identify bacterial genes involved in the degradation
pathways of polycyclic aromatic hydrocarbons (naphthalene,
phenanthrene, and anthraquinone)

giriveras@ipn.mx
CBG Reynosa

Experimental strategy.
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Figure 1. Flowchart of the experimental strategy for the study of
bacteria isolates PAHs degradation.
Expected results. To identify bacteria with potential PAH
degradation activity (especially, naphthalene, phenanthrene and
anthraquinone) with their optimal degradation conditions. To generate
bacterial consortium with synergetic degradation activity. To identify
genes related to the PAH degradation pathways.
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12(6):139.
2. Ramirez, D., Vega-Alvarado, L., Taboada, B., Estradas-Romero,
A., & Soto, L. (2019). Bacterial diversity in surface sediments from the
continental shelf and slope of the North West Gulf of Mexico and the
presence of hydrocarbon degrading bacteria. Mar. Pollut. Bull. 150:
110590.
3. Sakshi, & Haritash, A. (2020). A comprehensive review of
metabolic and genomic aspects of PAH-degradation. Arch. Microbiol.
202(8).

XXVII Jornadas Académicas del Doctorado en Ciencias en Biotecnologia, 22 al 24 de mayo de 2024, Durango, Durango

79

mayo-agosto 2024 Frontera Biotecnolégica | N° 28



—| Jornadas Académicas 538 &,/ K ) —| Jornadas Académicas EE
—1 Doctorado en Ciencias NS CI A freEn” —1 Doctorado en Ciencias NS
en Biotecnologia %K oy e en Biotecnologia

DURANGO DURANGO
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Introduccion. La conversion de biomasa lignoceluldsica en biogtanol
2G incluye fres pasos principales: pretratamiento, hidrolisis
enzimatica y fermentacion; aunque actualmente se aplican varias
estrategias para la produccion de biocombustibles a partir de
biomasa lignocelulosica, la mayoria parece no ser econdmicamente
viable principalmente debido a los altos costos de produccion
relacionados a los pretratamientos (1). Los solventes eutécticos
profundos (DES) han emergido como una alternativa a los
tratamientos convencionales por sus bajos costos, biodegradabilidad
y excelente capacidad para solubilizar lignina (2), esto aunado a la
coproduccion de productos de alto valor como el xilitol permite
maximizar la eficiencia economica del proceso (3). El objetivo de este
trabajo es establecer las condiciones optimas para la produccion de
etanol de segunda generacion y xilitol a partir de olote de maiz.
Metodologia. Los residuos de maiz fueron sometidos a una hidrdlisis
con acido sulfurico. Se optimizaran los parametros fisicoquimicos en
la produccion de xilitol, seguido de una optimizacion del medio de
cultivo y de la transferencia de oxigeno en la fermentacion utilizando
la fraccion liquida de la hidrdlisis v la levadura C. tropicalis BEO12. El
residuo sélido de la hidrolisis sera utilizado para la produccion de
etanol 2G. Se utilizaran dos sistemas con DES (ChCl:Glicerol y
ChCl:Urea) para eliminar la lignina de la materia optimizando las
condiciones de reaccion; la materia libre de lignina se sometera a una
hidrolisis enzimatica utilizando celulasas autoctonas, de nuevo se
llevara a cabo una optimizacion de las condiciones de reaccion, por
Ultimo, se optimizara la produccion de etanol utilizando la levadura
Saccharomyces cerevisiae 1TV 01.
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Figura 1. Estrategia experimental

Resultados y discusion. Se realizo una caracterizacion estructural
de la biomasa utilizada, la cual mostrd un contenido de 15.6% de
lignina; se evalud el efecto de la temperatura (80 °C a 120 °C) en la
deslignificacion utilizando solventes eutécticos profundos. Como se
puede observar en la Figura 2, la remocién de lignina se vio
favorecida por el aumento de temperatura en ambos sistemas DES
hasta los 100 °C, al aumentar a 120 °C el sistema ChCl:Gligerol
sigui6 la misma tendencia mientras que en el sistema ChCl:Urea se

Frontera Biotecnolégica | N° 28 mayo-agosto 2024

observa una disminucién en el porcentaje de remocion de lignina,
estos resultados coinciden con los reportados por otros autores (4),
quienes observaron un aumento en la remocion de lignina al
aumentar las temperaturas hasta 115 °C. Se logré recuperar mas del
80% de la biomasa en todos los tratamientos.

80
80 ChCIGly

70 ChCl:Urea

@
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]
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REMOCIONDE LIGNINA (%)
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o

80 100 120
TEMPERATURA(°C)

Figura 2. Efecto de la temperatura en la remocion de lignina
utilizando solventes eutécticos profundos
Conclusiones y perspectivas. Se evaluo el efecto de la temperatura
en la deslignificacion de olote de maiz, los resultados obtenidos seran
utilizados para evaluar el efecto del tiempo de reaccion en el
tratamiento y disefiar la optimizacion de dicho proceso, lo cual
permitird aumentar la disponibilidad de la celulosa en la etapa de

hidrolisis enzimatica.
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Introduccion. La contaminacion ocasionada por los plasticos
derivados de petroleo ha ido en aumento en los ultimos afios, se
estima para el afio 2050 se desecharan aproximadamente 12,000
millones de toneladas de residuos de plasticos no biodegradables (1,
2). Ante este problema es necesario buscar soluciones nuevas como
la implementacion de materiales biodegradables como como son
polihidroxibutiratos (PHB). Estos biopolimeros tienen propiedades
similares a los plasticos derivados de petréleo, ademas tienen
aplicaciones en el area médica, empaquetado, alimentos y
construccion. Sin embargo, su costo de su produccion es de 3 a 5
veces mas elevado comparada con la produccion de plasticos
convencionales, debido principalmente al costo de la materia prima 'y
al proceso de downstream (2). El PHB puede ser sintetizado por
diferentes bacterias cuando hay un desbalance nutricional como es
el caso de Bacillus thuringiensis (Bt) . En este proyecto se busca
implementar nuevas estrategias de produccion como la idendificacion
de lamejor relacion C:N y construcciones de plasmidos con funciones
transcripcionales con proteina verde fluorecente (Gfp) con las
regiones promotoras de phar sintasa Y acetil-CoA reductasa como
una alternativa para la cuantificacion del polimero en cepas de Bt con
la finalidad de implementar estas bacterias como plataforma de
produccion favoreciendo la produccion y aumentando los
rendimientos.

Metodologia. En el presente trabajo se evaluaron diferentes
relaciones C:N 3, 7,30 y 50 a nivel matraz empleando medio limpio
para la produccion de PHB y 4 cepas correspondientes a Bt que son
32A, 42A,73B y 81C. A partir de los resultados anteriores se realizo
un escalamiento a nivel reactor con un volumen de trabajo de 4 L.
Finalizadas las cinéticas se llevd a cabo la purificacion y
caracterizacion del biopolimero mediante FTIR. De igual manera se
realizaron construcciones de fusiones trascripcionales empleando
Gfp con las regiones promotoras de la phary la acetil-CoA reductasa
como una alternativa para la cuantificacion de PHB las cuales se
evaluaron por espectroscopia de fluorecencia.

Resultados y discusion. Se realizd la evaluacion de diferentes
relaciones C:N a nivel matraz, en donde la 30 fue la que present6 una
mayor acumulacion de PHB con la cepa 81C que fue de 136ug/ml. A
partir de los resultados anteriores se realizé el escalamiento a nivel
reactor tomando en consideracion las siguientes condiciones: pH 7,
200 rpm, 30 °C, 1wwm y un volumen de trabajo de 4L. La cinética se
realizé por 24 hr donde se obtuvo un incremento en la produccion de
PHB de 156 pg/ml como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Fermentacion a nivel reactor relacion C:N 30

Para la evaluacion de las fusiones transcripcionales se realizaron
extracciones de DNA mediante kits para la amplificacion de las
regiones promotoras de interes de phar y acetil-CoA y mediante
ensamble gibson poderlas unir con Gfp y asi obtener células de Bt
transformantes como se observa en la Figura 2.

Figura 2 . Construccion de cepas transformantes con fusiones
transcripcionales. A) Ensamble gibson , B) Cepas transformantes
Bt

Conclusiones y perspectivas.

Mediante la evaluacion de diferentes relaciones C:N se encontré que
relacion 30 fue donde se llego a acumular mas PHB, por lo cual al
realizar el escalamiento en reactor se pudo obtener un aumento en
la produccion del biploimero. Se lograron obtener cepas
transformantes Gfp+Acetil-CoA y Gfp+phar con las cuales se podran
estudiar diferentes condiciones y medios de cultivo mediante la
presencia de fluorecencia, ademas de poder implementar un método
de cuantificacion alternativo para PHB.
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Introduccion. Enfrentamos una crisis ambiental que afecta a todos
los estratos de la sociedad. Cada actividad humana tiene un impacto
ambiental cuya gravedad varia de acuerdo con la naturaleza del
proceso. La bioeconomia busca encontrar un equilibrio en la
produccion de bienes de manera sustentable. Un ejemplo que se ha
popularizado son las biorrefinerias que tienen por objetivo la
produccion integral de productos de valor agregado a partir de los
residuos aumentando la sustentabilidad y rentabilidad del proceso.
El principal residuo de la produccion industrial de queso son las
aguas residuales con una alta carga organica. Esta mezcla es
conocida como suero de leche o lactosuero (LS) y se estima que al
menos el 50% de los efluentes son vertidos sin ningun tipo de
tratamiento (1). Por su composicion el LS puede ser empleado como
materia prima para la generacion de productos de interés comercial
como el bioetanol 2G, acidos grasos volatiles (AGVs) y enzimas.

Cuadro 1. Antecedentes de produccion de etanol a partir de LS.

No. Residuo Microorganismo Producto

1 LS de queso | Kluyveromyces Lactasa y bioetanol
Coalho Spp.

2 | LS y mazorca de | Saccharomyces Bioetanol
maiz cervisiae

Planteamiento del problema. Tan solo en 2022 en México se
produjeron 516,155 toneladas de queso (4). Esto produjo alrededor
de 4,645,395 m3 de LS. El LS tiene una alta demanda quimica y
bioquimica de oxigeno (COD y BOD, respectivamente) capaz de
afectar el equilibrio del cuerpo de agua en el cual sea vertido.
Justificacion. Dada la crisis ambiental actual, la valorizacion de
residuos y la produccion de biocombustibles son estrategias
importantes para el bienestar ecologico y social. Este trabajo busca
dar un tratamiento a un residuo no solo disminuyendo su impacto
ambiental negativo sino generando un beneficio economico.
Objetivo general. El objetivo del proyecto es estandarizar, optimizar
y proponer protocolos de produccion de bioetanol de segunda
generacion (2G), enzimas y AGVs a partir lactosuero.

Objetivos particulares. Para lograrlo planteamos los siguientes
objetivos especificos: 1) Aislar levaduras capaces de producir
biocetanol 2G a partir de lactosa como fuente de carbono, 2)
Establecer un protocolo para la produccion de lactasa y 3) Optimizar
la produccion de bioetanol 2G y evaluar la produccion de AGVs a
partir de LS y mezclas de LS vy residuos lignocelulésicos (RL)
empleando las cepas aisladas.

Estrategia metodologica. Se colectaran muestras de LS de Jalisco
y Sinaloa. Se analizara el pH, DBO y DQO de las muestras.
Posteriormente, mediante el sembrado en medio enriquecido se
aislaran cepas de levadura empleando el LS. Se seleccionaran las
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cepas capaces de crecer en lactosa como fuente de carbono y se
evaluara su capacidad para producir etanol, AGVs y lactasa. La
produccion de bioetanol y AGVs se analizara mediante HPLC. Se
seleccionaran e identificaran las cepas con mayor produccion de los
compuestos. Para optimizar la produccion etilica se llevaran a cabo
experimentos de acuerdo con el disefio Box-Behnken y la
metodologia de superficie de respuesta. Se optimizara la produccion
de etanol a partir de LS y de mezclas de RLy LS.
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Figura 1. Estrategia experimental para la optimizacion de
produccion de etanol a partir de LS y mezclas de LS con RL.

Resultados esperados. Se aislaran cepas autoctonas capaces de
producir etanol a partir de lactosa. Se establecera un protocolo para
la produccion de lactasa a partir de LS. Se definiran las condiciones
optimas para obtener una mayor produccion de etanol a partir de LS
y de mezclas de LS y RL.
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Introduccion. La contaminacion atmosférica por CO2 y metano son
generados principalmente por la emision de gases provenientes de
los combustibles fosiles (1) y por la acumulacion de estiércoles a cielo
abierto. Por otro lado, diversos productos se obtienen a través de
procesos petrogquimicos, que generan gases de efecto invernadero y
una baja en las reservas de petroleo, por lo que dichos procesos van
siendo menos costeables. El uso de microalgas es una alternativa
sustentable para la obtencion de productos de interés industrial, sin
embargo, la cantidad de nutrientes en los medios de cultivo
requeridos para su crecimiento incrementa los costos de produccion
(2). Una fuente de nutrientes que ha sido poco explotada y estudiada
son los digestatos, de los cuales se ha reportado su uso eficiente
como fertilizante por su contenido de macro y micronutrientes, asi
como fitorreguladores.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el uso de medios de
cultivo no convencionales (digestatos porcino, bovino y mezcla,
lixiviado de vermicomposta y té de vermicomposta) para la
produccion de carbohidratos, proteinas, lipidos y pigmentos en
Scenedesmus obliquus, comparado con el medio convencional Bold
Basal Modificado.

Metodologia.
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Resultados y discusion. El analisis de la composicion bioquimica
microalgal de Scenedesmus obliquus cultivada en diferentes medios
de cultivo, muestra que todos los medios no convencionales (LX, VR,
DP, DB, DMy DC) tuvieron un mayor crecimiento y mayor produccion
de compuestos de interés, comparado con el medio convencional
Bold Basal Modificado encontrandose  mayoritariamente
carbohidratos, posteriormente lipidos, seguidos de proteinas y
finalmente pigmentos.

Respecto a la produccion de carbohidratos, se observd una
produccion de dos a tres veces mas en los no convencionales LX,
VR, DP, DB, DMy DC, respecto al medio convencional p<0.001.
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La produccion de proteinas fue mayor con los tratamientos DC, DBy
DM que en el medio convencional y similar con el tratamiento DP, sin
embargo, la produccion de proteinas en los tratamientos LX y VR
fueron menores respecto al tratamiento MC p<0.001.

La produccion de lipidos fue mayor en el tratamiento DB, mientras
que los demas medios no convencionales fueron similares al MC
p<0.05. En pigmentos totales los tratamientos MC, DP y DM tuvieron
mayor produccion p<0.001 (Figura 1).
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Figura 1. Produccion de carbohidratos, proteinas, lipidos y
pigmentos totales por Scenedesmus obliquus en diferentes medios

de cultivo: Medio convencional Bold Basal Modificado (MC),
Lixiviado de vermicomposta (VR), Digestato Porcino (DP), Digestato
Bovino (DB), Digestato mezcla (DM) y Digestato de Chapingo (DC).
Conclusiones y perspectivas. El trabajo realizado muestra que los
seis medios no convencionales evaluados pueden ser utilizados para
el cultivo de Scenedesmus obliquus y producir una mayor cantidad
de compuestos de interés industrial, lo cual es una muy importante
alternativa para reducir el impacto ambiental que generan los
procesos petroquimicos. Por otro lado, los medios de cultivo no
convencionales empleados, al ser medios de cultivo organicos, son
una muy buena alternativa para disminuir costos de produccion.
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Introduccion. El avance cientifico y tecnologico en las areas de la
salud, de la produccion agropecuaria y el crecimiento acelerado de la
poblacion han provocado la presencia de contaminantes nuevos,
llamados contaminantes emergentes. Los  contaminantes
emergentes detectados mas frecuentemente en aguas superficiales
son los farmacos, y dentro de este grupo, las hormonas son las mas
comunmente detectadas. Las hormonas presentes en los sistemas
acuaticos causan disrupcion endacrina en los organismos acuaticos.
Esto podria generar a largo plazo consecuencias negativas en la
dinamica poblacional de las especies expuestas (1). La remocion de
hormonas no es eficiente mediante los procesos convencionales en
las plantas de tratamiento de aguas residuales, por lo que se han
propuesto nuevos métodos para su remocion como es el caso de la
biosorcion. En este tratamiento se han probado distintos
adsorbentes, entre ellos el carbon activado. La elaboracion de carbon
activado a partir de residuos agroforestales es una alternativa para el
manejo de dichos residuos y del cual se obtiene un producto con valor
agregado (2), por lo que se propone la investigacion de estos nuevos
materiales como biosorbentes para la remocion de hormonas.
Metodologia. 1) Seleccion de los residuos organicos: con base a su
cantidad generada y potencial contaminante se selecciond el aserrin
de Pinus sp. 2) Caracterizacion de la materia prima: se caracterizo
de acuerdo con su pH, conductividad eléctrica, cenizas, humedad,
analisis elemental, espectroscopia infrarroja y  andlisis
termogravimétrico. 3) Elaboracion de carbon activado: se realizo una
pirdlisis del residuo agricola a 800 °C por 30 min, posteriormente se
efectud una activacion quimica por inmersion durante 16 horas con
HsPO4 a una relacion de impregnacion (RI) de 0, 0.5y 1.0, se lavo
con agua acidificada y agua destilada; por ultimo, se efectud el
secado, la molienda y tamizaje. 4) Caracterizacion de los carbones
activados: se realiz6 el calculo de su rendimiento, se analizaron por
espectroscopia infrarroja (FTIR), microscopia electronica de barrido
(MEB), espectroscopia de energia dispersiva (EDX), difraccion de
rayos X (DRX) y por método BET. 5) Seleccion de los contaminantes
emergentes: se seleccionod el grupo de las hormonas, dentro de este
grupo se selecciond la hormona 17-a-etinilestradiol por ser utilizada
en terapia hormonal en medicina humana y veterinaria. 6)
Determinacion de la eficiencia de biosorcion: para ello se prepararan
modelos de agua que contenga la hormona de interés, la
cuantificacion se realizara por HPLC-DAD utilizando un estandar de
referencia, se optimizaran las condiciones de la biosorcion respecto
a la masa del adsorbente y pH del modelo de agua, se llevaran a
cabo cinéticas de remocion; las condiciones optimas obtenidas
permitiran evaluar la eficacia de remocion de hormonas. 7) Analisis
estadistico de los datos: se utilizara estadistica descriptiva y anélisis
de superficie de respuesta.
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Resultados y discusion. 1) Caracterizacion del aserrin de Pinus sp.,
el analisis termogravimétrico muestra que la pirdlisis del aserrin
ocurre en un rango de 200 a 600 °C, contiene un 72 % de materia
volatil, un 18.5 % de carbono fijo y 2.7 % de cenizas; respecto al
analisis por FTIR, el espectro obtenido muestra semejanza con el
espectro de celulosa y se detectan grupos funcionales relacionados
a especies maderables que coinciden con lo reportado por Moya et
al. (2017). 2) Caracterizacion de los carbones activados. Se
obtuvieron 3 carbones activados cuyo rendimiento fue de 17.8 a 18.3
%. En el analisis por FTIR, los espectros obtenidos muestran
variaciones en las longitudes de onda, intensidades y cantidad de
sefales, lo que demuestra un cambio en los grupos funcionales de la
superficie de los adsorbentes respecto al aserrin. En el analisis por
MEB, se observaron estructuras irregulares y tubulares con tamafios
menores a 62 um con superficie rugosa y presencia de poros con
tamafios de 3 um; al igual que lo encontrado por Acevedo et al.
(2016), estos resultados indican que existe una mayor activacion del
carbon al aumentar la relacion del agente activante. Con relacion a
la superficie especifica se detectd en un rango de 526 a 572.5 m2(g;
estos valores son mayores a lo reportado por Rovani et al. (2014,
2016), en donde obtuvo 16.5 m2/g para un adsorbente elaborado con
una mezcla de café, aserrin y aceite y 209.9 m2/g para un carbon
activado elaborado con una mezcla de café y aserrin.
Conclusiones y perspectivas. Se obtuvieron 3 carbones activados
a partir de aserrin de pino. El rendimiento alcanzado para estos
materiales fue de 17.8 a 18.3 %. El adsorbente con mayor superficie
especifica (572.5 m2/g) fue el carbon activado elaborado a 800 °C
durante 30 minutos y con una RI de HsPO4 de 1.0. Por comparacion
de los espectros de FTIR entre el aserrin y el carbdn seleccionado se
observo la degradacion de los grupos funcionales asociados a
estructuras como celulosa, lignina y hemicelulosa. Se identifican
cambios en los grupos funcionales del carbon. A través del anélisis
MEB se observo la morfologia del carbon activado seleccionado, la
cual estd conformada por estructuras irregulares y tubulares con
superficie rugosa que permiten al carbon aumentar su superficie
especifica. Los resultados preliminares muestran caracteristicas en
la estructura del carbon activado de Pinus sp. que favoreceran la
remocion de hormonas en agua.
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Introduccion. El tratamiento suelo-acuifero (TSA) es una tecnologia
que puede producir agua para su reutilizacion potable indirecta
cuando se combina con otras tecnologias de tratamiento de aguas
residuales (1). El agua tratada de un sistema TSA se infiltra a través
de la zona vadosa del acuifero, mejorando asi su calidad mediante
los procesos de filtracion, biodegradacion, adsorcion y precipitacion
quimica que se dan durante la infiltracion (2). No obstante, muchos
proyectos de recuperacion de agua han fracasado debido al riesgo
percibido para la salud asociado con la posible contaminacion de los
suelos y las aguas subterraneas locales. Esto ha llevado a un
incremento en el nimero de esquemas, que utilizan fuentes de agua
que provienen de tratamientos avanzados (3), siendo no viable
economicamente para paises en desarrollo. Este trabajo evalua un
sistema de tratamiento de aguas residuales hibrido compuesto por
un proceso biolégico mas un proceso de filtracion en suelo y una
disposicion final en acuifero para zonas é&ridas y semiaridas
pobladas.

Metodologia. Se evaluaron dos efluentes de tratamientos biolégicos
en operacion en la ciudad de Durango: lagunas aireadas (LA) y
biofiltracion (BF). Se midieron dos parametros, la materia organica a
través de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) mediante el
método de reflujo cerrado del Standard Methods 5220C vy los
Coliformes fecales por el método del niumero mas probable con la
metodologia basada en la NMX-AA-042-SCFI-2015, por un periodo
de 03 meses con una periodicidad en el muestreo de 15 dias.
Resultados y discusion. La remocion de coliformes fecales se
muestran en la figura 1. Se observa una remocion promedio de
coliformes fecales de 2.83+0.98 unidades logaritmicas para el
sistema de LA. Mientras que para el sistema de biofiltracion se
observa una remocion consistente de 4 unidades logaritmicas.
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Figura 1. Remocién de Coliformes Fecales.

La remocion de la DQO se muestra en la figura 2. El influente para
las LA paso de 465.6+36.09 mg/L a 196.2+28.9 mg/L en el efluente,
lo cual representa una eficiencia de remocion del 57%. El influente
de la BF pas6 de 575.1+152.4 mg/L a 94.1+26.8 mg/L en el efluente,
lo cual representa una eficiencia de remocion en la BF de 84%.
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Figura 2. Remocion de DQO.

Conclusiones y perspectivas. Se observa que el sistema de BF es
maés eficiente en la remocion de materia organica y patogenos. Sin
embargo, ninguno de los dos efluentes es apto para la recarga
artificial de acuiferos segun la “NOM-014-CONAGUA-2003,
Requisitos para la recarga artificial de acuiferos con agua residual
tratada” que requiere la inactivacion total de microrganismo
patogenos; por lo que se requiere de un pulimiento para alcanzar los
parametros en la calidad de agua requerida para la recarga artificial
de acuiferos, en el marco del presente estudio se evaluara a nivel
laboratorio un tratamiento suelo acuifero para lograr alcanzar la
calidad de agua necesaria para hacer recarga de acuiferos en zonas
aridas.
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Introduccion. Los ARN pequefios no codificantes (SRNA)
bacterianos son ARN reguladores que son heterogéneos en tamafio
(aproximadamente de 50 a 250 nucledtidos). Se sabe que los SRNA
funcionan en una serie de procesos reguladores, como la inhibicion,
activacion de la traduccion, la degradacion, estabilizacion del ARNm,
reacciones metabolicas, deteccion de quorum, formacion de
biopeliculas, respuestas al estrés y patogenicidad (1). En la Ultima
década, se han empleado métodos de secuenciacion de ARN (RNA-
seq) de alto rendimiento para identificar SRNA a escala de todo el
genoma en numerosas especies bacterianas (2). Bdellovibrio es una
bacteria que ha ido tomando méas importancia debido a que
Bdellovibrio 'y organismos similares (BALOs) son bacterias
depredadoras obligadas que se alimentan selectivamente de una
amplia gama de bacterias Gram-negativas, incluidos patdgenos
humanos resistentes a multiples farmacos (3). Debido a su estilo de
vida Unico, han sido reconocidos durante mucho tiempo como un
potencial agente terapéutico y de biocontrol (4). Hasta el momento
solo se han identificado 8 ARN pequefios no codificantes en la fase
de ataque (5). Sin embargo, encontrar nuevos (sRNAs) en
Bdellovibrio, permitira en el futuro tener mas herramientas y
conocimiento para potenciales aplicaciones biotecnolégicas.
Planteamiento del problema. Numerosos procesos celulares, como
reacciones metabolicas, deteccion del quorum, formacion de
biopeliculas, respuestas al estrés y patogénesis, estan controlados
por ARN pequefios no codificantes en distintas bacterias. Sin
embargo, en Bdellovibrio existe muy poca informacion sobre la
existencia de ellos y hasta el momento solo se han identificado 8 ARN
no codificantes en la fase de ataque, también pudieran existir
(sARNs) adicionales en la fase de crecimiento, pero la falta de datos
TSS confiables para esta fase del ciclo de vida de Bdellovibrio
bacteriovorus impide la determinacion de las premisas de estos
sARNs. Anteriormente se empleaban micro rayos para las
investigaciones en transcriptomas. Sin embargo, este método
presenta limitaciones.

Justificacion. Actualmente se busca encontrar y dilucidar la
presencia de ARN pequefios no codificantes en el transcriptoma de
Bdellovibrio, mediante el enfoque bicinformatico y el empleo de TSS-
seq. Esta bacteria resulta interesante ya que se ha demostrado que
Bdellovibrio 'y organismos similares los BALOs son bacterias
depredadoras obligadas que se encuentran en la naturaleza, estas
pueden alimentarse y matar a una gran variedad de bacterias Gram-
negativas patogenas de humanos y resistentes a antibioticos. Sin
embargo, se requiere mayor conocimiento de las caracteristicas
moleculares que estan involucrados durante la depredacion, asi
como los genes esenciales en cada etapa del ciclo de vida, esto para
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tener una mayor informacion, ya que un futuro Bdellovibrio podria ser
un modelo de depredacion bacteriana, al igual que se podria tener
aplicaciones biotecnologicas en medicina, agricultura, farmacéutica
entre muchas ofras. Por ello, en este trabajo se propone la
caracterizacion de ARN pequefios no codificantes durante la etapa
de ataque y crecimiento en el ciclo de vida de Bdellovibrio
bacteriovorus ya que contribuiria a nueva informacion sobre bacterias
depredadoras.

Objetivo general. Analizar y caracterizar el perfil transcriptomico de
ARN pequefios no codificantes durante la fase de ataque y
crecimiento en el ciclo de vida de Bdellovibrio bacteriovorus HD100.
Objetivos particulares.

1. Caracterizar bioinformaticamente SRNA supuestos en el genoma
de Bdellovibrio bacteriovorus HD100

2. Secuenciar diferencialmente ARNmy ARN pequefio no codificante
en combinacion con la secuenciacion (TSS-seq) en fase de ataque y
crecimiento de Bdellovibrio bacteriovorus HD100.

3. Confirmar la expresion de pequefios SRNA por RT-PCR.

4. Analizar los datos de secuenciacion mediante LIMMA y APERO.
Estrategia metodoldgica.

Caracterizacion Crecimiento de Sincronizacion
bioinformatica. cepas de cultivos
bacterianas. depredadores.

Secuenciacion Alisamiento de Purificacion de
de ARN. ARN. Bdellovibrio por

el método de
’ doble capa.
Determinacion

de SSTy
deteccion de Analisis de datos de

sRNA en todo el secuenciacion de ARN.
genoma.

Resultados esperados: Identificar la existencia de pequefios ARN
no codificantes en el ciclo de vida de Bdellovibrio, a su vez, este
conocimiento revelara las caracteristicas funcionales que mejoraran
la comprension de los mecanismos que emplea Bdellovibrio para
regular su fisiologia durante las dos etapas en su ciclo de vida.
Referencias

1. Grill, MP, Pefa-Castillo, L., Mulligan, ME y Lang, AS (2017).
Identificacion y caracterizacion de todo el genoma de ARN pequefios
en Rhodobacter capsulatus e identificacion de ARN pequefios
afectados por la pérdida del regulador de respuesta CtrA. Biologia del
ARN, 14(7), 914-925.
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Introduccion. La bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) es
normalmente utilizada como un agente de control biolégico. Sin
embargo, se ha estudiado la posibilidad de utilizarla como una
plataforma para la produccion de productos de interés a nivel
comercial (1). La obtencion de estos metabolitos se ve limitada por
la baja productividad de Bt y la necesidad de sustratos costosos.
Por lo tanto, los esfuerzos deben reorientarse para mejorar la
eficiencia de la produccion y los bioprocesos de recuperacion con el
fin de optimizar los rendimientos. En consecuencia, diversas
estrategias se han desarrollado para lograr este proposito;
principalmente el uso de modificaciones genéticas realizadas en los
factores de transcripcion globales (2). Un enfoque molecular
recientemente utilizado para inhibir la expresion genica, conocido
como ARN de interferencia (ARNi) en conjunto con el andlisis de
expresion busca revolucionar la forma en la que se estudia la
funcion genética. Existen pocas investigaciones relacionadas con el
uso de esta técnica y escasas en el uso de bacterias (3). La
aplicacion de técnicas de delecion genética puede aumentar la
comprension de la relacion entre las sefiales ambientales y los
cambios globales en la expresion genica, asi como la identificacion
de moléculas de sefializacion intracelular que interactiian con
proteinas reguladoras permitiendo generar eficiencias en los
bioprocesos (4).

Planteamiento del problema. Estrategias de modificacion genética
han sido aplicadas en cepas del género Bacillus, sin embargo,
pocas se emplean especificamente en Bt, ademas de que el
conocimiento de los factores globales en Bt no se ha comprendido
en su totalidad.

Justificacion. Las aplicaciones que tiene Bt en diversos sectores
productivos, resulta de interés, por ello, conocer los efectos de la
delecion genética, asi como el andlisis transcriptomico pueden
acercarnos a la comprension del funcionamiento de los mecanismos
de regulacion que nos permitan mejorar y controlar los procesos de
produccion.

Objetivo general. Suprimir genes especificos de Bacillus
thuringiensis aplicando herramientas omicas pare evaluar la
produccion de productos de interés comercial.

Objetivos particulares. 1) Seleccionar cepas con producciones
especificas de metabolitos de interés. 2) Determinar genes de
impacto para el mejoramiento de la produccion de metabolitos de
interés.3) Disefiar y aplicar siRNA's especificos de los genes
seleccionados previamente. 4) Evaluar los efectos de la represion
genética durante el crecimiento y produccion a nivel matraz a nivel
reactor.

Estrategia metodologica. Para la seleccion de cepas se revisara la
bibliografia acerca de la utilizacion de Bacillus thuringiensis, durante
la produccion de metabolitos, o enfocados en un solo factor de
transcripcion. De cada cepa seleccionada, se obtendra el cDNA

para poder hacer la secuenciacién masiva. Con los resultados se
desarrollard un andlisis bioinformatico que nos permita seleccionar
9genes candidatos para su silenciamiento. Se disefiaran RNAs
cortos de interferencia para los genes candidatos y se adicionaran
mediante electroporacion. Una vez que se tenga la modificacion en
cada una de las cepas, se llevara a cabo su produccion a nivel
matraz para conocer los efectos fisiologicos al aplicar el
silenciamiento (Fig. 1). Finamente se seleccionara la cepa en la
que se hayan obtenido las mejores condiciones de produccion y se
llevara a un biorreactor para corroborar que aumentando la
produccion los efectos son idénticos.

1 Seleccion de 2 Extraccion de 2 Sintesis de cDNA
cepas RNA
) D) T
o 00000 0
=+ Secuenciacion s Analisis ¢ Disefio de ; Electroporacion H
H Masiva Bioinformatico siRNA H
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s Crecimiento * Seleccion de 4
nivel matraz cepa optimizada
™7 ] Produccion en
244 bioreactor

Figura 1. Estrategia experimental planteada.

Resultados esperados. Tras el desarrollo del proyecto de
investigacion se espera conocer ampliamente el metabolismo que
desarrolla  Bacillus  thuringiensis durante la obtencion de
metabolitos, asi mismo, generar condiciones Optimas para su
produccion.

Referencias.

1. Engineering of global transcription factors in Bacillus, a genetic
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E. M., y otros. 2023, JMB, pag. 39 (1).
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bacteria. Rocha-Estrada, J., y otros. 2010, Appl/ Microbiol
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3. YvoA and CcpA repress the expression of chiB in Bacillus
thuringiensis. Jiang, K., y otros. 2015, Appl Environ Microbiol, pags.
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4. Targeted and high-throughput gene knockdown in diverse
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EFECTO DE BACTERIAS NITRIFICANTES Y DESNITRIFICANTES EN LA DISMINUCION DE LOS DESECHOS
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RESPUESTA INMUNE DEL CAMARON BLANCO (Penaeus vannamei) RETADO CON Vibrio parahaemolyticus
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Introduccion. Los cultivos hiperintensivos de camarén generan
desechos nitrogenados en exceso (amonio y nitritos) que producen
un deterioro de la calidad del agua y la generacion de problemas
patologicos que afectan directamente el desarrollo y crecimiento de
los organismos. La nitrificacion bacteriana es el método mas practico
para su remocion de los sistemas acuicolas cerrados (1). Por lo que
el presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto de bacterias
nitrificantes y desnitrificantes que disminuyan los desechos
nitrogenados en sistemas de cultivo, asi como en la microbiota
intestinal, crecimiento, supervivencia y respuesta inmune del
camarén (P. vannamei) retado con V. parahaemolyticus IPNGS16.
Metodologia. Para el aislamiento y caracterizacion bioguimica y
molecular de bacterias con potencial nitrificante y desnitrificante, se
colectd sedimento e invertebrados marinos en la Bahia de
Topolobampo, Ahome, Sinaloa. In vitro, a los aislados bacterianos se
les determin6 la utilizacion del amonio, nitritos y nitratos. Se
realizarén tres bioensayos: 1) se evalué el efecto en la calidad del
agua, crecimiento, respuesta inmune y microbiota intestinal, donde
se utilizaron bacilos y bacterias acido lacticas (BAL); Il) se usaron
bacilos y dos aislados bacterianos del sedimento (BND) para evaluar
el efecto en la calidad del agua y crecimiento; Ill) se emplearon
bacilos y BND en el crecimiento, respuesta inmune y calidad del
agua. Las secuencias del perfil bacteriano en el intestino se
analizaron en las plataformas Shaman, MicrobiomeAnalyst e
iVikodak. Al final, se microencapsularan las bacterias benéficas por
medio de secado por aspersion y gelificacion idnica. Para el analisis
estadistico se realizo una ANDEVA de una via y una prueba a
posteriori de Tukey HSD con un nivel de significancia de 0.05.
Resultados y discusion. In vitro, solo los bacilos y las BND utilizaron
amonio, nitritos y nitratos al presentar produccion de burbujas de
nitrégeno. El promedio de los parametros fisico-quimicos se encontro
dentro de los rangos 6ptimos. En el bioensayo |, se presentd un
efecto significativo de los bacilos y BAL en la conversion de amonio
a nitratos, pasando por nitritos. La actividad de la fenoloxidasa
disminuy6 significativamente en el tratamiento con BAL y con la
mezcla de bacilos y BAL. En el bioensayo Il, la mezcla de bacilos y
BAL y el tratamiento con BND disminuy6 significativamente la
concentracion de amonio, a lo que se le atribuye que se llevo a cabo
el proceso de nitrificacion (2) (Fig. 1). En el bioensayo lI, se observo
el proceso de nitrificacion en los tratamientos con bacilos y BND en
el agua. En el sistema inmune, el anion superoxido y conteo de
hemocitos aumenté significativamente en el tratamiento con BND
agregadas en el agua. La tasa de crecimiento especifico (TCE)
mostré diferencias significativas en el tratamiento con bacilos con
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respecto al control. El analisis metagenomico, mostré que el género
mas abundante fue Vibrio, siendo un grupo bacteriano abundante en
el intestino de las especies marinas (3).
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Figura 1. Concentracion de amonio, nitritos y nitratos en el
bioensayo 2. Tl) bacilos + BAL, TIll) BND; TIV) bacilos + BAL +
BND, en el agua. Promedio + error estandar.

Conclusiones y perspectivas. El uso de bacterias benéficas en los
sistemas de cultivo hiperintensivo de camarén blanco, muestran un
efecto positivo en la concentracion de desechos nitrogenados y la
microbiota intestinal, y no tienen efecto en el crecimiento al ser
adicionadas en el agua de cultivo. Se espera obtener un efecto
desnitrificante de las cepas aisladas con la disminucion de los
nitratos, lo que resulta importante como una alternativa para mitigar
el impacto en el medio ambiente.

Agradecimientos. Trabajo financiado por proyecto SIP 20240436.
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Introduccion. México actualmente representa el segundo mercado
internacional mas grande en la produccion de Tilapia (mojarra) (FAO,
2021). Entre las caracteristicas relevantes, destacan sus
propiedades nutricionales, como la presencia de acidos grasos
Omega-3, su aporte de vitaminas B, D y E, también tiene fosforo y
calcio (Guzman et al., 2021). El cultivo de Tilapia es de répida
reproduccion (Hicab et al., 2016; Martinez et al., 2021), sin embargo,
enfrenta limitantes; como las infecciones parasitarias, flngicas y
bacterianas, dentro de esta Ultima se encuentran las ocasionadas por
Flavobacterium, que afecta durante todo el ciclo reproductivo, incluso
donde se tiene los cuidados necesarios de transporte, clasificacion y
vacunacion (Kandel et al., 2014; Yue et al., 2016). Es por ello que, en
este frabajo, el objetivo es aislar e identificar nuevas cepas
depredadoras de BALOs y evaluar su potencial terapéutico contra las
infecciones por Flavobacterium en Tilapia.

Metodologia. Se colectaron 32 muestras (13 de agua, 11 de sueloy
8 de agua + suelo) de diferentes lugares de México, posteriormente
se realizé el aislamiento y purificacion de BALOs de la siguiente
manera: 1). Aislamiento. Para ello en muestras de suelo y agua dulce
se utilizo como presa Pseudomona aureginosa y para muestras de
agua salada Vibrio parahaemolyticus. Las muestras se procesaron y
se crearon co-cultivos. Se utilizo deteccion molecular por PCR para
detectar presencia de BALO’s segun lo descrito por Jurkevitch, 2012,
2). Purificacion. Se utilizo la técnica de doble capa en placa (DLA)
(Jurkevitch, 2012).

Resultados y discusion. Los resultados de PCR indicaron
presencia de BALO’s en 20 muestras; 18 correspondientes a
Bdellovibrio, 1 a Peredibactery 1 a Micavibrio (Figura 1, Cuadro 1).

1 2 3 456 7 8910 N1R2131KIIK

Figura 1. Electroforesis de los resultados de PCR. Se obtuvieron fragmentos
amplificados correspondientes al gen 16S del rRNA especificos para
Bdellovibrio. 1) 100 pb DNA Ladder (#G210A, Promega, USA), 2) M1, 3) M3,
4) M7, 5) M8, 6) M10, 7) M12, 8) M14, 9) M18, 10) M19, 11) M20, 12) M21,
13) M26, 14) M28, 15) M30, 16) C+.

Cuadro 1. Resultados de PCR con oligonucledtidos especificos
(BbsF216/BbsR707) para BALO?’s.

Primers
BEaF216 BdeF  BdHITR 21BdsF Par&76F ParF  MoF Bac6i6F
MMuestras  BheRT0T BdeF  BAsHITE __ 1260BdaR Perld43Rd  Per®  MewE  BacldadR
1 +

QoA nh N
b o+

-
Fhbt 4

ML
how 66w
T

A pesar de la identificacion de BALO's, los resultados obtenidos para
su purificacion en DLA han sido negativos, lo cual puede deberse a
la baja concentracion de estas bacterias, pues en los co-cultivos en
matraz la lisis ha sido escasa, la presencia de lisis es un indicador de
la presencia de BALO's (Jurkevitch, 2012). Se sigue trabajando en la
purificacion, para ello los co-cultivos estan siendo enriquecidos, lo
que permitira aumentar la concentracion y de esta manera volver a
realizar la purificacion por DLA.
Conclusiones y perspectivas. Se identifico la presencia de BALO's
en 20 muestras del género Bdellovibrio, Peredibacter y Micavibrio.
Mejorar las técnicas de aislamiento de las nuevas cepas de bacterias
depredadoras y posteriormente caracterizar e identificar, y analizar
sus genomas. Ademaés, probar sus aplicaciones sobre el patogeno
Flavobacterium de Tilapia en acuacultura.
Agradecimientos. Se agradece el apoyo del CBG-IPN, CIIDIR
Sinaloa y de Beca de Posgrado de Conahcyt.
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Recursos, Conservacion y Reciclaje, Volumen165.
2. Huicab, Z., Landeros, C., Castafieda, M., Lango, F., Lopez,
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mayo-agosto 2024 Frontera Biotecnolégica | N° 28



Jornadas Académicas Q )

Doctorado en Ciencias =
en Biotecnologia

Onnr VA

DURANGO

Jornadas Académicas Q )

Doctorado en Ciencias =
en Biotecnologia

Onnr VA

DURANGO

AN~ o
ag B4

Unidad Sinaloa

ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE XILANASAS NATIVAS Y RECOMBINANTES Y SU APLICACION EN LA
INDUSTRIA ACUICOLA, ALIMENTARIA'Y BIOENERGETICOS.

EFECTO DE PROBIOTICOS MICROENCAPSULADOS EN EL CRECIMIENTO, MICROBIOTA INTESTINAL,
COMPOSICION BIOQUIMICA Y SISTEMA INMUNE DE LA JAIBA CAFE Callinectes bellicosus RETADO CON Vibrio
harveyi
Denisse Aylin Norzagaray Quevedo, Claudia Castro Martinez*, Maria Guadalupe Aguilar Uscanga, Carlos Ligne Calderon Vazquez, Ignacio y

Eduardo Maldonado Mendoza

**Autor corresponsal clcastro@ipn.mx Tel (687) 8726626. Ext. 87661.
CIIDIR Sinaloa

Elvia G. Medina-Contreras, Ruth Escamilla-Montes, Genaro Diarte-Plata*, Antonio Luna-Gonzalez, Maria E. Santos-Cervantes, Magnolia
Montoya-Mejia
* gdiarte@ipn.mx

Palabras clave: Xilanasas, enzimas, microorganismos, biotechologia. CIIDIR Sinaloa

Palabras clave: Jaiba, Aislamiento, Purificacion, Caracterizacion bioquimica, Probioticos

Introduccion. Existe un creciente interés en la produccion de
enzimas mediante procesos biotecnologicos debido a su gran
relevancia industrial, ya que ofrecen soluciones sostenibles para los
desafios actuales (1). Ademas, se tiene una necesidad hacia el
desarrollo de bioproductos y bioenergia a partir de fuentes
renovables rentables (2) y transicionar hacia una economia circular.
En este escenario los microorganismos que incluyen bacterias,
hongos y levaduras han emergido como los principales modelos para
la bUsqueda de produccion de enzimas. Las xilanasas, un tipo de
enzimas, destacan por sus diversas aplicaciones en una amplia
variedad de campos. Estas enzimas son el objeto de estudio del
presente trabajo de investigacion.
Cuadro 1. Microorganismos modelos productores de xilanasas

Tipo de microorganismo | Microorganismos

Bacteria Bacillus sp., Escherichia coli

Hongo Aspergillus sp., Penicillium sp.
Levadura Pichia sp., Saccharomyces cerevisiae

Planteamiento del problema. La produccion de xilanasas enfrenta
desafios econdémicos en la obtencion de cepas microbianas con
mejores rendimientos (3). Una solucion prometedora radica en la
implementacion de estrategias de optimizacion siendo esencial
desarrollar métodos eficientes y sostenibles.

Justificacion. Las industrias buscan alternativas para reemplazar
catalizadores quimicos por catalizadores biolégicos, que permita la
rentabilidad de produccion en términos técnicos, economicos y
ambientales. En este sentido, la produccion de xilanasas no solo
responde a las necesidades actuales de las industrias en cuanto a
sostenibilidad y eficiencia, sino que también impulsa el progreso
tecnolégico y la innovacion en el campo de la biotecnologia.
Objetivo general. Disefiar y establecer un bioproceso para la
produccion de xilanasas nativas y recombinantes y su aplicacion en
la industria alimentaria, bioenergética y acuicola.

Objetivos particulares. 1. Aislar, caracterizar, identificar
molecularmente y  seleccionar cepas de microorganismos
productores de xilanasas con potencial para aplicaciones
biotecnolégicas. 2. Evaluar condiciones de produccion de extractos
enziméaticos producidas por microorganismos autoctonos y
recombinantes a nivel matraz. 3. Optimizar la produccion de
xilanasas nativas y recombinantes. 4. Evaluar diferentes fuentes de
carbono para la produccion de xilanasas autéctonas y
recombinantes. 5. Llevar a cabo produccion de extractos enzimaticos
de xilanasas en bioreactor de 3L y emplearlos en la obtencion de
xilitol, bioenergia y formulados para la acuacultura.
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Estrategia metodoldgica. Se aislaran microorganismos nativos de
los estados de Sinaloa y Veracruz que seran evaluados en base a la
produccion de xilanasas a nivel cualitativo y cuantitativo. Los mejores
aislados seran identificados mediante técnicas moleculares. La
produccion de la enzima se llevara a cabo en fermentaciones
sumergidas (SmF). Se evaluaran el xilano y residuos agricolas como
fuente de carbono para la produccion de los aislados y xilanasas.
También serén estudiadas variables fisicoquimicas como el pH, la
Temperatura, RSL y la agitacion. Se optimizara la produccion de
xilanasas empleando el disefio Box-Behnken. La determinacion de la
actividad enzimatica se realizara por el método descrito por
Megazyme y el anélisis de proteina por SDS-PAGE. Se incrementara
el volumen de trabajo previamente optimizado en un bioreactor de
3L.
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Figura 1. Estrategia experimental.
Resultados esperados. Coleccion de microorganismos autoctonos
de México productores de xilanasas. Seleccion de al menos dos
microorganismos recombinantes productores de xilanasas y su
caracterizacion bioquimica. Dos protocolos de produccion de
xilanasas a nivel matraz y bioreactor de 3L optimizados. Aplicacion y
evaluacion de extractos enzimaticos de xilanasas en al menos dos
procesos: 1) produccion de xilitol, 2) aditivo en formulaciones para
camarones.
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Introduccion. Los crustaceos son vulnerables a patogenos
bacterianos provenientes del género Vibrio. Por lo que la utilizacion
de probioticos (1) puede estimular el sistema inmunologico, ademéas
de involucrarse en los procesos digestivos de los organismos. El
presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto de probioticos
microencapsulados en el crecimiento, microbiota intestinal,
composicion bioquimica, asi como el sistema inmune de la jaiba
café C. bellicosus retado con V. harveyi VCBIPN 2016.
Metodologia. Se capturaron 58 machos juveniles (<7.5 cm de
ancho de caparazon) de jaiba café C. bellicosus en la bahia de
Ohuira, Ahome, Sinaloa, México. Para el aislamiento de cepas de
BAL y bacilos se les extrajo el intestino y se sembraron por
esparcimiento en agar tripticasa de soya (TSA) al 2.5 % de NaCl
(MCD LAB) y agar MRS al 2.5 % de NaCl (Man Rogosa y Sharpe,
MRS, Bioxon), se incubaron a 32 °C por 24 y 48 h respectivamente.
Se purificaron por estria cruzada y se obtuvieron los stocks los que
se conservaron en' s TSA 'y MRS con 15 % (v/v) de glicerol a-70 °C.
Se caracterizaron a nivel bioquimico con las siguientes técnicas:
actividad hemolitica, tincion de gram, prueba de catalasa, adhesion
microbiana a solventes, autoagregacion y coagregacion, formacion
de biofilm, cinética de crecimiento bacteriano, UFC/ml, tolerancia a
la salinidad y pH, actividad enzimatica extracelular y resistencia a
antibioticos (2) (Fig. 1).

Resultados y discusion. Se obtuvieron 45 aislados presuntivos de
BAL de los cuales 43 presentaron hemdlisis beta (B) y 2 gamma (y),
(A1-2 y A2-4B). En bacilos se aislaron 186 cepas de los cuales 156
presentaron hemolisis  y 30 hemolisis y. A partir de la prueba de
hidrofobicidad, se seleccionaron 6 aislados presuntivos (130, 146, 2,
112, 37 y 22). Todos los aislados fueron Gram positivas, en forma
de baston, positivos a catalasa (BAL). Presentaron hidrofobicidad
de 0.75 % (A1-2), 48.38 % (A2-4B), y en bacilos de 1.17 % (130),
1.18 % (146), 12.92 % (2), 13.31 % (112), 55.56 % (37) y 83.29 %
(22), En autoagregacion en las BAL registraron un 63.28 % (A1-2) y
65.24 % (A2-4B), en bacilos fue de 67.76 % (130), 66.27 % (146),
67.48 % (2), 62.68 % (112), 67.36 % (37), 64.85 % (22). En la
prueba de coagregacion, BAL y bacilos presentaron 39 % (A1-2) y
38 % (A2-4B), 50 % (130), 37 % (146), 36 % (2), 37 % (112), 53 %
(37), 51 % (22). En la formacion de biofim se observé un 0.313 +
0.01(A1-2), 0.301 = 0.09 (A2-4B), 0.738 + 0.09 (130), 0.268 + 0.04
(146), 0.601 = 0.11 (2), 0.285 + 0.08 (112), 0.314 + 0.06 (37) y
0.487 £ 0.12 (22). En la cinética de crecimiento bacteriano, la fase
exponencial se presento a partir de las 10 y 24 h, la estacionaria de
las 48 h hasta las 336 h (A1-2 y A2-4B). En los bacilos, la fase

estacionaria fue entre 12y 120 h. En el conteo de UFC la BAL A1-2
presentd 88x107 UFC/ml, mientras que, en bacilos, el 2 presentd
45x107UFC/ml. Todos los aislados presentaron tolerancia a los
diferentes rangos de salinidad (0 — 12 %) y pH (4 - 10). Tanto los
aislados BAL vy bacilos presentaron actividad de proteasas, de los
antibidticos probados. Se encontré resistencia a gentamicina,
estreptomicina y trimetoprima/sulfametoxazol.

B
Figura 1. Proceso de aislamiento, purificacion, y caracterizacion de
bacterias presuntivas probioticos bacilos y BAL.

Conclusiones y perspectivas. Por lo que se concluye que los
aislados cumplen las caracteristicas para que una bacteria pueda
considerarse probidtica, tales como hemolisis y, hidrofobicidad,
formacién de biopeliculas, alta autoagregacion, tolerancias a
diferentes porcentajes de salinidad y rangos de pH y cierta
resistencia a antibioticos. Dichas caracteristicas en los aislados son
basicas para que puedan ser utilizados como presuntivos
probioticos en acuacultura.
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EFECTO PROTECTOR DE Pediococcus pentosaceus Y Bdellovibrio sp. 22V EN CAMARON BLANCO (Penaeus
vannemei) RETADO CON Vibrio parahaemolyticus IPNGS16
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Introduccion. La proporcion sexual operacional (PSO) es un rasgo hembras y mientras que en el mes de noviembre la distribucion de la

de la historia de vida de las tortugas marinas que es poco estudiado
en la mayor parte de las especies y poblaciones alrededor del mundo.
En tortuga negra, la PSO, se estudio recientemente debido a que la
seleccion sexual epigamica (cortejo y apareamiento) se llevan a cabo
muy cerca de la playa de anidacion donde es posible medirla a lo
largo de la temporada de reproduccion. La PSO, se define como la
relacion entre los machos sexualmente activos y las hembras
sexualmente receptivas dentro de una poblacion (1). En este trabajo,
se pretende dar respuesta algunas preguntas sobre la proporcion
sexual operacional que podria estar relacionada con la paternidad
multiple y cuéles son los rasgos y estrategias reproductivas de los
machos utilizan para ser seleccionados por las hembras.
Metodologia. En esta primera etapa, se estimara la PSO de la
poblacion de tortuga negra (C. m. agassizii), por medio de
observaciones directas de grupos de adultos reproductores en
interacciones reproductivas a través del método de muestreo “focal”
y “ad libitum” y, el método de registro continuo (2). Las observaciones
se llevan a cabo desde una plataforma rocosa natural de 40 m de
altura donde se pueden observar y registrar estas interacciones
durante la temporada de reproduccion (2023 a 2025). Adicionalmente
se llevara a cabo un registro fotografico y de video, para documentar
las interacciones reproductivas a lo largo de la playa de Colola, a
través de un DRONE DJI MINI 3 a 20 m de altura. Las observaciones
se realizaran principalmente de septiembre a enero, de 08:00 am a
18:00 pm. Para la segunda etapa, se llevara a cabo la identificacion
de paternidad muiltiple a través de analisis moleculares. Pare esto, se
colectara muestras de tejido de crias muertas en 30 nidos incubados
en el vivero de la playa de Colola, las cuales seran exhumadas 12
hrs después de la emergencia de las crias. Los analisis de paternidad
multiple en crias de tortuga negra, se realizara a través de la
identificacion de microsatélites, para determinar la contribucion
paterna en la progenie.

Resultados y discusion. Durante los meses de septiembre, octubre
y noviembre de 2023, se realizaron observaciones de interacciones
reproductivas de hembras y machos reproductores a través del
muestreo focal y el muestreo ad libitum y el método de registro
continuo (2). Se llevd a cabo 60 h de observacion en estos tres
meses, entre el 12 de septiembre y el 17 de noviembre de 2023. Las
observaciones se realizaron entre las 08:00 am y las 18:00 hrs. En
estas 60 horas de observaciones se identificaron 178 grupos de
copula (72 grupos en septiembre, 98 en octubre y ocho grupos en
noviembre) en las cuales estuvieron involucrados 425 machos y 178
hembras de tortuga negra. La PSO de tortuga negra estimada para
este periodo fue de 2.3:1 (macho/hembra). La PSO estimada en el
mes de septiembre fue de 3.3:1 (macho:hembra) y se observaron 72
grupos de copula en el que estuvieron involucrados 219 machos y 72
hembras. En el mes de octubre la proporcion sexual operacional
obtenida fue de 2.3:1. En este mes, se observaron 98 grupos de
copula en los que estuvieron involucrados 178 machos y 100
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PSO fue de 3.5:1 (macho:hembra), observando ocho grupos de
copula con 28 machos y 8 hembras involucrados.
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Figura 1. Nimero de machos por grupo de cdpula observados en
178 interacciones reproductivas observadas en tortuga negra.

Conclusiones y perspectivas. La PSO obtenida en 2023 en la
poblacion reproductora de tortuga negra en Colola, (2.3:1) tendra
efectos en la frecuencia de paternidad multiple de las crias debido al
bajo nimero de machos observados en interacciones reproductivas
observados en esta temporada. De acuerdo al numero de machos
observados en los grupos de copula y si la estimacion de paternidad
multiple esta relacionada con la frecuencia de paternidad multiple,
esperamos que la frecuencia de paternidad multiple en 2023 se
presente en el 58.5 % de los nidos muestreados donde estén
involucrados al menos dos machos. Las variaciones ambientales en
la zona provocados por el fenémeno de “El Nifio” afectaron la
actividad anidatoria de las hembras de tortuga negra y las
interacciones reproductivas de copula y cortejo, lo cual tuvo
consecuencias sobre PSO, como se reporta en poblaciones de C.
mydas en Australia. Los resultados obtenidos en este trabajo podran
ser comparados con afios normales (sin “El Nifio”), para evaluar los
impactos que este fendmeno genera en la ecologia reproductiva de
las poblaciones de Chelonia en la region del Pacifico oriental.
Agradecimientos. Agradecimientos al grupo tortuguero de Colola,
Capital mundial de la tortuga negra A.C., por las facilidades otorgadas
para la realizacion de este trabajo. También queremos agradecer a
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Introduccion. La alta demanda del camaron blanco en el mercado
de consumo Y las tecnologias avanzadas, han llevado a la industria
acuicola a cambiar drasticamente a sistemas de cultivo méas
intensivos para aumentar los redimientos, lo que amenza la salud de
los organismos debido al estrés que se pueda generar (2). La
enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND),
causada por V. parahaemolyticus, surgio6 como una enfermedad
destructiva y debilitante en las especies de camarones en cultivo,
cuasando la muerte masiva y grandes pérdidas economicas. Las
bacterias probidticas se consideran como alternativas efectivas y
benéficas para mejorar el sistema inmune, supervivencia contra
patogenos, crecimiento en peso y talla, mejoras y modificaciones en
la calidad de agua y la microbiota intestinal del hospedero (3).
Metodologia. Se caracterizaron bioquimicamente 4 aislados de P.
pentosaceus del cepario del Laboratorio de Bioquimica y Biologia
Molecular de CIIDIR Sinaloa (Hemolisis, biofim, catalasa,
autoagregacion y coagregacion, capacidad de crecimiento en
diferentes concentraciones de salininidad y pH, tincion de Gram,
antagonismo, antibiograma, adhesion a solventes, cinética de
crecimiento, UFC/mL y actividad enzimatica extracelular). Se realizo
un bioensayo de 22 d para determinar el crecimiento y supervivencia
del camaron blanco tratado con P. pentosaceus en el agua del
sistema de cultivo y retado con V. parahaemolyticus IPNGS16.. Se
utilizaron camarones con un peso promedio de 110 = 0.1 mg. Se
utilizaron cubetas de plastico cilindricas (6 L) con 5 L de agua de mar
filtrada (20 um) a 30 ups de salinidad, aeracion constante y se
alimentaron 3 veces al dia con Camaronina (Purina®, México, 35 %
de proteina), calculando la cantidad de alimento de acuerdo a la
biomasa de los camarones. Se colocaron 12 camarones por tina y los
tratamientos fueron por triplicado. En el dia 22 se realizo el desafio
con Vibrio.

Resultados y discusion. Los aislados (BALSC28, BALSC29,
BALSC33y BALSC34) presentaron hemolisis gamma, alta tolerancia
a la salinidad y pH, alto potencial de adhesion, formacion de
biopeliculas, autoagregacion y resistencia a diferentes antibiéticos.
Los valores de la tasa de crecimiento especifico de P. vannamei mas
altos se presentaron en el Tl (8.99 +0.40 %) y TIV (8.91 = 0.10 %)
y el mas bajoen el TV (7.68 + 0.54 %). No se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos (F 5,12 = 1.522, p = 0.2548). La
mayor supervivencia se obtuvo en los tratamientos TV (58.33 + 2.08
%)y TVI (58.33 £ 2.08 %) y la menor en el TlIl (13.88 + 0.88 %). No
se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (F s, 12
=1.7324, p =0.20175). Lo anterior, difiere con lo encontrado por Adel
et al. (2017) en camarones alimentados con dietas con diferentes
concentraciones de P. pentosaceus y retados con Vibrio

anguillarunm. Los autores mencionan un aumento significativo en el
crecimiento, la tasa de supervivencia retado con V. anguillarum, la
inmunidad y la actividad de enzimas digestivas (proteasas y
amilasas).
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Figura 1. Supervivencia de P. vannamei culivado en el laboratorio.
Tratamientos: Tl) Alimento Comercial (AC); TIl) AC + BALVHP2 (3 x
106 UFC/L); Till) AC + BALCS28 (3x106 UFC/L); TIV) AC +
BALCS29 (3 x10° UFC/L); TV) AC + BALCS33 (3 x 106 UFC/L); TVI)
AC + Mezcla de BALCS28 + BALCS29 (3 x 106 UFC/L). Los valores
se presentan como promedio + E.E.

Conclusiones y perspectivas. Las bacterias benéficas (P.
pentosaceus), tienen potencial probidtico al aumentar la tasa de
supervivencia contra V. parahaemolyticus en P. vannamei. Se espera
obtener un efecto protector contra patégenos y un cambio en el
crecimiento utilizando microencapsulados por la técnica de secado
por aspesion para lograr que el probidtico llegue a colonizar el tracto

digestivo y asi ejercer su efecto.
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Introduccion. Un probiotico tiene un papel fundamental en el
desarrollo de una mejor funcion intestinal. Siendo sensibles a
condiciones ambientales afectando su viabilidad. Por ello, se
requieren condiciones para protegerlo y asegurar la supervivencia y
eficacia cuando se afiaden a alimentos, lograr su liberacion en el
intestino 'y asi ejercer su funcion. Una opcion es la
microencapsulacion (1). Por ello, el objetivo del proyecto es evaluar
el efecto de la liberacion en el sistema digestivo de la jaiba azul
Callinectes arcuatus mediante la microencapsulacion del probiotico
Bacillus licheniformis PPL2016.

Metodologia. Se utilizd una cepa bacteriana aislado de la jaiba
Callinectes bellicosus para su microencapsulacion. La cepa se
caracterizod bioquimicamente (2). Las microcapsulas se prepararon
mediante la técnica de gelificacion ionica (1). Se caracterizo la
viabilidad y eficiencia del microencapsulado (2). Para la liberacion in
vitro del microencapsulado, se realizaron cinco bioensayos (uno a
nivel especie, y cuatro por clase de edad y sexo), se obtuvieron
tejidos responsables de la digestion (estomago, hepatopancreas e
intestino), recuperando los extractos enzimaticos (EE) de cada tejido
para someter las microcapsulas con B. licheniformis a los bioensayos
in vitro. Se calculd y determind el porcentaje de liberacion de B.
licheniformis en cada una de las etapas digestivas. Se realizd un
bioensayo in vivo para evaluar la concentracion (1,2, 3y 4 g de la
microcapsula por kg de alimento inyectado en el filete de pescado de
1cm). Otro bioensayo in vivo para evaluar la frecuencia de aplicacion
(alimentando cada 1, 2, 3 o 4 dias) del alimento tratado con la mejor
concentracion del bioensayo anterior. Se evalué crecimiento,
supervivencia, microbiota intestinal y respuesta inmune de la jaiba C.
arcuatus en los bioensayos in vivos, y se retd con una cepa patogena
de Vibrio harveyi. Las diferencias estadisticas entre las evaluaciones
se determinaron mediante un ANDEVA de una via (p<0.05); una
prueba Tukey determiné la naturaleza de las diferencias.
Resultados y discusion. La caracterizacion de B. licheniformis,
presentd hemdlisis gamma, no genera riesgo su uso, Gram +,
formadora de esporas y biofilm, con autoagregacion alta, capaz de
adherirse al intestino de la jaiba, coagregacion y antagonismo contra
Vibrio parahaemolyticus, inhibiendo la adhesion de patogenos.
Tolera salinidades entre 0.5 a 5.0% (haldfila); tolerante al pH entre 5
a 7, pudiendo sobrevivir a condiciones producidas por los acidos
organicos. Actividad enzimética positiva para proteasas y lipasas,
ayudando a asimilar nutrientes eficientemente. La caracterizacion de
las microcapsulas por gelificacion idnica determiné formas esféricas,
con superficie sin poros, tamafios desde 602 - 639 um. Viabilidad de
80.2 % usando alginato de sodio al 2% (p/v), mejorando la estabilidad
del probidtico. En los in vitro la mayor liberacion en el EE del intestino
se presentd en hembras adultas con un 85% y en machos juveniles
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con un 95%, esto garantizé la colonizacion de B. licheniformis y
beneficiarse del probidtico; comparado con los controles que en
ninguna super6 mas del 18% de liberacion. Para evaluar las
concentraciones, la mejor tasa de crecimiento especifico (TCE) se
observo en el tratamiento con 1g de microcapsula por kg de alimento
(0.77 £ 0.01%) y la mejor supervivencia del 79 + 0.05% después de
retado con V. harveyi con diferencias significativas respecto al control
en ambos casos. Presento diferencias significativas en la respuesta
de la actividad de |a fenoloxidasa (PO) y profenol oxidasa (ProPo) en
el mismo tratamiento (0.0453 + 0.001 y 0.058 + 0.004 ABS
respectivamente) demostrando una inhibicion frente a patogenos y
neutralizandolos. En la evaluacion de las frecuencias de aplicacion
de microcapsula (el mejor del bioensayo de concentraciones, 1g/kg
de alimento), la mejor TCE se observo en el tratamiento aplicado
cada 4 dias (0.35 = 0.04%) y la mejor supervivencia del 81.25 + 5.1%
después de retado con V. harveyi con diferencias significativas
respecto al control en ambos casos. Hubo diferencias significativas
en la respuesta en la actividad de la PO y ProPo en el tratamiento de
aplicacion cada 4 dias (0.044 + 0.001 y 0.040 + 0.002 ABS
respectivamente). El analisis microbioldgico en ambos in vivo, mostro
baja presencia de Vibrio frente a los Bacilos respecto al control.

Conclusiones y perspectivas. La caracterizacion bioquimica de B.

licheniformis confirma un potencial probiotico, por lo que evaluarlo en

las liberaciones de los microencapsulados permitio determinar la
eficiencia de la técnica por gelificacion idnica a base de alginato de

sodio al 2% (p/v), mejorando los porcentajes de supervivencia y

liberacion de los probioticos en el intestino de la jaiba C. arcuatus. La

aplicacion de 1g de microcapsula por kg de alimento cada 4 dias
demostré mejorar la TCE, supervivencia, e incluso mejoro la

respuesta inmune frente a una cepa patogena (V. harveyi) en C.

arcuatus. La caracterizacion del microencapsulado asegura el

transporte de probioticos, incluso otros compuestos de interés para
mejorar el rendimiento del desarrollo de la jaiba C. arcuatus.
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Introduccion. Durante el primer tercio de la gestacion en rumiantes,
se llevan a cabo importantes procesos como la implantacion,
placentacion, crecimiento fetal, junto con actividades nucleares como
la activacion genomica, desmetilacion y remetilacion del genoma
embrionario, la formacion de linajes embrionarios y
extraembrionarios multipotenciales (1). El estrés térmico (ET) tiene
el potencial de alterar las interacciones entre el embrion v el Utero,
lo que consecuentemente comprometera el establecimiento
ydesarrollo de la gestacion (2). Por ello, estudiar el
desarrollo embrionario en condiciones de ET en rumiantes ofrece la
oportunidad de mitigar pérdidas economicas para los ganaderos,
y sirve como modelo para comprender la sefializacion entre
embrién y madre en otras especies (3). Investigar los efectos del
ET durante el primer tercio de la gestacion, principalmente
factores asociados con la expresion de H3K27me3 y la
expresion génica de Interferon tau podria mejorar la eficiencia
reproductiva en bovinos y ovinos. Por lo tanto, el objetivo de este
proyecto es estudiar los efectos del ET sobre aspectos fisiologicos
especificos relacionados con el reconocimiento embrionario-materno
de la gestacion en rumiantes domésticos. Metodologia. Se realizo
una extensa revision en las principales bases de datos para
conocer el estado del arte acerca de los efectos del ET en la
produccion de embriones in vitro. Para la identificacion de la
expresion de H3K27me3 en embriones bovinos sometidos a ET, se
realizo la produccion de embriones in vitro partiendo de ovarios
recolectados en una sala de sacrificio, de los cuales se obtuvieron
ovocitos para maduracion in vitro (IVM), fertilizacion in vitro (IVF) y
cultivo in vitro (IVC). El tratamiento de ET fue adaptado de Amaral et
al. (2020) en donde, a partir de 38.5 °C la temperatura sube cada 30
minutos 0.5 °C hasta llegar a 40.5 °C por 8 h. Finalizado IVC alas 44
h, se fijaron los embriones bovinos para iniciar con la Inmunotincion
de H3K27me3 para la cual se utilizd como anticuerpo primario mouse
Anti-H3K27me3 y como anticuerpo secundario goat anti-mouse
Alexa 488 (Figura 1).

Resultados y discusion. Las implicaciones reproductivas son
criticas durante el primer tercio de la gestacion donde el estrés
térmico altera el correcto desarrollo de los embriones y su
supervivencia, lo que representa un factor que podria conducir a la
pérdida precoz de la gestacion. Existen evidencias que apoyan el
impacto del ET en el desarrollo del ovocito y posteriormente en el
embrion temprano, la mayoria de las investigaciones disponibles son
para la especie bovina tal vez por el gran impacto economico que
representan para los ganaderos en lugar de los pequefios rumiantes,
es decir las ovejas. En condiciones de ET se pudo observar una
disminucion en la tasa de clivaje, asi como en el porcentaje de
embriones que alcanzaron la etapa de 2 a 4 células o que llegaron a
un desarroll

Figura 1. Embrién bovino en etapa de 2 células.

Conclusiones y perspectivas. El ET puede condicionar el
rendimiento productivo y reproductivo en rumiantes domésticos, las
mayores repercusiones estan orientadas a los dafios irreversibles
causados durante reproduccion, a través de los cambios hormonales
en los ejes reproductores y los causados a embriones durante el
reconocimiento materno de la gestacion, que perjudican el desarrollo
y la viabilidad embrionaria, lo que finalmente provocaria la pérdida de
la gestacion. Como perspectiva de este proyecto, se considera
adecuado la realizacion de un modelo de ET in vivo para validar el
efecto del estrés térmico en la expresion de genes asociados al
reconocimiento de la gestacion en rumiantes.
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Introduccion. La deteccion de biomarcadores mediante biosensores
sin etiquetas ha generado interés, debido a su bajo costo y potencial
para la deteccion rapida y en tiempo real de los analitos. Después de
un accidente cerebrovascular (ECV) el monitoreo de biomarcadores
puede proporcionar informacion valiosa sobre la extension del dafio
cerebral y la progresion de la lesion [1], dentro de la gama de
posibilidades, dos de los biomarcadores de interés podrian ser el
factor proinflamatorio TNFa [2] y la IL-10 como factor antiinflamatorio
[3], es importante mencionar que la mejor herramienta para estudiar
la fisiopatologia de isquemia son los modelos experimentales
animales dado que permiten investigar la fisiopatologia de la ECV
isquémica y observar los diferentes mecanismos de lesion para llegar
a un potencial sitio de tratamiento.

Planteamiento del problema. Las ECV estan consideradas como la
segunda causa de muerte a nivel mundial, ademas de causar
discapacidad a largo plazo, actualmente el diagnostico se realiza
mediante interrogacion y exploracion fisica, sin considerar
biomarcadores asociados con la severidad de la enfermedad.
Justificacion. La generacion de dispositivos biosensores basados
en fibra optica ofrecen una alternativa para el estudio del desarrollo
de la ECV isquémica y determinacion de la expresion de los
diferentes biomarcadores relacionados con su evolucion y gravedad;
observar la expresion de proteinas como la TNFa e IL-10, las cuales
estan estrechamente relacionadas con la severidad de la ECV
isquémica, podrian ser Utiles para posteriores investigaciones
asociadas al diagndstico y eleccion del tratamiento mas adecuado
para la enfermedad.

Objetivo general. Determinar por medio de biosensores basados en
fibra optica con rejilla de periodo largo (RPL) e interferémetro, la
expresion de TNFa e IL-10 en muestras de plasma sanguineo y
liquido cefalorraquideo de un modelo murino isquémico.

Objetivos particulares.

- Generar biosensores basados en interferometros formados por
rejillas de periodo largo en fibras opticas para la determinacion de
TNFa e IL-10 mediante la técnica de mono capas auto ensambladas.
- Determinar la expresion de TNFa e IL-10 en plasma sanguineo y
liquido cefalorraquideo de modelo murino.

- Analizar el proceso de ensamblaje de los biosensores y la etapa de
deteccion mediante espectroscopia micro IR, microscopia optica y
microscopia electronica.

- Caracterizar los biosensores desarrollados; asi como la deteccion
de las proteinas mediante sefiales de transmision y de reflexion,
usando un analizador de espectros opticos.

Estrategia metodologica. El desarrollo de este proyecto comprende
cinco etapas, se utilizara fibra SMF-28 y se grabaran rejillas de
periodo largo para la construccion de los interferometros de Mach-
Zendher (modo transmision) y Michelson (modo de reflexion), una
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vez obtenidos los espectros interferométricos se procedera a
desarrollar el ensamblado del biosensor. Para este paso, se utilizara
la técnica de monocapas autoensambladas, posteriormente se
realizara la deteccion de la proteina usando muestras obtenidas de
ratas macho Sprague Dawley, las cuales seran inducidas al proceso
isquémico global agudo mediante el modelo de Pulsinelli. Las
diferentes etapas serén caracterizadas con los espectros de
transmision y reflexion utilizando un analizador de espectros opticos,
mediante microscopia Optica, microscopia electronica y micro
espectroscopia IR en el modo MIR-ATR, finalmente se realizaran los
analisis quimiométricos correspondientes.

Preparacion de la fibra Induccion del modelo

del biosensor Obtencion de muestras
L ez .
oy 1B
‘

Figura 1. Representacion esquematica de la metodologia para el
ensamblaje de biosensores y deteccion de TNFa e IL-10.
Resultados esperados. De acuerdo con trabajos previos realizados
en el grupo de trabajo, se observaran cambios morfologicos en la
superficie de la fibra, asi como variaciones de potencia y corrimientos
espectrales tanto en el modo transmision como reflexion; en el caso
del analisis con micro espectrometria IR se observara la presencia
de bandas correspondientes a la unién de los diferentes grupos
funcionales caracteristicos de cada una de las etapas de ensamblaje
del biosensor y la deteccion. En cuanto al anélisis quimiométrico sera
posible realizar agrupamiento y clasificacion de los datos obtenidos

experimentalmente.

Referencias.

1. Couch C., Mallah K., Borucki D.M., Bonilha H. S. & Tomlinson S.
“State of the science in inflammation and stroke recovery: A
systematic review”. Ann Phys Rehabil Med vol. 65 (2): 101546

2. Watters O. & O’Connor J. J., “A role for tumor necrosis factor-a in
ischemia and ischemic preconditioning”. J Neuroinflammation, vol. 8
(1):87.

3.ZhuH.Hu S, LiY,, Sun, Xiong X., Hu X., Chen J. & Sheng Q.
“Interleukins and Ischemic Stroke,” Frontiers in Immunology, vol.
(13):1-13.

Jornadas Académicas 9 )

Doctorado en Ciencias "
en Biotecnologia

G VA

DURANGO

ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DEL EFECTO ANTIADIPOGENICO DE ISOARBORINOL EN
ADIPOCITOS HUMANOS Y EFECTO SOBRE EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA

Yesenia Arcos Reyes, Maria Esther Ramirez Moreno*, Gildardo Rivera Sanchez, Jorge Cornejo Garrido, Laurence Annie Marchat Marchau,

Juan Santiago Salas Benito.
estherramirezmoreno@yahoo.com
ENMH

Palabras clave: Obesidad, adipogénesis, biomoléculas, transcriptoma, cultivo primario

Introduccion. El sobrepeso y la obesidad se definen como una
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial
para la salud (1). La obesidad es una enfermedad multifactorial y su
incidencia ha aumentado a un ritmo alarmante en los Ultimos afios,
convirtiéndose asi en un problema de salud mundial (2). Los
tratamientos existentes para tratar la obesidad han resultado ser poco
eficientes, destacando la necesidad de encontrar terapias
alternativas, actualmente se esta prestando mucha atencion a
compuesto de origen vegetal (3). El isoarborinol es un friterpeno
pentaciclico, extraido de la planta Petiveria alliacea, que ha mostrado
potencial antiadipogénico en preadipocitos de raton (3T3-L1), pero
no se ha estudiado su efecto sobre células humanas, por lo que en
este trabajo se evaluara el efecto de isoarborinol sobre la
diferenciacion adipocitica en un cultivo primario proveniente de
muestras humanas. El efecto antiadipogénico del compuesto se
caracterizara mediante un andlisis transcriptomico, a fin de evaluar
las vias de sefializacion afectadas en las células después del
tratamiento con isoarborinol.

Planteamiento del problema. En México mas de 70% de la
poblacion padece sobrepeso u obesidad, esto nos posiciona en el
segundo pais con mayor prevalencia de obesidad en adultos y
ocupamos el primer lugar en obesidad infantil. Esto lo convierte en
un problema grave de salud publica, debido a que la obesidad esta
relacionada con el desarrollo de multiples enfermedades, como
dislipidemias, enfermedades hepaticas, cardiacas, diabetes tipo 2,
etc. Los tratamientos actuales contra la obesidad son poco eficientes
destacando la necesidad de encontrar terapias alternativas, por todo
esto se confirmara el potencial antiadipogénico de isoarborinol en
células humanas y se investigaran los probables mecanismos
moleculares involucrados en su efecto antiadipogénico y su relacion
con el metabolismo de la glucosa.

Justificacion. Los triterpenos pentaciclicos son importantes,
representantes de los productos naturales que presentan una amplia
variedad de actividades biologicas, por lo que son una fuente
potencial de medicamentos para el tratamiento de diversas
afecciones. El isoarborinol ha mostrado actividad antiadipogénica en
células de raton (3T3-L1) y aunque esta linea celular es un excelente
modelo para evaluar la adipogénesis in vitro, el usar cultivos
primarios de adipocitos extraidas de células humanas tiene aun mas
ventajas y conocer los mecanismos moleculares de este compuesto
es un paso mas para el desarrollo de nuevos farmacos contra la
obesidad y la diabetes.

Objetivo general. Caracterizar el efecto antiadipogénico de
isoarborinol en adipocitos humanos.

Objetivos particulares. Determinar la concentracion —anti
adipogénica de isoarborinol en cultivo primario de adipocitos

humanos, analizar la expresion de genes relacionados con

lipogénesis, lipolisis, inflamacion y sefializacion de la insulina y

validar los paneles de genes asociados a vias metabdlicas

desreguladas por isoarborinol.

Estrategia metodolégica El tejido adiposo se obtendré del abdomen

de pacientes sometidos a una cirugia, los preadipocitos se obtendran

tratando las muestras con colagenasa, centrifugacion vy filtracion, y

con ellos se establecera el cultivo primario. Se empleara diferentes

concentraciones de isoarborinol para evaluar su toxicidad y se
determinara la concentracion no toxica que inhiba la diferenciacion.

Los preadipocitos se someteran al proceso de diferenciacion en

ausencia o presencia de isoarborinol, se hara el andlisis

transcriptomico, mediante secuenciacion lllumina NovaSeq y se
realizan ensayos de RT-PCR, Western blot y silenciamiento como
ensayos de validacion.

Resultados esperados. Encontrar la concentracion antiadipogénica

de isoarborinol en cultivo primario de adipocitos humanos y encontrar

genes que estan siendo modulados al tratar células de adipocitos
humanos con isoarborinol.
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Introduccion. La depresion es un trastorno frecuente que afecta
aproximadamente al 20% de las mujeres embarazadas. Los
farmacos de primera linea utilizados para su tratamiento son los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), como
la fluoxetina (1). La exposicion in Utero a fluoxetina se ha relacionado
con disfunciones neurologicas en el recién nacido (2). Se ha sugerido
que la fluoxetina tiene el potencial de afectar los niveles de serotonina
(5-HT) en la placenta y el feto, en dosis terapéuticas y dependiente
del sexo (1). La homeostasis de 5-HT en la placenta es regulada por
enzimas encargadas de su sintesis (triptéfano hidroxilasa 1, TPH1),
degradacion (monoamino oxidasa A, MAO-A), y transporte a través
de SERT/SLC6A4 y OCT3/SLC22A3 que captan 5-HT de la
circulacion materna y fetal, respectivamente (3). En objetivo de
estudio es evaluar el efecto de la fluoxetina sobre la expresion de los
genes involucrados en la homeostasis placentaria de serotonina en
un modelo de rata.

Metodologia. Se evaluaron ratas prefiadas de la sepa Wistar en los
dias gestacionales (DG) 11, 16 y 20. Se incluyeron 10 ratas por DG:
5 ratas control (agua) y 5 ratas expuestas (2.06 mg/kg de fluoxetina)
con administracion oral/ 24 horas. Se obtuvieron los parametros
somatométricos de fetos y placentas en cada DG. Posteriormente, se
evalud la expresion transcripcional de los genes Slc6a4, Sic22a3,
Tph1 y Mao-a a nivel placentario, con sondas PrimeTime™
Predesigned gPCR Assays de IDT™.

Resultados y discusion.

En el DG20, el peso, talla y diametro fetal fueron menores en el grupo
expuesto a fluoxetina que en grupo control (p<0.001) (Figura 1). En
el DG 16 solo la longitud de la cola de los fetos disminuyé en el grupo
expuesto (p=0.002), y en este mismo grupo la talla fue menor que en
los controles en el DG11 (p=0.008). Los resultados coinciden con lo
observado en recién nacidos expuestos prenataimente a ISRS,
quienes presentaron bajo peso al nacimiento (4). En la placenta, el
peso, diametro y grosor disminuyeron en el grupo expuesto del DG11
con respecto al control (p<0.05). En el DG 16 no hubo diferencias
entre los grupos y en el DG 20 solo el grosor de la placenta fue menor
en el grupo expuesto que en el control (p=0.005). La indice
placentaffeto (gr) fue mayor en el grupo expuesto al farmaco
(p=0.001) que en el grupo contral.

La expresion de Tph1 solo se observo en el DG 11 en el grupo
expuesto, mientras que Mao-a se observo en todos los DG y
disminuy6 significativamente por fluoxetina en el DG 20 (p= 0.028)
(Figura 1). La expresion de SIc6A4y Slc22A3 no fue diferente entre
los grupos expuestos y los grupos control (Figura 1). Lo menor
expresion de Mao-a al final del embarazo podria aumentar los niveles
de serotonina placentaria, la cual se sabe que puede promover la
vasoconstriccion (5) y por tanto, un menor aporte de nutrientes al feto.
Lo anterior podria explicar la disminucion de los parametros
somatométricos fetales en los grupos expuestos a fluoxetina en el
DG20.
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Figura 1. Expresion relativa de los genes Tph1, Maoa, Sert y Oct3 a
nivel placentario.

Conclusiones y perspectivas. De acuerdo con los resultados
obtenidos se puede inferir que la fluoxetina esta4 condicionando el
desarrollo fetal al influir en los niveles de expresion del gen Maoa. Se
esperan confirmar estos resultados al llevar a cabo los ensayos de
expresion proteica. Ademas, se cuantificaran los niveles de
serotonina fetal y placentaria, asi como los niveles plasmaticos de
fluoxetina materna.
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Introduccion. La enfermedad cerebrovascular (EVC) de tipo
isquémico es lasegunda causa de muerte anivel mundial; en Méxioo
se presentan mas de 170 mil casos al afio. Después de un infarto
cerebral se pierdencasi 2 millones de neuronas por minuto, produdo
del estrés oxidativo que generala muerte celular durantela isquemia
y después de la reperfusion2. El tratamiento de eleccion es la
trombolisis con alteplase, que ha demostrado beneficiosen 1 de cada
4-5 personas, en los primeros 90 minutos. Sin embargo, el riesgo de
evoluciéon a un EVC hemorréagico y la aparicion de las secuelas
propias de la enfermedad permanecen latentes en el 25-50% de la
poblacion que sufre EVC. Por ello, es necesario desarrollar terapias
coadyuvantes dirigidas a mitigar los procesos inflamatorios y
degenerativos posteriores a la enfermedad cerebrovascular que
puedan ser empleadas como tratamientos de soporte desde el corto
al largo plazo.
Metodologia. En trabgjos previos, se identifico el efecto benéfico del
extracto de Bacopa procumbens en el tratamiento del EVC
isquémico agudo; Motivo por el cual realizamos un analisis in silico
para identificar los metabolitos constituyentes del extracto con més
alta probabilidad de poder aminorar los efectos neurodegenerativos
de la EVC mediante las plataformas Swiss Target Prediction,
Similarity Ensemble Approach y National Center for Biotechnology
Information. Se seleccionaron 4 polifenoles para ser parte de la
formulacién de mantenimiento post-EVC de acuerdo con la
informacion obtenida en la plataforma Open Target. De manera
paralela, para enriquecer la formulacion se sometieron al mismo
cribado virtual 1333 polifenoles de la plataforma Natural Product
Activity and Species Source Database; de los cuales se
seleccionaron 2 metabolitos que no se encuentran en el extracto de
B. procumbens. El modelo experimenta de EVC desarrollado fue la
oclusion de la arteria cerebral media (MCAO por sus siglas en inglés);
con la formulacion de los 6 polifenoles se proporcionaron3 dosisde
tratamiento a las 0, 48 y 96 h posterior a la induccion de MCAQ, la
primera dosis se proporcioné después de la reperfusion.
Resultados y discusion. Se seleccionaron los 4 polifenoles de B.
procumbens (Cuadro 1) cuya prediccion in silico demostré que aduen
con blancos moleculares importantes en el desarrollo del EVC
isquémico. A la formulacion, se afiadieron 2 polifenoles
seleccionados con la misma estrategia los cuales interactan con
blancos moleculares diferentes. De los 6 componentes de la
formulacion elcomponente 1, 3, 5 y 6 han sido usados con éxito en
modelos in vivo en el tratamiento del infarto cerebral.
Tabla 1. Componentes de la formulacion para eltratamiento cronico
de la EVC.
Componente | Concentracion (mg/kg)
Metabolito 1 29.2*

Metabolito 2 8.2*
Metabolito 3 5.6*
Metabolito 4 5.0*
Metabolito 5 30**
Metabolito 6 25

*Concentracion presente por cada 100 mg de extracto B. procumbens;

**Wang R. etal, 2014, Xue R. etal. 2022, Dong-ju P, etal, 2019;
**Li,S.etal 2012, Chuan H. etal, 2015.

Lasratas tratadas con la formulaciéndemostraron disminuir el infarto
cerebral, de manera estadisticamente significativa, en comparadon
con el grupo sin tratamientoy el grupo tratado con B. procumbens. H
porcentaje de infarto observado en el control farmacologico (20.07%),
Edaravone, es menor en comparacion con el grupo sin tratamiento
(33.38%) e incluso, menor en comparacion con el grupo tratado con
la formulacion (26.95%).

A) MCAO + MCAO + MCAO +
SHAM MCAO Formulacién B. procumbens Edaravone
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Figura 1. A) Cortes cerebrales coronales tefiidos con cloruro de
tetrazolio de los diferentes grupos experimentales. B) Grafica del
porcentaje de infarto cerebral al dia 6 en los distintos grupos
experimentales. *p<0.005, **p<0.0001 vs MCAO; y ép<0.05 vs
MCAQO + B. procumbens.

Conclusionesy perspectivas. Nuestros resultados sugieren que el
uso terapéutico de la formulacién mitiga la evolucién del area de
infarto posterior a la lesion isquémica. La administracion de la
formulacion, con dosis de mantenimiento cada 48 horashasta el dia
6, demostro un mejor efecto anti isquémico en comparacion con el
extracto de B. procumbens. Actualmente estamos realizando las
pruebas histoldgicas, asi como la identificacion de las proteinas que

estan participando en el mecanismo de accion de la formulacion.
Referencias: 1.-SaverJ. L. (2006). Timeis brain--quantified. Stroke,
37(1),263-266, 2.- Wu L, Xiong X, Wu X, Ye Y, Jian Z, Zhi Z and Gu
L (2020) Targeting Oxidative Stress and Inflammation to Prevent
Ischemia-Reperfusion Injury. Front. Mol. Neurosci. 13:28.
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APROVECHAMIENTO INTEGRAL DE PULPA DE CAFE: DESARROLLO DE UN BIOCOMPOSITO PREBIOTICO CON
EFECTO ANTIHIPERTENSIVO.

APLICACION Y VALIDACION DE DOS BIOSENSORES OPTICOS PARA LA I?ETECCION DE Escherichia coli
UROPATOGENICA AISLADA DE PACIENTES PEDIATRICOS

Isabel Gudelia Vazquez Gutierrez, Abdu Ordufia Diaz*, Miguel Angel Reyes Lopez, Juan Xicohtencatl Cortes. Pobeda Xitlali Martinez Romero, Rosalva Mora Escobedo*, Vanessa Blas Valdivia.
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México, 01 55 57 29 60 00 Ext. 87826, abdueve@hotmail.com. ENCB

Palabras clave: Biosensor, AuNPs, UPEC CIBA-Tlaxcala Palabras clave: Biocomposito, pulpa de café, residuos agroindustriales.

Introduccion. Las infecciones del tracto urinario (ITUs) son
causantes de morbilidad y de condiciones médicas cronicas en
nifos.! Escherichia coli uropatogénica (UPEC) es el principal agente
causal de las ITUs (75-95%), esto se debe a que posee diversos
factores de virulencia, como la fimbria tipo P que expresa la proteina
PapG.23 Identificar, monitorear y diagnosticar este patogeno de
manera rapida y efectiva es esencial para brindar un tratamiento
adecuado y erradicar la infeccion. El uso de biosensores opticos con
nanoparticulas de oro (AuNPs) pueden ser una herramienta alterna
para su deteccion. En este contexto, el objetivo de este trabajo es
desarrollar y aplicar dos biosensores con AuUNPSs, uno para detectar
UPEC en muestras de orina y el segundo para detectar anticuerpos
contra la proteina PapG en suero de pacientes pediatricos del
Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG).

Metodologia.

INMUNOBIOSENSOR BIOSENSOR
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Figura 1. Estrategia metodologica.

Resultados y discusion. El andlisis de la composicién quimica y
estructural de los soportes de silicio por FTIR mostro bandas
caracteristicas del silicio, dos bandas de Si-O (730 cm-'y 1106 cm-")
y Si-Si (612 cm-!). Respecto a los grupos funcionales generados con
el APTMS se observaron bandas de los enlaces Si-O-Si (1109 cm-1),
C-N (1310 cm), C-H (1380 cm-1), Si-C (1445 cm-1) y del grupo amino
(1584 c¢cm-"). El andlisis por FTIR del autoensamble de las AuNPs
mostro dos bandas asociadas a estas mismas que pertenecen a los
carboxilatos (1590 cm-' y 1399 cm). El espectro Raman del
autoensamble de las AUNPs exhibe vibraciones de los enlaces v(CH)
(1605 cm-'y 1340 cm-1), NHz* (1605 cm-1) y COO- (1340 cm7).

Los andlisis FTIR de la inmovilizacion de la proteina PapG mostro
bandas de la Amida Il (1573 cm-?), la Amida | (1625 cm-*) y C=0 (1795
cm), mientras que en el analisis Raman se observé una banda de
los enlaces C-S (444 cm-1), la amida Ill (1210 - 1350 cm-1), los C-H
(1325 cm'"), la amida Il (1500 - 1600 cm) y la amida | (1600 - 1750
cm). Los espectros FTIR de la inmovilizacion de los anticuerpos
mostraron cuatro bandas asociadas a la inmovilizacion dos de ellas
pertenecientes a los enlaces C-N (1307 cm-! y 1450 ¢cm-!) y dos
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relacionadas a la estructura de los anticuerpos como la amida | (1643
cm!) y la amida Il (1548 cm-'). Por otra parte, los espectros Raman
mostraron las siguientes bandas: triptéfano (418 cm1), C-S (444 cm-
1y 717 cm), C-N (1048 cm'y 1131 cm), CH2 (1434 cmr') y amida
[ (1600 a 1750 cm").

Los espectros de la deteccion de la proteina PapG por FTIR
mostraron bandas asociadas a la Amida | (1229 a 1301 cm ') y a los
enlaces C=0 (1728 cm-"). Los espectros Raman mostraron bandas
asociadas a la tirosina (856 cm-1), triptofano (898 cm-1), C-C-N (945
cm?) y C-N (1173 cm). Los espectros de la deteccion de los
anticuerpos (anti-PapG) por FTIR mostro la banda de la Amida I
(1513 cm-1), mientras que los espectros Raman mostraron bandas de
los enlaces C-S (663 cm-' y 738 cm-1), tirosina (853 cm-1), CH2/CHs
(1458 cm-1) y COO- (1595 cm-1).

Conclusiones y perspectivas. En este estudio se logro desarrollar
dos biosensores dpticos con el uso de AuNPs para la deteccion de
UPEC. Los analisis por espectroscopia Raman y FTIR mostraron la
presencia de nuevas bandas relacionadas a cada una de las etapas
del desarrollo de cada biosensor. Estos datos dan pauta a la
continuacion de los siguientes objetivos para la validacion de los dos
biosensores mismos que involucran la determinacion de sensibilidad,
especificidad y vida Util, asi como su aplicacion en muestras
biologicas.

Agradecimientos. Al Instituto Politécnico Nacional (IPN), al Hospital
Infantil de México Federico Gomez (HIMFG), al Consejo Nacional de
Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT) y al proyecto
SIP 20230964 por el apoyo en infraestructura y financiamiento para
el desarrollo de este proyecto.
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Introduccion. La pulpa del café (PC) es un desecho agroindustrial
que representa aproximadamente un 42% del peso total del fruto,
este es el desecho de mayor importancia en el beneficiado el cual
origina contaminacion ambiental debido al pH &cido de la pulpa
acidificando los suelos, ademas de la emision de gases como el CHs
y el N2O resultantes de la fermentacion de la pulpa (2), por lo que es
imperativo buscar alternativas para su uso y con ello aportar un valor
de este subproducto. Alara et al., reporta que la pulpa de café contine
componentes bioactivos como compuestos fendlicos, los cuales
pueden aportar beneficios a la salud. Por lo que el objetivo del
presente trabajo es el aprovechamiento integral de la pulpa de café
para la elaboracion de biocomposito prebidtico con actividad
antihipertensiva en un modelo animal.

Metodologia. La PC fue otorgada por Café Finca Don Juan® el
cultivo se encuentra en Monte Blanco, Fortin, Veracruz, Mex. A 1200
m . n. m. (metros sobre el nivel del mar). A continuacion, se muestra
un diagrama general de la metodologia.

Pulpa
de café
*AQP
* Microestructural
* Exracto
*AOX
"CPT * Microencapsulado
* Secado
* Caracterizacion
fisicoquimica

* Modelo animal
con hipertensién
* Efecto prebiético

Figura 1. Descripcion general de la metodologia. Creacion propia.

Resultados y discusion. Se realizo el analisis fisicoquimico de la
PC, encontrando en mayor proporcion fibra dietaria total (52.62 +
0.86%); la fibra insoluble, esta constituida por celulosa (16.81%),
lignina (6.89 %) y la hemicelulosa (2.66 %); y la fibra soluble, equivale
al 26 % aproximadamente esta podria estar constituida por pectina y
oligosacaridos. El contenido de cenizas fue de 31.45 % +0.04, la
proteina 8.37 % +0.18, extracto etéreo 1.12 % +0.02.

Mediante espectrometria de fotoelectrones inducidos por rayos X
(XPS), se determind la proporcion de algunos elementos en la pulpa
de café (cuadro1), encontrandose minerales como el K, Py Ca.

Cuadro 1. Proporcion de elementos en la pulpa de café.
Elemento | C 0 K N Si P Ca
Peso % 665 | 284 |16 |14 |12 |04 |04

Ademas de estos componentes la literatura reporta que en la PC se
encuentran compuestos bioactivos como los polifenoles, los cuales

tienen un efecto benéfico para la salud de quien los consume. La
extraccion de los polifenoles se realizado por infusion y con
sonicacion. El contenido de polifenoles vario de 287.29 a 693.18 mg
GAE/g DW (miligramos de acido galico equivalente por gramo de
peso seco) por infusion y sonicacion respectivamente. Por lo tanto, la
extraccion de estos compuestos se realizara utilizando sonicacion.
Estos compuestos tienen la propiedad de fluorescer es por ello que
para analizar la eficiencia de los extractos se asistio a microscopia
confocal. Enla Figura 2 (A), se observa la fluorescencia de la muestra
de café previa a la extraccion mientras que la (B), representa la
fluorescencia de la PC posterior a la extraccion, basandose en la
atenuada fluorescencia, es posible decir que se haya obtenido una
cantidad importante de los compuestos de interés para el presente
trabajo.

Figur 1. icroscopia confocal de pulpa de café. A) Imagen PC
seca; B) Imagen PC extracto en sonicacion.

Conclusiones y perspectivas. Con base en los resultados, se

podria decir que el desecho agroindustrial de café es posible

utilizarse como fuente de polifenoles. Como perspectivas, se espera
que se realice el biocomposito y este pueda tener actividad
antihipertensiva en un modelo animal.
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Introduccion. La preeclampsia (PE) es una enfermedad de la mujer
embarazada, que presenta hipertension y proteinuria. Tiene altos
indices de morbi-mortalidad materna y fetal. Se ha descrito que las
pacientes con PE, presentan niveles elevados de Adenosina, el cual
interactla con diferentes receptores, uno de ellos ADORA2A, el cual
inicia una cascada de sefializacion al interior de la célula para
fomentar angiogénesis. Se desconoce si la presencia de variaciones
de un solo nucledtido (SNV) del gen ADORA2A (A2A), podrian estar
involucradas en la funcionalidad del receptor. A pesar de que la
placenta es la pieza central en el desarrollo de la preeclampsia, la
mayoria de los estudios en la enfermedad se han centrado en la
identificacion de marcadores en la circulacion materna. Por lo
anterior, el objetivo del estudio es Identificar la funcionalidad de
variaciones nucleotidicas placentarias en el gen receptor de
adenosina ADORA2A y su asociacion con preeclampsia.
Metodologia. El Comité de Etica local aprobo este estudio de caso
(mujeres con EP, n=50) y control (mujeres embarazadas sanas,
n=50) (numero de registro 596/022). La PE se clasifico en temprana
y tardia. Se utilizo ADN placentario para evaluar cinco SNV en
ADORA2A: 152298383, rs4822489, rs2236624, rs8192446 vy
rs17650937 mediante PCR en tiempo real utilizando sondas TagMan.
La expresion génica se evalué6 en RNAm placentario de 10 mujeres
embarazadas sanas y 10 mujeres con PE usando SYBRGreen. La
expresion proteica se verifico a través de Western-blot en placentas
de 13 embarazos sanos y 15 con PE, se estratifico el sexo de la
placenta. La asociacion entre SNV y PE se determind mediante
analisis de regresion multivariada y las variables distribuidas
normalmente se expresan como valores medios + DE.

Resultados y discusion. Se observo que el genotipo CG del SNV
rs8192446 es significativamente mas frecuente en el grupo de casos
al compararlo con los controles. Las frecuencias en el resto de las
SNVs analizadas, no mostraron diferencias significativas al comparar
los grupos estudiados. Se observd asociacion de la SNV rs8192446
[OR 27.46 (3.42 220.48) p <0.000] con PE, esta variacion (C>G)
genera un cambio aminoacidico Asn144Lys que se encuentra en un
dominio topolégico extracelular, sin embargo, aun desconocemos la
consecuencia funcional de este cambio sobre la proteina por lo que
estamos realizando ensayos in sillico para poder esclarecerlo. La
evaluacion de los perfiles de expresion génica y proteica de A2A,
revelaron una disminucion significativa de ambos en placentas
preeclampticas frente a placentas sanas (p <0,05) (Figura1). Esta
disiminucion podria estar relacionada con un incremento en las
concentraciones extracelulares de adenosina, alterando la via de
sefializacion de VEGF provocando una angiogenesis placentaria
inadecuada y el desarrollo consecuente de la enfermedad.
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Figura 1. FIGURA 1| Gen A2A y abundancia de proteinas en placentas humanas de
embarazos sanos y preeclampsia. (A) Anélisis por PCR en tiempo real de la expresion
de A2A en placentas normales y preeclampticas. Los niveles de expresion génica se
normalizaron con GAPDH . Muestras: normal (n = 13), preeclampsia (n = 15). (B)
proteina A2A/ponceau de transferencia Western. Se utilizé ponceau como control de
carga. Muestras: normal (n=9), preeclampsia (n = 9). Datos presentados como medias
+ DE. Prueba t de Student. *p < 0,0.

Conclusiones y perspectivas. Se encontr6 asociacion entre PE Yy la
SNV rs 8192446 placentaria, sin embargo, se requieren estudios in-
silico para evaluar la consecuencia funcional de dicho cambio.

Se encontré una menor expresion del ARNm y proteina de ADORA2A
en placentas con preeclampsia, en particular en preeclampsia de
inicio temprano, asi como en las placentas de sexo masculino.
Agradecimientos. Apoyado por SIP20230626, SIP20231237,
Becario CONAHCYT 827959.
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Introduccion. La enfermedad de Parkinson (EP) es una importante
condicion neurodegenerativa caracterizada por la pérdida de células
dopaminérgicas en la Sustancia Nigra Pars Compacta, lo que
conduce a la disminucion de dopamina y provoca sintomas motores
como temblores, rigidez y deterioro cognitivo. Factores como el
estrés oxidativo, la genética y la disfuncion mitocondrial son clave en
su desarrollo. El tratamiento es paliativo, mediante farmacos como la
L-Dopa. En esta investigacion estudiamos el impacto de una
formulacion antioxidante en un modelo murino de EP inducido con
MPTP, con el fin de encontrar nuevas opciones terapéuticas que
frenen la progresion de la enfermedad.

Metodologia. Se estableci6 un modelo de EP mediante la
administracion de la toxina MPTP a ratones. Los ratones con EP se
trataron con extracto de Bacopa procumbens por via intraperitoneal
(200mg/kg), evaluando su actividad motora. Posteriormente, los
ratones fueron sacrificados para realizar analisis moleculares e
histopatologicos en el cerebro. De marera paralela se llevaron a cabo
analisis in silico para estudiar las interacciones de los metabolitos
presentes en el extracto con proteinas implicadas en la fisiopatologia
de la EP, utilizando técnicas avanzadas de modelado y
reconocimiento molecular.

Resultados y discusion. Se estandarizo el modelo murino de MPTP
mediante la aplicacion de 18 mg/kg de forma aguda, manifestando
dafio en la funcion somato motora debido a la pérdida de células
dopaminérgicas en el sistema nervioso central. El  tratamiento con
el extracto de B. procumbens mostré que la funcion somato motora
de los animales se recuper6 significativamente. El grupo con EP
inducida mostré una reduccion en el nimero de desplazamientos; en
contraste, los animales tratados con el extracto de B. procumbens
mostraron un mejor rendimiento motor, superando en algunos casos
el numero de desplazamientos realizados por el grupo control sin
lesion; de igual manera se realizo la prueba de rota rod, que consiste
en evaluar la resistencia, donde los resultados mostraron que la
administracion del activo de B. procumbens revierte el fenomeno y
le da una mayor capacidad al raton de mantenerse sobre el rodillo
giratorio, manteniéndose casi al doble de tiempo que los animales
control.

El analisis de Western Blot sugieren cambios en la expresion del
factor de transcripcion Nrf2 y la proteina nuclear neuronal Neun. En
los animales inducidos a EP sin tratamiento se observod que la
expresion de NRF2 esta disminuida, lo que sugiere la incorrecta
activacion del sistema anti-oxidante enddgeno presentandose un
estado pro-oxidativo que dafia las neuronas y conduce a la
neurodegeneracion; de igual manera la expresion de Neun se vio

disminuida comparada con el grupo control sano, lo que sugiere una
disminucion en la viabilidad neuronal.

Se estan llevando a cabo analisis histopatoldgicos en tejidos
cerebrales utilizando la tincién de Luxol Fast Blue para evaluar
estructuras mielinizadas en el sistema nervioso central. Se observod
una disminucion o fragmentacion de los nlcleos en el grupo de
control con EP, debido a la muerte de células dopaminérgicas. No se
detectaron células inflamatorias en los tejidos examinados. Ademas,
se esta realizando el analisis in silico para identificar blancos
moleculares de los metabolitos de B. procumbens relacionados con
la EP vy el estrés oxidativo, con el objetivo de definir una formula
antioxidante para el tratamiento de la enfermedad. Los datos
bioinforméaticos nos han permitido identificar interacciones de los
metabolitos asociadas a procesos como la proliferacion celular y
factores de transcripcion que activan respuestas protectoras del
stress celular.

Contrel
Figura 1. Evaluacion motora de los animales sometidos a los
distintos tratamientos en el sistema de campo abierto

Conclusiones y perspectivas. Los ratones inducidos a EP con
MPTP y tratados con extracto de B. procumbens mostraron una
mejora significativa en el desempefio motor y la resistencia en
comparacion con los no tratados. Se observo una recuperacion en la
expresion de NFR2 en los animales tratados, o que podria indicar la
activacion del sistema antioxidante endogeno.
Agradecimientos. Este protocolo ha sido apoyado por CONAHCYT,
en conjunto con el laboratorio de Biologia Molecular 1, de la ENMyH.
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Introduccion. La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer
pediatrico mas comun a nivel mundial, con etiologia multifactorial (1).
Para el tratamiento de LLA se emplean agentes quimioterapéuticos
como la vincristina (VCR), que es un alcaloide de la vinca, que inhibe
la polimerizacion de los microtUbulos. Sin embargo, su principal
efecto adverso es la neuropatia periférica (NPIV) que provoca un
dafio tanto fisico como mental en la salud de los pacientes (2). Uno
de los genes involucrados en el transporte de la VCR y que se ha
asociado al desarrollo de NPIV, es ABCC1 que codifica una proteina
transmembrana que regula el fluo de VCR a travées de las
membranas celulares, hacia la sangre. En este gen se ha identficado
la variante de un solo nucledtido (SNV) rs3743527 que podria
contribuir con las diferencias terapéuticas observadas (3). Por otro
lado, la variante rs924607en el gen CEP72 se encontr6 asociada con
el riesgo de desarrollar NPIV en nifios con LLA en la etapa de
mantenimiento (4) pero no durante la etapa de induccion (5). El gen
CEPT72 codifica una proteina centrosomal que se requiere para la
segregacion cromosomica adecuada. El objetivo de este trabajo es
determinar la asociacion entre SNV en ABCC1'y CEP72 con los
parametros farmacocinéticos/farmacodinamicos poblacionales de
VCRYy NPIV en nifios con LLA.

Metodologia. Este estudio fue aprobado por el comité de Etica en
Investigacion del Hospital Materno Infantil de Durango (N° 611/023).
Es un estudio de casos y controles, en el que los casos seran los
pacientes que desarrollen la NPIV. Se evaluaran pacientes de 1-18
afos diagnosticados con LLA que reciben VCR en la etapa de
induccion o mantenimiento del Centro Estatal de Cancerologia
(CECAN) del estado de Durango. Se extraera DNA a partir de sangre
total y la determinacion de las variantes de los genes de interés se
realizara por gPCR con sondas TagMan® (Applied Biosystems) y
rhAmp™ SNP assay de IDT™. La VCR se cuantificara de plasma
mediante HPLC. El modelado farmacocinético se realizara con los
software Monolix®, R y JPKD.

Resultados y discusion. Hasta el momento se cuenta con 44
pacientes, de los cuales 13 (29.5%) han desarrollado NPIV. La edad,
género, peso, talla e indice de masa corporal fue similar entre los
controles y casos. La frecuencia de la variante rs3743527en ABCC1,
no mostro diferencia significativa entre los controles (30.6%) y casos
(26.9%)(Cuadro 1). La frecuencia de la variante rs924607 en CEP72
fue menor en los casos (9%) que en los controles (31%), pero la
diferencia no fue significativa (Cuadro 2). La frecuencia reportada
para el alelo mutado de la SNV de ABCC1 en casos fue 11% (3). La
frecuencia del alelo menor de CEP72 fue de 47.2% y 38.9% en los
pacientes con neurotoxicidad (4,5).
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No se encontré asociacion significativa de la NPIV con las variantes
evaluadas en niguno de los modelos de herencia analizados.

Cuadro 1. Frecuencias genotipicas y alélicas de ABCC1 rs3743527

ABCC1rs3743527C>T
Casosn=13  Controlesn =31 Valor de p*

c 19 (73.1) 43 (69.4) 0.92
T 7(26.9) 19 (30.6)

cc 6(46.2) 14 (45.2) 0.64
cT 7 (53.8) 15 (48.4)
™ 2(6.4)

Cuadro 2. Frecuencias genotipicas y alélicas de CEP72 rs924607

CEP72rs924607C>T
Casosn=11 Controles n =29 Valor de p*
C 20(90.9) 40 (69.0) 0.08
T 2(9.1) 18(31.0)
cC 9(81.8) 13 (44.8) 0.10
CcT 2(18.2) 14 (48.3)
T 2(6.90)

*Chi-cuadrado

Conclusiones y perspectivas. No se observaron diferencias
significativas entre los casos y controles en las caracteritisticas
demogréficas y la frecuencia de las SNV analizadas.

Se continuara con la captacion de pacientes, la evaluacion de SNV y
la cuantificacion de VCR para realizar el modelado farmacocinético
poblacional.
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Introduccion. La obesidad es un factor de riesgo para diversas
enfermedades, como el cancer de mama (1). En el tejido adiposo
disfuncional presente en obesidad, incrementa la secrecion de
adipocinas y citocinas pro-inflamatorias que promueven la
inflamacion y expresion de genes relacionados con la migracion,
supervivencia y proliferacion de las células tumorales (2). Por esto,
regular la disfuncion del tejido adiposo representa una estrategia
terapéutica interesante para el tratamiento del cancer. Las algas
producen metabolitos con potencial antinflamatorio, antiobesogénico
y antioxidante (3), por lo que en este estudio se propone evaluar el
efecto de extractos de las algas Laurencia johnstonni'y Sargassum
lapazeanum sobre adipocitos y su impacto en células de cancer de
mama triple negativo que presenta el peor prondstico, debido a su
avance rapido y falta de tratamiento (4).

Metodologia. El material biologico fue colectado en la Bahia de la
Paz, Baja California. Los extractos se prepararon usando 200 g del
material y el método de extraccion liquido-solido por maceracion en
acetato de etilo. Los nlcleos fitoquimicos presentes en los
metabolitos de los extractos se identificaron por cromatografia en
capa fina. La toxicidad de los extractos en preadipocitos 3T3-L1 se
evalué mediante ensayos de MTT. Posteriormente, se evaluara el
efecto de las concentraciones que permitan una viabilidad superior al
85% en la diferenciacion adipocitaria y la secrecion de adipocinas
inflamatorias. Finalmente, se analizara el efecto del secretoma en la
migracion y proliferacion celular de la linea celular de cancer de
mama triple negativo, MDA-MB-231.

Resultados y discusion. Se obtuvo un rendimiento del 1.82 % para
L. johnstonni'y de 0.375 % para S. lapazeanum. En ambos casos este
fue menor que el reportado en las mismas especies 0 en ofras
especies del mismo género. Los nlcleos fitoquimicos identificados
en el extracto de L. johnstonni fueron saponinas ftriterpénicas,
terpenoides, aldehidos y cetonas, mientras que en el de S.
lapazeanum fueron saponinas esteroidales y triterpénicas,
terpenoides y taninos. Estos resultados coinciden con lo reportado en
|a literatura para algas del mismo genero. De manera interesante, se
ha demostrado que metabolitos pertenecientes a estas familias
tienen  propiedades  antiinflamatorias,  antioxidantes vy
antiobesogénicas. Por otro lado, en los ensayos de MTT, se observo
que el tratamiento con el extracto de L. johnstonni a concentraciones
0.1y 3 pg/mL no afecta la viabilidad celular de manera significativa a
las 24 y 48 h. Asimismo, en el caso de S. lapazeanum,
concentraciones de 0.01 a 1 pg/mL no son toxicas a las 24 y 48 h
(Figura 1).

Conclusiones y perspectivas. Se realizd la preparacion de los
extractos de acetato de etilo de L. johnstonniy S. lapazeanum. La
presencia de metabolitos con efectos anti-adipogénicos y
antinflamatorios reportados sugiere que estos extractos podrian
afectar la adipogénesis. Queda pendiente caracterizar su efecto en
los preadipocitos murinos 3T3-L1 y su impacto en las células de
cancer de mama triple negativo.

24 h

@

s
—

o
Viabilidad celular (%)

Viabilidad celular (%)

po/mL po/mL

Figura. 1. Efecto citotoxico del extracto de L. johnstonni sobre la
linea celular 3T3-L1. Los resultados se expresaron como media +
desviacion estandar (DE) de tres experimentos independientes
realizados por triplicado. El analisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA unidireccional con la prueba post hoc de Bonferroni. *** p <
0,0001, ** p < 0,01, * p < 0,05 frente al control. Linea de puntos,
85% de viabilidad celular.
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Introduccion.

La ansiedad y la depresion son uno de los principales problemas a
nivel mundial debido a que estas enfermedades afectan el estilo de
vida de las personas que llegan a padecerlas. Por lo que el
incremento continuo de estas enfermedades y del uso de
medicamentos antiansioliticos sintéticos que conllevan diversos
efectos secundarios y a la dependencia, la poblacion ha optado por
la busqueda de tratamientos naturales, economicos y que ofrezcan
mejores resultados, tal es el caso de Clinopodium mexicanum la cual
es una planta originaria de México y que se ha comprobado que en
su extracto organico se encuentran metabolitos de interés, como los
flavonoides, los cuales poseen actividad sedante, anticonvulsiva y
antiansiolitica; sin embargo, al ser metabolitos secundarios
provenientes de una planta medicinal silvestre es necesario conocer
su cultivo y manejo para evitar la pérdida de los compuestos de
interés y asi mismo de la especie. Por otro lado, el uso de tecnologias
como la microencapsulacion permite aumentar la baja solubilidad de
los flavonoides de interés, ademés de proporcionar un mayor control
de la liberacion de dosis adecuada el paciente. Por lo que el objetivo
de este proyecto es analizar el efecto de los metabolitos secundarios
microencapsulados a partir de extractos vegetales de Clinopodium
mexicanum lo que conllevara al estudio del cultivo de la especie
vegetal, la extraccion de los compuestos de interés y la
microencapsulacion de estos. [3].

Planteamiento del problema.

La pandemia del 2020 COVID-19 permitio identificar y priorizar las
enfermedades mentales como un problema de suma importancia, los
tratamientos y cuidados siguen siendo escasos, inadecuados,
inaccesibles o demasiado caros segun la OMS (2023). Los
medicamentos empleados para tratar los sintomas de la ansiedad
resultan ser sinteticos los cuales provocan diversos efectos
secundarios, no obstante en la medicina fradicional mexicana,
existen diversas plantas con efecto antiansiolitico como Clinopodium
mexicanum planta silvestre que posee metabolitos secundarios con
actividad antiansiolitica; sin embargo, al ser un compuesto vegetal
extraido de una planta silvestre se necesita conocer el manejo de la
especia asi como el empleo de técnicas como la
microencapusalacion que permita conferir la estabilidad y proteccion
al compuesto vegetal y su mejor aprovechamiento.

Justificacion.

Clinopodium mexicanum es una planta originaria de México que
posee flavonoides en el extracto alcohdlico como hesperidina y
neoponcirina con actividad antiansiolitica y antidepresiva que actua
de manera similar que el medicamento diazepam; sin embargo, la
hesperidina y neoponcirina son metabolitos vegetales que resultan
con menor cantidad de efectos secundarios en comparacion con los
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medicamentos quimicos, aunque al ser flavonoides estos presentan
baja solubilidad en agua y una baja biodisponibilidad , debido a esto
es necesario implementar una tecnologia que aumente la
biodisponibilidad, por lo tanto se pretende realizar
microencapsulados que mejore la biodisponibilidad como la
ciclodextrina.

Objetivo general.

Analizar el efecto de los metabolitos secundarios provenientes de
Clinopodium  mexicanum con actividad antiansiolitca en
microencapsulados.

Objetivos particulares

1)Establecer el cultivo y manejo de C. mexicanum en invernadero con
diferentes métodos de propagacion. 2) Extraer y analizar los
flavonoides hesperidina y neoponcirina en la poblacion silvestre e
invernadero de C. mexicanum. 3) Sintetizar microencapsulados de
ciclodextrina con  metabolitos de interés 4) Evaluar
microencapsulados en modelo bioldgico.

Estrategia metodoldgica.

Se establecera la propagacion y cultivo a nivel invernadero de la
planta C. mexicanum con diferentes manejos, se procedera al secado
de la planta que se encuentra a nivel invernadero y se recolectara
planta silvestre para la extraccion, separacion y cuantificacion de
hesperidina y neoponcirina con la finalidad de conocer la cantidad de
metabolitos a nivel invernadero y silvestre, una vez obtenidos los
compuestos de interés se realizaran los microencapsulados
empleando la metodologia de complejacion en disolucion que
consiste en la preparacion de una solucion acuosa de ciclodextrina y
se adiciona el compuesto de interés en agitacion constante. La
prueba de los microencapsulados se realizara mediante la prueba de
tablero de aguijeros.

Resultados esperados.

Radican principalmente en la formulacion de microencapsulados de
ciclodextina hesperidina y neoponcirina que dirijan al compuesto
activo con la finalidad de obtener una disminucion en los sintomas de
ansiedad y depresion.
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Introduccion. La obesidad es una enfermedad de gran relevancia a
nivel nacional y es factor de riesgo para otras enfermedades cronicas
como la diabetes, el cancer o las cardiovasculares, su tratamiento
consta de cambios en los habitos, dieta y ejercicio y en algunos casos
farmacoterapia, sin embargo, estos medicamentos conllevan efectos
secundarios y tiene costos elevados.! De igual manera se han
utilizado compuestos fendlicos para el tratamiento de la obesidad, no
obstante, esta enfermedad perturba factores relacionados con la
farmacocinética como la expresion de los transportadores SLC, lo
que podria alterar su efectividad.2 Entre los compuestos fendlicos con
capacidad de mitigar la obesidad se encuentra el &cido elagico,
tanino presente en diversas especies vegetales, entre ellas el
eucalipto, especie con la mayor produccion de este compuesto
alcanzando hasta 1700 m/iy.3 Existen formas alternativas para la
obtencion y aprovechamiento de compuestos fenolicos, dentro de
estas alternativas se encuentra el cultivo de tejidos, que permite la
obtencion de compuestos de interés farmacolégico a gran escala bajo
condiciones controladas.4 Este proyecto tiene como objetivo obtener
acido elagico a partir de cultivo de tejidos de eucalipto y evaluar el
efecto de la obesidad en la biodisponibilidad, biodistribucion del acido
elagico y la expresion de SLC en un modelo murino.

Metodologia. La metodologia se dividi6 en dos fases principales,
donde la primera fase comprende la estandarizacion del cultivo
vegetal de eucalipto y la obtencion de acido elagico a partir de este,
la segunda fase comprende los estudios de biodisponibilidad,
biodistribucion (el método analitico seré validado de acuerdo con la
NOM-117-SSA1-2013) y cuantificar la exprecion de los
transportadores SLC en ratas obesas administradas con acido
elagico.

Resultados y discusion. Se han germinado semillas de eucalipto
usando diferentes procesos de desinfeccion obteniendo diferentes
porcentajes, los cuales se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Procesos de desinfeccion utilizados para la germinacion de
semillas de eucalipto.

Semillas Utilizadas Proceso de % de
desinfeccion germinacion
Semillero Michoacan | 1 min Etanol 70% 10
7 min cloro 0.75 %
Semillero Michoacan Gas cloro 24 h 56.25

1 min Etanol 70%
7 min cloro 0.75 %
Semillero Michoacan Gas cloro 24 h 20

1 min Etanol 70%
7 min cloro 0.75 %

Se llevo a cabo la validacion del método analitico obteniendo
parametros de validacion dentro de lo solicitado por la norma, estos
se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros obtenidos en la validacion del método analitico.

Pardmetro Obtenido NOM

Precision (coeficiente de variacion) | 0.45% <15%
Exactitud (desviacion) 14.96% <15%
Linealidad (Coeficiente de regresion) | 0.9946 =>0.99

Se obtuvieron los parametros farmacocinéticos de ratas sanas
administradas con &cido elagico mediante un modelo compartimental
extravascular, los cuales se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros farmacocinéticos obtenidos de ratas sanas

Parametro

Crax (*9/mL) 1.81+£0.10
Tmax (h) 1.10+0.24
AUC (M9/min) [2.92 £0.17

Conclusiones y perspectivas. Se lograron germinar semillas de
eucalipto mediante los métodos de desinfeccion evaluados. Se
obtuvieron los pardmetros farmacocinéticos de ratas sanas
administradas con acido elagico utilizando un método analitico fue
validado de acuerdo con la NOM-117-SSA1-2013.
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Introduccion. El cancer es una de las principales causas de
mortalidad en América. Se espera que para el 2040 en México haya
un crecimiento del 85% de los casos. Particularmente, el cancer de
mama triple negativo (CMTN) es uno de los méas agresivos, con
opciones terapéuticas limitadas y un pronostico generalmente
desfavorable (1). Por lo tanto, es urgente desarrollar nuevos
regimenes de tratamiento y encontrar dianas novedosas. Uno de los
principales mecanismos desregulados en el cancer es la apoptosis,
por lo que las proteinas que participan en este evento como Mcl-1y
BAK son blancos prometedores (2). Ademas, se ha demostrado que
la inflamacién es un componente critico de la progresién tumoral
siendo la IL-6 un posible modulador de la apoptosis, por lo que los
componentes del complejo IL-6R son otro blanco terapéutico de
interés (3). En el presente trabajo, se realiza un cribado virtual en
busca de compuestos que interactien con las proteinas Mcl-1, BAK
y gp130 componente esencial de IL-6R para promover la apoptosis y
reducir los procesos inflamatorios presentes en el cancer de mama
triple negativo.

Metodologia. Se realizé la busqueda de las estructuras cristalinas
de cada una de las proteinas en las bases de datos PDB y se evalud
la calidad estereoquimica de los modelos con el software
PROCHECK, validandolos a través del grafico de Ramachandran. La
identificacion de los sitios blanco con potencial farmacoldgico en las
estructuras promedio de las proteinas se realizé con MOE vy el
servidor COACH. Este andlisis incluye blsqueda de surcos con
residuos hidrofobicos accesibles para identificar los posibles sitios de
unién. Por otra parte, con el fin de seleccionar los ligandos que
presenten interacciones favorables con MCL-1, BAK e IL-6R, se
llevaran a cabo ensayos de cribado virtual molecular con VINA
dirigido hacia los sitios de unién que se encontraron. Finalmente se
realizaran ensayos de viabilidad celular, apoptosis y deteccion de
marcadores de inflamacion con los ligandos identificados en células
MDA-MB-231.

Resultados y discusion. Se obtuvieron las estructuras cristalinas de
las proteinas a partir del PDB, y el andlisis de la grafica de
Ramachandran de cada una de ellas mostré que eran de la calidad
estereoquimica necesaria para continuar los ensayos. En la Tabla 1
se muestran los residuos de sitios de union encontrados para cada
proteina. Se llevo a cabo un andlisis de la superficie electroestatica
de cada proteina, y se observd que los sitios de unién predichos
ademas de ser innovadores y encontrarse en zonas accesibles de las
proteinas, muestran un potencial de superficie positivo, lo cual los
hace buenos candidatos a sitios de unién para la busqueda de
ligandos. El sitio de unién encontrado para MCL-1 se localiza dentro
del sitio union canénico para las proteinas de la familia BCL-2,
mostrando ser un buen blanco para promover la inhibicién de esta
proteina antiapoptdtica. En el caso de BAK, el sitio de unién
encontrado es un sitio diferente a los que se han reportado, se debe
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estudiar su importancia en la naturaleza de la proteina y encontrar
ligandos que promuevan su activacion. Por ultimo, los sitios
encontrados para gp-130 se encuentra en una zona con capacidad
de influir en la formacién de la homodimerizacién de la proteina
importante para su funcién.
Tabla 1. Residuos pertenecientes a los posibles sitios de union
encontrados para cada proteina con los software MOE y COACH.

PROTEINA  gp-130 PDB: 1BQU MCE'JEZDB: BAK PDB: 8CZF
Software/ . . .
algoritmo Residuos Residuos Residuos
424345464748  61,62,65,66,69.70
14,15,16,94,95,  A9,54,8386,87.9 73,7787, 90, 91,
MOE 96,100,101, 189,  0,94,97.99136, 97,98, 101, 102,
190, 191 137,140, 141, 103, 104, 111,
144, 145 160, 161
4548,49,52,  585962,66,69,70
535657607983 .73, 74,76,
COACH 134138147176, 499001 02,94, 7787909194,

Dt i 95,98,99, 102, 95, 101, 102, 103,

144, 147, 148 104, 106, 107,160

Conclusiones y perspectivas. Los sitios encontrados en el andlisis
bioinformatico se muestran como blancos novedosos en las
proteinas antes mencionadas. Se puede predecir su capacidad para
inducir el proceso de apoptosis en el caso de MCL-1 y BAK, y de
disminuir el proceso de inflamacion en el caso de gp-130 en células
de cancer de mama triple negativo. Como objetivos pendientes, se
esta realizando la busqueda de ligandos que se puedan unir a estos
sitios de union en la base de datos Chembridge que cuenta con
compuestos que cumplen con las propiedades de lipinski y pueden
ser candidatos prometedores a farmacos.
Agradecimientos. Agradecemos al Consejo Nacional de
Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT) por la beca a
Leén-Garcia. Y al Programa Institucional de Formacion de
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Introduccion. El cortisol es una hormona de clase glucocorticoide
que se sintetiza a partir de colesterol, la cual se encuentra en diversos
fluidos y tejidos organicos como suero, saliva, orina, cabello, etc., y
su secrecion esta regulada por el ritmo circadiano, estimulos como
estrés y mecanismos de inhibicion feedback (1). Su liberacion
también se puede ver afectada por factores fisioldgicos y patologicos.
Esta hormona es fundamental para diversos procesos bioldgicos,
principalmente adaptativos y su alteracion de los niveles normales
puede generar sintomatologia y si es cronico el desbalance puede
influir en padecimientos como diabetes (2).

Planteamiento del problema. La monitorizacion continua de los
niveles de cortisol es importante ya que su nivel anormal influye
fuertemente en la calidad de vida. Tomar en cuenta este factor en las
consultas médicas permite obtener informacion valiosa para la toma
de decisiones clinicas, un diagnostico mas preciso y una mejor
evaluacion de la respuesta al tratamiento en pacientes con trastornos
endocrinos, frastornos del estrés, enfermedades psicologicas o
afecciones relacionadas, ademas de su utilidad en estudios de
investigacion en fisiologia, endocrinologia y psicologia (3).
Justificacion. Las pruebas comerciales existentes para su medicion
consumen mucho tiempo y requieren reacciones experimentales
complicadas que deben realizarse por personal de laboratorio
altamente capacitado. Todavia existen muchas zonas en las que no
se tiene acceso a un laboratorio por lo que un detector instantaneo,
no invasivo, de alta sensibilidad, facil utilizacion y de bajo costo seria
importante para el monitoreo de esta hormona, la identificacion
temprana de problemas de salud para una intervencion y tratamiento
oportuno.

Objetivo general. Desarrollar un biosensor innovador, accesible y de
respuesta rapida, basado en tecnologia avanzada, para la deteccion
precisa de cortisol en saliva.

Objetivos particulares.

e Disefiar y sintetizar un receptor molecular altamente
selectivo para el cortisol que garantice una alta
especificidad de deteccion en el biosensor.

e Desarrollar y optimizar la plataforma de deteccion,
utilizando tecnologias avanzadas, para lograr una
respuesta rapida y precisa del biosensor.

e Realizar pruebas analiticas in vitro, para determinar su
sensibilidad, especificidad, linealidad, precision y robustez,
comparado con una deteccion comercial.

Estrategia metodologica.

e  Seleccionar los componentes biologicos y tecnologicos a
utilizar. El sensor puede ser construido utilizando
tecnologias innovadoras como la impresion molecular
sobre un polimero biocompatible o con métodos
conservadores como el uso de anticuerpos. Se deben

realizar experimentos preliminares para comparar los
resultados con ambos procedimientos. Puede ser
necesario implementar un método de filtracion al utilizar
anticuerpos, esto con el fin de aumentar la selectividad.

e Se cuenta con el material y maquinaria para desarrollar
tanto la placa fenolica con los circuitos, como el hardware
y el hardware que se pretende programar la aplicacion con
Python.

e Para la confirmacion del correcto funcionamiento del
sensor es hecesario realizar pruebas analiticas con saliva
de pacientes reales y compararlas con resultados de
laboratorio de las mismas muestras.

Muestra
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Figura 1. Partes del sensor

Resultados esperados. Seleccion del detector adecuado para la
construccion del biosensor y llevar a cabo pruebas iniciales para
evaluar el desempefio del biosensor en términos de sensibilidad,
especificidad, linealidad, precision y robustez utilizando muestras
sintéticas o simuladas.
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Introduccion. Se ha propuesto que uno de los mecanismos
moleculares implicitos en la diabetes es el estrés oxidativo. Se tienen
evidencias que, en el inicio y la progresion de complicaciones tardias
de la diabetes, los radicales libres tienen un papel importante debido
a su capacidad para dafiar lipidos, proteinas y ADN. De igual manera
las variaciones nucleotidicas de los genes TRPM6 Y SLC41A2
podrian representar un riesgo significativo a Diabetes tipo Il (DT2) al
desempefia un papel central en la homeostasis del magnesio, el cual
se considera fundamental para mantener el metabolismo de la
glucosa y regulacion y captacion de la insulina detonando en la
presencia de hiperglucemia cronica y resistencia a la insulina. De tal
manera que la generacion de radicales libres de oxigeno, el proceso
inflamatorio y el estado genotipico podrian considerarse
biomarcadores asociados al mecanismo fisiopatologico comun en el
desarrollo y complicaciones de DT2. Por lo que €l objetivo de esta
investigacion fue determinar la asociacion de las variaciones
nucleotidicas de los genes TRPM6 y SLC41A2 con el estado
oxidativo en pacientes con Diabetes tipo Il

Metodologia. Como disefio de estudio se planted un estudio
observacional, prospectivo, transversal y de asociacion, de tipo casos
y controles, Considerando a pacientes con diabetes tipo 2 como el
grupo casos y un grupo control de pacientes sanos. A partir de
muestras de plasma y ADN, se determino el estado genotipico de
cada pacientes asi como los marcadores del estado oxidativo como
lo son la capacidad antioxidante total mediante el Sistema ABTS-
Peroxidasa, el dafio oxidativo mediante la oxidacion de los lipidos se
determind cuantificando malondialdehido y estado genotipico por
PCR tiempo real mediante sondas Tagman para posteriormente
determinar las diferencias entre grupos mediante U de Mann-Withney
y T de Student, Correlacion de Speamman, Equilibrio de Hardy
Weinberg (HWE): para la distribucion de genotipos, Odds ratio y
regresion logistica: medida de asociacion entre los casos y controles
en las variaciones de (TRPM6 y SLC41A2)

Resultados y discusion. Se observaron mayores niveles de dafio
oxidativo en los pacientes con diabetes que en el grupo control. En
cuanto a la determinacién de la capacidad antioxidante total, se
observa una mayor defensa del sistema bioldgico en pacientes con
diabetes en comparacion con pacientes sanos, sin embargo, no se
observa significacion estadistica. Pudimos observar que existe una
correlacion directa y estadisticamente significativa entre la
lipoperoxidacion en plasma y el grado de lesion en los pacientes con
DT2. Lo que demostré que al aumentar el dafio oxidativo también
aumenta el grado de lesion epitelial. En cuanto al estado genotipico.
Se encontrd que la variacion de TRPM6 esta asociada con el
desarrollo de estrés oxidativo
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Figura 1. Estado oxidativo. (A) Comparacion de Capacidad
antioxidante Total en sujetos sanos y sujetos con Diabetes tipo 2. (B)
Comparacion de dafio oxidativo mediante lipoperoxidacion en sujetos
sanos y sujetos con Diabetes tipo 2. *U Mann-Withney. statistical significance
p=0.05

Cuadro 1. Estado oxidativo

parametro Daiio endolelial Capacidad TNF-a Mg HBATC

antioxidante 1
p=035 |r=-0 40

p=018r=-0349 | p=0001

“Rho de Spearman (p<0.05). Cosficiente oz correlacion entre lipoperoxidacion, dafic endotelizl, capacidad antioxidante total y factor de necrosis tumoral,
concentracion de magnesio y HBALC

Conclusiones y perspectivas. La poblacion de participantes con
DT2y pie diabético mostré mayores niveles de MDA en comparacion
con la poblacién que solo presentaba DM2.
Se encontro una correlacion positiva entre la concentracion MDA y el
grado de lesion de pie diabético por lo que podria considerarse como
buen marcador en plasma para determinar el dafio endotelial.
La variacion de TRPM6 podria ser considerado un biomarcador con
el desarrollo de estrés oxidativo y las complicaciones de DT2 como
lo es el pie diabético.
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Referencias.
1. Han N, Kirigia J, Claude J, Ogurstova K, Guariguata L,
Rathmann W, et al. Diabetes Atlas de la FID [Internet]. Vol.
8, Federacion Internacional de Diabetes. 2017. 150 p.
Available from: www.diabetesatlas.org
2. Acosta Garcia E. Obesidad, tejido adiposo y resistencia a
la insulina. Acta bioquimica clinica latinoamericana.
2012:46(2):183-94. 4. Avila MH, Dommarco JR, Levy TS.
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2016. Resultados
Nacionales. 2016.
3. Mirza S, Hossain M, Mathews C, Martinez P, Pino P, Gay
JL, et al. Type 2-diabetes is associated with elevated levels
of TNF-alpha, IL-6 and adiponectin and low levels of leptin
in a population of Mexican Americans: a cross-sectional
study. Cytokine. 2012;57(1):136-42

Jornadas Académicas
Doctorado en Ciencias
en Biotecnologia

f [IDIR / SloTEcoLoci

DURANGO

CENTRO DE
SSIOTECNOLOGIA GENOMICA
1PN

DESARROLLO Y APLICACION DE UN BIOSENSOR QPTICO PARALA DETECCION Y ANALISIS DE Acinetobacter
baumannii PRESENTE EN AREAS CLINICA Y HOSPITALARIAS.

Jorge Mota Rocha, Abdu Ordufa Diaz*, Francisco Severiano Carrillo, Marlon Rojas Lopez, Silvia Luna Suarez, Fabiola Avelino Flores.

aordunad@jpn. mx.
CIBA-Tlaxcala

Palabras clave: Biosensor, FTIR, silicio, Acinetobacter, anticuerpos

Introduccion. Acinetobacter baumannii (AB) es un patogeno de
importancia nosocomial actual, pues algunas de sus cepas pueden
sobrevivir en el ambiente hospitalario durante afios debido a su
resistencia innata a los antibiéticos y a la supervivencia en ambientes
secos inanimados como equipo médico reutilizable, almohadas,
sabanas, superficies de areas quirlrgicas y cuidados intensivos (1).
Las técnicas microbiolégicas convencionales requieren tiempo para
identificar este tipo de microorganismos patdgenos, por lo que el
desarrollo de métodos mas rapidos y precisos es primordial para la
oportuna deteccion. El silicio poroso (SP) ha tenido aplicaciones
relevantes relacionados al proceso de deteccion de bacterias o sus
metabolitos; Severiano y col. (2023) (2), emplearon una
plataforma fluorescente de SP para detectar la actividad metabolica
de bacterias. Zhuo y col. (2020) (3), desarrollaron un biosensor
microfluidico basado en SP recubierto con TiOz, para detectar
proteina de capa bacteriana. Mathew y Alocilja (2005) (4),
desarrollaron un biosensor a base de SP, ademas determinaron su
sensibilidad para detectar a la bacteria E. coli. Por lo tanto, la
aplicacion de un biosensor dptico basado con SP puede ser una
alternativa para la deteccion oportuna de AB en superficies de
areas clave en hospitales y clinicas.

Planteamiento del problema. Las infecciones nosocomiales
generadas por AB provocan un aumento en la tasa de mortalidad y
en los costos de atencion médica en situaciones que pueden ser
prevenibles, debido a que los métodos microbioldgicos y de analisis
para su pronta deteccion requieren tiempo y equipo especializado al
que no cualquier institucion puede tener acceso.

Justificacion. Por o antes mencionado, en este proyecto se plantea
el desarrollo de un biosensor optico de SP que pueda aplicarse en
areas clave de instalaciones hospitalarias y clinicas para detectar de
manera oportuna la presencia de AB, y de esta manera reducir las
infecciones provocadas por este microorganismo patogeno, asi como
los costos para su tratamiento.

Objetivo general. Desarrollar y aplicar un biosensor optico para la
deteccion y analisis de AB presente en areas clinicas y hospitalarias.
Obijetivos particulares. Obtencion y caracterizacion de los sustratos
de silicio cristalino (c-Si) y SP. Generacion de anticuerpos contra AB
para el proceso de inmovilizacion del elemento de reconocimiento
bioldgico. Ensamblado del biosensor. Deteccion y andlisis de la
interaccion antigeno-anticuerpo. Validacion de los biosensores por
métodos  microbioldgicos  convencionales. Evaluacion de la
sensibilidad de los biosensores.

Estrategia metodologica. Se emplearan dos sustratos: c-Siy SP. El
c-Si se sometera al siguiente proceso: limpieza, activacion,
funcionalizacion, introduccion del enlazante e inmovilizacion del
elemento de reconocimiento bioldgico. EI SP se obtendra a partir del
c-Si el cual primeramente se limpiara y después se le aplicara la
técnica de

ensamblado partiendo de la etapa de funcionalizacion. Ambos
sustratos usaran el mismo elemento de reconocimiento bioldgico
(anticuerpos monoclonales contra AB obtenidos de ratones) en la
etapa de inmovilizacion y posteriormente se evaluara la interaccion
antigeno-anticuerpo para la deteccion de la bacteria de interés, y se
comparara su sensibilidad; cada etapa de ensamblado sera
caracterizada mediante técnicas espectroscopicas (FTIR, Raman,
UV-Vis) y microscopia electronica de barrido (SEM). Ademas, se
utilizaran técnicas microbiologicas (conteo en placa y pruebas
bioguimicas) e inmunologicas (ELISA) para validar los biosensores
obtenidos.

Biosensores
Biosensor 1 c-Si Biosensor2
| Obeencién de PS por grabado electroquimico |

Funcionalizacion

| Inmovilizacion del elemento de reconocimiento biologico |

I

i

Deteccion
Figura 1. Diagrama general del proceso de desarrollo de los
biosensores.

Resultados esperados. Se espera desarrollar un biosensor optico
con una alta sensibilidad y especifico para la deteccion de A.
baumannii para el andlisis de superficies en hospitales y clinicas. Asi
mismo, los avances obtenidos se presentaran en congresos, y
finalmente se publicara al menos un articulo sobre el desarrollo de
este biosensor en una revista cientifica indexada.
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Introduccion. La resistencia a antibioticos es una problematica de
salud a nivel mundial, entre las principales bacterias asociadas se
encuentra P. aeruginosa la cual presenta cepas con panresistencia,
debido a lagran cantidad de mecanismos de resistencia a antibicticos
que posee. Se ha reportado que provoca el 10% de infecciones
adquiridas a nivel mundial en hospitales, provocando fuertes
infecciones que desencadenan en sepsis y bacteriemias (1). El
extracto de café tiene una gran cantidad de compuestos fitoquimicos
con un alto potencial antioxidante y antimicrobiano, que lo hacen una
alternativa de aplicacion en diferentes areas (2). El uso de
nanoparticulas metalicas y biopoliméricas se ha extendido a
diferentes areas, debido a sus propiedades, entre ellas destacan ser
un buen vehiculo de sustancias medcamentosas (3). Por tal motivo
el objetivo de este trabajo es sintetizar nanoparticulas de oro y de
quitosano con extracto de café para inhibir el crecimiento de P.
aeruginosa.

Metodologia. Se realizd la extraccion de café, se liofilizd y se
realizaron pruebas fitoquimicas, pruebas antioxidantes, FTIR y
HPLC. Los nanoencapsulados de quitosano se sintetizaron por el
método de gelacion ionica usando dos pesos moleculares (bajo y
medio). Las nanoparticulas de oro se biosintetizaran por el método
de reduccion quimica, posteriormente se realizara la caracterizacion
de ambos tipos de nanoparticulas. Las pruebas de inhibicion se
realizaran por método de sensidiscos, turbidimetria y MIC.
Resultados y discusion. Se elaboraron extractos a 10°Bx con un
pH de 4.5, se realizaron 12 pruebas fitoquimicas que indicaron la alta
presencia de: esteroides, quinonas, flavonas, alcaloides, fenoles,
insaturaciones, cumarinas, antocianinas, flavonoides y lactonas. En
las pruebas antioxidantes realizadas se observé un alto contenido de
fenoles totales, un alto contenido de flavonoides totales, la prueba
FRAP revelo una alta capacidad antioxidante del extracto incluso
diluido, en la prueba de DPPH el porcentaje de inhibicion de
oxidacion fue de 57.23% concluyendo en una alta capacidad
antioxidante. El cromatograma obtenido en HPLC mostro la
presencia de cafeina en 260nm (10.15 mg/mL), acidos clorogénicos
(30.56 mg/mL) y acido cafeico (6.11 mg/mL) en 330nm. Estos
resultados se corroboraron con el espectro FTIR donde se observa
la presencia de bandas de absorcion asociadas a estos compuestos.
Una vez obtenidos los nanoencapsulados de quitosano PB (peso
bajo) Y PA (peso medio) a diferentes concentraciones del extracto,
se obtuvo el porcentaje de encapsulacion (%EEIy %EEC), donde se
observa una tendencia creciente ademas de la presencia en FTIR del
pico 1218 cm* que es un enlace entrecruzante entre el TPPy el CHI,
es decir la formacion de nanoencapsulados. Ademas, se ha
observado que segun el peso del quitosano utilizado también varia el
%EEC y & %EEI.
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Figura 1. Grafica del %EEC de PA (peso medio) y PB (peso bajo).

Conclusiones y perspectivas. El extracto de café tiene una gran
cantidad de compuestos bioactivos, entre ellos los &cidos
clorogénicos, los cuales tienen una gran capacidad antioxidante y
antimicrobiana. Los nanoencapsulados parecen tener una tendencia
creciente segln aumenta la concentracion de extracto aplicado
durante la sintesis. Se elegiran los porcentajes de encapsulacion mas
altos para las pruebas de inhibicion. Como perspectiva futura se
recomienda seguir con la caracterizacion de los nanoencapsulados y
la sintesis de las nanoparticulas de oro para poder encontrar la mejor
opcion para la inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa.
Agradecimientos. Se agradece al apoyo brindado por la institucion
del CONAHCYT y la institucion del CIBA-IPN.
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Introduccion. La enfermedad de higado graso no alcoholico
(EHGNA) afecta entre el 20-30% de la poblacién mundial y se
caracteriza por la acumulacion excesiva de lipidos en el citoplasma
de los hepatocitos. Se ha mencionado que las enzimas citocromo
P450 (CYP450) participan en el desarrollo de esteohepatitis no
alcohdlica y el estrés del RE (1). La acumulacion hepatica de lipidos,
conduce al desarrollo de estrés del reticulo endoplasmico (RE) y en
consecuencia se activa la respuesta a proteinas desplegadas (UPR)
(2). Existe evidencia sobre una desregulacion de los miRNAs
implicada en la aparicion y el desarrollo de EHGNA (3). Se ha
observado que algunos polifenoles tienen la capacidad de inhibir la
actividad de las enzimas citocromo, modular la activacion de la via
UPR'y la expresion de microRNAs, contribuyendo en la modulacion
de proteinas clave (1). Por lo tanto el objetivo de este trabajo es
determinar si los polifenoles como la quercetina podrian reducir la
esteatosis hepatica asi como el estrés del reticulo endoplasmico,
mediante la inhibicion del CYP450 y la regulacion de la expresion de
microRNAs implicados en la activacion de estas vias, esto en un
modelo murino de higado graso no alcoholico inducido por la dieta.
Metodologia. Utilizamos bases de datos y herramientas web
(www.mirnet.ca, https://rgd.mcw.edu/, www.mainter.org) para
encontrar microRNAs asociados a la EHGNA, la via UPR y CYP450.
Se utiliz6 mimet para construir una red de interaccion entre los
microRNAs y sus genes blanco. Para el estudio in vivo se utilizaron
36 ratas wistar divididas en 4 grupos experimentales. 1: Dieta
estandar durante todo el experimento (SD-sn) sin ningun tratamiento;
2: Dieta alta en grasas (HF) sin ningun tratamiento (HF), 3: Dieta HF
y pioglitazona 30 mg/Kg (HF+P), 4: Dieta HF y quercetina 100 mg/Kg
(HF+Q). Todos los tratamientos se administraron diariamente durante
15 semanas.

Resultados y discusion. A partir del analisis bioinformatico se
encontraron microRNAs asociados al estrés del reticulo
endoplasmico y citocromos (miR-26, miR-25, miR-27, miR-128, miR-
132, miR-182) (Figura 1). Algunos de estos mirnas pueden mejorar
el estado metabdlico de las células hepaticas al regular vias y
moléculas redox clave, afectando asi la progresion de NAFLD. Como
miR-26 su expresion es inducida por el estrés del RE y puede atenuar
esta condicion al modular a elF2a. Mientras miR-27 inhibe la
expresion de Nrf2, lo que conduce a una mayor produccion de ROS
y acumulacion de lipidos.

El modelo in vivo mostré para la semana 12 una clara diferencia del
peso corporal entre los grupos tratados con dieta alta en grasas en
comparacion con el control sano el cual recibié una dieta estandar
(Figura 2). Hasta ahora no se ha observado una diferencia
significativa del peso corporal en los grupos alimentados con HF, sin
embargo podrian observarse diferencias en los resultados del
analisis bioquimico asi como histoldgico. En otros estudios donde se
ha evaluado el efecto de quercetina en modelos murinos con EHGNA

inducidos por HF, se observo una disminucion de la esteatosis, de la
resistencia a la insulina, inflamacién y aminotransferasas, asi como
una mejoria en la histologia del tejido hepatico.

Figura 1. Diagrama de interaccion de miARN y su regulacion de
genes blanco, generado mediante la plataforma online miRNet. En
rosa se observan genes relacionados con la via UPR, en amarillo
los genes de citocromos y en azul los microRNAs.

Conclusiones y perspectivas.

A partir de los analisis bioinformaticos se encontraron microRNAs
posiblemente asociados al estrés del reticulo endoplasmico y
citocromos, sin embargo, solamente 2 de estos ya han sido
asociados al estrés del reticulo endoplasmico en la EHGNA (miR-26
y miR-27), por lo tanto se propone evaluar los restantes en el contexto
de esta enfermedad.

Hasta ahora se concluyd el desarrollo del modelo in vivo y se
pretende continuar con el analisis del perfil hepatico de ratas con
EHGNA, asi como evaluar el efecto de la quercetina sobre la
esteatosis en el tejido hepatico de las ratas y posteriormente
determinar la modulacion de microRNAs y RNAm asociados al
CYP450 y la via del estrés del reticulo endoplasmico.
Agradecimientos. Agradecemos al Consejo Nacional de
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Introduccion. El cancer de mama es una enfermedad relevante
debido a su incidencia y mortalidad (1). Los tratamientos existentes
pueden generar efectos adversos y una alternativa es el uso de
metabolitos secundarios como el MS3, caracterizado a partir de la
subfraccion 2.1 del AE de D. bicolor que potencialmente tiene efecto
anticancerigeno. Sumado a lo anterior una manera para continuar
estudiando el efecto del MS3 es mediante el uso de la nanomedicina
(2), ya que nos permite asociar moléculas a hanoparticulas de silice
mesoporosas funcionalizadas con é&cido folico (MSN-FA) con la
finalidad de dirigirlas selectivamente a células tumorales de mama
(3). Por lo tanto, fue el objetivo evaluar el efecto del MS3 asociado a
MSN-FA en modelos de cancer de mama in silico e in vitro.
Metodologia. Con distintos softwares se determin6 el potencial
efecto  anticancerigeno,  expresion  génica,  parametros
farmacologicos, blancos e interacciones moleculares del MS3. Por
otro lado, se realizo la sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas
de silice mesoporosas funcionalizadas con &cido folico para dirigirlas
selectivamente hacia células de cancer de mama. Ademéas de
manera inicial se evalu el efecto citotoxico inducido por el MS3 sobre
las células MDA-MB-231.

Resultados y discusion. Mediante el analisis computacional del
MS3 se encontr6 que potencialmente presenta un efecto
anticancerigeno, ademas de que su ICso tedrica en las células de
cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 es de 3.278 uM y 3.542 uM,
respectivamente. Por otro lado, se encontré que la exposicion tedrica
del MS3 a las células tumorales podria desregular la expresion de 44
genes que estarian implicados en la sintesis de purinas,
remodelacion de cromatina, transporte de biomoléculas entre el
nucleo-citoplasma, asi como el ensamblaje de ribosomas. Los cuales
son actividades importantes en el crecimiento tumoral. Lo anterior
concuerda con lo reportado referente a que los sesquiterpenos son
capaces de alterar el ciclo y division celular. Ademas, los blancos
farmacologicos obtenidos pueden estar participando en la regulacion
de transduccion de sefiales, procesos metabolicos, ciclo celular, e
induccion de la apoptosis (figura 1). Se predijeron algunas
caracteristicas de toxicidad inducida por el MS3, encontrando que
potencialmente no es hepatotoxico, nefrotoxico, ni carcinogénico, por
lo que podria ser una molécula segura para su administracion en un
modelo in vivo. La sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosas
(MSN) se realizd mediante el método de Stdber, lo cual permitio la
obtencion de MSN de un tamafio aproximado de 100 nm que fueron
analizadas mediante SEM y TEM, ademas un tamafio de poro de
3.27 nm, area de 980 m2/g, obteniendo una isoterma de tipo IV, lo
cual hace referencia a materiales mesoporosos. Mediante la técnica
difraccion de rayos X se encontro que este tipo de MSN tiene una
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estructura amorfa, lo cual es adecuado ya que se ha descrito que
esta conformacion estructural le confiere propiedades sobre la
liberacion selectiva de moléculas v la degradabilidad.
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Figura 1. Prediccion de mecanismos moleculares alterados tras la
exposicion tedrica del MS3.

Mediante la FTIR se caracterizo que cada uno de los compuestos que
integran a las MSN-AF acopladas al MS3. Finalmente, dentro de la
caracterizacion se encontré que el porcentaje de liberacion del MS3
de las MSN hasta las 72 h fue del 32%. Por otro lado, en cuanto a la
evaluacion biologica se determin6 el efecto citotoxico inducido por el
MS3 en las células de cancer de mama MDA-MB-231, encontrando
que este tiene un efecto anticancerigeno.
Conclusiones y perspectivas. El MS3 potencialmente posee un
efecto anticancerigeno que puede inducir distintos mecanismos que
activan la apoptosis. Las nanoparticulas de silice mesoporosas al
cual se acopla el MS3 tienen un tamafio adecuado y presentan
caracteristicas conforme a lo esperado. EI MS3 es capaz de inducir
un efecto citotoxico en la linea celular MDA-MB-231 de cancer de
mama. Lo que continuara sera la evaluacion del MS3 acoplado a
MSN-FA en un modelo murino bioluminiscente de cancer de mama.
Agradecimientos. Durante el desarrollo de este proyecto se ha
contado con la beca de Doctorado del CONAHCyT, con niimero de
registro de becario; 968589. Ademas, de la Beca BEIFI del IPN.
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Introduccion. La oncocercosis, una enfermedad debilitante causada
por Onchocerca volvulus y transmitida por moscas negras del género
Simulium, es una importante enfermedad de salud publica global,
afectando a millones de personas y generando importantes
repercusiones socioeconémicas. Aunque se ha logrado eliminar la
transmision del parasito en 4 paises de América Latina (México,
Guatemala, Colombia y Ecuador), persiste un posible
recrudecimiento de la transmision, vinculado a movimientos sociales,
migratorios 6 cambios climaticos globales. La medicion de las tasas
de infeccion-infectividad en los vectores mediante PCR 0-150 se
considera clave para detectar niveles de transmision cuando esta a
nivel muy bajo (0.05%). Ademas, la evaluacion de la exposicion a O.
volvulus medida a través de anticuerpos contra el antigeno Ov-16
también es Util porque nos indica transmision. En este contexto, los
ensayos serologicos en menores de 15 afios de edad es una
poblacion centinela para verificar el estado de la situacion
epidemiologica. El trabajo de Guevara et al. (1) en Ecuador ha
demostrado la utilidad de este enfoque, confirmando la ausencia de
transmision en comunidades hiperendémicas durante al menos 9
afos. Este método de vigilancia epidemioldgica es recomendado por
la OMS y lineamientos de investigacion de la comunidad cientifica
internacional.

Planteamiento del problema. La oncocercosis, causada por el
parasito Onchocerca volvulus, es un desafio de la salud plblica en
Africa, América y el Mediterraneo Oriental, afectando a millones de
personas y poniendo en riesgo a mas. A pesar de las estrategias de
control y eliminacion con tratamientos anti-parasitarios (i.e.
Ivermectina) masivos, persisten interrogantes sobre si una vez
suspendido el tratamiento, por muchos afios (>10), la transmisién
sigue eliminada. En México, focos histéricos como Chiapas y Oaxaca
son un area de oportunidad ya que se ha comprobado la eliminacién
de la enfermedad; sin embargo, subyace la necesidad de vigilancia
pos verificacion de eliminacion del flagelo de enfermedad.
Justificacion. El objetivo de este proyecto es realizar una vigilancia
pos-verificacion de la eliminacion de la oncocercosis en México,
destacando la importancia de monitorear la transmision parasitaria,
de manera indirecta, a través de tasa de seroprevalencia (exposicion
al parasito) de anticuerpos anti-O. volvulus en menores de 15 afios.
Igualmente, se evaluara el componente entomoldgico de transmision
directa. Los resultados se publicaran en revistas cientificas y se
participarad en conferencias y foros de discusion; serviran como
justificacion sélida para informar sobre la politica de eliminacion de la
enfermedad seguida en México. Ademas, beneficiaran directamente
a programas de salud, investigadores y comunidades afectadas,
proporcionando una base cientifica robusta para mejorar la atencién
y promover el bienestar de estas poblaciones vulnerables
(campesinos indigenas y mestizos) de Oaxaca y Chiapas en México.
Objetivo general. Realizar un estudio epidemiologico post
verificacion de la eliminacion de la transmision de la oncocercosis en

los focos histéricamente endémicos (eliminados) de México mediante
estudios entomoldgicos y seroldgicos.

Objetivos particulares. 1. Evaluar la transmision parasitaria del
vector primario Simulium ochraceum s.1. en dos focos histéricamente
endémicos (eliminados) de oncocercosis en México. 2. Determinar la
seroprevalencia de anticuerpos OV-16 en menores de 15 afios que
residen en areas historicamente endémicas de oncocercosis. 3.
Contrastar los hallazgos epidemiolégicos con los indicadores
establecidos por la OMS y la comunidad cientifica internacional.
Estrategia metodolégica. Los métodos son como lo indica la OMS,
el Programa para la Eliminacion de la Oncocercosis en las Américas
(OEPA) y la comunidad cientifica internacional, considerando los dos
componentes epidemiologicos: entomologia y serologia en menores
de 15 afios de edad. Se llevara a cabo recolecta de moscas S.
ochraceum s.l. y se procesaran mediante la técnica de tamizaje de
pools O150-PCR, recolectando un minimo de 6,000 moscas por
comunidad en comunidades centinela y extra-centinela histéricas
durante el periodo de pico de transmision. El tamafio del pool sera de
200 moscas/pool. Los productos de PCR seran detectados mediante
una prueba acoplada a ELISA. Como alterativa, se podra usar la
técnica de PCR tiempo real. Ademas, se realizara una encuesta
serologica, examinando 3,000 niflos menores de 15 afios para
detectar anticuerpos 1gG4 contra el antigeno recombinante Ov-16 por
ELISA. Se considerara que una prevalencia de anticuerpos contra
Ov-16 <0.1% significa que la transmision sigue eliminada, conforme
lineamientos de la OMS. Igualmente, se considerara que una tasa de
infectividad <0.05%, indica un nivel de transmision indetectable.
Ambas tasas son el limite de confianza superior de un intervalo de
confianza estadistico al 95% segin OMS.

e > T2 s . > @ e e

Figura 1. Uso de papel filtro TropMed (OMS) para tomas de muestra
de sangre seca en menores de 15 afios .

Resultados esperados. Implementacion y evaluacion de un
programa de vigilancia post-verificacion epidemiologica de la
eliminacion de la oncocercosis en dos focos historicos de la
enfermedad de México.
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DESARROLLO DE BIOSENSORES TATUADOS PARA EL MONITOREO DE DIABETES MELLITUS TIPO 2 EN UN
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Introduccion. En México, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ocupa el
octavo lugar a nivel mundial en prevalencia (1). Para su monitoreo
continuo se requiere de procedimientos invasivos frecuentes como la
extraccion sanguinea por puncion. Los biosensores tatuados ofrecen
una alternativa para la medicion de glucosa en tiempo real. Podrian
ser usados para monitorear a personas con DM2 y aquellos que
buscan prevenir el desarrollo de esta enfermedad (2-4).
Metodologia: En este estudio, se llevo a cabo el desarrollo in vitro
de un biosensor tatuable para la deteccion de glucosa, utilizando una
combinacion de azul de timol, fenolftaleina, rojo de metilo, azul de
bromofenol, glucosa oxidasa, y diferentes concentraciones de
glucosa: 0 mg/dL, 54 mg/dL,108 mg/dL y 180 mg/dL. Adicionalmente,
el biosensor se tatué en cortes de piel de cerdo, los cuales fueron
sumergidos en solucion de glucosa a las mismas concentraciones
probadas in vitro.

Resultados y discusion. In vitro, el biosensor permite identificar la
concentracion de glucosa segun el cambio de color observado (Fig.

1).

A B C D E F G H I J K L

o w w * N M c D
Azulbromofenol ¥ = 5 3 3 ¥ x 5 2 3 & =
200000000006 @ O
"90000000000¢ \ )
200000000000 | 2
90000000 000¢ ( ('/
g 70000000000¢ K «
vysoeeeeceeee ( @
9"@'-9'Q'c;9"e'9'9‘0‘@‘¢ -
@'9'e

“Tneee e oeeee’ ‘C‘ @

Azul bromofenol

Figura 1. Estandarizacion de tinta biosensor de glucosa en solucién
con distintas concentraciones de azul timol y azul bromofenol.

A continuacion, se probo la tatuabilidad de las soluciones candidatas:
A, B, C, Dy E en cortes ex vivo de piel de porcino con un area de 1
cm?y se evalud su capacidad de detectar diferentes concentraciones
de glucosa observando cambios de color en el tatuaje (Fig. 2).

Conclusiones y perspectivas. |n vitro y ex vivo, el cambio de color
del biosensor permite detectar diferentes concentraciones de glucosa
en solucion. Se requiere continuar evaluando la capacidad sensora
de glucosa de este biosensor tatuado en términos de estabilidad, y
sensibilidad a largo plazo in vivo. En este sentido, el biosensor
tatuado se probara en un modelo de raton de diabetes inducida por
dieta hipercalérica. Los ratones seran tatuados con el biosensor en
la cola, se monitoreara el peso, la glucemia capilar y se capturaran
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imagenes de los tatuajes para correlacionar los valores colorimétricos
con los cambios en la concentracion de glucosa determinada por
puncion.

Glucosa

I
0 mgldL

108 mg/dL

180 mgidL

Figura 2. Evaluacion de tatuabilidad de la tinta biosensor de
glucosa.
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Introduccion. La obesidad es una enfermedad cronica, de origen
multifactorial, que se caracteriza por generar una acumulacion
anormal o excesiva de grasa, que puede tener repercusiones
importantes en la salud de quien la padece (1). México se ubica entre
los primeros lugares de obesidad infantil, con una tasa del 34.4% en
nifios de 5 a 11 afios (2). La microbiota intestinal, es la méas grande y
compleja del cuerpo humano, esta mantiene un comportamiento de
simbiosis y mutualismo con el humano y es esencial para mantener
la salud y el funcionamiento adecuado de los demas aparatos y
sistemas (3); sin embargo, la alteracion (disbiosis) en la composicion
de esta microbiota, puede relacionarse con enfermedades como
diabetes, cancer, o enfermedades autoinmunes a corto, mediano y/o
largo plazo (2), que estan llevando a emplear técnicas de biologia
molecular para su estudio y asociacion a ellas (3). Particularmente,
la region 16S rRNA, ha sido usada en los Ultimos afios para
caracterizar, identificar y clasificar la microbiota bacteriana de una
muestra, desde el filo, hasta su especie (4). Las comunidades
indigenas aisladas, se han utilizado como modelos para este tipo de
investigaciones, ya que su estilo de vida contrasta completamente
con el estilo occidentalizado que prevalece en las comunidades
urbanas (3).

Planteamiento del problema. En los ultimos afios, se ha presentado
un incremento de sobrepeso y obesidad infantil debido a diferentes
factores, tales como el estilo de vida y tipo de dieta; la microbiota
intestinal normal y anormal, ha sido poco estudiada en infantes de
entre 5y 11 afios. La obesidad y otras comorbilidades, podrian ser
consecuencia de su desbalance.

Justificacion. La obesidad es una enfermedad cronica, de origen
multifactorial, que afecta a todos los géneros y grupos de edad a nivel
mundial; la cual se ha convertido en un importante problema de salud
publica, dada su asociacion con diferentes enfermedades y altos
costos de atencion médica.

En los Ultimos afios, diferentes autores han asociado la obesidad
presente en adultos, con alteraciones en la microbiota intestinal. En
nifios no se ha evaluado con exactitud y no existen estudios que
comparen poblaciones indigenas y urbanas durante la nifiez, etapa
clave para el manejo correcto y oportuno de esta y ofras
enfermedades.

Bajo este contexto, es importante comprender como se comporta la
microbiota intestinal en la poblacion infantil con obesidad y su
predisposicion con el desarrollo de diferentes comorbilidades en el
futuro. Por tanto, la identificacion de biomarcadores metagendmicos
asociados al desarrollo de esta enfermedad, enriquecera sus bases
moleculares y ayudara a establecer un adecuado manejo terapéutico
en la poblacion infantil.

Objetivo general. Analizar la composicion de la microbiota intestinal
en niflos con obesidad de comunidad indigena vs urbana y
determinar su predisposicion al desarrollo de enfermedades.

Objetivos particulares.

1) Obtener y analizar las caracteristicas clinico-demogréficas y
antropométricas de nifios obesos de 5-11 afios, de comunidad
indigena y urbana.

2) |dentificar y caracterizar la composicion bacteriana presente en su
microbiota intestinal.

3) Evaluar la estructura y diversidad bacteriana que forma parte de
su microbiota intestinal.

4) |dentificar las enfermedades que pudieran presentar en el futuro.
5) Realizar el analisis estadistico para comparar los diferentes grupos
de poblacion.

Estrategia metodologica. Se realizara un analisis antropométrico e
historia clinica de nifios con y sin obesidad de una comunidad
indigena y urbana. Se recolectaran muestras de heces de las que se
extraera ADN utilizando un método de precipitacion con sales. Para
la evaluacion metagenomica se analizara la region hipervariable 5’
V2-V3y 3 V3-V4 del gen 16S rRNA, en el equipo MiSeq de lllumina.
El andlisis de estructura y diversidad de las comunidades bacterianas
se analizard mediante el indice de Shannon y Simpson. Para el
analisis de las caracteristicas clinico-demograficas se utilizara
estadistica descriptiva (media y frecuencia expresada en
porcentajes) y se empleara Chi-cuadrada para la comparacion entre
grupos mediante el software SPSS v.23 (SPSS Inc., Chicago, IL),
considerando una P <0.05 como significativa.

Resultados esperados. La obesidad en nifios de entre 5-11 afios,
de comunidad indigena y urbana, podria ser explicada por una
disbiosis en la microbiota intestinal. La comparacion de los datos
obtenidos en este estudio y los previamente reportados, podria
establecer la predisposicion al desarrollo comorbilidades en las
diferentes etapas de la vida, lo cual no ha sido reportado.
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