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El instituto de biotecnologia

Presentacion

En este informe, se presenta un compendio de los productos y avances acontecidos en el afio 2012 en el
Instituto de Biotecnologia (IBt) de la UNAM. Los logros y la produccion alcanzados en el Instituto son el
resultado de la suma de los esfuerzos del personal académico y estudiantes que en él laboran, asi como
del apoyo de su personal administrativo. Son también evidencia de la madurez académica y del ambiente
cordial que se vive en esta comunidad, la tranquilidad con la que se llevé a cabo el proceso de eleccion
de director que culminé en Marzo de 2009 con la reeleccion del Dr. Carlos Arias por un segundo periodo
de 4 afos.

El Instituto de Biotecnologia como la UNAM en su conjunto experimenta dificultades en la renovacién y
crecimiento en términos de su planta académica, lo que demanda ajustes al modelo de desarrollo con
crecimiento acelerado experimentado en las dos primeras décadas de vida. Esto llevo a la comunidad a
una amplia discusién coordinada por el Consejo Interno que culmind en ajustes en la organizacion
académica para permitir la promocion de nuevos lideres académicos. Durante el 2012, la distribucion de
académicos fue de 100 investigadores y 88 técnicos académicos. De entre los Investigadores 10 ocupan la
categoria de asociado C, 29 la de investigador titular A, 32 la de investigador titular B, 29 la de
investigador titular C y dos investigadores eméritos de la UNAM. De entre los técnicos académicos se
tiene un técnico ocupando plaza de asociado B, 12 técnicos con plaza de asociado C, 25 técnicos con
plaza de titular A, 29 con plaza de técnico titular B y 18 con la de técnico titular C; en este sector hubo
cuatro promociones durante el afio. De los investigadores, uno es emérito en el Sistema Nacional de
Investigadores (SNI), 31 contaron con el nivel 111, 29 con el nivel Il, 54 con el nivel I (20 de los cuales
son Técnicos Académicos) y 10 candidatos (8 son Técnicos Académicos). En la convocatoria del 2012
todos los académicos evaluados mantuvieron su nivel, constatdndose nueve ingresos casi todos de
Técnicos Académicos o de estudiantes de postdoctorado. En el 2012 existian 14 investigadores
contratados en calidad de postdoctorado financiados por el programa de becas posdoctorales de la
Direccion General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA/UNAM). En el periodo, el IBt contraté a dos
Investigadores asociado C, 1 plaza asignada a la Unidad Universitaria de Apoyo Bioinformatico y la otra al
Dpto. de Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular.

En el proceso de evaluacién interna de productividad para asignar los estimulos del Programa de Primas al
Desempefio del Personal Académico (PRIDE), es un buen parametro para medir la productividad en el
Instituto. En este sentido, destaca numero de promociones al nivel C (3 académicos) y al maximo nivel
(siete académicos). Asi, 71 académicos cuentan con nivel D, 99 con nivel C y 24 con nivel B. Solo dos
Académicos ocupan el nivel A.

El esfuerzo académico del IBt ha tenido como guia y meta la mision que propicio su creacion: el desarrollo
de la biotecnologia moderna en la UNAM, sustentada en investigacion de excelencia académica y de
frontera asi como en la formacién de recursos humanos especializados para cumplir con sus objetivos.

Es importante resaltar que el esfuerzo del Instituto en el ambito de la investigacién se centra
mayoritariamente en el estudio, la caracterizacion, la funcién, la sobreproduccién, el manejo y la
utilizacion de proteinas y &cidos nucléicos, y para ello se trabaja en varias disciplinas y con diferentes
modelos bioldgicos. Para lo anterior, se conjunta en medio de la diversidad una adecuada masa critica de
investigadores.

Aun cuando el IBt es una dependencia universitaria relativamente joven -en 2012 se cumplirdn 30 afios
de su creacién- cuenta con grupos de investigacion plenamente consolidados que han logrado hacer




contribuciones significativas tanto en investigacion basica como en investigacién aplicada y desarrollo
tecnologico, participando de manera activa en la formacion de recursos humanos.

Como indicadores primordiales del Instituto, se puede mencionar que en 2012 se generaron 166
publicaciones en revistas de arbitraje internacional indizadas, 24 capitulos en libros (seis de ellos
nacionales), dos libros, 1 nacional y el otro internacional. Dentro de los articulos no indizados destacan
ocho en revistas mexicanas. Asi, en este afio, el promedio de articulos por investigador subié a 1.48 en el
2012 y 1.22 en el dltimo trienio. Actualmente se realizan esfuerzos en el proceso de evaluacion interna
para prescindir del factor de impacto como un indice de calidad de los articulos publicados. Sin embargo,
es de destacar que que el factor de impacto del Instituto en el Gltimo analisis realizado por la CIC fue de
73, el mas alto en el Subsistema. También es significativo de la calidad del trabajo publicado en el IBt, el
hecho de que alrededor del 80% de las publicaciones en el ultimo quinquenio se ubican entre los dos
primeros cuartiles de su categoria de acuerdo con la clasificacion de revistas por area del Journal Citation
Reports. Adicionalmente, se debe resaltar que el Dr. Rafael Vazquez Duhalt recibié en el 2011, y el Dr.
Alfredo Martinez Jiménez, en el 2012, recibieron el Premio Scopus al investigador mexicano mas citado en
el area de Ciencias Agropecuarias y Biotecnologia. En lo que a productividad tecnolédgica se refiere, el
evento tecnolégico mas importante ha sido el lanzamiento del producto Fungifree AB a nivel comercial.
Se trata de un biofungicida desarrollado por el Instituto de Biotecnologia de la UNAM vy el CIAD-Culiacén
a través de una compania creada por investigadores (Spin Off) y comercializada por una empresa del
agro. A los investigadores del Instituto se les han concedido hasta la fecha 63 patentes y la entidad
cuenta con mas de un centenar de solicitudes pendientes mas en México, en Estados Unidos y en otros
paises de Europa y Euroasia a través del Tratado de Cooperacién en Patentes. En 2012 se concedieron al
IBt tres patentes, mientras que se solicitaron cinco patentes internacionales y dos nacionales.

Antecedentes

Con el descubrimiento de la estructura del material genético en 1953, se inicia el nacimiento de la biologia
molecular y con ello una etapa en la historia de la biologia. Desde ese momento se empieza a acumular
una serie de conocimientos que han permitido alcanzar una imagen mas clara, mas molecular del
funcionamiento de la célula viva, en especial de la estructura de su material genético.

Los afios setenta marcan otra etapa importante: el inicio de la manipulaciéon enzimatica del material
genético de los seres vivos y, consecuentemente, la aparicion de la ingenieria genética molecular. Hoy en
dia, las técnicas de ADN recombinante estan plenamente consolidadas y constituyen la piedra angular de
la metodologia experimental contemporanea en biologia.

Las nuevas posibilidades de analisis tienen una importancia fundamental dentro de la investigacion basica,
ya que algunas de las interrogantes mas importantes que se han formulado los bidlogos por mas de un
siglo estan intimamente relacionadas con la organizacién y expresion del material genético en células de
plantas y animales, por ejemplo: ¢como se duplica el ADN y cémo se transmite a generaciones celulares
posteriores?; ¢cuales son las sefiales de regulacion del ADN y qué tipo de moléculas interaccionan con él?;
¢cudl es la naturaleza de los programas genéticos que permiten la diferenciaciéon celular?; ;cémo ha
cambiado la estructura de los genes y los cromosomas durante la evolucion? De estos y otros aspectos de
muchos fendmenos basicos en biologia hemos sido profundamente ignorantes, por la complejidad de los
cromosomas de animales superiores y de plantas.

Sin embargo, esta bien claro, por el cimulo de conocimientos aparecidos en estos Ultimos afios, que sera
mediante el uso de técnicas de ingenieria genética como continuard el avance sin precedente en la
respuesta a algunas de estas preguntas, lo cual permitira tener una imagen mas nitida de la célula
normal.




Esto a su vez posibilita nuevas opciones para analizar el comportamiento de células anormales o
cancerosas y establecer asi estrategias racionales para la posible curacion de ciertas enfermedades. Sin
embargo, no acaba aqui el potencial de la ingenieria genética, ya que con el manejo del material genético
de los seres vivos nace también una nueva tecnologia: la biotecnologia moderna. Consideramos que esta
tecnologia es nueva porque hasta ahora el aprovechamiento de los sistemas biologicos era empirico con
escaso conocimiento cientifico y sin una idea clara del efecto de numerosas variables: hoy nos
encontramos con una nueva perspectiva, ya que no solo se podra seleccionar una célula, un
microorganismo o un sistema biolégico de entre los existentes para llevar a cabo un determinado proceso,
sino que estos podran ser modificados genéticamente o incluso redisefiados, atendiendo a la posibilidad
real de manejar su informacién genética y de conferirles propiedades de otros organismos a través del
intercambio genético.

El manejo del material genético ha permitido la obtencion de células especializadas en la fabricacion de
productos antes imposibles de obtener de manera natural. En efecto, hasta hace poco tiempo era dificil
imaginar que una célula microbiana pudiera por ejemplo, fabricar una proteina de origen humano como la
insulina o el interferén: hoy en dia existen en la naturaleza muchos productos que se podran obtener
gracias a la recombinacion in vitro del material genético de diferentes organismos.

Las posibilidades son tales que el horizonte s6lo esta limitado por la imaginacién y por la responsabilidad
ética. Por otro lado, las técnicas modernas de la biologia molecular estan permitiendo hoy en dia la
manipulacion fina del material genético en organismos superiores. A través de ello, ha sido ya posible
obtener organismos superiores transgénicos, que permiten la produccidén de moléculas biolégicas de gran
interés, o que presentan propiedades novedosas.

Finalmente, la posibilidad de la terapia génica en seres humanos es ya una realidad a través de la
transformacion genética de células somaticas humanas, que han sido reimplantadas en pacientes para
mejorar o corregir problematicas clinicas, derivadas de deficiencias genéticas.

Como consecuencia de todo lo anterior, surge una nueva disciplina conocida como Ciencia Gendémica que
permite la caracterizacién global y simultanea de la expresion y funciéon de todos los genes (el genoma)
de un organismo. En el caso del genoma humano, esta disciplina ofrece nuevas oportunidades para
descubrir cada vez con mayor facilidad los genes asociados a enfermedades monogénicas, asi como las
complejas bases de los desérdenes multigénicos. En particular en el area de la salud la conclusion del
Proyecto del Genoma Humano permite prever para los préximos afios avances muy rapidos en la
identificacion y manipulacion de genes asociados a distintas enfermedades genéticas, asi como en el
desarrollo de farmacos nuevos mas eficaces, personalizados y, por ende, con menos efectos secundarios.
Sin lugar a dudas, la biotecnologia jugard cada vez un papel mas relevante en el aprovechamiento del
conocimiento generado por esta nueva disciplina. Por todo lo anterior, existe la conciencia de que el
hombre vive una nueva etapa en la historia de la ciencia y la tecnologia: el nacimiento de la biotecnologia
moderna. Es clara la evidencia de que gran parte de la tecnologia del futuro tendrd que ser la que utilice
sistemas vivos, es decir, tendra que ser tecnologia biolégica. La razén es sencilla: una parte importante de
los problemas del hombre son susceptibles de tratamiento o manejo con tecnologias biolégicas: el hambre
y la enfermedad, la recuperacion de ecosistemas contaminados y el desarrollo de industria sustentable
basada en la utilizacion respetuosa e inteligente de la biodiversidad. En tiempos recientes se ha
intensificado la natural controversia que surge naturalmente respecto a las implicaciones éticas y
econdmicas, asi como a los posibles riesgos inherentes al uso de las nuevas tecnologias bioldgicas. En el
Instituto de Biotecnologia tenemos una clara conciencia de nuestra responsabilidad para difundir de
manera veraz y clara los elementos objetivos necesarios para que la sociedad cuente con informacion
adecuada para la toma de decisiones. Tenemos la conviccion de que el uso responsable de estas
tecnologias es perfectamente factible, siempre y cuando se eviten aquellas acciones que conllevan
riesgos, pero aprovechando su extraordinario potencial como herramienta para el desarrollo tecnoldégico.

La biotecnologia moderna, entendida como una actividad multidisciplinaria apoyada en el conocimiento de
frontera generado en las disciplinas que la soportan, es la alternativa para lograr estos objetivos. En el 1Bt
tenemos la conviccién de que la Unica posibilidad verdadera para que la nacién se inserte en el progreso,
que indudablemente propiciaran las biotecnologias, radica en contar con recursos humanos propios de
alto nivel, y la infraestructura que permita su desarrollo. En esta tarea estamos empefiados.




Localizacion e instalaciones

Las instalaciones del Instituto de Biotecnologia estan localizadas en la ciudad de Cuernavaca, Mor., a unos
65 km de la ciudad de México, en un terreno de 25,000 m2 que la Universidad Auténoma del Estado de
Morelos (UAEM) cedié en comodato a la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). Su
localizacion en Cuernavaca ha coadyuvado a la formacién de un polo de desarrollo cientifico importante y
permitira una interaccién planificada con otras dependencias de la UNAM que se localizan en lo que hoy
se denomina el Campus Morelos de la UNAM. Asimismo, el Instituto contribuye a una desconcentracién
efectiva de la investigacion y educacion superior mediante la localizacién de grupos sélidos, con amplio
futuro académico, en otras entidades federativas fuera del Distrito Federal.

El Instituto de Biotecnologia cuenta, hoy dia con una planta fisica aproximadamente de 8000 m2 en
laboratorios y un equipamiento de uso com(n con valor superior a 10 millones de délares: aunado a esto,
cada grupo de investigacion cuenta con equipos obtenidos mediante donativos otorgados al grupo, y que
constituyen un recurso de magnitud semejante en su mayoria disponible para el resto de la comunidad.

Lo anterior ha sido posible debido al apoyo decidido de la UNAM y de multiples organismos publicos y
privados, mexicanos y extranjeros, que han creido e invertido en las capacidades y potencial de nuestro
personal. Los laboratorios se encuentran distribuidos en dos edificios denominados Norte y Sur,
contandose ademas con un Bioterio que relne las mas altas exigencias de calidad, higiene y ética en la
produccién y manejo de animales para la experimentacion, un area administrativa y otra mas en que se
alberga la direccion.

Mision y objetivos

La mision fundamental del Instituto es desarrollar la biotecnologia moderna en la UNAM a partir de
investigacién de excelencia académica y de frontera y, paralelamente, la formacion de recursos humanos
especializados; sus objetivos son:

1. Realizar investigacion y generar conocimiento en las areas y disciplinas que se cultivan en el
Instituto: biologia molecular, biologia celular, microbiologia, virologia, bioquimica, ingenieria
bioquimica, inmunologia, biologia estructural, biologia del desarrollo, genémica, ecologia
microbiana y bioinformatica, entre las mas importantes.

2. Utilizar el conocimiento en biologia para desarrollar tecnologia bioldgica competitiva, de
preferencia en colaboracidn con el sector industrial, orientada a la soluciéon de problemas en las
areas de salud, agropecuaria, industrial, energética y ambiental

3. Participar en la formacion de recursos humanos, preferentemente a través de su incorporacion en
proyectos de investigacién multidisciplinarios y en colaboracion con otras dependencias de la
UNAM, en particular las facultades afines, y de otras universidades.

4. Contribuir a la divulgacién del conocimiento en la sociedad.
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Organizacion académica

El Consejo Interno, tomando en cuenta diferentes criterios y elementos, propuso, en 1982, un modelo de
organizacion académica que permitiera cumplir la misién y los objetivos del entonces Centro de
Investigacion sobre Ingenieria Genética y Biotecnologia, que son esencialmente los mismos del actual
Instituto de Biotecnologia.

Una definicion fundamental en la vision del Centro fue que, si bien era importante generar tecnologia
biologica de avanzada, el eje central del desarrollo seria la investigacion basica de excelencia trabajando
en diferentes modelos biolégicos pero fundamentalmente en los genes y las proteinas de estos
organismos, todo esto ligado a la formacion de recursos humanos de alto nivel académico, apoyado por
unidades de apoyo técnico y realizado en una estructura académica sui generis en el subsistema de
investigacion cientifica: los grupos de investigacion. Los grupos de investigacion, integrados por un lider
académico, al que se incorporaban investigadores asociados, técnicos y estudiantes, se convirtieron asi en
las células de este sistema. La planeacion sistematica y la evaluacion permanente de las tareas del
Centro, realizadas de manera colegiada, fueron clave para un rapido y exitoso desarrollo académico, de
tal suerte que para el afio de 1991 el nivel de consolidacién del Centro permitié su conversion en el actual
Instituto de Biotecnologia, que ya para aquel entonces contaba con un total de 20 grupos con 52
investigadores, una de las entidades académicas mas grandes del subsistema. En 2002 las &reas de
investigacién plenamente consolidadas se reestructuraron en cinco departamentos: Biologia Molecular de
Plantas, Genética del Desarrollo y Fisiologia Molecular, Ingenieria Celular y Biocatalisis, Medicina Molecular
y Bioprocesos y Microbiologia Molecular.

En este modelo, hoy vigente, se contempla la generacién de conocimiento y la formacion de recursos
humanos en el espacio de grandes disciplinas: biologia molecular, bioquimica, microbiologia, bioingenieria,
fisiologia celular, bioestructura, bioinformatica, biologia del desarrollo, gendémica, entre las mas
importantes.

En este contexto, y entendiendo que la biotecnologia moderna es en realidad una multidisciplina, queda
claro para el Consejo Interno, que sin la consolidacion de estas areas en el Instituto (y de las
metodologias e infraestructura a ellas ligadas), seria dificil tener los elementos necesarios para desarrollar
muchos de los proyectos que persiguen hacer contribuciones relevantes en ciencia biolégica moderna,
para asi generar, en algunos casos, tecnologia biolégica competitiva técnica y econdmicamente, ya que
este tipo de proyectos ambiciosos y sofisticados son necesariamente interdisciplinarios.

En 2009, y como consecuencia de un proceso de reorganizacion académica que requirid de una amplia
discusion dentro de la comunidad, se promovieron tres investigadores a la categoria de lideres
académicos, dos de los cuales se integraron a un nuevo consorcio en neurobiologia, y a uno mas se le
asigno un grupo de investigacion en estructura de proteinas. En este mismo contexto 4 nuevos lideres
académicos fueron promovidos durante el 2010, integrandose en dos consorcios con 3 lideres académicos
cada uno, uno en el area de la fisiologia y otro en biologia molecular de proteinas. En el 2012, se
promovio un Lider Académico, dentro de un consorcio compuesto por 4 lideres académicos en el area de
estudio de componentes del veneno de animales: estructura y funcion, desarrollo de
antivenenos e identificacion de proteinas terapéuticas. Asi, la investigacion en el IBt la desarrollan
actualmente un total de 44 Lideres Académicos en 26 grupos de trabajo con un LA, 6 consorcios dobles y
2 consorcios triples, distribuidos en los cinco departamentos.
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Gladys lliana Cassab Lopez

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Mecanismos de desarrollo que permiten a las raices de plantas ser tan plasticas

Efectos del calentamiento global, tal y como fallas en los principales cultivos agricolas y sequias extremas,
seran una realidad para el 2060. De ahi que, nuestro laboratorio pretenda mejorar la capacidad de las
plantas cultivables (maiz, frijol y trigo) de localizar y crecer hacia el agua. La mayoria de las plantas estan
literalmente ancladas al suelo mediante sus raices y al no tener ojos, nariz u orejas, ni sistemas tan
elaborados de comunicacién intercelular similares a las redes neuronales de animales, dependen de
sistemas de transduccion de sefiales que funcionan predominantemente a nivel celular. Estos permiten
que la planta responda a diferentes sefiales ambientales rapidamente. En el suelo, por ejemplo, las raices
deben de encontrar agua y nutrientes para poder sobrevivir; también, requieren esquivar obstaculos y
percibir luz y gravedad. Para ello cuentan con la cofia, la parte mas terminal de la raiz, que funciona como
un cerebro muy primitivo, ya que sus células perceptroas presentan una gran sensibilidad a diversos
estimulos externos, los transmiten a la raiz y tienen el poder de dirigir su crecimiento. Nuestro objetivo
principal es el discernir las caracteristicas de la cofia que le permiten responder a diversos estimulos
ambientales asi como dirigir el crecimiento de la raiz. Por un lado, investigamos la capacidad de la cofia
de sentir y de dirigir el movimiento de la raiz hacia gradientes de humedad (hidrotropismo) y estamos
interesados en identificar a los genes involucrados en esta respuesta. Para ello, diseflamos un sistema de
seleccion en Arabidopsis thaliana para identificar dos clases de mutantes: unas que no responden al
estimulo hidrotropico (no-hidrotropicas), y otras que presetan un hidrotropismo alterado. La
caracterizacion genética y fisiolégica de las diferentes mutantes estd en proceso, asi como la
identificacion de los genes mutagenizados. Por otro lado, hemos aislado cinco genes especificos de la
cofia del maiz y estamos estudiando la regulacion de sus patrones de expresion por parte del meristemo
de la raiz, asi como su respuesta a diversas hormonas del crecimiento y a estimulos ambientales tal y
como la gravedad, con el fin de analizar la comunicacién celular entre el meristemo y la cofia. En el 2011
nuestros logros fueron los siguientes: 1) Avances en el mapeo fino de la mutacién semi-dominante
heterocigota nhrlen la parte alta del cromosoma Il de Arabidopsis thaliana, y por secuenciacion de
algunos de los genes que se encuentran en el fragmento correspondiente entre dos marcadores SSLP. El
gen nhrl mapea en un intervalo de aproximadamente 40 Kb (con aproximadamente 6 genes). 2)
Descubrimiento del papel antes desconocido de la hormona citocinina en la regulacion de la respuesta
gravitrépica e hidrotropica de raices de Arabidopsis. 3) Continuacién de la caracterizacion fisioldgica y
genética de la mutante con hidrotropismo alterado afirZ de Arabidopsis. 4) Mapeo fino de la mutante afr1
en la parte alta del cromosoma 2. 5) Caracterizacion del fenotipo de la mutante nfir1y ahrl a lo largo de
todo su desarrollo desde la germinacion hasta la produccion de semillas, con el fin de establecer su
respuesta a la sequia. 6) Aislamiento de una nueva mutante de Arabidopsis con hidrotropismo alterado,
denominada ahr2. 7) Caracterizacion genética y fisiolégica de la mutante aAr2. 8) Mapeo grueso de la
mutante ahr2. 9) Determinacién de la respuesta hidrotropcia en diferentes variedades de frijol comuin
Phaseolus wvulgaris L. 10) Caracterizacion de diversas mutantes de tioredoxinas en su resupuesta
tigmotrdépica, gravitrépica e hidrotrépica.

Lineas
Biologia Molecular y Biotecnologia de Plantas.

Publicaciones

G. L6pez, M. Martinez-Morales, G. Ponce, Gl. Cassab, J. Nieto-Sotelo (2011). Role of HSP101 in the
stimulation of nodal root development from the coleotilar node by Light and temperature in maize Zea
mays L. seedlings. Journal of Experimental Botany, tipo Investigacion,62, No. 13, 4661-4673.(Publicado).

Publicaciones Selectas

R. Barreto, J. Nieto-Sotelo, Gl. Cassab (2010). Influence of plant growth regulators and water stress on
ramet induction, rosette engrossment, and fructan accumulation in Agave tequilana Weber var. Azul. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, 103, 93-101.




F. Quiroz, M. Salazar, E. Hernandez, E. Campos, N. Kitahata, T. Asami, A. Rodriguiez, GI. Cassab (2010).
Accumulation of high levels of ABA regulates the pleiotropic response in the nhrl Arabidopsis mutant.
Journal of Plant Biology, 53, 32-44.

R. Lujan, JF Lledias, L. Martinez, R. Barreto, Gl. Cassab, J. Nieto-Sotelo (2010). Small heat shock proteins
and leaf cooling capacity account for the unusual heat tolerance of the central spike leaves in Agave
tequilana var. Weber. Plant Cell & Environment, 32, 1791-1803.

G. Ponce, Fatima, Gl. Cassab (2007). Roles of amyloplasts and water deficit in root tropisms. Plant Cell
and Environment.

G. Ponce, L. Feldman, P. Barlow, Gl. Cassab (2005). Auxin and ethylene interactions control mitotic
activity of the quiescent center, root cap size and pattern of cap cell differentiation in maize. Plant, Cell &
Environment, 28, 719-732.

D. Eapen, M. Barroso, G. Ponce, E. Campos, Gl. Cassab (2005). Hydrotropism: root growth responses to
water. 7rends in Plant Science, 10, 1, 44-50.

M. Hawes, G. Bengough, GI Cassab, G. Ponce (2003). Root caps and rhizosphere. Journal of Plant Growth
Regulation, 21, 352-367.

D. Eapen, M. Barroso, E. Campos, G. Ponce, G. Corkidi, J. Dubrovsky, Gl. Cassab (2003). A no hydrotropic
root mutant that responds positively to gravitropism in Arabidopsis thaliana. Plant Physiology, 131, 2, 536-
546.

J. Nieto-Sotelo, L. Martinez, G. Ponce, Gl. Cassab, A. Alagon, R. Meely, J. M. Ribaud, R. Yang (2002).
Maize HSP101 plays important roles in both induced and basal thermotolerance and primary root growth.
Plant Cell, 14, 1621-1633.

G. Ponce, R. Lujan, M.E. Campos, J. Nieto-Sotelo, L.J. Feldman, G.l. Cassab (2000). Three maize root
specific genes are not correctly expressed in regenerated caps in the absence of the quiescent center.
Planta, 211, 23-33.
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Alejandra Alicia Covarrubias Robles

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Bases moleculares y celulares de la respuesta al déficit hidrico en plantas superiores.

El objetivo general de nuestro grupo de investigacion ha sido obtener conocimiento sobre los mecanismos
moleculares y celulares involucrados en las respuestas adaptativas de las plantas superiores a la limitacién
de agua, una de las condiciones adversas que mas cominmente afectan a las plantas terrestres y, que se
considera como uno de los factores limitantes mas importantes para el crecimiento y la productividad
vegetal. Nuestro interés se ha enfocado principalmente en cuatro lineas de investigacion: (1) la
caracterizacion funcional de genes y proteinas involucradas en estas respuestas, asi como de los
mecanismos globales que regulan su expresion. (la) Bajo diferentes enfoques, genéticos, bioquimicos y
moleculares estamos tratando de dilucidar la funcion de las proteinas que hemos denominado
"hidrofilinas", durante la respuesta adaptativa de las plantas al déficit hidrico, las cuales han resultado ser
un excelente pronosticador de la sensibilidad de una proteina a situaciones de hiperosmosis, por lo que
hemos propuesto que las "hidrofilinas" representan adaptaciones analogas a un problema comudn en
organismos tan diversos como procariotes y eucariotes. También nos hemos avocado a dilucidar la
organizacion estructural de estas proteinas que de acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas se
consideran como proteinas flexibles o no estructuradas, las cuales poseen propiedades funcionales
peculiares que las distinguen de las proteinas globulares, como lo es su posible multi-funcionalidad.(Ib)
En cuanto a los mecanismos de regulacién investigamos aquéllos que regulan la respuesta a sequia, tanto
a nivel transcripcional como post-transcripcional: (a) analizamos la participacion de la regién 3' UTR de los
RNAm en la regulacién de la traduccién bajo condiciones de limitacion de agua; (b) estudiamos diferentes
aspectos relacionados con la participacién de microRNAs como reguladores de la respuesta a déficit
hidrico, particularmente, en frijol. (¢) Hemos iniciado el estudio de la participacion de siRNAs en la
regulacion epigenética durante la respuesta a déficit hidrico en frijol y en Arabidopsis. (d)También nos
hemos dado a la tarea de identificar y aislar reguladores globales de estrés, con la idea de poder
establecer algunas redes de regulacion de la respuesta a estrés en frijol, y cuya expresion modulada a
través de promotores regulados por déficit hidrico en plantas transgénicas pudiera ofrecer una opcion
para la obtencién de plantas tolerantes a condiciones de sequia. (Il) La regulacién del metabolismo y
distribucién de sacarosa durante la respuesta a sequia en frijol y su impacto en la productividad.

Lineas
Biologia Molecular y Biotecnologia de Plantas.
Estructura, Funcion y Manipulacién de Péptidos y Proteinas.

Publicaciones
Contreras-Cubas, C. Palomar, M. Arteaga-Vazquez, M. Reyes, J.L. Covarrubias, A.A. 2012.
Non-coding RNAs in the plant response to abiotic stress Planta, 236, 943-958.

Rosales, M. Cuellar, S. Arrieta-Montiel, M.D., Acosta-Gallegos, J., Covarrubias, A. (2012). Physiological
traits related to terminal drought resistance in common bean (Phaseolus vulgaris L.). J Sci Food Agric., Jul
2.[Epub ahead of print]

Rosales, M.A. Ocampo, E. Rodriguez-Valentin, R. Olvera-Carrillo, Y. Acosta-Gallegos, J. Covarrubias, A.A.
2012. Physiological analysis of common bean (Phaseolus vulgaris L.) cultivars uncovers characteristics
related to terminal drought resistance Plant Physiology And Biochemistry, 56, 24-34.

P. Pelaez, M. Trejo-Arellano, L. Ifiguez, G. Estrada, A. Covarrubias, J. Reyes-Taboada, F. Sanchez (2012).
Identification and characterization of microRNAs in Phaseolus vulgaris by high-throughput sequencing.
BMC Genomics, 13, No. 83-.

Contreras-Cubas, C. Rabanal, F.A. Arenas-Huertero, C. Ortiz, M.A. Covarrubias, A.A. Reyes, J.L. 2012.
The Phaseolus vulgaris miR159a precursor encodes a second differentially expressed microRNA. Plant Mo/
Biol, 80, 103-115.




Publicaciones Selectas:
Y. Olvera, J. Reyes-Taboada, A. Covarrubias (2011). Late Embryogenesis Abundant proteins: Versatile
players in the plant adaptation to water limiting environments. Plant Signal Behav., 6.

Y. Olvera, F. Campos, J. Reyes-Taboada, A. Garciarrubio, A. Covarrubias (2010). Functional Analysis of the
Group 4 Late Embryogenesis Abundant proteins reveals their relevance in the adaptive response during
water deficit in Arabidopsis thaliana. Plant Physiology, 154, 373-390.

A. Covarrubias, J. Reyes-Taboada (2009). Post-transcriptional gene regulation of salinity and drought
responses by plant microRNAs. Plant Cell and Environment.

C. Arenas, B. Perez, F. Rabanal, D. Blanco, C. De la rosa, G. Estrada, F. Sanchez, A. Covarrubias,
J. Reyes-Taboada (2009). Conserved and novel miRNAs in the legume Phaseolus vulgaris in response to
stress. Plant Molecular Biology, 70, 385-401.

M. Battaglia, Y. Olvera, A. Garciarrubio, F. Campos, A. Covarrubias (2008). The enigmatic and appealing
LEA proteins and other hydrophilins. Plant Physiology, 148, 6-24.

S. Cuellar, M. Arrieta, J. Acosta, A. Covarrubias (2008). Relationship between carbohydrate partition and
drought resistance in common bean. Plant, Cell and Environment, 31, 1399-1409.

J. Reyes-Taboada, M. J. Rodrigo, J.Colmenero, J. V. Gil, A. Garay, F. Campos, F. Salamini, D. Batels, A.
Covarrubias (2005). Hydrophilins from distant organisms can protect enzymatic activities from water
limitation effects in vitro. Plant, Cell and Environment, 28, No. , 709-718.

L. Moreno, A. Covarrubias (2001). Downstream DNA sequences are required to modulate Pvlea-18 gene
expression in response to dehydration. Plant Molecular Biology, 45, 501-515.

J. Colmenero, A. Garciarrubio, A. Covarrubias (2000). Highly hydrophilic proteins are comon during water
deficit situations in different organisms. Journal of Biological Chemistry, 275, 5668-5674.
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Joseph Dubrovski Jankovsky

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Biologia del desarrollo de plantas: los meristemos de la raiz, su iniciacion, organizacion y
funcionamiento.

Durante el periodo postembrionario, los meristemos de las plantas son regiones de divisién celular en
donde tienen lugar los procesos morfogenéticos involucrados en la formacion del cuerpo de la planta.
Nuestro principal objetivo es entender cuédles son los mecanismos celulares, moleculares y genéticos que
controlan los procesos del desarrollo de la raiz, particularmente del meristemo apical de la raiz y de la
iniciacion de los primordios de las raices laterales. Estos dos procesos son esenciales para el crecimiento y
desarrollo del sistema radical, y por lo tanto, para la vida de la planta, ya que captura y transporte de
agua y compuestos minerales son las funciones mas importantes de la raiz.

Las lineas principales de investigacion que estamos abordando son desde la perspectiva de la Biologia
del Desarrollo y éstas incluyen:

1. El control del mantenimiento y organizacién del meristemo apical de la raiz en plantas. Este
problema lo tratamos con dos enfoques principales:

A. Caracterizacion y mapeo genético de las mutantes de Arabidopsis thaliana afectadas en el
mantenimiento del meristemo apical de la raiz. Usando mutagénesis quimica seleccionamos varias
mutantes de Arabidopsis thaliana afectadas en el crecimiento de la raiz primaria. Actualmente estamos
identificando los genes afectados en algunas de estas mutantes y caracterizamos en detalle el fenotipo de
las mutantes a nivel celular. Pregunta principal que nos interesa es cual es el control genético de
mantenimiento y funcionamiento del meristemo apical y qué procesos celulares y en qué manera estan
regulados por estos genes, particularmente, como estan reguladas las células troncales (el conjunto de
células del centro quiescente y de células iniciales) del meristemo apical.

B. Identificacion de genes involucrados en el mantenimiento del meristemo apical usando el
crecimiento determinado de la raiz de Cactaceae como sistema modelo. Previamente
encontramos que algunas cactaceas se caracterizan por tener crecimiento determinado de la raiz, lo que
implica el agotamiento de todo el meristemo. El crecimiento determinado de la raiz primaria convierte a
estas especies en un sistema modelo excelente para estudiar la organizacion y el mantenimiento del
meristemo apical de la raiz en las plantas en general, usando las como "mutantes naturales".
Encontramos que la ausencia del centro quiescente en el meristemo es un componente importante del
mecanismo del crecimiento determinado. Este juega un papel primordial en la adaptacion de las cactaceas
a las condiciones ambientales severas del desierto, ya que la terminacién del crecimiento de la raiz induce
la formacion del sistema radical compacto, que a su vez permite aprovechar los escasos recursos de agua.
Evidenciamos que el proceso de la muerte celular programada no tiene ningan papel en el agotamiento
del meristemo apical. Recientemente establecimos un sistema para regeneracion de las raices a partir de
callos de las cactaceas con crecimiento determinado de la raiz primaria. Demostramos que las raices
regeneradas también tienen crecimiento determinado. Este sistema permitira el andlisis del papel de
varios genes en el mantenimiento y agotamiento del meristemo apical. Iniciamos el trabajo de
identificacion y caracterizacion de los genes de las cactaceas que se expresan diferencialmente en las
primeras y Ultimas etapas del desarrollo de la raiz determinada y que pueden estar involucrados en el
crecimiento determinado.

2. La segunda linea de investigacion esta dedicada al estudio del control del desarrollo de las
raices laterales en plantas. En ésta linea de investigacién también usamos dos enfoques principales:
A. Busqueda de genes involucrados en el desarrollo de la raiz lateral usando diferentes
colecciones de las mutantes. Hemos seleccionado mutantes de Arabidopsis thaliana obtenidas por (i)
mutagénesis quimica; (ii) por “activation tagging” (en colaboracién con el Dr. Luis Herrera Estrella) y (iii)
por “gene trap” y “enhancer trap” (en colaboracién con el Dr. Jean-Philippe Vielle Calzada). Estas
mutantes estan afectadas en diferentes aspectos de la formacién de las raices laterales. Estamos
identificando los genes mutados y estudiamos su papel en la iniciacion y formacion de los primordios de
las raices laterales en estas mutantes.

B. El estudio del control de la iniciacion del primordio de la raiz lateral a nivel celular. Hasta el




dia de hoy se conocen muy pocos genes que se requieren para la iniciacion del primordio de la raiz lateral.
Estamos interesados en conocer cudles son y como estdn coordinados los procesos celulares y
moleculares involucrados en la iniciacién de las raices laterales en plantas. Encontramos que la iniciacion
de primordios ocurre solamente durante una ventana del desarrollo bastante estrecha. Evidenciamos que
la auxina funciona como un disparador morfogenético (“morphogenetic trigger”) requerido para la
adquisicion de la identidad de células fundadoras (“founder cells”, las células que dan origen al primordio
de la raiz lateral). Estamos interesados en entender cémo funciona esta ventana del desarrollo para
finalmente conocer cémo estan determinadas las células fundadoras. Usamos diferentes herramientas de
Biologia del Desarrollo para discernir como células fundadoras interaccionan con sus células vecinas, como
se coordina el patron de division celular durante la morfogénesis del primordio de la raiz lateral, y por qué
solamente células del periciclo en posicidn especifica dan origen a las células fundadoras.
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Patricia Le6n Mejia

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Elucidacion de las sefiales celulares que regulan el desarrollo del cloroplasto y respuestas
nutricionales en plantas superiores.

Nuestro laboratorio estd interesado en elucidar los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo
de los cloroplastos en plantas asi como en las respuestas nutricionales relacionadas con carbono. A través
del uso de la planta modelo Arabidopsis thaliana, nosotros hemos encontrado algunos de los mecanismos
moleculares que participan en dichos procesos. Una de las caracteristicas mas distintivas de las plantas es
la presencia de organelos conocidos como plastidos que son responsables de funciones indispensables, no
solo para el desarrollo y metabolismo, sino produciendo una cantidad de compuestos de alto interés
biotecnol6gicoy medico. A través de una combinacionde estrategias genéticas, bioquimicas y moleculares,
hemos identificado una serie de proteinas indispensables para la funcionalidad de los plastidos y en
particular del cloroplasto, organelo donde se realiza la fotosintesis. Entre los genes identificados resaltan
varios involucrados en la sintesis de metabolitos secundarios conocidos como isoprenoides que forman
parte de la ruta biosintética conocida como MEP. Esta via es un de reciente descubrimiento y es
responsable de la sintesis de moléculas tanto de importancia bioldgica (hormonas y pigmentos
fotosintéticos), medica (taxol beta-carotenos y vitamina E) e industrial (olores, sabores y hule). Por lo
tanto, entender la regulaciony modulacionde la via MEP resulta central y de alto potencial. Esta ruta
también se encuentra en parasitos como los responsables de la malaria y las enzimas de esta via son
unos de los blancos importantes como nuevos animalaricos. Nuestros estudios han aportado conocimiento
central del funcionamiento de estas enzymas asi como de algunos de los mecanismos que regulan ésta
via. Hemos demostrado que dichos eventos de regulacidnestan altamente conservados en plantas e
incluso en parasitos, siendo por lo tanto blancos potenciales para futuras manipulaciones. El andlisis para
entender los mecanismos moleculares de dicha regulacionconstituye parte del trabajo actual del grupo.
Por otro lado la caracterizacionde otras de las proteinas que afectan el desarrollo en el cloroplasto nos ha
proporcionado evidencias de la existencia de eventos novedosos de regulacion indispensable para un
correcto funcionamiento de estos organelos. Resalta en particular la participacionde proteinas conocidas
como PPRs y cuyo analisis ha revelado aspectos sorprendentes para la regulacionde la funciénde los
plastidos en plantas superiores. Recientemente la caracterizacionde otras mutantes no has mostrado que
a partir de isoprenoides como carotenos se generan sefiales esenciales para el correcto funcionamiento
del cloroplasto y del desarrollo de la hoja. Los carotenos son moleculas esenciales con una variedad de
funciones entre las que destaca como moleculas sefiales centrales y nuestros datos recientes apuntan a la
existencia de una nueva sefial capaz de modular el desarrollo de la hoja.

Otro de los aspectos de interés es entender los mecanismos involucrados en la funcion sefializadora de los
azucares en plantas. Esta sefializacion es fundamental pues se sabe que modula procesos vitales que
incluyen el metabolismo, el desarrollo, el ciclo celular, el desarrollo de los plastidos, la expresibngenética
de las plantas, entre otros. A través de enfoque multidiciplinarios que van desde genética tradicional,
producciénde plantas transgénicas hasta andlisis gendmicos,pretendemos entender la respuesta de
azucares en plantas. Hasta el momento, a través del andlisis de mutantes afectadas en su proceso de
percepcion de los niveles de azlcares, nuestro grupo ha contribuido en la identificacién de algunos de los
genes que tienen un papel importante en esta sefializacién. El andlisis de dichos genes ha revelado la
complicada red de gobierna las respuestas a azlcares en plantas, evidenciando la compleja
interconecciénexistente entre esta via con las via de sefalizacibn de homona (&cido abscisico).
Actualmente uno de nuestros retos es entender cabalmente dicha interconeccionasi como la
participaciéna nivel molecular de los factores identificados. En especial nuestros estudios actuales
involucran la caracterizaciéon de factore transcripcionales importantes para dichas respuestas.
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Biologia Molecular y Biotecnologia de Plantas.
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Omar Homero Pantoja Ayala

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Mecanismos de transporte iénico y de agua a través de membranas; su papel en la adquisicion
de nutrientes y en la adaptacion de las plantas a la salinidad.

Se ha identificado la interaccion del transportador OsHKT1;3 con varias proteinas mediante el empleo del
"mating-based Split Ubiquitin System" (mbSUS). De estas interacciones, una en particular, OsHKT1;3 y
OsCni (cornichon/pepinillo) se ha analizado a detalle y se ha encontrado que la co-expresiénde las dos
proteinas en los ovocitos de Xenopus resulta en la inhibicionde la actividad del transportador OsHKT1;3.
Empleando variedades de la proteina verde fluorescente como reporteras, se ha identificado que ambas
proteinas se expresan en el reticulo endoplasmico y en la membrana plasmatica. Empleando el sistema de
expresién heteréloga en mutantes de levadura, se ha identificado a OsCni como un factor importante en
la expresion de los transportadores OsHKT1;3 y ScNHA, lo cual indica que OsCni, al igual que sus
homélogosen Drosophila y S. cereviseae funciona como un receptor de cargo de proteinas de membrana.
Por otra parte, en el proyecto sobre la caracterizaciondel transportador PvAMT1;1 se han generado seis
mutantes en residuos que se consideran importantes en el funcionamiento de esta proteina y que podrian
estar involucrados en la dependencia que esta proteina tiene del pH extracelular. Creemos que algunas de
estas mutaciones podrian conducir al cambio de mecanismo de transporte, de co-transportador a canal
iénico, posibilidad que se continda investigando.

Mediante el andlisis proteémicode la halofitaMesembryanthemum crystallinum se han obtenido varios
avances. Los resultados del analisis del proteoma de las células vejiga de M. crystallinum, nos han
permitido identificar un nimero importante de proteinas involucradas en el metabolismo acido de las
crasulaceas (CAM) asi como de varios transportadores localizados especificamente en el tonoplasto y que
pudieran participar en el transporte de Na hacia el interior de la vacuola. También se han identificado
proteinas asociadas a mecanismos de defensa o proteccioncomo son superéxidodismutasas y varias
proteasas. En combinaciéncon la electroforesis de flujo libre empleada para la separacién de las diferentes
membranas celulares se han podido identificar compartimentos que muestran caracteristicas Unicas y
diferentes a las de los organelos méas conocidos como reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, etc.

El estudio de la regulaciénde las acuaporinas (AQPs) durante el estrés osmaticoy salino se ha continuado,
especificamente, sobre la distribuciény caracterizacion fisioldgicade la acuaporina McPIP2;1 en la raiz de
M. crystallinum. Se ha continuado el trabajo sobre la regulaciénde las acuaporinas por sitios Unicos de
glicosilacion que son requeridos para el trafico subcelular de estas proteinas mediante la secuenciacion de
los péptidos glicosilados por espectrometria de masas, y se espera enviar este trabajo a
publicacion.También hemos tenido un avance importante sobre el analisis de la expresidbnde genes y
proteinas que codifican para transportadores de los metales pesados Zn+ y Cd+ en plantas de Nicotiana
tabacum, con el objetivo de definir la capacidad de esta planta como agente biorremediador de suelos
contaminados por estos metales.
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Ma. Del Carmen Quinto Hernandez

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Respuestas tempranas en la interaccion Rhizobium -Leguminosa.

En el establecimiento de la simbiosis Rhizobium-Leguminosa, las bacterias sintetizan y secretan a la
rizosfera metabolitos de naturaleza lipoquito-oligosacaridica (factores Nod, FN), los cuales actian como
sefiales simbidticas y juegan un papel esencial en la especificidad de la infeccion y en la formacién del
nédulo fijador de nitrégeno. Los FN inducen en los pelos radicales de la planta huésped varias respuestas,
las cuales incluyen cambios en el influjo de iones, entre ellos, calcio, rearreglos del citoesqueleto,
induccién de proteinas conocidas como nodulinas, alteraciones en la morfologia y en el crecimiento del
pelo, morfogénesis del nédulo, entre otros. Estos cambios, son inducidos a concentraciones muy bajas, lo
cual aunado a la estructura quimica de estos morfégenos (que es un determinante de la especificidad de
la bacteria por el huésped), sugiere en su conjunto, la presencia de receptores en la planta involucrados
en la percepcion y en la transduccion de las sefiales disparadas por los FN. El interés central de nuestro
grupo de trabajo es estudiar ;cOmo es que se inicia la interaccién simbiotica entre una bacteria del suelo y
las raices de plantas leguminosas? para ésto, usamos como modelo de estudio la interaccion simbidtica
frijol-rizobia. Concretamente estamos analizando los mecanismos de percepcion y sefializacién en los
pelos radicales de Phaseolus vulgaris, inducidos por su microsimbionte, Rhizobium etliy/o por los factores
Nod especificos. Para lograr este objetivo estamos trabajando en los siguientes enfoques: 1. Estudiar a
nivel celular y molecular las respuestas iniciales de los pelos radicales de frijol inducidas por Rhizobium etli
o bien por los FN purificados, para lo cual estamos analizando los siguientes aspectos: a) La produccion
de EOR (especies de oxigeno reactivas) en los pelos radicales de frijol. Este andlisis se lleva a cabo
introduciendo en los pelos radicales fluoréforos sensibles a las EOR . Los resultados obtenidos muestran
gue hay un aumento rapido y transiente en los niveles de EOR, después de tratar los pelos con los FN.
Esta respuesta es especifica y caracteristica de la simbiosis; ademas es sensible a la presencia de un
inhibidor de las NADPH oxidasas, el DPI. Por tanto, estamos explorando por genética reversa la
participacion de estas enzimas en las etapas iniciales de la nodulacion; los datos obtenidos indican que
dos de los genes que codifican NADPH oxidasas, PvRbohA y PvRbohB tienen un papel esencial en las
etapas iniciales de la simbiosis. b) Andlisis de los microfilamentos de actina en los pelos radicales vivos de
frijol, en respuesta a los FN, utilizando citocalasinas B y D fluoresceinadas. Los resultados indican que es
en la region apical del pelo en crecimiento en donde hay una polimerizacion importante de los
microfilamentos, la cual aumenta en respuesta al tratamiento con los FN. Estamos iniciando el analisis de
esta polimerizacion y despolimerizacién durante la formacién del hilo de infeccion empleando un nuevo
fluoréforo. 2. Utilizacibn de mutantes de frijol afectadas en el proceso de nodulacion, como una
herramienta para disectar los eventos simbiéticos iniciales. Para ésto, se estan caracterizando tres
mutantes a nivel celular y molecular. 3. Estudios de gendémica funcional de genes que participan en las
etapas iniciales del proceso de nodulacion. A la fecha tenemos aislado el ADNc de frijol de un receptor
tipo-cinasa, con dominios ricos en leucina, al que hemos llamado PvRLK. Se ha llevado a cabo anélisis de
acumulacion de transcrito y se levantaron anticuerpos policlonales contra esta proteina para
inmulocalizarla. También se llevé a cabo el silenciamiento de este gen mediante ARN interferente,
utilizando la transformacion de frijol con Agrobacterium rizogenes. Los resultados de este silenciamiento
indican que este gen es fundamental en la arquitectura de la raiz, asi como para el desarrollo de haces
vasculares en la ontogenia del nddulo. En este mismo sentido, se ha identificado, con un enfoque de dos
hibridos, un interactor de PvRLK, el cual es una proteina SINA, cuya funcién estamos estudiando, también
por genética reversa. 4. Utilizaciébn de un enfoque genomico para estudiar las etapas iniciales de la
asociacioén frijol-R. etli. Para ésto, hemos generado una libreria de ADNc de plantas de frijol inoculadas
con la bacteria a tiempos cortos. El promedio de los insertos clonados es de entre 400 y 1500 pb. A la
fecha hemos secuenciado y analizado alrededor de 2300 ESTs, de los cuales se han elegidos cuatro para
su silenciamiento mediante ARN interferente. De estos, dos estan relacionados con citoesqueleto, uno con
transduccion de sefiales y el cuarto con muerte celular. 5. Andlisis del transcriptoma de frijol en etapas
tempranas, en respuesta a la inoculacién con R. etli, silvestre y con dos mutantes afectadas en la sintesis
de lipopolisacaridos que nodulan deficientemente.
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Mario Rocha Sosa

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Andlisis de la respuesta molecular a estrés en plantas.

Las plantas estan normalmente sujetas a una variedad de situaciones adversas, por lo mismo, estos
organismos han desarrollado mecanismos de defensa que les permiten contender con un medio ambiente
hostil. Gran parte de estos mecanismos involucran la induccién de genes especificos que codifican
proteinas encargadas de la respuesta de defensa. En nuestro grupo nos dedicamos a tratar de
comprender los mecanismos moleculares que le permiten a las plantas responder ante ciertos tipos de
estrés como la herida, el ataque por patdgenos o el estrés salino.

Actualmente son dos las lineas de investigacion en las cuales concentramos mayormente nuestros
esfuerzos:

1) Participacion del sistema ubicuitina-proteasoma en la regulacién de la respuesta a estrés en plantas. El
sistema ubicuitina-proteasoma es responsable de la degradacion regulada de proteinas. En respuesta a
una condicion normal de desarrollo o en respuesta a factores ambientales, ciertas proteinas son marcadas
mediante la unién de una cadena de poliubicuitina y de esta forma son reconocidas por el proteasoma
26S y degradadas por este complejo de proteasas.

En la bdsqueda de nuevos participantes en la respuesta de defensa de las plantas ante el ataque por
patoégenos, identificamos un gene, PvFBS1, cuyo mensajero se inducia en un cultivo de células en
suspension de frijol ( Phaseolus vulgaris L.) por el tratamiento con un “elicitor” derivado de levadura. La
acumulacion del mensajero de PvFBS1 se induce en condiciones de estrés como son el ataque por
patoégenos, la herida o el estrés osmético o salino. También reguladores del crecimiento que funcionan
como mediadores en respuestas a estrés como el acido jasmoénico o el acido abscisico inducen la
acumulacion de este transcrito. La proteina PvFBS1 contiene una caja F, la cual es caracteristica de una de
las proteinas que forman parte del complejo SCF de ligasas de ubicuitina y que son las responsables de
reclutar a la proteina que sera ubicuitinada. Por lo tanto, muy probablemente PvFBS1 debe de participar
en el reconocimiento y ubicuitinacion de otra(s) proteina(s). En el genoma de Arabidopsis thaliana
identificamos tres genes que codifican para proteinas que presentan homologia con PvFBS1. Actualmente
estudiamos una de estas proteinas, la cual denominamos AtFBS1, ya que el gene de esta presenta un
patron de expresion muy semejante al de PvFBS1. En la blsqueda de posibles sustratos de AtFBS1
encontramos que ésta interactia con proteinas 14-3-3, sin embargo, en el momento actual no conocemos
el significado biolégico de dicha interaccién. Sin embargo el uso de inhibidores de la interaccién con
proteinas 14-3-3 parece tener dos efectos sobre la expresion de AtFBS1: un incremento en los niveles de
mensajero y un incremento en la estabilidad de la proteina, lo cual sugiere que las proteinas 14-3-3
regulan negativamente la acumulacion de AtFBS1. Tenemos ademds evidencia de que existen otros
mecanismos de regulacién postranscripcional para AtFBS1 uno que involucra al proteasoma, ya que la
aplicaciéon de un inhibidor de éste, provoca una acumulacién mayor de esta proteina. El otro mecanismo
podria funcionar a nivel de la estabilidad de su transcrito y/o a través de regular su traduccion, lo que
sugiere que RNAs pequefios no codificantes podrian estar mediando la acumulacién de AtFBS1. Ademas
de lo anteriormente mencionado, actualmente estamos tratando de identificar proteinas que se asocien al
proteasoma 26S en plantas de A. thaliana sometidas a estrés osmotico, estrés salino o la infeccion por
patdégenos. Estas proteinas son posibles candidatos a regular la actividad o la especificidad del
proteasoma en respuesta a situaciones de estrés. Hemos determinado que bajo las diferentes condiciones
de estrés, distintos complejos conteniendo al proteasoma 26S son formados. Para determinar los
componentes de cada uno de estos complejos se realizara un analisis por espectrometria de masas.

2) La muerte celular programada (MCP) en los procesos de defensa y desarrollo de las plantas. Una de los
mecanismos que emplean las plantas para defenderse del ataque por patégenos es la respuesta de
hipersensibilidad (HR), ésta es un tipo de MCP que ocurre en las células en contacto con el patégeno y su
funcion es la de aislar a éste. En la busqueda de moléculas que pudieran participar en la HR iniciamos el
estudio de una metacaspasa denominada AtMC1. Las metacaspasas son proteasas que al tener cierta
semejanza con las caspasas en animales, se piensa podrian estar involucrada en procesos de MCP. El




mensajero de AtMC1 se acumula en respuesta a patégenos y en otras situaciones en donde ocurre
muerte celular. En experimentos con fusiones del promotor de AtMC1 a un gene reportero, encontramos
que este promotor, ademas de activarse en respuesta a patégenos o herida, es muy activo en el sistema
vascular de la planta y en la zona de abscision de los pétalos y sépalos, por lo tanto consideramos que la
actividad de esta metacaspasa no solo es requerida en la defensa de la planta, sino que también es
necesaria en situaciones normales de desarrollo. Estamos también caracterizando a una metacaspasa de
Nicotiana tabacum L denominada NtMCL1. El silenciamiento de la expresion de esta metacaspasa retrasa la
muerte celular inducida por la sobrexpresion de una MAPKKK, sugiriendo que ambas proteinas forman
parte de la misma via de sefalizacion que provoca la muerte celular programada en la planta. Hemos
también demostrado que NtMC1 es capaz de autoprocesarse, ya que mutaciénes en el sitio catalitico de la
enzima, evita su procesamiento. De igual forma mediante experimentos de mutagénesis dirigida hemos
demostrado la importancia de dos acidos asparticos, localizados en la supuesta subunidad p10, para la
actividad proteolitica de esta enzima. Actualmente estamos estudiando el mecanismo de este
autoprocesamiento, asi como los factores que lo regulan.
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Federico Esteban Sanchez Rodriguez

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
La gendmica funcional de las vias de transduccién de sefales durante el desarrollo y la muerte
celular programada de los nédulos simbiéticos de <<Phaseolus vularis>>.

En nuestro grupo estudiamos los mecanismos de sefializacion durante la organogénesis de los
nédulosfijadores de nitrégenoen las raices de leguminosas. La nodulaciénes un modelo fascinante de
diferenciacioncelular y del desarrollo en plantas y de la interaccion de las leguminosas con
microorganismos simbiontes. Asimismo, pensamos que el citoesqueleto es una ventana valiosa para
estudiar este proceso porque esta involucrado en diversas funciones celulares tales como division y
expansion celular, la endocitésis y la comunicacion célula-célula. Ademas, el citoesqueleto sufre rearreglos
muy importantes tanto en las células animales como vegetales cuando interaccionan con microorganismos
o con algunos de sus metabolitos factores Nod, elicitores y patrones moleculares asociados a
patégenos(PAMPs). La plasticidad y dinamismo del citoesqueleto de actina estda mediada en gran parte
por la accién y expresion diferencial de diferentes isoformas de actina y de sus proteinas asociadas. Estas
proteinas controlan la organizacion espacial y temporal de los microfilamentos, el trafico vesicular, el
crecimiento polar y el movimiento de organelos, entre muchas otras funciones. Por esta razén, hemos
clonado el gen que codifica una proteina de interacciona con actina, la profilina de Phaseolus vulgaris.
Ademas, la profilina también interactia con fosfoinositidos (PIP2) y con muchas otras proteinas con
dominios ricos en prolinas. Hemos reportado que la profilina en frijol (la raiz y el nédulo) se encuentra
fosforilada en varios residuos de tirosina. En eucariotes, dichas modificaciones estan generalmente
involucradas en las rutas de transducciénde sefiales. Publicamos hace un tiempo que la fosforilacionde la
profilina en residuos de tirosina impide, tanto in vivo como in vitro, la interaccién con la fosfatidil inositol
3-cinasa (PI13K), una enzima clave en la transduccion de sefales.

Recientemente, reportamos una técnica novedosa para inducir raices transgénicas en frijol con
Agrobacterium rhizogenes. Estas raices transformadas son susceptibles de formar nédulos transgénicos al
inocularlas con Rhizobium etli. Por tal razén, hemos obtenido por mutagénesis dirigida las mutantes
sencillas y dobles de profilina en las posiciones Y6F, Y6D, Y72F, Y72D, Y125F, Y125D, que fenocopian los
estados fosforilados y desfosforilados de los residuos que hemos mapeado que participan en la
interaccioncon PI3K y posiblemente con otros ligandos. En frijol, sélose expresa un gen de profilina en
tejidos vegetativos. Mediante RNAi vamos a

silenciar este gen y sustituirlo por las diferentes mutantes para determinar el papel funcional de estas
modificaciones y por protedmica,sus ligandos. Con anterioridad habiamos reportado que la actina en
Phaseolus vulgaris estd monoubiquitinada y que esta modificaciéncovalente no es exclusiva de la
simbiosis ya que se induce por la interacciénde otras bacterias y hongos tanto patégenoscomo simbiontes
0 PAMPs, como son los fragmentos de pared de levadura. Adicionalmente, encontramos que el peréxido
de hidrégeno induce esta modificacion,una sefial temprana que se produce poco después del
reconocimiento a los microorganismos 0 sus metabolitos tanto en animales, insectos y también en plantas
por lo que propusimos que la

monoubiquitinacién de actina forma parte de la via de sefializacion de lo que se conoce como la respuesta
inmune innata. Utilizando el dominio de uniéna filamentos de actina de la fimbrina fusionada a la proteina
verde fluorescente (ABD-GFP) y una forma de ubiquitina con etiqueta (6XMyc o FLAG) estudiamos la via
de sefializacion y su papel funcional en lo que se conoce como la inmunidad innata generalizada (nonhost
resistance) en raices transgénicas de frijol.

Respecto a la inmunidad innata, recientemente hemos clonado varios genes que codifican proteinas que
participan tanto en inducir la defensa como en controlar la muerte celular programada (muerte por
autofagia). En particular, una aspartil proteasa especifica de nédulos de frijol (nodulina). También hemos
avanzado en su caracterizacién bioguimica e inmunolocalizacion por microscopia confocal en cortes de
noédulos. El ortélogo de este gen en Arabidopsis es una proteasa extracelular (CDR1) que cuando se
sobre-expresa, induce tolerancia a infecciones de microorganismos patégenos(Pseudomonas syringae).
Estamos analizando los fenotipos de las raices y nédulostransgénicas en donde se ha silenciado por RNAI,
asi como también donde se sobre-expresa este gen. Nuestra hipétesisde trabajo es que esta proteasa
tiene un blanco muy especifico que podria generar un péptido que se transporta en forma endécrinay que




induce a genes de defensa en frijol. Recientemente, hemos enfocado nuestra atencidonen estudiar la
autofagia durante la ontogenia del nédulo, por lo que hemos clonado una serie de genes que participan
en esta via. En particular nos interesan el gen que codifica para el inhibidor de Bax (Bl) y para una
proteina conectora llamada RACK1. Asimismo, estamos interesados en determinar la funcidonde la PI3K
durante la formacion del hilo de infeccionde Rhizobium etli y de las células infectadas. La PI3K tiene un
papel crucial en dispar la autofagia cuando hay limitacionde nutrientes y durante la defensa en lo que se
conoce como respuesta hipersensible, es decir una suicidio subito para constrefiir la infeccién por
patégenos.

Estamos analizando por genémica funcional dos genes que codifican proteinas de choque térmico: Hsp70
(BIP) que tiene un papel crucial en la respuesta de proteinas no plegadas (UPR)cuya expresion esta
incrementada en los nédulos. Ademas, una proteina pequefia de choque térmico (sHSP) (Nod22). En
Arabidopsis hay dos genes ortdlogos, tenemos las mutantes nulas y estamos haciendo la cruza para tener
la doble mutante. Nos interesa determinar la posible funciénde estos genes porque cuando sobre-
expresamos la proteina recombinante de frijol en E. coli, ésta le confiere tolerancia al choque oxidativo.

Asimismo, estudiamos a una familia génica (Npv30 o Nodulina 30) de cuatro miembros que codifica
proteinas altamente conservadas entre si con una vida media muy corta. Estas proteinas tienen una caja
de destruccion (D-Box) en el extremo amino terminal, un dedo de Zinc en la regi6n central y una
regionPEST en el carboxilo terminalque manda la proteina al proteasoma. Aparentemente, la funciénde
estas proteinas es frenar o detener la muerte celular de las células del néduloya que la pérdida de
funcionlleva a la muerte celular de las células infectadas por Rhizobium. El transcrito de uno de los
miembros es inducido por estrés oxidativo y aparentemente todos son reprimidos por nitrato. Mediante un
sistema de "dos hibridos en levadura™ hemos encontrado que forma heterodimeros consigo misma y con
factores transcripcionales que en Arabidopsis inducen la muerte celular controlada de varios tejidos donde
se pierde selectivamente el nicleo.

Finalmente, continuar profundizando en el estudio de los microRNAs durante la infeccionpor
Agrobacterium y el desarrollo (auxinas) de frijol y sus posibles blancos por un anélisis informético y por
gendémica funcional. Asimismo, mediante un analisis genémico cuantitativo (transcriptoma) analizamos la
expresiéngenética durante la simbiosis frijol-Rhizobiummediante la secuenciacionmasiva (IBT-SOLIID) de
genes que se inducen durante la ontogenia del néduloy la la muerte celular cuando hay ganancia y
pérdida de funcionde la Nodulina 30 (NPv30), la PI3K, la PvNod4l y Bl y la trehalase. La pérdida de
funcion de la trahalasa en nddulos tiene un efecto importante en la biomasa del néduloya que se aislan
10 veces mas bacteroides y se incrementa la fijacion de nitrégeno en un 30%.
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Carlos Federico Arias Ortiz

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Biologia Molecular de virus y gendmica funcional de la interaccién virus célula huésped.

Las gastroenteritis infecciosas agudas son una causa importante de morbilidad y mortalidad en nifios
menores de cinco afios en los paises en desarrollo, con alrededor de mil millones de episodios diarreicos y
entre tres y cuatro millones de muertes por afio. Agentes virales, tales como rotavirus, astrovirus,
calicivirus y adenovirus, son responsables de un buen nimero de estas gastroenteritis. Dentro de estos
agentes, los rotavirus son los de mayor impacto, causando aproximadamente 600,000 muertes al afio en
nifios menores de dos afios. Sin embargo, la importancia de los otros virus esta siendo revalorada a la luz
de métodos diagndsticos mas sensibles y especificos. Mas recientemente, y en respuesta a la posible
emergencia de cepas altamente patogénicas de influenza, nuestro grupo se ha interesado en montar
sistemas eficientes y rapidos que nos permitan diagnosticar las cepas del virus influenza circulantes en
nuestro pais. Asimismo, basados en las nuevas metodologias de microarreglos, estamos interesados en
disefiar una plataforma de oligonucleétidos que permita identificar, en un solo ensayo, cualquiera de los
virus que afectan mas frecuentemente a animales vertebrados.

ROTAVIRUS

Estos virus estan formados por tres capas concéntricas de proteina que rodean al genoma viral, el cual
esta compuesto por once segmentos de RNA de doble cadena. El ciclo replicativo de estos virus se puede
dividir en tres fases principales: La unién y penetracion a la célula huésped; la transcripcion y replicacion
el genoma viral; y la morfogénesis y salida de las nuevas particulas virales. A lo largo de estos procesos el
virus toma el control de la maquinaria biosintética de la célula y la utiliza a su favor. Durante todos estos
pasos existen interacciones continuas entre las proteinas virales y celulares, que son necesarias para dar
lugar a una infeccion productiva. El interés principal de nuestro laboratorio es el caracterizar las
interacciones de los rotavirus con su célula huésped, identificando las moléculas celulares y virales que
participan en ellas, asi como la relevancia de las mismas en la replicacién del virus, para comprender
detalladamente los mecanismos por los cuales los rotavirus ingresan a su célula huésped y son capaces
de establecer una infeccidn productiva basada principalmente en controlar la maquinaria de sintesis de
proteinas de la célula huésped. También proponemos determinar cudles son las proteinas celulares
indispensables para la replicacion de los estos virus, utilizando estrategias globales, basadas en la
interferencia de RNA, que permitan silenciar la expresién de la mayor parte de los genes del genoma
humano. Estos estudios deberan mejorar nuestro entendimiento general de la biologia y la patogénesis de
los rotavirus y contribuir a abrir nuevas avenidas para alcanzar medidas de control racionales contra este
agente viral. En particular, las preguntas que estamos interesados en contestar son:

1.- Cual es el mecanismo por el cual los rotavirus ingresan a su célula huésped.

2.- Cual es el mecanismo por el cual los rotavirus se apropian de la maquinaria de sintesis de las proteinas
celulares.

3.- La infeccidn por rotavirus induce una respuesta de estrés de la célula?

4.- Cuantas y cudles son las proteinas celulares que se requieren para una eficiente replicacién de los
rotavirus.

5.- Cual es la funcion de las proteinas virales, en particular en cuanto a la replicacién y transcripcién del
genoma viral.

6.- Que cascadas de sefializacion enciende el virus durante la infeccién? y cual es su relevancia para la
replicacion del virus.

ASTROVIRUS

Los astrovirus son causa de diarreas en nifios, asi como en muchas otras especies animales, incluyendo
aves de importancia econdmica. El genoma de estos virus es de RNA de cadena sencilla y polaridad
positiva y codifica para tres poliproteinas que sirven para la replicacion del genoma y para formar las
particulas virales. Estas proteinas deben procesarse proteoliticamente por enzimas virales y celulares. La
poliproteina precursora de la capside se procesa por diferentes proteasas de origen celular; los cortes en
esta proteina son importantes tanto para la liberacion del virus de la célula huésped, como para su
entrada a una nueva célula, para iniciar un ciclo infeccioso. Algunas de las proteasas celulares




involucradas en este procesamiento son caspasas, las cuales estan relacionadas con la muerte celular por
apoptosis y se activan por la infeccién. Nuestro interés en los astrovirus es entender el papel de los
diferentes cortes proteoliticos que experimenta la poliproteina estructural, durante los diferentes pasos del
ciclo replicativo del virus. En particular estamos interesados en responderlas siguientes preguntas:

1.- Cual es el mecanismo por el que el virus adquiere la capacidad de ingresar a la célula al ser procesada
la proteina de capside por tripsina?

2.- Con qué moléculas celulares interactda el virus durante su entrada?

3.- Cual es el producto viral responsable de inducir la activacion de las caspasas?

4.- Que proteinas celulares interactian con las proteinas de astrovirus durante su morfogénesis y su
liberacion de la célula huésped?

5.- Cual es el mecanismo por el que el virus se libera de la célula huésped?

INFLUENZA y DIAGNOSTICO VIRAL

En la actualidad se reconoce claramente la importancia de las enfermedades infecciosas en la salud
publica, y en particular el gran riesgo que representan las enfermedades emergentes causadas por la
aparicion de nuevos agentes infecciosos o por el aumento en la incidencia de agentes ya conocidos. En
particular, desde su aparicién en 1997, ha causado preocupacion una cepa de virus influenza de origen
aviar (H5N1) de alta virulencia para aves y humanos. El virus de influenza, miembro de la familia
Orthomyxoviridae, causa la infeccion de tracto respiratorio superior en humanos, y se ha estimado que
este virus causa alrededor de 40 mil muertes anuales y hasta 200 mil hospitalizaciones en los Estados
Unidos, que es uno de los pocos paises que le dan seguimiento a las infecciones por estos virus. El
surgimiento de cepas de alta virulencia ha causado alerta ante la potencial aparicion de una cepa
pandémica del virus influenza, que pueda propagarse eficientemente en la poblacion. Ante este hecho, la
Organizacion Mundial de Salud ha recomendado a todos los paises el contar con un sistema de vigilancia
y monitoreo de las cepas de influenza que circulan en su territorio. Para esto, recientemente en nuestro
grupo estamos realizando una caracterizacion molecular de las cepas de influenza que circulan en México,
especialmente de los genes asociados a su virulencia y a su resistencia a los farmacos antivirales.

Otro aspecto que estamos desarrollando en nuestro laboratorio es el diagnéstico de infecciones virales y
bacterianas que causan enfermedades respiratorias y gastrointestinales con base en una plataforma de
microarreglos constituidos por oligonucledtidos, que sea ademas capaz de identificar directamente los
subtipos de patégenos importantes tales como influenza A y rotavirus. Una vez desarrollado el
microarreglo para la identificacion de enfermedades gastrointestinales y respiratorias, planeamos
ampliarlo para identificar todos los patégenos virales conocidos de animales vertebrados.

Todas las preguntas que nos hemos planteado son abordadas con metodologias de Virologia clasica,
biologia molecular, biologia celular, bioquimica de proteinas, inmunologia, genémica e ingenieria genética,
segun sea apropiado. Algunas de las técnicas que utilizamos rutinariamente son: cultivo de tejidos,
crecimiento y titulacion de virus, transfeccién transitoria de lineas celulares, clonacion y secuenciacion de
genes celulares y virales, sobreexpresion de proteinas virales en sistemas heterélogos (bacterias, células
de insecto, células de mamiferos), obtencién de anticuerpos policlonales y monoclonales, silenciamiento
de genes por RNA de interferencia, analisis proteémicos, ensayos de gendmica funcional, etc.
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Biologia Molecular y Bioquimica de Virus.
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Disulfide Isomerase. Intervirology, 55 No. 451-.
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Luis Fernando Covarrubias Robles

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Degeneracion y Regeneracion Tisular.

Una célula en desarrollo no tiene marcado su destino intrinsecamente; mas bien, la célula va
construyendo su destino conforme ésta va encontrando diferentes ambientes en el embrién en formacion.
En esta constante interaccion entre la célula y su entorno el desarrollo avanza en una direccion y culmina
en un tiempo mas o menos definido. Sin embargo, los cambios que le ocurren a la célula en el curso de
su diferenciacion no son totalmente irreversibles, sino que naturalmente mantienen un grado de
plasticidad que van perdiendo conforme adquieren su estado terminal. Determinar la plasticidad de las
células del embrion es una de las metas fundamentales de la Biologia del Desarrollo y base fundamental
para la aplicacion de las células troncales en la Medicina Regenerativa. Nosotros hemos disefiado un
sistema de cultivo de tejidos que permite determinar la plasticidad de las células troncales neurales aln
sin conocer todos los componentes del entorno requerido para su diferenciacién especifica. De nuestros
datos surgen preguntas fundamentales como: ¢Cual es la interdependencia entre la neuralizacion y la
especificaciéon? ;Qué controla la extension y duraciéon de la acciéon de un morfégeno? ¢Es posible
reprogramar células neurales que han perdido su plasticidad? Nuestro sistema de cultivo sera Gtil no solo
para estudiar el potencial de diferenciacién de células troncales, sino también para estudiar procesos
celulares y moleculares en tiempo real.

Desde otro punto de vista, es comUn que durante el desarrollo embrionario una molécula particular
genere una respuesta distinta dependiendo del tipo celular sobre el cual actle. La célula responde acorde
a las propiedades intrinsecas que gana a lo largo de su historia durante el desarrollo embrionario y/o a la
interpretacion de la combinacion de sefiales que recibe en un momento dado. Definir la red de
interacciones moleculares que ocurren a lo largo del desarrollo es esencial para entender como las células
guian su destino dentro del embrién, y es conocimiento esencial en la gendmica funcional y relevante
para prevenir la respuesta patolégica causante de muchas enfermedades como las neurodegenerativas y
el cancer. Nosotros hemos estudiado las sefiales que interactian para separar los digitos en la extremidad
en desarrollo donde el balance entre la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular es fundamental.
En este modelo experimental hemos estudiado las vias intracelulares de transduccion, sin embargo
desconocemos auln a qué niveles se lleva a cabo la integracién que resulta en una respuesta proliferativa
o de muerte celular. Un posible nivel de integracién de las sefiales puede resultar en el cambio de
actividad de una proteina debido a modificaciones postraduccionales especificas que recibe en una
condicién dada. Nur77, factor transcripcional que estamos estudiando, es un ejemplo de una proteina que
esta involucrada en diferentes procesos celulares, en donde las distintas modificaciones que sufre puede
ser la causa de la respuesta celular especifica, entre ellas la autofagia, a la cual se asocia su funcion.

En el embrién como en el adulto cambios metabdlicos pueden influir de forma determinante en el destino
de las células. Se puede predecir que el efecto de muchas moléculas que participan en el desarrollo
conducen directa o indirectamente a cambios metabdlicos. Las especies reactivas de oxigeno producen
respuestas celulares especificas, entre ellas la muerte celular. La concentracion de especies reactivas de
oxigeno en una célula esta fuertemente influenciada por la actividad mitocondrial, la cual directamente se
asocia a la actividad metabdlica. En contraste, recientemente hemos encontrado indicios que sugieren que
la ausencia de la catalasa, que causaria incrementos en peroxido, produce cambios metabdlicos en
animales completos. (Como las especies reactivas pueden afectar el metabolismo? Es una pregunta a la
que nos enfocaremos en responder en el futuro. La capacidad regenerativa de algunos tejidos es parte
fundamental del funcionamiento de ciertos érganos. Sin embargo en algunos organismos la capacidad
para regenerar extremidades, como en los urodelos y nuestras observaciones en peces basales, pareciera
ser superflua puesto que ésta no se ha mantenido a lo largo de la evolucién. En los vertebrados la
regeneracion de la piel es necesaria para su mantenimiento y para la reparacion en caso de dafios
severos. No obstante la capacidad regenerativa en los mamiferos es muy limitada al punto que, por
ejemplo, la misma piel ante dafios severos es incapaz de reparar sin dejar huella. Nosotros hemos
observado que esta limitacion en la capacidad regenerativa de la piel puede ser incrementada a través de
modificar el nimero y migracion de células precursoras. Estas evidencias y otras reportadas en la
literatura sugieren que los mecanismos que a lo largo de la evolucién redujeron la capacidad regenerativa




en los mamiferos no son irreversibles. No obstante se debe considerar que incrementar la capacidad
regenerativa puede, en consecuencia, causar enfermedades como el cancer.

Como nunca, ahora los conocimientos basicos provenientes de la biologia del desarrollo trascienden de
manera evidente a la biotecnologia aplicada a la medicina (e.g., medicina regenerativa).

Lineas
Biologia Molecular y Celular de Animales.
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regeneration of the tribasal Polypterus fin". Proc Natl.Acad.Sci U S A, 109 No. , 3838-.
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317 No. 226-.
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Neurospheres Precludes their Engagement in Niche-Dependent Dopaminergic Neurogenesis. Stem Cells
Dev., 21 No. , 1047-.
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Jean Louis Charli Casalonga

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Comunicacion peptidérgica en el sistema nervioso: de las moléculas a los sistemas.

Los péptidos forman una clase ubicua de mensajeros intercelulares a todo lo largo de la escala
filogenética. En el cerebro de los mamiferos, contribuyen a crear una diversidad extraordinaria de
comportamientos. Sin embargo, la informacion sobre los modos de accion de estos mensajeros es todavia
incompleta. Nuestro laboratorio estudia como peptido modelo la hormona liberadora de tirotropina (TRH)
en el sistema nervioso central del roedor. La TRH es un tripéptido de secuencia pglu-his-proNH2
involucrado en la comunicacion intercelular en animales. En los mamiferos, es sintetizado en varios
nucleos cerebrales incluyendo neuronas del nacleo paraventricular (NPV) del hipotalamo, neuronas que
integran diversas sefiales (neurales, hormonales e inmunes) y regulan, entre otras actividades, el gasto
energetico. Del NPV la TRH es transportada a la eminencia media (EM) para liberarse al sistema portal
gue irriga a la adenohipofisis.En la adenohipdfisis,controla la sintesis y liberaciénde la tirotropina, la
hormona encargada del control de la glandula tiroides, por lo tanto el gasto metabolico celular y la
termogenesis. La TRH se localiza también en otras areas del sistema nervioso donde funciona como
neuromodulador. Nuestro grupo trabaja alrededor de 2 lineas de investigacién, en colaboracion con el
grupo de la Dra. Patricia Joseph.

Funcién de la ectoenzima responsable de la inactivacion de la TRH

Uno de los mecanismos principales de inactivacionde péptidos es la actividad de peptidasas embebidas en
la membrana plasmatica, con su sitio activo en el lado externo de la membrana (ectoenzimas). Nuestro
laboratorio identific6 una ectopeptidasa especifica para el TRH que se encuentra en neuronas,
posiblemente en la membrana plasmética postsinaptica. Actualmente, intentamos determinar cual es el
significado fisiologicode la presencia de esta ectoenzima, la piroglutamato peptidasa Il (PPII; familia M1),
en tanicitos de la EM, células gliales que forman la pared del tercer ventriculo, con extensiones en intimo
contacto con las terminales nerviosas TRHérgicas; en este sitio la PPIl parece controlar la cantidad de
TRH que estimula la secrecion de tirotropina; este proyecto se realiza en colaboracién con la Dra. Edith
Sanchez (INP). Por otro lado, nos interesa también entender el papel de la PPII en el sistema nervioso
central, fuera del eje neuroendocrino. Actualmente, estamos analizando el fenotipo de las neuronas que
expresan la PPIl en el hipocampo y la corteza cerebral, y el papel de la PPIl en este contexto; estos
proyectos son realizados en colaboracién con los Drs Edith Sanchez, y Victor Rodriguez (UAEM).

El TRH hipotalamico y el desarrollo de la obesidad

En mamiferos, la TRH es critica para el control del gasto energético, a través de la regulacionde la
secrecionde hormonas tiroideas. Se sabe en particular que el eje hipdfisis-pituitaria-tiroides(HPT) se
ajusta a la baja durante el ayuno, lo que contribuye a ajustar el gasto energético; sin embargo, la
respuesta a un desbalance positivo (sobrealimentacion) ha sido poco estudiada. Adicionalmente,
sospechamos que neuronas hipotalamicas localizadas fuera del eje HPT (en particular en el hipotalamo
lateral) también juegan un papel critico en esta condicion. En este proyecto nuestro propoésito es
identificar las vias TRHergicas hipotaldmicas involucradas durante la induccibnde una obesidad
experimental, y definir cual es su contribuciénal fenotipo. Este proyecto esta dirigido por la Dra. Rosa
Maria Uribe.
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Neurobiologia Celular y Molecular.
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septum. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 342 No. , 222-.
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carunculata. In vivo effects in rodent brain. /nternational J. Biochemistry and Cell Biology, 36, No. 138-
152.

M. Guerra, R. Ubieta, P. Joseph-Bravo, J.Charli, Perez-Martinez (2001). BDNF increases the early
expression of TRH mRNA in fetal TrkB+ hypothalamic neurons in primary culture. European Journal of
Neuroscience, 14, No. , 483-494.

Integrantes de su grupo

Investigadores Asociados

Estudiantes de Posgrado

Personal Administrativo

Dra. Rosa Maria Uribe Villegas

Ivan Lazcano Sanchez
Javier lvan Patifio Mondragon
Karla Yamili Vargas Orihuela

José Manuel Villa
Miguel Angel Olvera

Técnicos Académicos

Estudiantes de Licenciatura

QFB. Miguel Cisneros Ramirez

Gabriela Berenice GOémez
Gonzalez

Maria del Pilar Torres Reyes
Ricardo Ayala Uribe

David Antonio Villasefior Pefa




Alberto Darszon lIsrael

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Participacion de los canales ionicos en la fisiologia del espermatozoide.

El didlogo entre gametos es clave para que ocurra la fecundacidne involucra la regulaciénde la
permeabilidad i6nicade sus membranas. Los canales idnicosparticipan importantemente en la movilidad,
maduracione induccion de un proceso exocitotico que prepara al espermatozoide para fusionarse con el
ovulo llamado la reaccién acrosomal (RA). La exitosa interaccion entre los gametos resulta en la
reproduccién que, ademas de ser fundamental para la preservacion de las especies, es importante en la
salud humana, la ganaderia y la pesca. La capa de gelatina que rodea al 6vulo de erizos de mar contiene,
péptidos pequefios que modulan la movilidad del espermatozoide utilizando una via de sefializacion
comuan. Por ejemplo, la unién del speract (decapéptido de la gelatina de erizos Strongylocentrotus
purpuratus) a su receptor activa una guanilato ciclasa (GC) transitoriamente. EI aumento en el GMPc
activa canales de K+ regulados por GMPc que hacen més negativo el potencial de membrana (Em) del
espermatozoide. Esta hiperpolarizaciéon temporal estimula a: un intercambiador Na+/Ca2+ que mantiene
baja la concentracion intracelular de Ca2+ ([Ca2+]i), un intercambio Na+/H+, la adenilato ciclasa (AC) y
posiblemente un canal cationicollamado SpHCN. Considerando que el pH intracelular (pHi) regula al
CatSper, un canal de Ca2+ especial del espermatozoide, el aumento en el pHi que induce la
hiperpolarizacion podria contribuir de manera significativa a los cambios que dispara el speract.
Posteriormente el Em se repolariza y luego se depolariza resultando en aumentos en: la [Ca2+]i, el AMPc
y la [Na+]i. Se sabe que la [Ca2+]i esta intimamente relacionada con la forma en la que bate el flagelo.
Nosotros mostramos por primera vez que el speract induce fluctuaciones en el [Ca2+]i en
espermatozoides individuales. Registrando simultdneamente la trayectoria, la forma del flagelo y su
concentracion local de [Ca2+]i, establecimos que las fluctuaciones en el [Ca2+]i regulan como nada el
espermatozoide. Usando un sistema de microscopia de fluorescencia que permite generar gradientes de
speract fotoactivando speract enjaulado encontramos que estos gradientes disparan incrementos en la
[Ca2+]i regulados en tiempo y espacio que desencadenan respuestas quimiotcticas en espermatozoides
de Litechinus pictus, y bajo condiciones particulares en S. purpuratus. El &cido niflimico, un bloqueador
de canales de Cl- regulados por Ca2+, entre otros, altera las fluctuaciones en la [Ca2+]i e inhibe la
respuesta quimiotactica de espermatozoides de L. pictus. Estudios con este fArmaco nos revelaron que es
posible alterar algunos de los canales que participan en la via de la quimiotaxis inhibiéndola pero sin
alterar el mecanismo que detecta el gradiente de quimioatrayente.

Comparando el comportamiento de los espermatozoides de las dos especies de erizo de mar mencionadas
y el acido niflimico, estamos avanzando en nuestra comprensiénde los mecanismos molecular que le
permiten a esta célula determinar la posicion del 6vulo y encontrarlo (quimiotaxis). La sintonizaciéonde los
flujos ibénicosa través de la membrana del flagelo con la polaridad del gradiente del quimioatrayente,
establece una regulacion espacio-temporal de su aparato motor. Los cambios eléctricos de la membrana
del flagelo sincronizan la respuesta motora regulando el pHi y el [Ca2+]i. El [Ca2+]i incrementa cuando el
espermatozoide se aleja de la fuente del gradiente del quimioatrayente desencadenando el viraje, la
orientaciony el nado en linea recta hacia el centro de este. Entender los mecanismos moleculares que
gobiernan la movilidad y su relacioncon el [Ca2+]i permitirh comprender mejor la fisiologia del
espermatozoide y en general como el Ca2+ regula a los flagelos y cilios de las células. Ahora se sabe que
muchos tipos de células epiteliales, e incluso algunas neuronas, tiene al menos un cilio o un flagelo cuya
estructura esta muy conservada.

La mitocondria, ademas de proveer parte importante de la energia celular, modula el perfil de los cambios
en el [Ca2+]i en las células. En el espermatozoide del erizo de mar encontramos que modificaciones en el
estado metabdlicode su mitocondria regulan la actividad de canales permeables a Ca2+ en la membrana
plasmatica y por tanto la homeostasis del Ca2+. Inhibidores mitocondriales como la antimicina y el CCCP
(un protonéforo) modifican los cambios en el [Ca2+]i inducidos por el speract del espermatozoide del
erizo y su respuesta quimiotactica. Ademas, el speract induce cambios en el potencial mitocondrial y en
sus niveles de NADH. Recientemente hemos descubierto que el aumento del pHi inducido por el speract
influye sobre el comportamiento de la mitocondria y en cdmo esta modula los cambios en el [Ca2+]i que
dispara este decapéptido, y por tanto la respuesta quimiotactica.




La capacitacion, un proceso de maduracion del espermatozoide de mamifero ocurre en el tracto genital
femenino y lo prepara para fecundar exitosamente al dévulo,aumenta el [Ca2+]i y el pHi, y varias
proteinas se fosforilan en tirosinas. En el ratény algunas otras especies la capacitacionse acompafia de
una hiperpolarizaciondel Em. Varios canales parecen contribuir a dicha hiperpolarizacion.Este afio hemos
seguido estudiando al Cl-, que es importante para la capacitacion,la RA y la fecundacién.Hace unos afios
propusimos que el CFTR, un canal de CI- presente en los espermatozoides de ratény humano, regula a los
canales de Na+ ENaCs. La fosforilacion que ocurre durante la capacitaciondepende de aumentos en la
concentracionde AMPc, sintetizada por una adenilato ciclasa soluble dependiente de HCO3-. La
capacitacion depende de la elevacionde los niveles tanto de HCO3- intracelular como del pHi. Las
concentraciones intracelulares de CI- ([CI-]i) y HCO3- estan intimamente relacionadas. Este afo
terminamos de establecer la presencia funcional del CFTR en el espermatozoide de ratdn ratén. Por otra
parte registramos también corrientes macroscépicas de Cl- reguladas por Ca2+ en el espermatozoide de
humano maduro y encontramos que estas participan en la RA. Hasta reciententemente se pensaba que el
inductor natural de la RA es la ZP3, una glicoproteina de la matriz externa del dvulo.ZP3 soluble activa,
entre otras cosas, una entrada de Ca2+ dependiente de Ca2+ externo necesaria para que ocurra la RA.
Esta entrada de Ca2+ tiene al menos dos componentes, uno transitorio (mseg) y el otro sostenido (min).
La entrada sostenida de Ca2+ esta mediada por canales operados por pozas internas (SOCs) y su bloqueo
inhibe la RA. El espermatozoide tiene mas de una poza interna y ahora estamos investigando como estas
pozas participan en la regulaciénde la movilidad y la RA. Estamos también desarrollando una nueva
estrategia para seguir la RA en el tiempo simultaneamente con el [Ca2+]i. La reproducciénademas de ser
fundamental para la preservacion de las especies, es importante en la salud humana, la ganaderia y la
pesca. El didlogo entre gametos es clave para que ocurra la fecundacién e involucra la regulacion de la
permeabilidad i6nica de sus membranas. Los canales iénicos participan importantemente en la movilidad,
maduracion e induccién de un proceso exocitoticoque prepara al espermatozoide para fusionarse con el
ovulollamado la reacciénacrosomal (RA).

La capa de gelatina que rodea al 6vulode erizos de mar Strongylocentrotus purpuratus contiene al
speract, un decapéptido que modula la movilidad del espermatozoide. La unién del speract a su receptor
activa una guanilato ciclasa (GC) transitoriamente. El aumento en el GMPc activa canales de K+ regulados
por GMPc que hacen mas negativo el potencial de membrana (Em) del espermatozoide. Esta
hiperpolarizacibn temporal estimula a: un intercambiador Na+/Ca2+ que mantiene baja la
concentraciénintracelular de Ca2+ ([Ca2+]i), un intercambio Na+/H+, la adenilato ciclasa (AC) y
posiblemente un canal catiénicollamado SpHCN. Considerando que el pH intracelular (pHi) regula al
CatSper, un canal de Ca2+ especial del espermatozoide, el aumento en el pHi que induce la
hiperpolarizacionpodria contribuir de manera significativa a los cambios que dispara el speract.
Posteriormente el Em se repolariza y luego se depolariza resultando en aumentos en: la [Ca2+]i, el AMPc
y la [Na+]i. Se sabe que la [Ca2+]i esta intimamente relacionada con la forma en la que bate el flagelo.
Nosotros mostramos por primera vez que el speract induce fluctuaciones en el [Ca2+]i en
espermatozoides individuales. Registrando simultdneamente la trayectoria, la forma del flagelo y su
concentracién local de [Ca2+]i, establecimos que las fluctuaciones en el [Ca2+]i regulan como nada el
espermatozoide. Usando un sistema de microscopia de fluorescencia que permite generar gradientes de
speract fotoactivando speract enjaulado encontramos que estos gradientes disparan incrementos en la
[Ca2+]i regulados en tiempo y espacio que desencadenan respuestas quimiotacticas en espermatozoides
de L. pictus, y bajo condiciones particulares en S. purpuratus. El acido niflimico, un bloqueador de
canales de Cl- regulados por Ca2+, entre otros, altera las fluctuaciones en la [Ca2+]i e inhibe la
respuesta quimiotactica de espermatozoides de L. pictus.

Comparando el comportamiento de los espermatozoides de las dos especies de erizo de mar mencionadas
y el &cido niflumico, avanzamos significativamente en nuestra comprensiénde los mecanismos molecular
que le permiten a esta célula determinar la posiciondel évuloy encontrarlo (quimiotaxis). La
sintonizaciénde los flujos idnicosa través de la membrana del flagelo con la polaridad del gradiente del
guimioatrayente, establece una regulaciénespacio-temporal de su aparato motor. Los cambios eléctricos
de la membrana del flagelo sincronizan la respuesta motora regulando el [Ca2+]i. El [Ca2+]i incrementa
cuando el espermatozoide se aleja del la fuente del gradiente del quimioatrayente desencadenando el
viraje, la orientaciony el nado en linea recta hacia el centro de este. Entender los mecanismos




moleculares que gobiernan la movilidad y su relaciéncon el [Ca2+]i permitira comprender mejor la
fisiologia del espermatozoide y en general como el Ca2+ regula a los flagelos y cilios de las células. Ahora
se sabe que muchos tipos de células epiteliales, e incluso algunas neuronas, tiene al menos un cilio o un
flagelo cuya estructura esta muy conservada.

La mitocondria, ademas de proveer parte importante de la energia celular, modula el perfil de los cambios
en el [Ca2+]i en las células. En el espermatozoide del erizo de mar encontramos que modificaciones en el
estado metabdlicode su mitocondria regulan la actividad de canales permeables a Ca2+ en la membrana
plasmatica y por tanto la homeostasis del Ca2+. Inhibidores mitocondriales como la antimicina y el CCCP
(un protonéforo) modifican los cambios en el [Ca2+]i inducidos por el speract del espermatozoide del
erizo y su respuesta quimiotactica. Ademas, el speract induce cambios en el potencial mitocondrial y en
sus niveles de NADH. Estos resultados sefialan que la mitocondria regula las fluctuaciones del [Ca2+]i
inducidas por el speract y por tanto la quimiotaxis y la forma en la que nada el espermatozoide.

La capacitacion, un proceso de maduraciondel espermatozoide de mamifero ocurre en el tracto genital
femenino y lo prepara para fecundar exitosamente al évulo,aumenta el [Ca2+]i y el pHi, y varias
proteinas se fosforilan en tirosinas. En el ratény algunas otras especies la capacitacionse acompafa de
una hiperpolarizaciéndel Em. Varios canales parecen contribuir a dicha hiperpolarizacion. Este afio hemos
seguido estudiando al Cl-, que es importante para la capacitacion,la RA y la fecundacién. Creemos que el
CFTR, un canal de CI- presente en los espermatozoides de ratony humano, regula a los canales de Na+
ENaCs. La fosforilacionque ocurre durante la capacitaciondepende de aumentos en la concentracionde
AMPc, sintetizada por una adenilato ciclasa soluble dependiente de HCO3-. La capacitaciondepende de la
elevacionde los niveles tanto de HCO3- intracelular como del pHi. Las concentraciones intracelulares de
Cl- ([CI-]i) y HCO3- estan intimamente relacionadas. Este afio terminamos de establecer la presencia de
corrientes de Cl- en el espermatozoide de ratoncon caracteristicas asociadas al CFTR en el
espermatozoide de raton.Por otra parte registramos también corrientes macroscopicas de Cl- reguladas
por Ca2+ en el espermatozoide de humano maduro y encontramos que estas participan en la RA. El
inductor natural de la RA es la ZP3, una glicoproteina de la matriz externa del dvulo.ZP3 activa, entre
otras cosas, una entrada de Ca2+ dependiente de Ca2+ externo necesaria para que ocurra la RA. Esta
entrada de Ca2+ tiene al menos dos componentes, uno transitorio (mseg) y el otro sostenido (min). La
entrada sostenida de Ca2+ esta mediada por canales operados por pozas internas (SOCs) y su bloqueo
inhibe la RA. El espermatozoide tiene més de una poza interna y ahora estamos investigando como estas
pozas participan en la regulacionde la movilidad y la RA. Hemos desarrollando una nueva estrategia para
seguir la RA en el tiempo simultaneamente con el [Ca2+]i y esto nos ha mostrado que fluctuaciones en el
[Ca2+]i pueden quizd modular la capacidad del espermatozoide para llevar a cabo la RA.
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Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Aspectos moleculares y celulares de la comunicacién peptidérgica en el sistema nervioso.

Los péptidos forman una clase ubicua de mensajeros intercelulares a todo lo largo de la escala
filogenética. Nuestro laboratorio ha contribuido a la caracterizacion del metabolismo de un péptido, la
hormona liberadora de tirotropina (TRH) en el sistema nervioso del roedor. EI TRH es un tripéptido de
secuencia pglu-his-proNH2 involucrado en la comunicacién intercelular en animales. En los mamiferos, es
sintetizado en varios nudcleos cerebrales incluyendo neuronas del nucleo paraventricular (NPV) del
hipotadlamo, neuronas que integran sefiales (neurales, hormonales e inmunes) que regulan, entre otras, la
funcion endocrina. Del NPV el TRH es transportado a la eminencia media para liberarse al sistema portal
que irriga a la adenohipd6fisis. En la adenohipéfisis, controla la sintesis y liberacion de la tirotropina, de la
prolactina (PRL) y posiblemente de la hormona de crecimiento. El TRH se localiza también en otras areas
del sistema nervioso y del organismo donde funciona como neuromodulador 0 mensajero paracrino.

Mecanismos moleculares de control de la biosintesis del TRH en el hipotalamo.

Un objetivo central de nuestro grupo es el estudio del efecto del estrés sobre las neuronas TRHérgicas.
Estudiamos las neuronas del NPV, que modulan al eje tiroideo y por tanto el metabolismo energético, asi
como las neuronas de otras areas del cerebro, en particular el sistema limbico que también sintetizan TRH
y estan involucradas en conductas de alerta y control de la ansiedad. Abordamos el problema desde el
nivel molecular mediante el estudio del modo de acciénde los glucocorticoides en la biosintesis del TRH,
hasta el conductual para identificar las estructuras en las que se modula la actividad de las neuronas
TRHérgicas en determinados comportamientos.

Mecanismos moleculares de control de la biosintesis del TRH en el hipotdlamo. Un objetivo central de
nuestro grupo es el estudio del efecto del estrés sobre las neuronas TRHérgicas. Estudiamos las neuronas
del NPV, que modulan al eje tiroideo y por tanto el metabolismo energético, asi como las neuronas de
otras areas del cerebro, en particular el sistema limbico que también sintetizan TRH y estan involucradas
en conductas de alerta y control de la ansiedad. Abordamos el problema desde el nivel molecular
mediante el estudio del modo de accidénde los glucocorticoides en la biosintesis del TRH, hasta el
conductual para identificar las estructuras en las que se modula la actividad de las neuronas TRHérgicas
en determinados comportamientos.

A nivel molecular hemos caracterizado los elementos de respuesta a hormonas tiroideas (TRE), AMP
ciclico (CRE) y glucocorticoides (GRE) presentes en el promotor de TRH utilizando estrategias
complementarias (cuantificacionde los niveles del RNAm de TRH en cultivos primarios de hipotalamo,
medicionde la actividad transcripcional, ensayos de movilidad electroforetica, proteccion a DNase | y, de
immunoprecipitacion de cromatina). Se corroboréel efecto inhibidor de la hormona tiroidea T3 en la
sintesis de TRH y se corroboréel sitio de reconocimiento del receptor de hormonas tiroideas (TR) pero, a
diferencia de lo reportad en sistemas heterélogosobservamos en células hipotalamicas que: a) TR se une
al promotor solo en células estimuladas con T3 y no en forma independiente al ligando; b) factores
transcripcionales estimulados por AMPc no se unen a la regionconteniendo el TRE, ¢) el AMPc no interfiere
con la uniénde TR al TRE. Estos resultados demuestran que las altas concentraciones de factores de
transcripcion alcanzados en celulas transfectadas de manera transitoria pueden arrojar resultados que no
reflejan la situaciénin vivo. Caracterizamos ademas el sitio CRE (llamado CRE-2) como un sitio extendido
flanqueado por sitios de reconocimiento de SP1 o factores tipo Krupel vy, el sitio de reconocimiento del
receptor a glucocorticoides con caracteristicas de un sitio compuesto por estar flanqueado por secuencias
de reconocimiento de AP-1 (GREc). En respuesta a los glucocorticoides, se une el GR al GREc. La co-
estimulaciéncon glucorticoides y AMPc interfiere con la uniébnde pCREB y de GR tanto a CRE-2 como al
GREc. El mecanismo de este antagonismo mutuo involucra la interaccién proteina-proteina entre pKAc y
GR (evidenciado por inmunocitoquimica y Western).




Estructura y funcionde la ectoenzima responsable de la inactivaciondel TRH. Los péptidos ejercen su
actividad a través de una interaccioncon receptores presentes sobre las membranas plasmaticas de las
células blanco. La eficiencia del mecanismo de transduccion estda modulada por mecanismos que eliminen
al péptido en el compartimiento extracelular. Uno de los mecanismos principales de inactivacion de
péptidos es la actividad de peptidasas. Estaspueden estar solubles en el medio extracelular o, embebidas
en la membrana plasmatica, con su sitio activo en el lado externo de la membrana (ectoenzimas). Nuestro
laboratorio identificouna peptidasa especifica para el TRH que se encuentra en neuronas, posiblemente en
la membrana plasmatica post-sinaptica. Esta ectoenzima, la piroglutamato peptidasa Il (PP Il) es una
metaloproteasa cuya distribucionen el cerebro es heterogénea. Esta enzima parece tener un papel
importante en la homeostasis de la transmision TRHergica ya que es altamente especifica y es regulada
en varias condiciones fisioldgicas. Actualmente 1) Buscamos cuales son los reguladores de la actividad de
la PPII en el sistema nervioso central; los esfuerzos se centran sobre el analisis del control de la actividad
de la PPII en el circuito hipocampal. Hemos en particular demostrado que la comunicaciéna traves del
receptor NMDA del glutamato es critica para mantener niveles elevados de actividad de PPIIl. 2)
Intentamos determinar cual es el significado fisiolégicode la presencia de la PPIl en células blanco y de la
regulacionde su actividad. Recientemente hemos mostrado que la inhibicionde la PPII en el septum, una
regidncerebral sitio del efecto analeptico del TRH, amplifica los efectos del TRH; es la primera evidencia
funcional in vivo que apoya la participacion de la PPIl en la comunicaciénpor TRH. 3) Hemos iniciado
estudios para determinar a nivel subcelular la localizacionde la proteina. Para este propdsitoestamos
caracterizando varios anticuerpos anti PPIl. 4) Hemos demostrado que en varios tejidos existe un ARNm,
obtenido por "splicing" alternativo, que codifica para una versionde la PPII truncada en el C-terminal; esta
version es inactiva pero se comporta como un dominante negativo, o que sugiere un nuevo mecanismo
de regulacién de la actividad de aminopeptidasas. Hemos mostrado que la expresién del ARNm de la PPII
truncada tiende a incrementarse en varias situaciones en las cuales la actividad de la PPII disminuye, lo
gue es consistente con un papel funcional in vivo. Estamos determinando si la PPII truncada tiene algun
papel funcional in vivo. Para esto estamos analizando el efecto de interferir con su expresion con RNAI
sobre la actividad de la PPII.

Regulacion del metabolismo del TRH en los sistemas neuroendocrino y limbico. En respuesta a un
estimulo neuronal como la exposicional frio, ocurre una rapida activaciondel eje hipotalamo-hipofisis-
tiroides que incluye un incremento rapido y transitorio de la biosintesis del TRH en el NPV. La respuesta al
frio es afectada dependiendo del estado hormonal (sexo, estrés) o nutricional del animal apoyando una
regulacionmultifactorial de las neuronas TRHérgicas del NPV que depende, no sélode las hormonas
circulantes sino de la informacién de neuronas aferentes activadas especificamente por estimulos
particulares, dependiendo ademas de su intensidad y temporalidad.

Las neuronas TRHérgicas responden también a estimulos de demanda energética como el aumento en
locomocioén y el ejercicio agudo. Esta regulacién es, como en la estimulacié por frio, rapida y transitoria
gue puede ser inhibida por el estrés percibido por el animal (dependiendo de la magnitud del incremento
en los niveles de la corticosterona circulante). Las interacciones estimuladoras e inhibitorias sobre la
actividad TRHérgica permite explicar la diversidad en las respuestas metabolicasindividuales y contribuir al
entendimiento de los problemas en la regulacién del peso y el bienestar.

Ademas de la localizacién hipotalamica, el TRH tiene efectos antidepresivos, afecta la conducta motora,
antagoniza el efecto narcoticodel etanol y se postula que participa en el aprendizaje y la memoria.
Basados en el conocimiento adquirido en medir la respuesta de las neuronas TRHérgicas en el sistema
neuroenddcrinoen respuesta a estimulacién transinaptica, estudiamos la funcién del TRH como
neuromodulador en regiones y conductas especificas. Debido a que las vias TRHérgicas se encuentran en
distintas estructuras limbicas, la especificidad de su accionmuy posiblemente dependa de la
regiéninvolucrada. Hemos evaluado la actividad de las neuronas TRHérgicas cuantificando la expresién
génica de TRH, y de los elementos involucrados en la transmisionTRHergica, en animales sometidos a
varios paradigmas conductuales representativos de funciones especificas. La mediciénsimultanea de la
expresionde CRH y de sus receptores, de GR y BDNF en distintas areas del sistema limbico, asi como los
niveles séricos de corticosterona y de tirotropina y/o hormonas tiroideas nos permitié evaluar la cinética y
magnitud de la respuesta al estrés en cada prueba. Hemos caracterizado una activacion especifica de las
neuronas TRHérgicas en el hipocampo en respuesta al aprendizaje; en amigdala en cambio, coincide con




el efecto ansiolitico reportado para TRH y BDNF. Resultados recientes apoyan la teoria propuesta por Gary
sobre el papel homeostatico del TRH en el sistema nervioso central ya que la activaciénde neuronas
TRHérgicas en regiones como el séptum y el talamo depende del estado de alerta del animal. En
conclusion, los cambios encontrados en la amigdala y en el hipocampo, dependientes del estimulo
aplicado, son consistentes con los efectos farmacol6gicos descritos para el TRH (mejoramiento de
memoria, antidepresivo, anxiolitico.

Basados en el conocimiento adquirido sobre los efectos del estrés en la respuesta de las neuronas
TRHérgicas que controlan el eje tirioideo, asi como las amigdalinas, estudiamos ahora el efecto del estrés
en etapas perinatalas y en la adolescencia (que causan cambios epigenéticos en la expresionde GR o de
CRH) con el objetivo de determinar si la respuesta modificada al estrés afecta también la respuesta del
eje tiroideo. Resultados preliminares apoyan a una disminuciénen la respuesta a la estimulaciénpor frio
asi como al ayuno en animales estresados durante la etapa perinatal.
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Hilda Maria Lomeli Buyoli

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Caracterizacion funcional de genes que participan en el desarrollo embrionario de vertebrados, a
través de manipulaciones genéticas en animales transgénicos.

El entendimiento del control genético durante el desarrollo embrionario es uno de los retos mas
importantes de la Biologia moderna. El enfoque de la genética de desarrollo se basa en el uso de
tecnologias que permiten la manipulaciénde genes especificos. En la actualidad se dispone de una enorme
flexibilidad para la manipulacién del genoma de distintas especies animales que han sido utilizadas como
modelos de embriogénesis. De entre estos organismos en el laboratorio hemos utilizado el raton y el pez
cebra. El interés del laboratorio se ha centrado en entender el papel de algunos genes caracteristicos de
etapas embrionarias. Para ello producimos alteraciones de la expresidongenética que nos revelan la
importancia de estos genes in vivo. Los genes que estamos estudiando actualmente incluyen a la familia
de los genes Zimp: Zimp7 y Zimpl0O; a los genes Arid: Aridla y Aridlb y a las RhoGTPasas. Los
homélogosde los genes Zimp y Arid se identificaron inicialmente en Drosophila melanogaster. En este
organismo mutaciones en dichos homélogos producen fenotipos morfogenéticos.

Zimp7 y Zimpl0 son dos proteinas de la familia PIAS que ademas del dominio RING conservan una
similitud mayor a lo largo de una regiénque se ha denominado X-SPRING. Este dominio se ha encontrado
conservado en proteinas ort6logaspresentes en una diversidad de especies de eucariotes. Por su
estructura molecular se cree que podrian participar en un proceso postraduccional Illamado
sumoilaciénmediante el cual se modifican factores transcripcionales y nucleares para alterar su actividad.
En relacion a los genes Zimp inicialmente hicimos estudios de expresiéngenética en el embriénde
raton,encontrando que se expresan de manera muy dinamica e interesante durante el desarrollo.
Actualmente estamos realizando estudios funcionales de los genes Zimp en el pez cebra, ya que en este
modelo se puede producir la inactivacién genética mediante la inyeccién de los llamados morfolinos. Con
el uso de estas logramos inactivar la expresionde Zimp7 en embriones de pez desde etapas tempranas. El
andlisis de los fenotipos obtenidos nos dio evidencia de que Zimp7 est4d involucrado en la
determinaciondel eje dorsoventral y en la producciénde mesodermo. Ademas, el estudio de la expresion
de diversos marcadores genéticos nos indica que Zimp7 actla desde etapas tempranas en un momento
critico para la formaciénde los ejes del embrién,que es cuando se forma una estructura llamada
organizador dorsal. Por otra parte tenemos también datos que demuestran que la ausencia de Zimp7
afecta el funcionamiento de una via de sefializacion de TGF-&#946; llamada Nodal y quiza también afecta
la actividad de la &#946;&#8722;catenina, que es una proteina que se deposita por via materna en
forma asimétrica para asi originar una asimetria dorsoventral.

Por otra parte los genes Arid son componentes del complejo remodelador de cromatina llamado SWI/SNF.
Se ha encontrado que el complejo SWI/SNF tiene un papel importante en el control del ciclo celular y que
justamente la presencia alternativa de la subunidad Arid1A y Arid1B es determinante para favorecer o
detener la proliferacion celular. En el laboratorio estamos estudiando el papel de la fosforilacién y la
sumoilacion en la regulacidon de la actividad de las proteinas Arid y ademds, recientemente iniciamos
estudios funcionales de estos genes en el pez cebra. Inyecciones de morfolinos que impiden el
procesamiento del transcrito de Aridla nos revelaron que este gen tiene un papel importante en el
desarrollo, particularmente durante la formacion de las somitas.
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Susana Lépez Charretén

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Biologia molecular de virus y genémica funcional de la interaccion virus-célula huésped.

Las gastroenteritis infecciosas agudas son una causa importante de morbilidad y mortalidad en nifios
menores de cinco afios en los paises en desarrollo, con alrededor de mil millones de episodios diarreicos y
entre tres y cuatro millones de muertes por afio. Agentes virales, tales como rotavirus, astrovirus,
calicivirus y adenovirus, son responsables de un buen nimero de estas gastroenteritis. Dentro de estos
agentes, los rotavirus son los de mayor impacto, causando aproximadamente 600,000 muertes al afio en
nifios menores de dos afios. Sin embargo, la importancia de los otros virus esta siendo revalorada a la luz
de métodos diagndsticos mas sensibles y especificos. Mas recientemente, y en respuesta a la posible
emergencia de cepas altamente patogénicas de influenza, nuestro grupo se ha interesado en montar
sistemas eficientes y rapidos que nos permitan diagnosticar las cepas del virus influenza circulantes en
nuestro pais. Asimismo, basados en las nuevas metodologias de microarreglos, estamos interesados en
disefiar una plataforma de oligonucleétidos que permita identificar, en un solo ensayo, cualquiera de los
virus que afectan mas frecuentemente a animales vertebrados.

ROTAVIRUS

Estos virus estan formados por tres capas concéntricas de proteina que rodean al genoma viral, el cual
esta compuesto por once segmentos de RNA de doble cadena. El ciclo replicativo de estos virus se puede
dividir en tres fases principales: La unién y penetracion a la célula huésped; la transcripcion y replicacion
el genoma viral; y la morfogénesis y salida de las nuevas particulas virales. A lo largo de estos procesos el
virus toma el control de la maquinaria biosintética de la célula y la utiliza a su favor. Durante todos estos
pasos existen interacciones continuas entre las proteinas virales y celulares, que son necesarias para dar
lugar a una infeccion productiva. El interés principal de nuestro laboratorio es el caracterizar las
interacciones de los rotavirus con su célula huésped, identificando las moléculas celulares y virales que
participan en ellas, asi como la relevancia de las mismas en la replicacién del virus, para comprender
detalladamente los mecanismos por los cuales los rotavirus ingresan a su célula huésped y son capaces
de establecer una infeccidn productiva basada principalmente en controlar la maquinaria de sintesis de
proteinas de la célula huésped. También proponemos determinar cudles son las proteinas celulares
indispensables para la replicacion de los estos virus, utilizando estrategias globales, basadas en la
interferencia de RNA, que permitan silenciar la expresion de la mayor parte de los genes del genoma
humano. Estos estudios deberan mejorar nuestro entendimiento general de la biologia y la patogénesis de
los rotavirus y contribuir a abrir nuevas avenidas para alcanzar medidas de control racionales contra este
agente viral. En particular, las preguntas que estamos interesados en contestar son:

1.- Cual es el mecanismo por el cual los rotavirus ingresan a su célula huésped.

2.- Cual es el mecanismo por el cual los rotavirus se apropian de la maquinaria de sintesis de las proteinas
celulares.

3.- La infeccidn por rotavirus induce una respuesta de estrés de la célula?

4.- Cuantas y cudles son las proteinas celulares que se requieren para una eficiente replicacién de los
rotavirus.

5.- Cudl es la funcidon de las proteinas virales, en particular en cuanto a la replicacién y transcripcién del
genoma viral.

6.- Que cascadas de sefializacion enciende el virus durante la infeccién? y cual es su relevancia para la
replicacion del virus.

ASTROVIRUS

Los astrovirus son causa de diarreas en nifios, asi como en muchas otras especies animales, incluyendo
aves de importancia econdmica. El genoma de estos virus es de RNA de cadena sencilla y polaridad
positiva y codifica para tres poliproteinas que sirven para la replicacion del genoma y para formar las
particulas virales. Estas proteinas deben procesarse proteoliticamente por enzimas virales y celulares. La
poliproteina precursora de la capside se procesa por diferentes proteasas de origen celular; los cortes en
esta proteina son importantes tanto para la liberacion del virus de la célula huésped, como para su
entrada a una nueva célula, para iniciar un ciclo infeccioso. Algunas de las proteasas celulares




involucradas en este procesamiento son caspasas, las cuales estan relacionadas con la muerte celular por
apoptosis y se activan por la infeccién. Nuestro interés en los astrovirus es entender el papel de los
diferentes cortes proteoliticos que experimenta la poliproteina estructural, durante los diferentes pasos del
ciclo replicativo del virus. En particular estamos interesados en responderlas siguientes preguntas:

1.- Cual es el mecanismo por el que el virus adquiere la capacidad de ingresar a la célula al ser procesada
la proteina de cépside por tripsina?

2.- Con qué moléculas celulares interactda el virus durante su entrada?

3.- Cual es el producto viral responsable de inducir la activacion de las caspasas?

4.- Que proteinas celulares interactian con las proteinas de astrovirus durante su morfogénesis y su
liberacion de la célula huésped?

5.- Cual es el mecanismo por el que el virus se libera de la célula huésped?

INFLUENZA y DIAGNOSTICO VIRAL

En la actualidad se reconoce claramente la importancia de las enfermedades infecciosas en la salud
publica, y en particular el gran riesgo que representan las enfermedades emergentes causadas por la
aparicion de nuevos agentes infecciosos o por el aumento en la incidencia de agentes ya conocidos. En
particular, desde su aparicién en 1997, ha causado preocupacion una cepa de virus influenza de origen
aviar (H5N1) de alta virulencia para aves y humanos. El virus de influenza, miembro de la familia
Orthomyxoviridae, causa la infeccion de tracto respiratorio superior en humanos, y se ha estimado que
este virus causa alrededor de 40 mil muertes anuales y hasta 200 mil hospitalizaciones en los Estados
Unidos, que es uno de los pocos paises que le dan seguimiento a las infecciones por estos virus. El
surgimiento de cepas de alta virulencia ha causado alerta ante la potencial aparicion de una cepa
pandémica del virus influenza, que pueda propagarse eficientemente en la poblacion. Ante este hecho, la
Organizacion Mundial de Salud ha recomendado a todos los paises el contar con un sistema de vigilancia
y monitoreo de las cepas de influenza que circulan en su territorio. Para esto, recientemente en nuestro
grupo estamos realizando una caracterizacion molecular de las cepas de influenza que circulan en México,
especialmente de los genes asociados a su virulencia y a su resistencia a los farmacos antivirales.

Otro aspecto que estamos desarrollando en nuestro laboratorio es el diagnéstico de infecciones virales y
bacterianas que causan enfermedades respiratorias y gastrointestinales con base en una plataforma de
microarreglos constituidos por oligonucleotidos, que sea ademas capaz de identificar directamente los
subtipos de patdgenos importantes tales como influenza A y rotavirus. Una vez desarrollado el
microarreglo para la identificacion de enfermedades gastrointestinales y respiratorias, planeamos
ampliarlo para identificar todos los patégenos virales conocidos de animales vertebrados.

Todas las preguntas que nos hemos planteado son abordadas con metodologias de Virologia clasica,
biologia molecular, biologia celular, bioquimica de proteinas, inmunologia, genémica e ingenieria genética,
segln sea apropiado. Algunas de las técnicas que utilizamos rutinariamente son: cultivo de tejidos,
crecimiento y titulacion de virus, transfeccion transitoria de lineas celulares, clonacion y secuenciacion de
genes celulares y virales, sobreexpresion de proteinas virales en sistemas heterélogos (bacterias, células
de insecto, células de mamiferos), obtencién de anticuerpos policlonales y monoclonales, silenciamiento
de genes por RNA de interferencia, analisis proteémicos, ensayos de gendémica funcional, etc.
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Takuya Nishigaki Shimisu

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Estudio de la regulacién de la motilidad del espermatozoide por medio de herramientas opticas.

La fecundacion es un proceso esencial para la reproduccion sexual. En el caso de los mamiferos, el
espermatozoide recorre un largo camino en los tractos genitales masculino y femenino para fecundar al
ovulo, por lo que el movimiento flagelar es una funcién fundamental para el espermatozoide. A pesar de
gue el espermatozoide no tiene capacidad de transcribir ni traducir, esta célula altera el patronde
movimiento flagelar respondiendo a distintos estimulos fisioldgicos como cambios en la composicién
idnica, el pH y a sustancias quimicas particulares (ligandos). Por ello, el espermatozoide requiere una
regulacionprecisa de la movilidad ya que cualquier falla tiene repercusiones directas, por ejemplo la
esterilidad masculina.

El movimiento del flagelo depende de una maquinaria compleja llamada axonema. Una alteracion en los
componentes del axonema afecta severamente la movilidad del espermatozoide. Por otro lado, existen
factores externos al axonema que alteran el patrondel batido flagelar. ElI Ca2+, H+ (pH), AMP ciclico
(AMPc), ATP/ADP y la fosforilacionpueden considerarse como éstos agentes reguladores. Ratones
transgénicos con mutaciones en proteinas que modulan estos factores son infértiles: CatSper (canal de
Ca2+), sNHE (intercambiador de Na+/H+ del espermatozoide), SAC (adenilato ciclasa soluble), GAPDHS
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).

Los experimentos de células tratadas con detergente han mostrado que estos factores modulan
directamente la actividad del axonema. Sin embargo, en la célula intacta, la regulaciénes mas complicada
debido a que estos interactian generando una dindmica espacio-temporal compleja. Por lo anterior, el
objetivo general del proyecto es dilucidar el mecanismo de regulacion de la movilidad del espermatozoide
de mamiferos correlacionado con tres factores intracelulares: Ca2+, pH y AMPc. En general, es dificil
capturar imagenes fluorescentes de objetivos mdviles como los espermatozoides. Ademas, no podemos
aplicar un método convencional de biologia molecular al espermatozoide para sobre expresiénde proteinas
ni alterar la expresion de proteinas enddgenas, por lo que es necesario utilizar varias herramientas 6pticas
especiales para lograr nuestros objetivos.

Actualmente, la infertilidad humana se ha convertido en un problema social importante y el nimero de
parejas que utilizan métodos de fecundacién asistida ha incrementado. Sin embargo, la aplicacién no
adecuada de algunas técnicas podria causar acumulaciones de genes defectuosos en el genoma humano.
A largo plazo, los datos obtenidos en nuestro proyecto contribuirdn a establecer la aplicacién adecuada de
las técnicas de fecundacidn asistida para evitar la acumulacién de los genes defectuosos.

En el afio 2012, establecimos un nuevo método para estudiar la interaccionmolecular entre AMPc y un
dominio de unién a nucleoétidos ciclicos (CNBD) mediante FRET (Transferencia de Energia por Resonancia
entre fluoroforoscercanos) y mostramos una ventaja experimental para realizar un ensayo de
uniénconfiable usando proteinas recombinantes no purificadas expresadas en bacterias. Esta
caracteristica indica que nuestro método es Util para realizar un tamiz eficiente y estudiar CNBDs aun no
caracterizados. En este proyecto, utilizamos proteinas fluorescentes para facilitar la seleccién en colonia
de bacterias transformadas con los plasmidos deseados. Ademds, por combinacionde dos tipos de
plasmidos, generamos un plasmido que nos permite expresar una proteina recombinante tanto en
bacteria como en células de cultivo, por ejemplo células CHO.

Ademas preparamos una construccionen plasmido que codifica un indicador fluorescente para Ca2+ que
se localiza en la mitocondria y con promotor que induce la transcripciéon en células espermatogénicas.
Este transgen se entregda la Unidad de Producciénde Animales Transgénicos del IBT-UNAM vy la
generacionde lineas de ratones transgénicos esté en proceso.
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Enrique Alejandro Reynaud Garza

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Neurobiologia y Biologia del desarrollo de Drosophila melanogaster.

El comportamiento innato y caracteristico de las distintas especies de animales y su capacidad de
aprendizaje estan determinados por la arquitectura de su sistema nervioso central (SNC). Asi mismo, el
desarrollo en general de los organismos y la arquitectura del SNC de los animales esta genéticamente
determinada. En resumen, los genes controlan el desarrollo del SNC y por lo tanto de manera mas o
menos indirecta controlan el comportamiento.

La pregunta central de mi grupo de investigacién consiste en determinar cémo las cascadas de regulacion
genética que ocurren durante el desarrollo determinan la arquitectura y la funcion del SNC.

Para contestar esta pregunta usamos como organismo experimental a la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster. Este pequefio insecto tiene muchas ventajas como modelo experimental. Su SNC es
pequefio pero sofisticado, tiene aproximadamente 200,000 neuronas y es capaz de presentar
comportamientos muy complejos tales como un ritual de apareamiento estereotipico y caracteristico de
cada especie de mosca, la capacidad de evadir ataques, mostrar preferencias de gusto y olfato, ademas,
se puede entrenar ya que tiene memoria asociativa de tipo Pavloviano. Drosophila melanogaster ha sido
modelo de estudio de Genética, Biologia del Desarrollo y Molecular por mas de ochenta afios y se han
aislado mutantes que afectan todos los procesos mencionados previamente. Este tipo de mutantes han
demostrando de manera incontrovertible que las propiedades innatas del comportamiento de animales
superiores estdn genéticamente determinadas. Desde el punto de vista experimental, la mosca de la fruta
es particularmente accesible: su genoma esté totalmente secuenciado y es el mejor anotado de todos los
genomas disponibles al pablico, la mosca es muy facil de manipular genéticamente por lo que se pueden
generar mutantes y organismos transgénicos de manera rutinaria; la combinacion de todas estas técnicas
aunadas a un SNC pequefio hacen que este sea un organismo ideal para estudiar la genética molecular y
celular del comportamiento.

Para atacar este problema, hemos establecido un tamizado genético que nos permite aislar y modificar
genéticamente grupos restringidos de neuronas relacionadas funcionalmente en el organismo vivo. Esto
nos ha permitido aislar lineas o familias de moscas a las que les podemos inactivar estos grupos o redes
neuronales in vivo. Al inactivar estas neuronas obtenemos fenotipos que dependen de estas redes y que
son fécilmente observables. Con este método hemos identificado lineas de moscas que presentan
fenotipos de defectos motrices, moscas estériles y hemos aislado redes neuronales asociados al
procesamiento de estimulos dolorosos y moscas sensibles o resistentes a la nicotina. Entre las diferentes
lineas de moscas que hemos identificado, cabe destacar una en la que atrapamos practicamente todo el
circuito octopaminérgico de SNC de Drosophila. El cual, cuando se inactiva, causa que las moscas
hembras se vuelvan estériles ya que una de las funciones principales de las neuronas octopaminérgicas
consiste en la modulacion de las contracciones del oviducto haciendo que estas moscas sean incapaces de
depositar sus huevos. Interesantemente, todo el circuito octopaminérgico consta de menos de 60
neuronas lo que demuestra que con esta técnica podemos identificar circuitos neuronales discretos con
funciones definidas que constituyen menos del 0.03% del sistema nervioso central. El circuito
octopaminérgico es particularmente interesante ya que ademas de modular la ovoposicién, tambien esta
involucrado en otros procesos tales como agresion, aprendizaje y en la modulacién de la fatiga muscular.
En el transcurso del préximo afio planeamos aislar nuevos circuitos neuronales discretos y caracterizar a
nivel genético, molecular, celular y fisiologico los que ya tenemos identificados.

La similitud genética, bioquimica y neuroquimica de la mosca con los seres humanos la hacen un muy
buen modelo para estudiar enfermedades genéticas. Esto se vuelve evidente solamente por el hecho de
que la mosca comparte con nosotros al menos el 70% de los genes que se han asociado con
enfermedades genéticas humanas. En mi laboratorio estamos usando a la Drosophila como modelo de
estudio de enfermedades neurodegenerativas, en particular como modelo de la enfermedad de Parkinson.
Para esto, construimos moscas transgénicas que expresan el gene humano de sinfilina-1 en el SNC de la




mosca. Se cree que la sinfilina-1 es un modulador de los procesos neuropatolégicos de la enfermedad de
parkinson, asi mismo, se sabe que esta proteina interacciona fisicamente con la alfa-sinucleina la cual,
cuando es mutante, es el agente causal de una forma de Parkinson familiar. Hemos demostrado que la
sola expresién de la sinfilina-1 induce neurodegeneracion de los fotorreceptores de la mosca. A lo largo
del afio préximo vamos a estudiar el proceso de neurodegeneracion inducido por la sinfilina-1 y su
interaccion genética in vivo con la alfa-sinucleina.

En conclusién, en mi laboratorio utilizamos a la mosca de la fruta para estudiar las bases genéticas y
moleculares de las enfermedades neurodegenerativas y para entender el desarrollo y las propiedades de
los circuitos neuronales que constituyen el SNC de los animales superiores.
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Claudia Lydia Trevifio Santa Cruz

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Participacién de canales ionicos en la Fisiologia del espermatozoide de mamifero.

La comunicacidén celular utiliza mecanismos moleculares versatiles para enfrentar diversos retos, asi, el
didlogo que se establece entre los gametos masculino y femenino es la base de la fecundacién. Sin
embargo, los mecanismos que utiliza el espermatozoide durante su viaje para encontrar al 6vulo y
fusionarse con él, no son completamente conocidos. Para culminar con la fecundacion, el espermatozoide
tiene un largo proceso de preparacion y maduracion que ocurre durante su recorrido por el epididimo y el
tracto genital femenino. Se pueden definir tres procesos fundamentales previos a la fecundacién: la
activacion de la movilidad, la capacitacion y la reaccion acrosomal (RA). La activacion de la movilidad del
espermatozoide inicia cuando éste es eyaculado en el tracto genital femenino e inicialmente se caracteriza
por un batido flagelar simétrico, dando origen a lo que se conoce como movilidad activada.
Posteriormente este batido cambia, volviéndose mas vigoroso y con una curvatura flagelar asimétrica,
resultando en la movilidad hiperactivada. En forma paralela al ajuste en la movilidad, ocurre la
capacitacion. La capacitacion es un proceso de maduracion que incluye cambios en la distribucion de
lipidos en la membrana plasmatica, en la concentracion intracelular de Ca2+ ([Ca2+]i), de H+ (pHi) y en
el potencial de membrana (Em) (en algunas especies). Todos estos cambios se requieren para que el
espermatozoide pueda responder a componentes de las capas externas del 6vulo (Zona Pellcida, ZP)
desencadenado la RA y la fusién de los dos gametos. Existe amplia evidencia de la participacién de varios
tipos de canales ionicos durante los tres eventos que desencadenan cascadas de sefializacion (Darszon,
Nishigaki et al. 2005). Nuestro laboratorio estudia la participacién de diferentes canales iénicos y las vias
de sefializacién involucrados en las principales funciones del espermatozoide
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Mario Enrique Zurita Ortega

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Dinamica y mantenimiento de regulacion de la expresién genética durante el desarrollo.

El interés del grupo es la regulacion de la expresion genética, epigenesis y el mantenimiento de la
estabilidad del genoma en el desarrollo. Tres son las lineas principales del laboratorio. Estas son:

1) La genética molecular de factores de transcripcién y reparacion en Drosophila melanogaster como un
modelo de estudio de enfermedades en humanos.

2) La caracterizacion de nuevos genes trithorax, que interaccionan con el complejo Brahma en Drosophila.
3) Mecanismos genéticos y epigenéticos que intervienen en el mantenimiento de la estabilidad del
genoma y su relacién con el cancer.

I. Factores de reparacién y transcripcion. Usando como modelo Drosophila, estamos trabajando en
procesos fundamentales de la transcripcion y reparacion del DNA y la relacion que hay entre defectos en
estos procesos y enfermedades en humanos. El enfoque principal es entender el papel del factor de
transcripcion y reparacion TFIIH durante el desarrollo. Mutaciones en algunos componentes de TFIIH en
humanos producen los sindromes xeroderma pigmentousm, tricotidiostrofia y el sindrome de Cockayne,
asi como cancer. Nuestros estudios han mostrado que la mosca es un modelo Unico para entender
algunas de las funciones fundamentales de este factor. Como ejemplo hemos podido analizar la dindmica
de algunos componentes de TFIIH durante la respuesta a dafio en el DNA directamente en los
cromosomas. Otro aspecto importante que estamos analizando es la dindmica de los componentes del
complejo TFIIH en el desarrollo temprano de Drosophila. Para esto estamos utilizando técnicas de Biologia
Celular, Biologia Molecular, Bioquimica y Genética. Esto nos esta permitiendo tener una vision diferente a
lo que se ha propuesto a la interaccion de los diferentes componentes de TFIIH. Nuestros estudios con
TFIIH y Drosophila también estdn conduciendo parte de nuestro trabajo a la relacion que hay entre
problemas en transcripcion y el envejecimiento. Asi mismo, recientemente hemos encontrado un
mecanismo que permite rescatar fenotipos mutantes de TFIIH en Drosophila, lo que nos permite sugerir
una posible terapia para pacientes afectados en TFIIH. Asi mismo, estamos caracterizando nuevos genes
en Drosophila que estan relacionados a sindromes en humanos y que su funcién parece estar ligada a la
reparacién de DNA y la transcripcién basal. Recientemente hemos iniciado la caracterizacién de nuevos
factores que interaccionan con TFIIH y que podrian modular sus diferentes funciones en el desarrollo.

Otro de los factores que estamos estudiando y que participa en mecanismos de organizacion de la
cromatina es el factor ATRX. Mutaciones en humanos en ATRX producen el sindrome de alfa talasemia
relacionada al cromosoma X y nuestros estudios en la mosca estan centrados a entender el papel de este
gen durante el desarrollo. Recientemente hemos encontrado factores que interaccionan con ATRX. Uno de
ellos es el factor transcripcional DREF. Hemos demostrado que tanto DREF como ATRX interaccionan a
nivel genético y fisico en la mosca y que esta interaccion afecta la expresion de genes que son regulados
por DREF. También, hemos identificado componentes que modulan la estructura de la cromatina que
interaccionan con ATRX. En este momento estamos caracterizando la relevancia de estas interacciones en
transcripcion, mantenimiento de la estructura de la cromatina y en la estabilidad del genoma. En paralelo
estamos haciendo un analisis a nivel global por medio de ChlP-seq de los lugares en los que ATRX y otros
factores que interaccionan con esta proteina a nivel de toda la cromatina de la mosca.

Il. La caracterizacion de nuevos genes frithorax, que interactian como un complejo que remodela la
cromatina en Drosophila. Estamos interesados en estudiar la regulacion de la expresion genética en
eucariotes superiores con enfoques de genética molecular y préximamente bioquimicos. En particular,
trabajamos con los genes homeéticos. Las funciones de algunos genes trithorax intervienen en la
organizacion del genoma dentro del nucleo, asi como en la disposicion de los nucleosomas en regiones
transcritas y no transcritas del genoma, otras funciones son desconocidas.

I1l. Mantenimiento de la estabilidad del genoma durante el desarrollo y su relacion con el cancer.
Mdaltiples mecanismos han sido seleccionados en la evolucién para mantener la integridad de los
cromosomas durante el desarrollo de un organismo. Muchos de estos mecanismos son epigenéticos y por
lo tanto involucran a sistemas que modifican o remodelan la cromatina. Estos sistemas epigenéticos




interaccionan con la maquinaria de reparacion del DNA. En nuestro grupo estamos estudiando cémo
influye la estructura de la cromatina en los mecanismos de reparacion del DNA y que factores la regulan.
Usando sistemas "in vivo" analizando directamente los cromosomas de la mosca de la fruta hemos
encontrado que p53 tiene un papel fundamental en la modulacién de la estructura de la cromatina
durante la reparacion del DNA. A partir de esto hemos iniciado un proyecto que sobre la respuesta del
epigenoma por dafio al DNA en organismos silvestres y mutantes para diferentes factores epigenéticos
y/o involucrados en la reparacién del DNA. Estos estudios nos han conducido a iniciar proyectos
enfocados al estudio de la dinamica de la heterocromatina como respuesta al dafio en el DNA y en la
transformacion de una célula normal a cancerosa.
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Francisco Gonzalo Bolivar Zapata

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Metabolismo celular e ingenieria de vias metabdlicas en £. colr.

Se trabaja en la caracterizacion y modificacion de las vias metabdlicas centrales de la bacteria £. coli para
analizar y comprender mejor el metabolismo central de carbono en esta bacteria, y poder redirigir el
metabolismo hacia la biosintesis de moléculas especificas.

Lineas

Biologia Molecular y Bioquimica de Bacterias.

Microbiologia Industrial.

Ingenieria y Tecnologia de las Fermentaciones y del Cultivo Celular.

Publicaciones

E. Meza, Becker, J.,, F. Bolivar, G. Gosset, Wittmann, C. (2012). Consequences of
phosphoenolpyruvate:sugar phosphotranferase system and pyruvate kinase isozymes inactivation in
central carbon metabolism flux distribution in Escherichia coli. Microb Cell Fact, 11 No. , 127-.

Soria, S., R. de Anda, N. Flores, Romero-Garcia, S., G. Gosset, F. Bolivar, Baez-Viveros, J.L. (2012). New
insights on transcriptional responses of genes involved in carbon central metabolism, respiration and
fermentation to low ATP levels in Escherichia coli. J Basic Microbiol, 52 No. , 1-16.

C. Aguilar-Martinez, A. Escalante, N. Flores, R. de Anda, F. Riveros mckay, G. Gosset, E. Morett, F. Bolivar
(2012). Genetic changes during a laboratory adaptive evolution process that allowed fast growth in
glucose to an Escherichia coli strain lacking the major glucose transport system. BMC Genomics, 13 No. ,
385-.

A. Sabido, L. Martinez, R. de Anda, A. Martinez, F. Bolivar, G. Gosset (2012). A novel plasmid vector
designed for chromosomal gene integration and expression: Use for developing a genetically stable
Escherichia coli melanin production strain. Plasmid, Aug 3. [Epub ahead of print] No. , -.

N. Cabrera, L. Martinez, N. Flores, G. Hernandez-Chavez, A. Martinez, F. Bolivar, G. Gosset (2012).
Physiologic Consequences of Glucose Transport and Phosphoenolpyruvate Node Modifications in Bacillus
subtilis 168. J Mol Microbiol Biotechnol, 22 No. , 177-.

M. Fernandez-Sandoval, G. Huerta, B. Trujillo, Bustos, P., Gonzalez, V., F. Bolivar, G. Gosset, A. Martinez
(2012). Laboratory metabolic evolution improves acetate tolerance and growth on acetate of
ethanologenic Escherichia coli under non-aerated conditions in glucose-mineral medium. Appl Microbiol
Biotechnol, 96 No. 1291-.

Chavez-Bejar, M. 1., Baez-Viveros, J.L., A.Martinez, F. Bolivar, G. Gosset (2012). Biotechnological
production of I-tyrosine and derived compounds. Process Biochemistry, 47 No., 1017-1026.

A. Escalante, A. Cervantes, G. Gosset, F. Bolivar (2012). Current knowledge of the Escherichia coli
phosphoenolpyruvate-carbohydrate phosphotransferase system: peculiarities of regulation and impact on
growth and product formation. Appl Microbiol Biotechnol, 94 No. , 1483-1494.

K. Martinez, N. Flores, Castaneda, H.M., Martinez-Batallar, G., G. Hernandez-Chavez, O. Ramirez, G.
Gosset, Encarnacion, S., F. Bolivar (2012). New insights into Escherichia coli metabolism: carbon
scavenging, acetate metabolism and carbon recycling responses during growth on glycerol. Microb Cell
Fact, 11 No. , 46-.
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L. Olvera, A. Mendoza Vargas, N. Flores, M. Olvera, J. Sigala, G. Gosset, E. Morett, F. Bolivar (2009).
Transcription analysis of central metabolism genes in Escherichia coli. Possible roles of sigma38 in their
expression, as a response to carbon limitation. PLoS ONE, 4, No. 10, 7466-7466.

N. Flores, A. Escalante, R. de Anda, J. Baez, E. Merino, B. Franco, D. Georgellis, G. Gosset, F. Bolivar
(2008). New insights on the role of the sigma factor RpoS as revealed in Escherichia coli strains lacking
the phosphoenolpyruvate: carbohydrate phosphotransferase system. Journal of Molecular Microbiology
and Biotechnolog, 14, No. 176-192.

N. Flores, Sx MS. Flores, A. Escalante, R. deAnda, L. Leal, D. Georgellis, F. Bolivar (2005). Adaptation for
fast growth on glucose by differential expression of central carbon metabolism and gal regulon genes in
an Escherichia coli strain lacking the phosphoenolpyruvate: carbohydrate phosphotransferase system".
Metabolic Engineering, 7, No. 70-87.

Sx MS. Flores, G. Gosset, N. Flores, A.A. de Graaf, F. Bolivar (2002). Analysis of carbon metabolism in
Escherichia coli strains with an inactive phosphotransferase system by 13C labeling and NMR
spectroscopy. Metabolic Engineering, 4, No. , 124-137.
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compounds in Escherichia coli.. Nature Biotechnology, 14 No. 5, 620-623.
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Sci., 76 No. , 106-110.
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Enrique Galindo Fentanes

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Efectos hidrodinamicos, desarrollo y escalamiento de procesos de fermentacion. Fisiologia y
bioprocesamiento de cultivos miceliares.

El grupo se dedica al estudio de los factores hidrodindmicos que ocurren en fermentaciones,
principalmente aquellas de reologia compleja, cuyas propiedades estan determinadas por la presencia de
polisacaridos o por biomasa de morfologia filamentosa. El grupo estudia a detalle las dispersiones
multifasicas que ocurren en procesos de fermentacion y también estudia efectos de escalamiento y
aspectos del desarrollo de bioprocesos de interés industrial usando varios modelos biolégicos. En el caso
de los cultivos miceliares, se llevan a cabo estudios encaminados a un mejor entendimiento de las
relaciones morfologia-diferenciacién celular-productividad. Desarrollamos bioprocesos para la produccién
de agentes de control biolégico en la agricultura y métodos para la cuantificacion de enfermedades
fangicas en mangos. A continuacion se resumen los avances mas importantes en las principales areas de
estudio.

“Estudio de los problemas de mezclado en biorreactores que involucran hasta cuatro fases”
(G. Corkidi, A. Rojas, M.S. Cordova, A., D. Cuervo, J. Iguiniz, E. Galindo).

Varios procesos industriales, ambientales, minerales o petroquimicos, entre otros, involucran la dispersion
de varias fases y por lo general, son sistemas altamente complejos y muy dificiles de caracterizar. Nuestro
grupo de investigacién, desde hace varios afios se ha enfocado a la caracterizacion cuantitativa y
dinamica de la dispersién multifasica, en tanques agitados, a nivel microscopico mediante técnicas
avanzadas de analisis de imagenes, utilizando como sistema modelo un proceso tetrafasico para la
produccién de aromas frutales por 7richoderma harzianum.

En relacion al entendimiento de los mecanismos por los cuales se forman las estructuras complejas (vg.
gotas de aceite conteniendo en su interior gotas de agua y/o burbujas de aire) en las dispersiones
multifasicas, en colaboraciéoncon los Doctores Gabriel Corkidi y Alfonso Rojas, asi como el Mtro. Arturo
Pimentel, del Laboratorio de Imagenes—IBT, se ha implementado una metodologia innovadora para la
visualizaciony caracterizacion de algunos de los mecanismos por los cuales estas estructuras complejas se
pueden formar dentro de los tanques de mezclado. En 2012 se publicéun articulo en la revista Chem. Eng.
Res. Dsgn. que integrolos resultados mas relevantes. Diana Lépezdesarrollésu tesis de licenciatura
(avance del 90 %) estableciendo un robusto sistema experimental en donde se estudidel efecto de
diferentes fases sélidasen la inclusiénde burbujas de aire en gotas de aceite.

Alehli Holguin fue aceptada en el doctorado e inici6 su proyecto con el tema "“Estudio de la dispersion
multifasica y é&rea interfacial de transferencia de masa a nivel local en un sistema modelo de
fermentacionde cuatro fases”.

Este afio se debe destacar la organizaciony coordinaciondel congreso internacional MIXING XXIII a cargo
del Dr. Galindo, evento en el que se presentaron 89 trabajos de autores de 19 paises. Nuestro grupo
presentotres trabajos, con los temas de las tesis de Maestria de Diego Cuervo y de Axel Falcon (quienes
se encuentran en proceso de escritura de tesis) y un trabajo especial sobre la caracterizacion
hidrodindmica del "molinillo" usado para la preparacién de chocolate (y que fue parte de la imagen del
congreso).

"Fermentaciones en matraces agitados: entendiendo su comportamiento con base en el
estudio de variables de operacién escalables" (C. Pefia, M. Pliego) (J. Blichs)

Este proyecto, financiado por la DGAPA, se iniciéeste afio y se logrd,en colaboracioncon el grupo del Prof.
Jochen Bichs (Universidad de Aachen, Alemania) la construccién,montaje y puesta a punto de un equipo
para la medicién experimental de suministro de potencia en matraces agitados. Miseli Pliego desarrollé
(70 % de avance) su tesis de licenciatura con el montaje, calibracién y caracterizacion del sistema.




“Estudio de los principales aspectos que determinan la cantidad y las caracteristicas quimicas
de alginatos y PBH producidos por fermentacién” (C. Pefia, T. Castillo, C. Flores, M. Millan, A.
Garcia, E. Briones, S. Herrera, E. Rubio, I. Trejo y E. Galindo) (G. Espin, J. Biichs, E. Heinzle).

Los alginatos son polisacaridos utilizados como agentes gelificantes y viscosificantes en las industrias de
alimentos y farmacéutica. Estos biopolimeros se extraen de algas marinas pero también es posible
producirlos por fermentacion, usando bacterias como Azotobacter vinelandii. Desde hace varios afos,
nuestro grupo ha estado interesado en el entendimiento de los factores de la fermentacion que
determinan la cantidad y la calidad del alginato, con el propdsito de mejorar el proceso biotecnolégico y
lograr eventualmente hacerlo competitivo industrialmente.

Estudios previos en nuestro grupo de investigacion han demostrado que tanto el oxigeno disuelto (OD)
como la velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) juegan un papel relevante en la definiciéndel peso
molecular (PM) del alginato. Con el propositode tener un mejor entendimiento sobre los mecanismos
involucrados en el proceso de polimerizacion del alginato en este periodo se continuaron los estudios
sobre el oxigeno disuelto en la expresionde los genes y actividades de las enzimas involucradas en la
polimerizacién y depolimerizacion del alginato. Los resultados demuestran que en condiciones de
limitacionde oxigeno (1 % de OD) se incrementa la expresionde los genes alg8 y alg44, que codifican
para el complejo polimerasa de alginato, tanto en la fase exponencial como estacionaria de crecimiento.
Relacionado con lo anterior hay un aumento de casi 30 veces en el peso molecular del alginato (1200
kDa) generado en condiciones de bajo oxigeno en comparaciénal peso molecular que se genera al 5%
(condiciones de no limitacién). Ademas, se ha encontrado que la actividad de las alginasas intra y
extracelulares de los cultivos desarrollados al 5% es significativamente mayor (hasta 5 veces) respecto a
la actividad determinada en los cultivos al 1%, lo cual corresponde con los bajos pesos moleculares del
alginato (42 kDa). En estas actividades han participado Celia Flores como estudiante de Doctorado y Ana
Isabel Trejo como estudiante de licenciatura.Ademas, se continuaron lo estudios relacionados con los
factores que determinan la acetilaciondel alginato. Durante este periodo se concluyeron los estudios en
quimiostato y se observoque tensiones de oxigeno altas (9%) favorecen la sintesis de alginato y su
acetilacién; en contraste, bajo estas condiciones la sintesis de PHB es despreciable. Con respecto a la
velocidad especifica de crecimiento se encontréque a bajas velocidades de crecimiento (0.04 h-1) el grado
de acetilaciones mayor (4-8%) con respecto a los valores que se obtienen (2%) al altas &#61549; (0.15
h-1). No se observaron diferencias en la concentracién de piruvato y CoA en funcién de la velocidad de
crecimiento. Finalmente, se montaron las metodologias para el andlisis de la expresiénde los genes y
enzimas involucradas en el proceso de acetilacién de alginato. En este proyecto han participado Tania
Castillo Marenco como estudiante de doctorado y Elizabeth Rubio como estudiante de licenciatura.

Finalmente, en este periodo se continuaron los estudios relacionados con la caracterizaciondel desempefio
de cepas mutantes de Azotobacter vinelandii, productoras de PHB (polihidroxibutirato). Se realizaron
cultivos exponencialmente alimentados con la cepa OPNA (una doble mutante), alterada en los sistemas
de regulacion de la sintesis de PHB. Los resultados muestran que mediante el cultivo de esta cepa se
incremento al triple la produccion volumétrica de biomasa y al doble la produccion de PHB en relaciéon con
los cultivos en lote. Asimismo, la produccionde PHB se incrementd9 veces (30 g/L) a las 60 h de cultivo al
adicionar pulsos de sacarosa y extracto de levadura. Gracias a las técnicas implementadas se encontréque
es posible optimizar la producciéndel polimero, lo cual es importante en un proceso industrial, debido a
los costos de produccién. Por otra parte, se iniciaron estudios sobre el papel del oxigeno disuelto en la
sintesis y degradacién del PHB, empleando para esto una cepa mutante que no depolimeriza el
bioplastico. Con el proposito de facilitar el cultivo de A. vinelandii a gran escala, se han desarrollado y
caracterizado cepas mutantes de A. vinelandii afectadas en su cadena respiratoria. Entre ellas destaca la
cepa Na+ -NQR-, la cual tiene una mutaciénen el gen nqgrE, que codifica para la subunidad NADH:
ubiquinona oxidoreductasa translocadora de sodio (Na+ -NQR). La Na+ -NQR- tiene un papel importante
en cadena respiratoria de diversos microorganismos debido a que es un analogo del bombeo protones.
Los resultados preliminares revelan una disminucidnclara en la velocidad de consumo especifico de
oxigeno en la cepa mutante Na+ -NQR-, con respecto al observado en la cepa parental. Como resultado
de lo anterior, los requerimientos de oxigeno para el cultivo de esta cepa disminuyen y por tanto hacen
viable el uso de esta cepa a mayor escala. En esta linea de trabajo participaron Andrés Garcia, como




estudiante de maestria, Erika Briones y Melissa Ferrara como estudiantes de licenciatura y Modesto Millan
como estudiante de doctorado.

“Bioprocesos con cultivos miceliares” (L. Serrano, R. Tinoco, . Amezcua, A. Estrada, C. Yarez, E.
Galindo) (M. Trejo).

El estudio de las relaciones morfologia-diferenciacion celular-productividad de procesos que involucran
hongos filamentosos requieren de una caracterizacion rigurosa de la morfologia y del estado metabdlico
de los cultivos. En este periodo, se estudié la produccion e induccion de lacasas en cultivos de Pleurotus
ostreatus. Las lacasas, EC 1.10.3.2. p-difenol: dioxigeno éxido-reductasa, son cuproproteinas capaces de
catalizar la oxidacion de compuestos xenobiéticos (polifenoles, fenoles substituidos y diaminas) mediante
la reduccion de oxigeno a agua. La produccion de lacasas por hongos ligninoliticos de los géneros
Trametes, Pleurotus, Lentinula, Pycnoporus, Phanerochaete y Agaricus ha sido ampliamente estudiada
debido a la facilidad con que estos microorganismos se cultivan /in vitro y debido a que son excretadas al
medio de cultivo. El grupo realiza estudios encaminados a incrementar significativamente la produccién de
lacasas por Pleurotus ostreatus. Durante 2012, se continud el estudio de la produccion y la transcripcion
génica de las lacasas de Pleurotus ostreatus en funcién de las condiciones hidrodindmicas y la
concentracion de oxigeno disuelto durante cultivos sumergidos agitados mecanicamente. Se encontré que
un alto estrés hidrodinamico favorece el crecimiento pero reprime la produccionde lacasas por Pleurotus
ostreatus, este efecto puede ser compensado si el hongo es cultivado a bajas concentraciones de oxigeno
disuelto menores al 10% donde la producciénespecifica de las lacasas se incrementa significativamente.

“Desarrollo y evaluacidon de agentes de control biolégico de enfermedades en la agricultura”
(L. Serrano, A.L. Mufioz, S. Cristiano, W. Aragon, A. Chan, M. Chi, E. Galindo) (M. Ortiz, V. Albiter) (G.
Corkidi, J. Santamaria).

Este proyecto pretende el desarrollo de una tecnologia de proceso que permita la produccion y
formulacién de productos de control biolégico de enfermedades de cultivos agricolas de importancia en
nuestro pais.

En el marco de este proyecto se recibieron los estudiantes de Maestria Sergio Cristiano y Wendy
Aragon.El primero estudidalternativas de fermentaciénalimentada para mejorar la producciénde esporas
de Bacillus y la segunda desarrollésondas moleculares especificas para Bacillus (cepa 83) lo que permitira
su identificacion especifica en ampo. Se demostréque es posible discriminar molecularmente esta cepa de
un fondo en donde se encuentren presentes numerosas cepas de Bacillus nativas.

En este proyecto, sin duda lo mas relevante durante 2012 fue el licenciamiento y transferencia de la
tecnologia para producir biofungicidas, por parte de la UNAM, a la empresa Agro&Biotecnia S. de R.L. Ml.,
quien a su vez logréintroducir al mercado mexicano el biofungicida "Fungifree AB" a través de una
empresa comercializadora. En la etiqueta del producto se encuentra la leyenda: "Producto formulado con
Tecnologia del Instituto de Biotecnologia de la UNAM y del CIAD-Culiacan”. La empresa Agro&Biotecnia S.
de R.L. MI., ademas de tener el registro para el uso del biofungicida para el control de la antracnosis del
mango, obtuvo dictdmenes positivos por parte de SAGARPA para ampliar el uso de "Fungifree AB" a
papaya, aguacate y citricos y la solicitud de registro de ampliacion de etiqueta para su uso en tales
cultivos ya se encuentra en trdmite en COFEPRIS.

Por otra parte, Sergio Cristiano fue aceptado al doctorado e iniciésu proyecto con el tema “Estudio del
papel de la tasa de dilucién y la densidad celular en la esporulacion de Bacillus sp. 83 en
cultivos continuos”

Otro de los agentes de control biolégicoqueestudiamos es Trichoderma. Hemos desarrollado un proceso
para la produccionde esporas en cultivo sumergido que ha demostrado ser eficiente para todas las cepas
evaluadas. Sin embargo, uno de los cuellos de botella para el desarrollo de estos productos es la baja vida
de anaquel de las esporas deshidratadas mediante secado por aspersién.Losfactores principales de dafio
celular son la alta temperatura durante el proceso de secado y los procesos de oxidaciénqueocurren
durante su almacenamiento. Durante el 2012 se inici6 el estudio del uso de antioxidantes en la




formulacién de esporas de Trichoderma microencapsuladas por secado por aspersion.Seevaluaron
diversos antioxidantes como el acido ascérbico y el resveratrol, sin embargo ninguno de éstos compuestos
lograron disminuir el dafio oxidativo de las esporas durante el almacenamiento por lo que la vida de
anaquel de los formulados no fué diferente al tratamiento control. Es probable que las especies reactivas
de oxigeno presentes en las esporas al momento de su cosecha del fermentador sean las principales
responsables del estrés oxidativo presente en las esporas de Trichoderma.

Lineas

Microbiologia Industrial.

Ingenieria y Tecnologia de las Fermentaciones y del Cultivo Celular.

Recuperacién y Purificacion de Productos. Disefio de Equipos de Proceso y de Control.

Publicaciones

I. Gaytan, C. Pena, C. Nunez, S. Cordova, G. Espin, E. Galindo (2012). Azotobacter vinelandii lacking the
Na +-NQR activity: a potential source for producing alginates with improved properties and at high yield.
World Journal of Microbiology and Biotechnology, 28 No. , 2731-.

G. Corkidi, A. Rojas, J. Pimentel, E. Galindo (2012). Visualization of compound drops formation in
multiphase processes for the identification of factors influencing bubble and water droplet inclusions in oil
drops. Chemical Engineering Research and Design, 90 No. , 1727-.

A. Munoz-Celaya, M. Ortiz, Vernon-Carter, E. J., Jauregui-Rincon, J., E. Galindo, L. Serrano (2012). Spray-
drying microencapsulation of Trichoderma harzianum conidias in carbohydrate polymers matrices.
Carbohydrate Polymers, 88 No. , 1141-.

M. Fernandez-Sandoval, M. Ortiz, E. Galindo, L. Serrano (2012). Cellular damage during drying and
storage of Trichoderma harzianum spores. Process Biochemistry, 47 No. 186-.

Publicaciones Selectas

C. Pena, Peter C. P, J. Biichs, E. Galindo (2007). Evolution of the specific power input and oxygen transfer
rate in alginate-producing cultures of Azotobacter vinelandii conducted in shake flasks. Biochemical
Engineering Journal, 36, No. 2, 73-80.

E. Galindo, C. Pena, C. Nunez, D. Segura, G. Espin (2007). Molecular and bioengineering strategies to
improve alginate and polydydroxyalkanoate production by Azotobacter vinelandii. Microb. Cell Fact., 6, No.
7, 6-16.

J. Rocha, E. Galindo, L. Serrano (2007). The influence of circulation frequency on fungal morphology: A
case study considering Kolmogorov microescale in constant specific energy dissipation rate cultures of
Trichoderma harzianum. J. Biotechnol., 130, No. 394-401.

G. Corkidi, T. Voinson, B. Taboada, S. Cordova, E. Galindo (2007). Determination of Embedded Particles
within Dispersed Elements in Multiphase Dispersions, using a 3D Micro-Stereoscopic Vision System.
Chemical Engineering Science, 63, No. 317-329.

A. Diaz, C. Pena, E. Galindo (2007). The oxygen transfer rate influences the molecular mass of the
alginate produced by Azotobacter vinelandii. Appl. Microbiol Biotechnol., 76, No. , 903-910.

G. Corkidi, K. Balderas, B.Taboada, L. Serrano, E. Galindo (2006). Assessing mango anthracnose using a
new three-dimensional image analysis technique to quantify lesions on fruit. Plant Pathology, 55, No. 2,
250-257.

E. Galindo ,C.Larralde ,M.Brito ,S.Cordova ,L.Vega ,G.Corkidi (2005). Development of advanced image-
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Journal of Biotechnology, 116, No. 61-270.
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by a model linking kinetics, power drawn and mixing. Process Biochem., 33 No. 2, 133-146.
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Guillermo Gosset Lagarda

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Fisiologia Microbiana e Ingenieria de Vias Metabdlicas.

Nuestro grupo estéa interesado en el estudio y modificacion de la fisiologia microbiana con el propdsito de
generar nuevas cepas y procesos sustentables para la produccion de compuestos con aplicacion industrial.
Nuestros principales modelos de estudio son las bacterias Escherichia coli y Bacillus subtilis, con las cuales
realizamos estudios que nos estan ayudando a entender los procesos celulares relacionados al transporte
de fuentes de carbono, el metabolismo central, las vias de sintesis de compuestos aromaticos y la
resistencia a diferentes tipos de estrés. Mediante la aplicacion de las técnicas de la ingenieria genética,
modificamos funciones celulares que de forma directa o indirecta alteran al metabolismo celular
(ingenieria metabdlica). Siguiendo esta estrategia, hemos logrado generar cepas bacterianas con la
capacidad de producir a partir de azlcares simples los compuestos etanol, lactato, L-tirosina, L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), antranilato y melanina. Como parte de este esfuerzo, seguimos explorando
estrategias de ingenieria metabdlica para lograr mejorar el desempefio de las cepas de produccion y
también lograr la generacién de nuevas cepas para la produccién de otros compuestos de interés. Nuestro
objetivo es lograr transferir vias biosintéticas de otros organismos a E. coli con el propésito de dotarle la
capacidad de sintetizar precursores para la sintesis de polimeros biodegradables, asi como de varios
compuestos aromaticos de interés industrial. Como parte de nuestro interés en el desarrollo de nuevas
tecnologias bioldgicas sustentables, hemos desarrollado procesos fermentativos de produccién con las
cepas que hemos generado, en los cuales logramos la acumulacion de estos productos en la escala de
gramos/litro. Este trabajo se complementa con estudios encaminados a generar procesos para la
extraccion de azUcares fermentables a partir de biomasa vegetal de deshecho. Se han desarrollado
procesos para el tratamiento de lignocelulosa y durante este periodo se uso como modelo el bagazo de
agave proveniente de la industria de las bebidas destiladas. Mediante procesos termoquimicos, a partir de
este bagazo se han generado jarabes que contienen principalmente glucosa y pequefas fracciones de
arabinosa, los cuales con E. coli homoetanologénica (generada por ingenieria metabdlica) ha permitido
generar 22 g/L de etanol en dos dias y medio. Adicionalmente, con un proceso de extraccion de lignina,
en una combinacién con acido sulfirico diluido y etanol, se logré reducir la recalcitrancia de la celulosa, de
tal forma que ha sido posible hidrolizar enzimaticamente a la celulosa en reactores con alto contenido de
solidos y generar jarabes que contienen hasta 120 g/L de glucosa, los cuales han sido convertidos en 60
g/L de etanol en 10 horas. La integracién de estas estrategias (en nuestro laboratorio y la Unidad de
Escalamiento y Planta Piloto): hidroélisis termoquimica y enzimatica, con las fermentacion con bacterias
etanologénicas y levaduras, asi como la destilacién y deshidratacién del etanol, ha permitido probar
experimentalmente que es posible obtener hasta 330 L de etanol por tonelada de bagazo de agave en
base seca. Este trabajo se extendera al desarrollo de otros procesos para la extraccion de azlcares y
produccidn de etanol a partir de rastrojos de maiz, sorgo y cebada.

Lineas
Microbiologia Industrial.
Ingenieria y Tecnologia de las Fermentaciones y del Cultivo Celular.

Publicaciones

G. Borja, E. Meza, Barron, B., G. Gosset, O. Ramirez, Lara, A. R. (2012). Engineering Escherichia coli to
increase plasmid DNA production in high cell-density cultivations in batch mode. Microb Cell Fact, 11 No.
132-.

E. Meza, Becker, J.,, F. Bolivar, G. Gosset, Wittmann, C. (2012). Consequences of
phosphoenolpyruvate:sugar phosphotranferase system and pyruvate kinase isozymes inactivation in
central carbon metabolism flux distribution in Escherichia coli. Microb Cell Fact, 11 No. , 127-.

Soria, S., R. de Anda, N. Flores, Romero-Garcia, S., G. Gosset, F. Bolivar, Baez-Viveros, J. L. (2012). New
insights on transcriptional responses of genes involved in carbon central metabolism, respiration and
fermentation to low ATP levels in Escherichia coli. J Basic Microbiol, Aug 23. [Epub ahead of print] No. , -.




J. Utrilla, Licona-Cassani, C., Marcellin, E., G. Gosset, Nielsen, L. K., A. Martinez (2012). Engineering and
adaptive evolution of Escherichia coli for d-lactate fermentation reveals GatC as a xylose transporter.
Metab Eng, 14 No. , 469-.

C. Aguilar-Martinez, A. Escalante, N. Flores, R. de Anda, F. Riveros mckay, G. Gosset, E. Morett, F. Bolivar
(2012). Genetic changes during a laboratory adaptive evolution process that allowed fast growth in
glucose to an Escherichia coli strain lacking the major glucose transport system. BMC Genomics, 13 No.
385-.

A. Sabido, L. Martinez, R. de Anda, A. Martinez, F. Bolivar, G. Gosset (2012). A novel plasmid vector
designed for chromosomal gene integration and expression: Use for developing a genetically stable
Escherichia coli melanin production strain. Plasmid, Aug 3. [Epub ahead of print].

N. Cabrera, L. Martinez, N. Flores, G. Hernandez-Chavez, A. Martinez, F. Bolivar, G. Gosset (2012).
Physiologic Consequences of Glucose Transport and Phosphoenolpyruvate Node Modifications in Bacillus
subtilis 168. J Mol Microbiol Biotechnol, 22 No. , 177-.

M. Fernandez-Sandoval, G. Huerta, B. Trujillo, Bustos, P., Gonzalez, V., F. Bolivar, G. Gosset, A. Martinez
(2012). Laboratory metabolic evolution improves acetate tolerance and growth on acetate of
ethanologenic Escherichia coli under non-aerated conditions in glucose-mineral medium. Appl Microbiol
Biotechnol, 96 No. , 1291-.

I. Munoz, R. Oropeza, G. Gosset, A. Martinez (2012). Cell surface display of a beta-glucosidase employing
the type V secretion system on ethanologenic Escherichia coli for the fermentation of cellobiose to
ethanol. J Ind Microbiol Biotechnol, 39 No. , 1141-.

Chavez-Bejar, M. l., Baez-Viveros, J. L., A. Martinez, F. Bolivar, G. Gosset (2012). Biotechnological
production of I-tyrosine and derived compounds. Process Biochemistry, 47 No. 1017-.

A. Escalante, A. Cervantes, G. Gosset, F. Bolivar (2012). Current knowledge of the Escherichia coli
phosphoenolpyruvate-carbohydrate phosphotransferase system: peculiarities of regulation and impact on
growth and product formation. Appl Microbiol Biotechnol, 94 No. , 1483-.

K. Martinez, N. Flores, Castaneda, H. M., Martinez-Batallar, G., G. Hernandez-Chavez, O. Ramirez, G.
Gosset, Encarnacion, S., F. Bolivar (2012). New insights into Escherichia coli metabolism: carbon
scavenging, acetate metabolism and carbon recycling responses during growth on glycerol. Microb Cell
Fact, 11 No. , 46-.

Pablos, T. E., R. Soto, E. Meza, LeBorgne S., O. Ramirez, G. Gosset, Lara, A. R. (2012). Enhanced
production of plasmid DNA by engineered Escherichia coli strains. J Biotechnol, 158 No. , 211-.
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M. Chavez-Bejar, A. Lara, H. Lopez, G. Hernandez-Chavez, A. Martinez, O. Ramirez, F. Bolivar, G. Gosset
(2008). Metabolic engineering of Escherichia coli for L-tyrosine production by the expression of the genes
coding for the chorismate mutase domain from native P-protein and a cyclohexadienyl dehydrogenase
from Zymomonas mobilis. Applied and Environmental Microbiology, 74, 3284-3290.

A. Romero, E. Merino, F. Bolivar, G. Gosset, A. Martinez (2007). Metabolic engineering of Bacillus subtilis
for ethanol production: Lactate dehydrogenase plays a key role in the fermentative metabolism. Appl/.
Environ. Microbiol. 73, 5190-5198.

N. Cabrera, A. Martinez, S. Pinero, V. Lagunas, J. inoco, R. de Anda, R. Vazquez-Duhalt, F. Bolivar, G.
Gosset (2006). Expression of the melA gene from Rhizobium etli CFN42 in Escherichia coli and
characterization of the encoded tyrosinase. £nzyme and Microbial Technology, 38, 779, 772-.




G. Gosset (2005).

Improvement of Escherichia coli

production strains by modification of the

phosphoenolpyruvate: sugar phosphotransferase system. Microb Cell Fact. 4, 14-.

J. Baez, J. Osuna, G. Hernandez-Chavez, X. Soberon, F. Bolivar, G. Gosset (2004). Metabolic Engineering
and Protein Directed Evolution Increase the Yield of L-Phenylalanine Synthesized from Glucose in
Escherichia coli. Biotechnology & Bioengineering, 87, 516-524.
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Agustin Lopez-Munguia Canales

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Ingenieria y tecnologia de enzimas.

El interés principal del grupo se centra en la Biocatalisis, especificamente en algunos aspectos basicos
pero fundamentalmente en aspectos aplicados. Desarrollamos proyectos alrededor de la (producciony
caracterizacion de enzimas fundamentalmente de origen microbiano con aplicacion potencial en diversos
sectores de la industria). Exploramos condiciones de reacciénque permitan optimizar el funcionamiento de
las enzimas con el fin de beneficiar la especificidad y la estabilidad de las mismas. Tal es el caso del uso
de solventes organicos para ampliar la capacidad de las enzimas hidroliticas.

Analizamos aspectos fisiolégicosy genéticos de diversos microorganismos, asi como de estructura de
proteinas que permitan resolver los problemas de disponibilidad, estabilidad y especificidad de
biocatalizadores de interés industrial. Se trata de lineas de trabajo que derivan hacia la biologia molecular
y la ingenieria de proteinas, siempre con el objetivo final de tener repercusidnhacia la Biocatalisis. La
biologia molecular en nuestro grupo se ha venido consolidado a través de proyectos propios y
colaboraciones en aspectos de expresion de enzimas heterdlogas, blusqueda de nuevos hospederos,
cristalizaciéon de proteinas, modelamiento de la estructura, plegamiento de proteinas, construccionde
quimeras, mutacion sitio dirigida, evolucion dirigida, etc. En buena medida aunque no de forma exclusiva,
el desarrollo de esta area dentro del grupo ha girado en torno de las enzimas glicosiltransferasas (glucosil
y fructosil transferasas) en bulsqueda de nuevas especificidades, asi como mejores propiedades
fisicoquimcias y cinéticas.

Hemos estudiado en los Gltimos afios genes de glucosiltransferasas (GT) con actividades enzimaticas de
interés y puesto de manifiesto la existencia de una nueva subfamilia de fructosiltransferasas (FT)
multidominio en (Leuconostoc spp. La actividad de una FT, la levansacarasa de (B.subtilis), conocida
como SacB, nos ha permitido disefiar biocatalizadores del tipo clasico, con la enzima inmovilizada en
soportes solidos, pero también del tipo CLECS y CLEAS (cristales o enzima purificada entrecruzados).
Construimos mutantes basadas en una estrategia estructural a nivel de los subsitios de uniéna sustrato y
aceptores, buscando con ello ubicar los elementos que definen la especificidad y optimizar la actividad
transferasa. Asi, disponemos de varias mutantes capaces de llevar a cabo la sintesis de FOS, de ser
levana menos, que llevan a cabo procesos de fructosilacion de moleculas aceptoras, o bien que son
practicamente hidroliticas. Esta estrategia la hemos aplicado también a la enzima inulosacarasa. Por
analogia con las FT multidominio se construyeron quimeras de SacB con fusiones en el C terminal que
dieron lugar a proteinas con cambios importantes de especificidad tanto de reaccioncomo de producto. De
esta forma se cuenta con enzimas con capacidad para la sintesis de polimero (levana), la sintesis de
fructo oligosacaridos, e incluso para la fructosilacion de moléculas aceptoras.

Para este Ultimo fin, exploramos la capacidad para fructosilar una amplia gama de moléculas de interés
para la quimica organica. Actualmente aplicamos nuevas estrategias que incluyen la calorimetria y el
andlisis fino de la distribucionde peso molecular de los productos, al estudio del mecanismo de sintesis de
las levanas y el efecto de las condiciones de reaccion en la distribucién de peso molecular.

Se aislaron genes que codifican para endo-levanasas de B.subtilis y de B.licheniformis, 1o que nos ha
permitido desarrollar un proceso de producciénde fructo oligosacéridos de levana en un proceso en dos
etapas: sintesis de levana a partir de sacarosa seguido de la hidrélisiscon endolevanasa. Se analiza
también el resultado de la accién simultanea de ambas enzimas. Como consecuencia de todos los trabajos
llevados a cabo con FTs, hemos generado conocimiento que nos permite abordar actualmente el estudio
del mecanismo de sintesis de levana y los elementos estructurales que dan lugar a la hidrolisis 0 a la
transferencia, a la sintetisis de polimero u oligosacaridos, pero muy particularmente la forma en la que se
lleva a cabo la reacciény el crecimiento de las cadenas de polimero.

También dentro de los aspectos mas aplicados de la biocatalisis analizamos el uso de enzimas para la
sintesis de inulina bacteriana. Hemos realizado ensayos de producciénhasta nivel de planta piloto y
desarrollado un proceso para la obtencion de FOS tipo inulina empleando endo inulinasas comerciales. En




este tema estudiamos también la inulina de agave y la posibilidad de emplearla como sustrato para la
obtencionde FOS mediante transformacién enzimatica o mediante una hidrdlisis acida.

Se tiene también una linea de investigacionconsistente en la control de la regio, quimio y enantio
selectividad de las enzimas, aplicando como modelos de reacciontanto a las glicosidasas como a las
lipasas. Esta linea se inici6 hace varios afios con una serie de proyectos cuyo objetivo era la
transformacion enzimatica de la capsaicina, habiéndose logrado la sintesis de analogos cuyas propiedades
tanto organolépticas como fisiologicasfueron evaluadas, en particular un compuesto ultrapotente
elaborado con acido ricinoléico. En este mismo contexto se puso de manifiesto la actividad amidasa que
presentan las lipasas bajo ciertas condiciones de reacciény con sustratos de estructuras especificas.
Fuimos los primeros en reportar esta actividad de las lipasas. Actualmente hemos aprovechado las
propiedades enantioselectivas de las lipasas y los métodos quimioselectivos desarrollados para establecer
las condiciones adecuadas para realizar reacciones de acilacion altamente quimio y enantioselectivas en
moléculas bifuncionales amino-alcoholes), todo esto sin recurrir a los métodos de proteccion-
desproteccion comunmente utilizados en sintesis quimica. Igualmente hemos desarrollado un proceso de
resolucionde enantiémerosmediante la tecnologia "easy on-easy off", mediante la cual en un solo ensayo
se separan los componentes de una mezcla racémica. Hemos aplicado diversas glicosidasas (alfa y beta
glucosidasa, beta galactosidasa e incluso CGTasa), para glicosilar moléculas de interés alimentario y
farmaceutico, ya sea por sus propiedades como antioxidantes o nutraceuticas.

Lineas

Ingenieria y Tecnologia de Enzimas.

Biologia Molecular y Bioquimica de Bacterias.
Microbiologia Industrial.

Publicaciones

A. Barraza, G. Estrada, M. E. Rodriguez, A. Lopez-Munguia, E. Merino, C. Quinto, F. Sanchez (2012).
Down-regulation of PvTRE1 enhances nodule biomass and bacteroid number in the common bean. New
Phytol., Nov 1 [Epub ahead of print] No. , -.

A. Miranda, Marquina-Bahena, S., A. Lopez-Munguia, Alvarez, L., E. Castillo (2012). Regioselective
glucosylation of inositols catalyzed by Thermoanaerobacter sp. CGTase. Carbohydr.Res, 360C No. , 93-.

C. Olvera, S. Centeno-Leija, P. Ruiz, A. Lopez-Munguia (2012). Design of Chimeric Levansucrases with
improved transglycosylation activity. Appl Environ Microbiol, 78 No. , 1820-.

Publicaciones Selectas
A. Avila, X. Rendodn, C. Olvera, F. Gonzalez, A. Pefia, S. Capella, A. Lopez-Munguia (2009). Enzymatic
Hydrolysis of Fructans in the Tequila Production Process". J Agric.Food Chem, 57, No. , 5578-5585.

E. Castillo, Pezzotti, Navarro, A. Lopez-Munguia (2003). "Lipase-catalyzed sintesis of xylitol monoesters:
solvent engineering approach. Journal of Biotechnology, 102, No. 251-259.

V. Olivares, A. Lopez-Munguia, C. Olvera (2003). Molecular Characterization of Inulosucrase from
Leuconostoc citreum: A fructosyltransferase within a Glucosylytransferase. Journal of Bacteriology, 185,
No. 12, 3606-3612.

M. Garcia-Garibay, A. Lopez-Munguia, E. Barzana (2001). Alcoholysis and reverse hydrolysis reactions in
organic one-phase system with a hyperthermophilic beta-glycosidase. Biotechnology and Bioengineering,
69, No. 6, 627-632.

M. Reyes, E. Castillo, E. Barzana, A. Lopez-Munguia (2001). Capsaicin hydrolysis by Candida antarctica
lipase. Biotechnology Letters, 22, No. , 1811-1814.
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Juan Enrique Morett Sanchez

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Regulacion de la Expresion Genética a Nivel Global en Bacterias.

Los intereses centrales de nuestro grupo de investigaciénse han centrado en estudiar la evoluciéonde la
actividad catalitica, los mecanismos regulatorios que controlan la expresidn genética a escala gendémica en
bacterias mediante la deteccion experimental de promotores, la bioremediacion de metales pesados y la
produccién de bioelectricidad por Geobacter sulfurreduscens. Adicionalmente, estamos enfocados al
desarrollo de herramientas experimentales y analiticas de secuenciacion masiva. En estas lineas nuestras
estrategias han combinado el trabajo experimental con estudios bioinformaticos, principalmente en
andlisis de secuencias, gendmica comparativa y filogenia molecular. Nuestro trabajo se apoya de manera
muy importante en la informacidncontenida en diversas bases de datos biolégicos,por ejemplo de
secuencias genomicas,de estructura de proteinas y de expresidngenética. Utilizamos y desarrollamos
diversas herramientas bioinforméticas para extraer y analizar la informacidnrelevante de dichas bases de
datos, asi como para facilitar el andlisis de los datos generados en nuestro laboratorio. Un aspecto
importante del trabajo consiste en la evaluacion experimental de algunas de nuestras predicciones
bioinformaticas. A continuaciondescribimos brevemente los avances de algunos de nuestros proyectos.

Evolucion dirigida para generar cambios de especificidad y migracién catalitica de enzimas

Este proyecto concluyé en el 2012 con la publicaciénde los dos ultimos trabajos en esta area. Nuestros
logros mas relevantes fueron:

1. Haber demostrado que es posible la migracién de la actividad catalitica entre enzimas no relacionadas,
mediante la combinacion de estrategias de evolucion dirigida y disefio racional.

Saab-Rincon et al. Evolutionary Walk between (beta/alpha)(8) Barrels: Catalytic Migration from
Triosephosphate Isomerase to Thiamin Phosphate Synthase. J Mol Biol. 2012. 416:255-70.

Flores et al. Evolving new protein functions: amino acid substitutions enable similar activities in proteins
with different loops sizes. Protein Eng Des Sel. 2012. 25:387-95.

2. La presencia de enzimas promiscuas con capacidad de llevar a cabo funciones cripticas.
Morett E et al. Sensitive genome-wide screen for secondary enzymatic activities: The YjbQ family shows
Thiamine Phosphate Synthase activity. J. Mol. Biol. 2008. 376:839-53.

3. El modelado de interacciones entre proteinas para predecir funcion.
Watanabe et al. Inferring modules of functionally coupled proteins using the Bond Energy Algorithm.
BMC Bioinformatics. 2008. 9:285. d0i:10.1186/1471-2105-9-285.

4. El desarrollo y validacion experimental de un método para la deteccion de enzimas analogas.
Morett et al. Systematic Discovery of Analogous Enzymes in Thiamin Biosynthesis.
Nature Biotechnol. 2003. 21:790-795.

Estos resultados contribuyen a una mejor comprensionde los procesos de evolucionde la actividad
catalitica natural en las enzimas.

Mapeo global de inicios de transcripcion y unidades transcripcionales en E. coli y en G.
sulfurreducens.

Este proyecto, desarrollado en colaboraciéncon los grupos del Dr. Julio Collado, del CCG, UNAM vy el Dr.
Derek Lovely, de la Universidad de Massachusetts y financiado por el NIH, USA, Department of Energy,
USA, CONACYT y DGAPA, UNAM, estan orientados a mapear experimentalmente el mayor nimero de




inicios de la transcripcién y los limites de las unidades transcripcionales en E. coli y en G. sulfurreducens
con el fin de estudiar globalmente la regulacion de la expresién genética en estas bacterias. Hemos
desarrollado metodologias de 5'RACE modificado y de pirosecuenciacion y con ellas hemos detectado mas
de 1500 de nuevos promotores en ambas bacterias (Gama-Castro et al. 2008. Nucleic Acids Res;
Mendoza-Vargas et al, 2009. PLoS ONE.)

La secuenciacién masiva aplicada a la determinacion de los TSSs ha extendido el campo de la regulacion
genética desde una perspectiva local a un nivel global a un costo relativamente reducido. Varios
protocolos han sido desarrollados tanto en nuestro laboratorio como en otros para la preparacionde
bibliotecas de mRNAs, incluido uno para el enriquecimiento de los transcritos primarios, con el fin de
incrementar la certeza del mapeo de los TSSs. Este protocolo utiliza una exonucleasa que degrada
moléculas de RNA desde el extremo 5' monofosfatados, sin afectar los transcritos primarios que se
encuentra trifosfatados en este extremo (Sharma et al. Nature, 2010. Nosotros disefiamos un segundo
método de enriquecimiento de transcritos primarios que consiste en la ligacionde un fragmento sintético
de RNA biotinilado a la biblioteca de RNA total, con la finalidad de remover selectivamente los transcritos
monofosfatados, que son los (nicos que se pueden ligar, con streptoavidina. Con estas metodologias ha
sido posible obtener informaciénnunca antes disponible, como la identificacion de mudiltiples promotores
para la expresion de un gene u operdn en condiciones especificas de crecimiento, la deteccion de
transcritos dentro de los operones y, sorprendentemente, gran abundancia de transcripcion antisentido,
probablemente involucrada en algunos casos en controlar la expresién genética.

Hemos obtenido millones de secuencias de extremos 5° de transcritos, tanto de E. coli, como de G.
sulfurreducens, provenientes de distintas condiciones de crecimiento, utilizando el equipo GAllx de la
UUSMDNA, UNAM. Nuestras bibliotecas consisten de cuatro tratamientos distintos posteriores a la
eliminacion de los RNA ribosomales: En el primero el RNA se utiliza sin ninguna modificacion, por lo que
solamente se generan bibliotecas con los transcritos monofosfatados (Mono); en el segundo el RNA es
tratado con fosfatasa para remover los extremos trifosfato, lo que genera transcritos tanto mono como
trifosfatados (Mono+Tri); en el tercero tratamos el RNA con la exonucleasa terminal para enriquecer los
transcritos trifosfatados (TriExo); finalmente, ligamos al RNA el oligonucleétido biotinilado para enriquecer
los transcritos trifosfatados (TriAdaptador). Estos datos han complementado considerablemente nuestros
esfuerzos anteriores con las otras tecnologias. Sin embargo, estos experimentos han demostrado tener
muy poca reproducibilidad, por lo que es altamente probable que estemos detectando con estas
poderosas metodologias un numero importante de eventos de transcripcion fortuitos, esto es
fluctuaciones estocéasticas en eventos de transcripcion de células individuales creciendo en un mismo
cultivo supuestamente uniforme. Sin duda, la célula es capaz de tolerar sin consecuencias desfavorables
la mayoria de estos eventos. Adicionalmente, se ha observado que las moléculas independientes, ya sean
DNA o cDNA, no son secuenciadas todas con la misma eficiencia. Mas aun dentro de un transcrito, no se
obtienen al mismo nivel los extremos que las regiones centrales, lo que afecta su probabilidad de ser
secuenciadas. Entender estos fendmenosrequiere del desarrollo de nuevas metodologias bioinformaticas
que puedan corregir y eliminar falsos positivos.

Al analizar las 22 bibliotecas independientes construidas para E. coli hemos detectado que los probables
TSSs que aparecen consistentemente en la mayorias de las bibliotecas y casi sin excepcion en las
bibliotecas enriquecidas para trifosfatos se localizan preferencialmente en la region(upstream) de los
genes, lo cual sugiere fuertemente que son verdaderos transcritos primarios. Este conjunto de alta
confianza consta de mas de 5,000 TSSs, la gran mayoria no antes detectados (Gama-Castro et al 2011
Nucleic Acids Res, Salgado et al 2013 Nucleic Acids Res.)

Los resultados obtenidos nos muestran un muy elevado nimero de promotores, principalmente
localizados en las regiones upstream de los genes, pero también dentro de ellos. Interesantemente, la
transcripciénantisentido, que habia sido detectada con alta frecuencia, practicamente desaparece, por lo
que es altamente probable que no sea un fendmeno reproducible con amplio sentido biolégico, como se
habia erroneamente interpretado.

Estamos trabajando en otras estrategias de enriquecimiento de transcritos primarios. En caso de tener
éxito continuaremos con el mapeo de TSSs en diferentes condiciones de crecimiento y también




evaluaremos el efecto de mutaciones en reguladores y en factores transcripcionales para tener una mejor
comprensionde la regulacion de la expresion genética global en estas dos bacterias.




Con las metodologias desarrolladas mapeamos también algunos genes del metabolismo de glucosa en E.
coli (Olvera, et al. 2009), de colina en P. aeruginosa (Massimelli, et al. 2010) y del operén assT-dsbL-dsbl
de Salmonella enterica serovar Typhi IMSS-1 (Gallego-Hernandez, et al. 2012). Estos trabajos fueron en
colaboraciéncon los grupos del Dr. Bolivar, la Dra. Lisa, de la Universidad de Rio Cuarto, Argentina, y del
Dr. Calva, respectivamente).

Ademas, continuamos desarrollando unas metodologias bioinformaticas que nos permite rapidamente
analizar los datos crudos de secuenciaciony visualizar graficamente los millones de datos obtenidos por
experimento de secuenciacion masiva de manera eficiente, eliminando el ruido metodolégico. Podemos
identificar con estas herramientas los posibles promotores y sitios de unionde los diversos reguladores
transcripcionales conocidos para estas dos bacterias.

Regulacion de la expresion de genes relevantes involucrados en la produccion de
bioelectricidad y bioremediacion de metales pesados en Geobacter sulfurreducens.

Los miembros de la familia Geobacteraceae son un grupo de bacterias metalo-reductoras que participan
de manera importante en los ciclos biogeoquimicos de Fe(lll) y Mn(IV) elementos abundantes en suelos y
sedimentos. La capacidad que presentan de acoplar la oxidacion de compuestos organicos a la respiracion
anaerobica,ademas de la gran eficiencia para transferir los electrones a minerales insolubles, electrodos, y
posiblemente hasta a otros microorganismos, ha permitido su empleo en biorremediacion de ambientes
contaminados por metales pesados asi como la produccion de bioelectricidad.

Para comprender como G. Sulfurreducens funciona en tan diversos ambientes y como pueden cambiar su
metabolismo en respuesta a las condiciones ambientales, es importante entender comoes regulada la
expresion genética. Por ello pensamos que la gendmicafuncional y comparativa, asi como la regulacionde
la expresion genética son esenciales para hacer modelos predictivos del metabolismo de esta bacteria y
sus interacciones con otros microorganismos en su ambiente y contribuciones en este campo seran
importantes no sélopara el conocimiento bésico sino también para el desarrollo de muchas aplicaciones
promisorias en el campo de la bioenergia y la biorremediacion.

Los proyectos que desarrollamos actualmente son: el mapeo global de los sitios de inicio de la
transcripciénen G. Sulfurreducens, la identificaciény caracterizacionde reguladores globales de la
expresiéngenética en esta bacteria y la blusqueda de otros elementos como RNAs regulatorios que nos
permitan tener un panorama global de la regulacién de los procesos de nuestro interés.

Bioremediacién de suelos contaminados por Cr(VI).

La contaminacién por metales pesados es un grave problema en nuestro pais, existe un nimero
alarmante de sitios considerados como peligrosos, debido a que exceden las concentraciones permitidas,
afectando suelos, cuerpos de agua superficial y mantos freaticos. EI cromo hexavalente Cr(VI), se
encuentra en las listas nacionales e internacionales de materiales de alta toxicidad debido a que es un
contaminante ambiental muy soluble en agua, mutagénico y cancerigeno.

Las tecnologias convencionales empleadas para la remediacién de suelos contaminados por Cr(VI) y otros
metales pesados suele realizarse mediante procesos quimicos y de confinamiento, sin embargo estos
métodos son poco amables con el ambiente y en ocasiones lejos de solucionar el problema lo agravan y/o
trasladan de un sitio a otro generando una contaminacién secundaria. En nuestro laboratorio hemos
empleado la bioremediacién y especificamente la bioestimulaciéon in situ. Dicho proceso consiste en
adicionar donadores de electrones al suelo o acuifero contaminado con el proposito de inducir en la
microbiota existente ciertas actividades metabdlicas que permitan que el Cr(VI) pueda ser biolégicamente
reducido a cromo insoluble o Cr(l11). Como consecuencia de ello el Cr(lll), se precipita e inmoviliza en el
suelo generalmente en una matriz o barrera fisica que permite su posterior remocion. Ademés del
aislamiento de bacterias reductoras y resistentes con capacidades metabdlicas notables, las cuales
estamos caracterizando los mecanismos de reduccion que emplean con el fin de plantear estrategias
dirigidas a resolver el problema de contaminacion mas especificamente.




Proyecto gendmico de Taenia solium.

Somos parte del consorcio Universitario del proyecto genémico de 7. so/ium. En este afio hemos
continuado con la secuenciacién y analisis de los datos de secuencia gendmica y de expresion. Nuestra
contribucién mas reciente fue el andlisis de los factores transcripcionales en este organismo y la
comparacion de otros cestodos (Willebando Garcia, 2012). Tenemos un manuscrito sometido a
publicacidncon los resultados del analisis del genoma completo y su comparacion con otros cestodos (Tsai
et al 2013, Nature.)

Unidad Universitaria de Secuenciacién masiva de DNA

El Dr. Enrique Morett es el investigador responsable de dicha Unidad. En el 2012 se realizaron mas de 12
corridas, practicamente todas con éxito. Se dio servicio a mas de 20 investigadores y se secuenciaron el
equivalente de mas de 80x del genoma humano. Instalamos y estamos operando el instrumento lon
Torrent, por lo que los servicios de la Unidad se han incrementado con esta nueva tecnologia.

En colaboracion con el Dr. Bolivar, secuenciamos y caracterizamos varias cepas de E. coli relevantes a su
proyeto de evolucién de vias metabdlicas para la produccion eficiente de precursores de amino acidos
aromaticos (Aguilar et al, 2012, BMC Genomics.).
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Publicaciones
Weiss V., Medina-Rivera, Araceli Huerta, Alberto Santos, E. Morett, julio Collado (2013). Evidence
Classification of High-Throughput Protocols in RegulonDB. Database, No. , -. En Prensa.

Heladia Salgado, Gil Peralta, Socorro Gama, Alberto Santos, Luis Mufiiz, Irma Martinez, Verena Weiss,
Cesar Bonavides, Lucia Pannier, M. Olvera, A. Labastida, L. Vega, E. Morett, Julio Collado (2013).
RegulonDB v8.0: omics data sets, evolutionary conservation, regulatory phrases, cross-validated gold
standards and more. Nucleic Acids Research, 41 No. , 203-213.

G. Saab, L. Olvera, M. Olvera, E. Rudino, J. Benites, X. Soberon, E. Morett (2012). Evolutionary Walk
between (beta/alpha)(8) Barrels: Catalytic Migration from Triosephosphate Isomerase to Thiamin
Phosphate Synthase. J Mol Biol, 416 No. , 255-.

A. Gallego, I. Hernandez, M. de la Cruz, L. Olvera, E. Morett, L. Medina-Aparicio, Ramirez-Trujillo, J. A., A.
Vazquez, M. Fernandez, E. Calva (2012). Transcriptional regulation of the assT-dsbL-dsbl gene cluster
depends on LeuO, H-NS and specific growth conditions in Salmonella enterica serovar Typhi IMSS-1. J
Bacteriol, 194 No. , 2254-.

H. Flores, Lin, S.,G. Contreras, Cronan, J. E., E. Morett (2012). Evolution of a new function in an esterase:
simple amino acid substitutions enable the activity present in the larger paralog, BioH. Protein Eng Des
Sel, 25 No. , 387-.

C. Aguilar-Martinez, A. Escalante, N. Flores, R. de Anda, F. Riveros mckay ,G. Gosset, E. Morett, F. Bolivar
(2012). Genetic changes during a laboratory adaptive evolution process that allowed fast growth in
glucose to an Escherichia coli strain lacking the major glucose transport system. BMC Genomics, 13 No. ,
385-.

Publicaciones Selectas
M. Gama, et al (2010). RegulonDB version 7.0: transcriptional regulation of Escherichia coli K-12
integrated within genetic sensory response units (Gensor Units). NMucleic Acids Res, 10, 109, 1-8.




L. Olvera, A. Mendoza Vargas, N. Flores, M. Olvera, J. Sigala, A. Escalante, G. Gosset, E. Morett, F. Bolivar
(2009). Transcription analysis of central metabolism genes in Escherichia coli. Possible roles of sigma38 in
their expression, as a response to carbon limitation. PLoS ONE, Investigacion, 4, 10, 7526-7526.

J Collado, H Salgado, M. Gama, Veronica Jimanez-Jacinto, |I.Martinez, A. Medina, L Mufiiz Rascado, M.
Peralta (2009). Bioinformatics resources for the study of gene regulation in bacteria. J Bacteriol, 191, 23-
31.

A. Mendoza Vargas, L. Olvera, M. Olvera, A. Grande, V. Jimenez, B. Taboada, L. Vega, K. Juarez, et. al.
(2009). Genome-wide identification of transcription start sites, promoters and transcription factor binding
sites in E. coli. PloS ONE, 4, 10, 7526-7526.

E. Morett, G. Saab, L. Olvera, M. Olvera, H. Flores, A. Grande, (2008). Sensitive genome-wide screen for
low secondary enzymatic activities: The YjbQ family shows Thiamin Phosphate Synthase activity. J. Mol.
Biol., Investigacion, 376, 839-853.

R L Watanabe, E. Morett, EE Vallejo (2008). Inferring modules of functionally interacting proteins using
the Bond Energy Algorithm. BMC Bioinformatics, 9, 25-.

A. Dago, E. Morett, (2007). A role for the conserved GAFTGA motif of AAA transcriptional activators in
sensing promoter DNA conformation. J. Biol. Chem., Investigacién, 282, 2, 1087-1097.

N. Avonce, A. Mendoza Vargas, E. Morett, G. lturriaga, (2006). Insights on Trehalose Biosynthesis
Evolution. BMC Evolutionary Biology, Investigacion, 6, 109-109.

E. Morett, (2006). Selection for unequal densities of sigma70 promoter-like signals in different regions of
large bacterial genomes. PLoS Genet., Investigacion, 2, 11, 185-185.

E. Morett, J. Korbel, E. Koil, G. Saab, L. Olvera, M. Olvera, S. Schmidt, B. Snel, P. Bork (2003). Systematic
discovery of analogous enzymes in thiamin biosynthesis. Nat. Biotechnol, 21, 790-795.

Integrantes de su grupo

Investigadores Asociados Posdoctorales Estudiantes de Posgrado

Katy Juarez Lopez Sonia Davila Ramos Brenda Sanchez Sanchez
Leticia Vega Alvarado Alberto Ramos

Lizeth Soto Avila

Paloma Lara

Getzabet Gonzélez

Israel Aguilar

Fernando Riveros Mckay
Martin del Castillo

Técnicos Académicos Estudiantes de Licenciatura Personal Administrativo
Leticia Olvera Rodriguez Willebaldo Garcia Javier Dorantes Lopez
Maricela Olvera Rodriguez Julian Delia Caro Cardenas
Aurora Labastida Isaias

Evelyn Sanchez
Ana Lilia Tirado




Joel Osuna Quintero

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Ingenieria, Evolucion y Plegamiento de Proteinas.

Nuestro laboratorio esta interesado en estudiar dos aspectos importantes de las proteinas:
1. Optimizaciéon de enzimas para la produccion de metabolitos de interés.
a) Fenilalanina, Tirosina y L-lactato.

Estamos utilizando estrategias de evolucion dirigida, identificacion de mutaciones importantes,
mutagénesis a saturacion en dichas posiciones y esquemas novedosos de mutagénesis a nivel de codén
para mejorar la produccién de fenilalanina, tirosina 6 L-lactato por bacterias.

2. El uso de Prefenato deshidrogenasa de E. col/i como reportera de dimerizacién de
proteinas.

La Corismato mutasa (AroQT) y la Prefenato deshidrogenasa (TyrA) forman la Proteina T de E. coli. TyrA
necesita formar un homodimero para presentar actividad catalitica. Se sabe que la separacion de AroQT
produce una TyrA inestable, lo cual resulta en la pérdida de su actividad catalitica.

Recientemente demostramos que el reemplazo de AroQT por dominios alternativos permite la
estructuracionde TyrA en conformacion dimérica:

a) El dominio Gbl de la proteina G consiste en una lamina beta de 4 hebras cubiertas por una alfa-hélice.
La fusion Gb1-TyrA presenta actividad robusta de TyrA y la proteina de fusién adopta una estructura
dimérica (de acuerdo a experimentos de filtracion en gel).

b) Los "EFhands" son médulos estructurales compuestos por dos hélices separadas por un conector de
alrededor de 12 aminoacidos. La regionconectora es la responsable de posicionar los residuos
involucrados en el reconocimiento de calcio. La fusionde EF-Hand con TyrA permite la formaciénde una
proteina dimérica (de acuerdo a experimentos de filtracionen gel). Cuando TyrA se fusiona a médulos EF-
hand candnicosla actividad de TyrA se bloquea totalmente a concentraciones de calcio que dependen de
la afinidad a calcio del modulo fusionado a TyrA. La actividad de TyrA se recupera de nuevo al eliminarse
el calcio con EDTA.

¢) Fusionde hélices entrelazantes (Coiled coils) a TyrA. Las hélices entrelazantes se componen de dos o
més &#945;-hélices anfipaticas que interaccionan entre si para formar homo- o hetero-oligémeros que
adoptan conformaciones paralelas 6 antiparalelas . Las hélices entrelazantes contienen una secuencia
repetida de residuos hidrofébicose hidrofilicos (abcdefg). Las posiciones "a" y "d" normalmente estan
ocupadas por los residuos hidrofébicos isoleucina, leucina 6 valina.

1) La hélice entrelazante GCN4 consiste de un homodimero de 31 aminoacidos que adopta principalmente
una conformacion paralela. GCN4 presenta repeticiones de valina y de leucina en las posiciones "a" y "d",
respectivamente. GCN4 presenta asparagina en una posicion "a" que aparentemente permite estabilizar la
conformacién paralela con respecto a la conformacion antiparalela. La fusién de la hélice GCN4 a TyrA
produce una proteina de fusidnque adopta mayoritariamente una conformaciénmonomeérica (de acuerdo a
experimentos de filtracion en gel). Tenemos evidencia experimental que indican que la especificidad
conformacional (transicibn de monomero a dimero) se puede regular mediante sustituciones
independientes en los grupos de residuocs ayd 6 ey g 6 b, c y f. Para la mutagenésis combinatoria de las
posiciones a y d se utiliz6 la mezcla de residuos L, V, | y A. Para el resto de posiciones se utiliz6 la mezcla
de residuos K, A, Ty E.




2) La proteina ROP consiste de un dominio hélice-vuelta-hélice que adopta una conformaciénhomo-
dimerica antiparalela (conformacionanti: la regiénde unionentre las dos hélices se encuentran opuestas
una de la otra en el dimero). Existen reportes de plasticidad estructural de ROP (en respuesta a varias
alteraciones) para adoptar una conformaciéndimerica paralela (conformaciénsyn: la regiénde uniénentre
las dos hélices se encuentran juntas en el dimero). Tenemos evidencia que TyrA es capaz de identificar a
ambas alternativas conformacionales: la fusibnROPsyn-TyrA permite una actividad robusta de TyrA
(presencia del dimero de TyrA) mientras que la fusionROPanti-TyrA es inactiva. Nos encontramos
realizando una mutagenesis combinatoria de los residuos a y d de las hélices entrelazantes de ROP para
analizar el espacio de secuencia de ROP que es capaz de producir una conformacion paralela.
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Gloria Saab Rincon

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Evolucion dirigida y Plegamiento de proteinas.

El interés central del grupo versa alrededor de las proteinas, al ser éstas las moléculas funcionales por
excelencia no s6lo en sistemas bioldgicos sino también en el &mbito de la biotecnologia. Nuestras lineas
de investigacion abarcan desde investigacion basica, en la que nos interesa entender las interacciones que
mantienen la estabilidad de la estructura tridimensional de una proteina, a la investigacién aplicada, en la
que modificamos la secuencia de proteinas de interés biotecnolégico para modificar propiedades tales
como su estabilidad o especificidad hacia sustratos particulares.

Nuestros proyectos de investigacion basica pretenden incrementar el conocimiento entre la relacion
estructura-funciéon de proteinas. El dogma central de la biologia establece que la secuencia de DNA
codifica la secuencia primaria de una proteina, la cual a su vez contiene la informacién necesaria para
alcanzar la estructura tridimensional que eventualmente define su funcién. Existen evidencias cada vez
mas claras de que las proteinas primigenias eran ensambles de pequefios péptidos que conjuntados
llevaban a cabo funciones diversas. La fusion de estos péptidos fue seleccionada para una mayor
estabilidad y eficiencia dando lugar a las proteinas como las conocemos en la actualidad. En nuestro
grupo, estamos interesados en identificar aquellos fragmentos que dentro de una estructura dada, en
particular, aquellas que comparten un plegamiento de barril TIM, tienen la capacidad de plegarse
independientemente. Estos fragmentos pudieran ser los elementos estructurales primigenios que dieron
origen a las proteinas actuales. La identificacién de estos elementos y su recombinacién nos permitiran
reconstruir eventos que pudieron tener lugar a lo largo de la evoluciéon y nos permitira también generar
proteinas de novo a partir de las cuales podemos buscar funciones novedosas.

Otro proyecto de investigacién en el que empezamos a incursionar este afo es el estudio de plegamiento
aberrante en triosa fosfato isomerasa (TIM). Existen reportes que identifican ciertas regiones de esta
proteina como potencialmente amiloidogénicas y de hecho se ha demostrado que fragmentos peptidicos
con esas secuencias son capaces de formar fibrillas. Estamos interesados en estudial la naturaleze de
agregados que hemos observado durante la reaccidn de replegamiento de TIM de Trypanosoma brucei asi
como de identificar las regiones de la proteina implicadas en la agregacion.

Por otro lado, dentro de los proyectos de investigacién aplicada, nos interesa desarrollar diversos
biocatalizadores entre otros, para la produccion de alquil-glucésidos. Para ello hacemos uso de técnicas de
evolucion dirigida, que pretende imitar el proceso de evolucién natural a través de ciclos recursivos de
generacion de variabilidad-seleccién. Cada caso particular abordado con esta tecnologia se enfrenta al
reto de desarrollar metodologia de deteccion de actividad en un formato de alta eficiencia para poder
analizar de manera sistemaética el gran niumero de variantes que se pueden generar.
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Lorenzo Segovia Forcella

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Evolucion de la relacion estructura funcion de proteinas.

Una de las metas de la biotecnologia moderna es disefiar enzimas adecuadas a condiciones particulares.
La ingenieria de proteinas es uno de los métodos usados para modificar las propiedades cinéticas y
fisicoquimicas. Sin embargo, se necesita de mucha informacion a priori para poder disefiar los cambios
requeridos. Hemos estado utilizando un método estadistico, llamado SCA, el cual detecta los residuos que
covarian en alineamientos mdultiples de familias de proteinas homélogas. Estos residuos coevolucionados
estan organizados espacialmente dentro de canales fisicamente conectados llamados sectores, uniendo
sitios distantes funcionales de gran relevancia para el proceso de plegamiento y la actividad de la
proteina. Este tipo de analisis nos ha permtido identificar zonas importantes tanto para la dinamica como
la funcion o el plegamiento de varias proteinas distintas. Estamos valiendonos de este tipo de informacién
para tratar de generar quimeras de proteinas homélogas a la Shikimato deshidrogenasa (SDH) donde se
intercambien los dominios Rossmann. Hemos construido una docena de quimeras de las cuales una es
totalmente activa con caracteristicas cataliticas similares a las parentales silvestres.

Estamos también utilizando esta informacion para disefiar mutaciones el el dominio Rossmann de la SDH
ara cambiar su especificidad por el cofactor. El analisis de estos sectores permite saber cuales son los
blancos mas promisorios para este fin.

Recientemente también hemos usado el SCA para identificar residuos de aminoacidos involucrados en la
inhibicién alostérica por tirosina de la enzima prefenato dehidratasa. La idea es disefiar mutaciones que
permitan obtener enzimas que ya no sean un paso limitante en la sintesis de tirosina en E.coli. Hasta el
momento hemos construido bancos combinatorios de mutaciones pero no los hemos tamizado.

Seguimos trabajando en un nuevo sistema utilizando una enzima llamada loosenina la cual desestabiliza
celulosa cristalina. En este sistema hemos construido quimeras a las cuales les hemos agregado un
dominio mas, el cual parece estar involucrado en otras enzimas en la estabilizacion del substrato. Este
sistema tiene gran potencial biotecnoldgico.Estamos caracterizando las propiedades de varias enzimas
homologas que pudieran ser mejor sustrato para Ingenieria de Proteinas.

Lineas

Estructura, Funcion y Manipulacién de Péptidos y Proteinas.
Bioinformatica.

Biologia Molecular y Bioquimica de Bacterias

Publicaciones

Peimbert, M., Alcaraz, L. D., Bonilla-Rosso, G., Olmedo-Alvarez, G., Garcia-Oliva, F., L. Segovia, Eguiarte,
L. E., Souza, V. (2012). Comparative metagenomics of two microbial mats at cuatro cienegas basin I:
ancient lessons on how to cope with an environment under severe nutrient stress. Astrobiology, 12 No.
648-.

Publicaciones Selectas
D. Armenta, E. Rueda, L. Segovia (2011). Identification of functional motions in the adenylate kinase
(ADK) protein family by computational hybrid approaches. Proteins, 79, 1662.

F. Sanchez-Flores, E. Rueda, L. Segovia (2008). Protein homology detection and fold inference through
multiple alignment entropy profiles. PROTEINS. Structure, Function, and Bioinformatics, 70, No. , 248-
256.

G. Hernandez, J. Diaz, E. Rueda, L. Segovia (2008). The hidden universal distribution of amino acids
biosynthetic networks: a genomic perspective on its origins and evolution. Genome Biology, 9, No. , 95-
99.




J. Diaz, E. Rueda, L. Segovia (2007). A network perspective on the evolution of metabolism by gene
duplication. Genome Biology, 8, No. 2, 26-30.

Tomatis P.E., Rasia R.M., L. Segovia, Vila A.J. (2005). Mimicking Natural Evolution in metallo-b-lactamases
through second-shell ligand mutations. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 102, No. 39, 13761-13766.

M. Peimbert, L. Segovia (2003). Evolutionary engineering of beta-lactamase activity on a D-Ala D-Ala
transpeptidase fold. Protein Engineering, 16, No. 27-35.
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Francisco Xavier Soberén Mainero

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Evolucion dirigida de proteinas.

El objetivo central del grupo se refiere a la comprensién de los procesos de evolucién molecular en
proteinas y al establecimiento y desarrollo de metodologias relacionadas con ellos asi como
su aplicacion en biocatalisis. Las proteinas son biomoléculas con un papel central en virtualmente
todas las transacciones bioldgicas. Esto hace que resulten altamente relevantes como objetos de estudio.
Las enzimas, en particular, constituyen un grupo singularmente importante de proteinas, por la diversidad
e importancia de sus funciones cataliticas, que conducen todas las transformaciones quimicas en los seres
vivos, asi como por su aplicacion a la industria quimica, en el area conocida como biocatélisis. Durante
mas de dos décadas hemos contado con herramientas poderosas para la modificacion de la secuencia de
proteinas (mutagénesis dirigida). No obstante, la complejidad inherente a los sistemas macromoleculares
mantiene como meta distante la capacidad de predecir e implementar cambios de secuencia que resulten
en cambios de propiedades, tales como estabilidad, especificidad de sustrato o, incluso, modificacion de la
reaccion quimica que lleva a cabo una enzima. Es cada vez mas claro, por otra parte, que el proceso
evolutivo, basado en variacién y seleccion (que dio origen a la extraordinaria diversidad natural de
proteinas que sustentan el fendémenode la vida) puede ser utilizado para extender, en el laboratorio, las
funciones de estas mismas proteinas. Este enfoque se conoce hoy dia como evolucién dirigida. Los
elementos basicos para integrar una tecnologia habilitadora en evolucién dirigida incluyen, por una parte,
las metodologias de mutagénesis, incluyendo Reacciénen Cadena de Polimerasa (PCR mutagénica),
barajado de genes (gene shuffling, STEP) y empleo de oligonucleétidos sintéticos especiales
(especificamente en esquemas que operan a nivel de coddn). Nos interesa estudiar los conceptos basicos
gue subyacen el proceso de evolucion molecular, utilizando hipotesis que surgen de nuestros resultados
actuales, tales como el papel de inserciones y deleciones, la participacion de médulos estructurales
(especialmente las asas de los barriles TIM) y su relaciéncon los eventos de splcicing alternativo en
genomas superiores. Por otra parte, hemos desarrollado sistemas para la seleccion de proteinas con
atributos deseados, especialmente aquéllas que se basan en estirpes bacterianas con genes especificos
eliminados. Los elementos de tecnologia mencionados se han puesto en juego en el estudio de diversos
sistemas enzimaticos modelo, entre los que destacan los barriles TIM y los componentes del sistema de
transporte de fosfato PTS en bacterias. El otro componente fundamental de la evoluciénes la seleccion (o
basqueda, en el caso del proceso de laboratorio). Estas tecnologias habilitadoras puede emplearse para
abordar problemas de biocatalisis con aplicacion practica, entre los que hemos abordado: la penicilino
acilasa (util en la produccion de penicilinas semisintéticas), la alfa-amilasa (que juega un papel central en
la producciénde jarabes a partir de almidon) y las enzimas involucradas en la biosintesis de compuestos
aromaticos.

Lineas
Desarrollo y Consolidacion Metodoldgica en Biologia Molecular.
Estructura, Funcién y Manipulacién de Péptidos y Proteinas.

Publicaciones

Y. Lopez-De los Santos, Chan, H., V. Cantu, Rettner, R., F. Sanchez-Lopez, Zhang, Z., Saier, M. H., X.
Soberon (2012). Genetic engineering of the phosphocarrier protein NPr of the Escherichia coli
phosphotransferase system selectively improves sugar uptake activity. J Biol Chem, 287 No. , 29931-.

G. Saab, L. Olvera, M. Olvera, E. Rudino, J. Benites, X. Soberon, E. Morett (2012). Evolutionary Walk
between (beta/alpha)(8) Barrels: Catalytic Migration from Triosephosphate Isomerase to Thiamin
Phosphate Synthase. J Mol Biol, 416 No. , 255-.
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A. Ochoa, X. Soberon, F. Sanchez-Lopez, M. Arguello, Montero Moran, G. Saab (2009). Protein design
through systematic catalytic loop exchange (SCLE) in the (beta/alpha)(8)-fold. J. Mol. Biol., 387, 949-964.




J. Damian, A. Moreno, A. Lopez-Munguia, X. Soberon, F. Gonzalez G. Saab (2008). Enhancement of the
alcoholytic activity of [alpha]-amylase AmyA from Thermotoga maritima MSB8 (DSM 3109) by site
directed mutagenesis. Applied and Environmental Microbiology, 74, 5168-5177.

G. Flores, X. Soberon,J. Osuna (2004). Production of a fully functional circularly permuted single-chain
penicillin G acylase. Protein Science, 13, 1677-1683.

J. Baez, J. Osuna, G. Hernandez-Chavez, X. Soberon, F. Bolivar, G. Gosset (2004). Metabolic Engineering
and Protein Directed Evolution Increase the Yield of L-Phenylalanine Synthesized from Glucose in
Escherichia coli. Biotechnology and Bioengineering, 87, 4, 516-524.
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Rafael Vazquez-Duhalt

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Biotecnologia ambiental.

Sin duda, uno de los grandes retos de la humanidad en este inicio del siglo XXI es el de convertir los
procesos productivos en procesos limpios y eficientes energéticamente. Por otro lado, se requerird tener
la capacidad tecnologica para restaurar los sitios dafiados ambientalmente. La biotecnologia tiene un
papel importante que jugar en esta transformacién. Nuestro trabajo de investigaciéon esta enfocado en la
utilizacion de nuevas herramientas biotecnoldgicas para la prevencién, control y remediacion de
contaminaciones ambientales. Para estos fines en el laboratorio se trabaja con herramientas
metodoldgicas de diferentes areas de la biotecnologia, como lo son la bioingenieria, enzimologia,
ingenieria de proteinas, microbiologia aplicada y termodindmica de solventes. El esfuerzo del laboratorio
de Biotecnologia Ambiental se centra en la modificaciobn enzimatica de sustancias contaminantes,
principalmente hidrocarburos polinucleo aromaticos y plaguicidas. Ademas de investigaciones con otros
compuestos hidréfobos de alto impacto ambiental, como colorantes industriales, heterociclicos y
policlorofenoles, se tiene una linéa de investigacion importante que explora la posibilidad de usar procesos
enzimaticos en la industria del petréleo. Ademas, se ha iniciado una nueva linea de investigacion en el
area de la "Bionanotecnologia”, siendo el objetivo de crear materiales nanoestructurados con actividad
enzimatica.

En este periodo se desarrollaron actividades de investigacion en las siguientes lineas de investigacion:

1) Estudio sobre la capacidad de las hemoproteinas como biocatalizadores en la oxidaciéon de
hidrocarburos polinucleo aromaticos. Peroxidasas de hongos ligninoliticos y chloroperoxidasa de
Caldariomyces fumago, asi como proteinas no enzimaticas, incluyendo los citocromos y hemoglobina, son
usadas como biocatalizadores en la oxidacion de sustancias contaminantes.

2) Estudio sobre el proceso de inactivacion por peréxido de hidrégeno de las peroxidasas y el disefio
genético de variantes mas estables.

3) Biotecnologia perolera en la biodesulfuracién de fracciones del petréleo y en la transformacién
enzimatica de los asfaltenos. Esta linea de investigacién tiene como objetivo el uso de métodos
biotecnoldgicos para la refinacion y valorizacién del petréleo.

4) Estudio sobre la capacidad le las lacasas de hongos ligninoliticos para la oxidaciéon de colorantes
industriales, pesticidas organofosforados e hidrocarburos poliaromaticos.

5) Disefio y produccién de celdas de combustible enzimaticas.

6) Transformacion enzimética de materiales plasticos.

7)Dos nuevas lineas de investigacion en el &rea de la bionanotecnologia, disefio y produccion de
materiales nanoestructurados con actividad biocatalitica y toxicidad de nanoparticulas.

Lineas

Microbiologia Industrial.

Ingenieria y Tecnologia de Enzimas.
Biologia Molecular y Celular de Hongos.

Publicaciones

C. Torres-Duarte, Viana, M. T., R. Vazquez-Duhalt (2012). Laccase-Mediated Transformations of
Endocrine Disrupting Chemicals Abolish Binding Affinities to Estrogen Receptors and Their Estrogenic
Activity in Zebrafish. Appl Biochem Biotechnol, 168 No. , 864-876.

Oviedo, M. J., Contreras, O., R. Vazquez-Duhalt, Carbajal-Arizaga, G. G., Hirata, G. A., McKittrick, J.
(2012). Photoluminescence of Europium-Activated Hydroxyapatite Nanoparticles in Body Fluids. Science of
Advanced Materials, 4 No. , 558-.

Roman, P., Cruz-Silva, R., R. Vazquez-Duhalt (2012). Peroxidase-mediated synthesis of water-soluble fully
sulfonated polyaniline. Synthetic Metals, 162 No. , 794-799.




L. Sanchez, R. Roman, R. Vazquez-Duhalt (2012). Pesticide transformation by a variant of CYPBM3 with
improved peroxygenase activity. Pesticide Biochemistry And Physiology, 102 No. 169-174.

L. Perezgazga, L. Sanchez, S. Aguila, R. Vazquez-Duhalt (2012). Substitution of the Catalytic Metal and
Protein PEGylation Enhances Activity and Stability of Bacterial Phosphotriesterase. Appl Biochem
Biotechnol, 166 No. , 1236-.

M.Ayala, E. Hernandez-Lopez, L. Perezgazga, R. Vazquez-Duhalt (2012). Reduced coke formation and
aromaticity due to chloroperoxidase-catalyzed transformation of asphaltenes from Maya crude oil. Fuel, 92
No. , 245-249.

F. Medina, S. Aguila, M. C. Baratto, A. Marotana, R. Basosi, J. B. Alderete, R. Vazquez-Duhalt (2012).
Prediction model based on decision tree analysis for laccase mediators. Enzyme Microb. Technol., 52 No. ,
68-76.

G. I. Ponce Aldrade, R. Vazquez-Duhalt, R. Rodriguez-Vazquez, |. E. Medina-Ramirez, J. A. Jauregui-
Rincon (2012). Evidencia de la biodegradaciéonde resinas fendlicascon hongos ligninoliticos por
microscopia electronica de barrido. Rev. Int. Contam. Amb., 28 No. , 159-166.
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Alejandro Alagon Cano

Titulo Genérico:
Biotecnologia de anticuerpos terapéuticos y diagnosticos, y toxinologia aplicada.

Biotecnologia de anticuerpos. Nuestro grupo esta dedicado principalmente al mejoramiento de
antivenenos y al desarrollo de nuevos antivenenos. El mejoramiento incluye el aumento de la potencia
especifica (mayor capacidad neutralizante con la menor cantidad de proteina) asi como el aumento de la
cobertura para especifica (mayor eficacia para mayor namero de especies). El desarrollo de nuevos
antivenenos incluye estrategias convencionales de inmunizacidn con venenos naturales y el uso de toxinas
recombinantes. También generamos estandares utilizados para el control de produccion de los
antivenenos y apoyamos el desarrollo y validacion de los métodos analiticos utilizados para tal objeto.
Estas actividades de investigacion y desarrollo han estado muy encaminadas para lograr la aprobacion de
los antivenenos mexicanos por organismos regulatorios internacionales, de la mano con el desarrollo de
antivenenos para otras regiones geograficas (en colaboracion con el Dr. Roberto Stock), por ejemplo,
Europa, Africa y Medio Oriente. Asimismo, desarrollamos modelos animales que permitan evaluar la
distribucién, absorcion y eliminacién de venenos y antivenenos. Otro esfuerzo importante es el desarrollo
de pruebas diagnosticascon anticuerpos monoclonales tanto en formato de placas de ELISA como de tiras
inmunodiagnosticas.

Toxinologia. La diversidad de biomoléculas en los venenos animales es enorme y los de algunas especies
se conocen poco. Asi, estudiamos los venenos de varias especies de serpientes de coral (alfa y beta
neurotoxinas) y de arafias del género Loxosceles (esfingomielinasas D) y colaboramos con los Dres,
Gerardo Corzo y Lourival Possani en la caracterizacion estructural y funcional de venenos de tarantulas
(Fam. Theraphosidae),

Publicaciones

Koludarov, 1. Sunagar, K. Undheim, E.A. Jackson, T.N. Ruder, T. Whitehead, D. Saucedo, A.C. Mora, G.R.
Alagon, A.C. King, G. Antunes, A. Fry, B.G. 2012.

Structural and Molecular Diversification of the Anguimorpha Lizard Mandibular Venom Gland System in the
Arboreal Species Abronia graminea

J Mol Evol., 75, 168-183.

Clement, H. Olvera, A. Rodriguez, M. Zamudio, F. Palomares, L.A. Possani, L.D. Odell, G.V. Alagon, A.
Sanchez-Lopez, R. 2012.

Identification, cDNA cloning and heterologous expression of a hyaluronidase from the tarantula
Brachypelma vagans venom

Toxicon, 60, 1223-1227.

Clement, H. Costa de Oliveira, V. Zamudio, F.Z. Lago, N.R. Valdez-Cruz, N.A. Valle, M.B. Alagon, A.C.
Possani, L.D. de Roodt, A.R. 2012.

Isolation, amino acid sequence and biological characterization of an "aspartic-49" phospholipase A(2) from
Bothrops (Rhinocerophis) ammodytoides Venom

Toxicon, 60, 1314-1323.

Paniagua, D., Jiménez, L., Romero, C., Vergara, |., Calderdn, A., Benard, M., Bernas, M., Rilo, H., de Roodt,
A., D'Suze, G., Witte, M. H., Boyer, L., Alagén, A. (2012) Lymphatic route of transport and
pharmacokinetics of Micrurus fulvius (Coral snake) venom in sheep. Lymphology. 45(4): 144-153.
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pharmacokinetics of Micrurus fulvius (Coral snake) venom in sheep. Lymphology. 45(4): 144-153.




Boyer L.V., Theodorou, A.A., Berg, R.A., Mallie, J., Chavez-Méndez, A., Garcia-Ubbelohde, W., Hardiman, S.
& Alagon, A. (2009) Antivenom for critically ill children with neurotoxicity from scorpion sting. New Engl. J.
Med. 360: 2090-2098. Electronic ISSN 1533-4406. Print ISSN 0028-4793.

Ramos-Cerrillo B, de Roodt AR, Chippaux JP, Olguin L, Casasola A, Guzman G, Paniagua-Solis J, Alagon A,
Stock RP. (2008) Characterization of a new polyvalent antivenom (Antivipmyn® Africa) against African
vipers and elapids. Toxicon. 52(8): 881-888. ISSN: 0041-0101.

Olvera A, Ramos-Cerrillo B, Estevez J, Clement H, de Roodt A, Paniagua-Solis J, Vazquez H, Zavaleta A,
Arruz MS, Stock RP, and Alagon A. (2006) North and South American Loxosceles spiders: development of
a polyvalent antivenom with recombinant sphingomyelinases D as antigens. Toxicon. 48(1):64-74. ISSN:
0041-0101

Vazquez, H., Chavez-Haro, A., Garcia-Ubbelohde, W., Mancilla-Nava, R., Paniagua-Solis, J., Alagén, A. and
Sevcik, C. (2005) Pharmacokinetics of a F(ab’)2 scorpion antivenom in healthy human volunteers. Toxicon.
46(7):797-805. ISSN: 0041-0101

Chippaux, J.-P., Stock, R.P. and Alagén, A. (2005) Report of the 2nd International Conference on
Envenomations in Africa (Deuxiéme Colloque International sur les Envenimations en Afrique). Toxicon, 46:
115-118. ISSN: 0041-0101

R. Stock, A. Olvera, R. Sanchez, M. Ramos, A. Alagon (2001). "Inhibition of gene expression in Entamoeba
histolytica with antisense peptide nucleic acid (PNA) oligomers". Nature Biotechnology, 19, 231-234.

Kratzschmar, J., Haendler, B., Langer, G., Boidol, W., Bringmann, P., Alagén, A., Donner, p. and Schleuning,
W.-D.(1991) The plasminogen activator family from the salivary gland of the vampire bat Desmodus
rotundus: cloning and expression. Gene, 105: 229-237. ISSN: 0378-1119.
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Baltazar Becerril Lujan

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:

Construccion y seleccion de bibliotecas de anticuerpos humanos y murinos desplegados en fagos
filamentosos para el aislamiento y caracterizacion de anticuerpos neutralizantes de venenos de
alacranes del género Centruroides. Estudios de las propiedades estructurales y fibrilogénicas de
las familias de cadenas ligeras lambda 3r y lambda 6a.

Actualmente se mantienen en desarrollo dos principales lineas de investigacién. Por un lado, la generacion
de anticuerpos recombinantes humanos contra la picadura de alacranes mexicanos. Por otra parte se
estudia el lado oscuro de los anticuerpos, es decir, su relaciénn con la enfermedad conocida como
amiloidosis de cadenas ligeras de anticuerpo (amioidosis AL). La amiloidosis AL es una enfermedad
sistémica asociada a la agregacion de cadenas ligeras de las inmunoglobulinas en forma de fibras
amiloides en diferentes érganos, causando la disfuncion de los mismos.

Con respecto a los anticuerpos terapéuticos, logramos obtener anticuerpos especificos contra las toxinas
Cll1 y ClI2 del alacran Centuroides limpidus limpidus (la especie que habita en Morelos y Guerrero y
causante de la mayoria de accidentes por picadura). Se cuenta con varios anticuerpos que neutralizan a la
toxina ClI1 y otros que ya tienen la capacidad deneutralizar la toxina Cll2 de forma aceptable aunque no
optima aun. Recientemente hemos obtenido una variante mejorada en su afinidad por la toxina ClI2, la
cual esta siendo evaluada en cuanto a su capacidad neutralizante. Adicionalmente, hemos logrado revertir
la intoxicacion de ratones a tiempos significativos de envenenamiento. Finalmente, hemos sido capaces
de desarrollar diferentes formatos de anticuerpos que conservan su capacidad neutralizante. Entre estos
formatos estan las formas diméricas y el scAb. Estas alternativas fueron desarrolladas para contender con
la posibilidad de requerir formatos que permanezcan mas tiempo en el torrente sanguineo o requieran de
mayor estabilidad termodindmica. En un futuro préximo estaremos ensayando una mezcla de los mejores
anticuerpos neutralizantes de las principales toxinas para determinar su capacidad neutralizante de los
diferentes venenos de alacranes mexicanos.

El enfoque en el estudio de la amiloidosis AL, ha sido la sintesis, expresion y caracterizacion de los genes
que codifican para las lineas germinales tipo lambda de las familias 3 y 6 (3r y 6a ), las cuales presentan
una alta incidencia en la amiloidosis de cadenas ligeras. La manera en que hemos abordado este estudio
es mediante la evaluacion de la relacidn existente entre la estabilidad termodinamica de la cadena ligera y
su propension a formar fibras amiloides. De la linea germinal 6a se han generado mutantes sitio-
especificas (residuos 2, 7, 8 y 25). Los resultados demuestran que esta linea germinal no es
intrinsecamente amiloidogénica siendo en el proceso de hiper-mutacién somatica cuando se generarian
los cambios que decrementan la estabilidad termodindmica. Anteriormente se habia postulado que el
cambio R25G promovia un cambio estructural en el CDR1 de esta linea germinal haciendo posible la
existencia de dos estructuras canonicas para el mismo CDR1. Los estudios cristalograficos de ésta y otras
mutantes indican que la trayectoria de la cadena principal se mantiene a pesar de que la estabilidad
termodinamica sea distinta entre ellas. Ademas, la velocidad de la formacién de fibra para 6a es maxima
a la concentracién de desnaturalizante necesaria para alcanzar el 50% de proteina desnaturalizada. Todo
lo anterior muestra que no se requieren cambios estructurales drasticos para que las cadenas ligeras
lambda 6 se agreguen en forma de fibras. En el caso de la participacion del extremo amino terminal en el
proceso de fibrilogénesis, hemos confirmado que la posicién 7 es determinante mientras que la posicion 8
solo lo es marginalmente. En el caso del estudio de una cadena ligera amiloidogénica altamente inestable
derivada de un paciente, perteneciente a la familia lambda 6 llamada AR, se generaron mutantes en las
posiciones 21, 25 y 104 cambiando los residuos hacia la linea germinal ya que estos sitios podrian estar
afectando la compactacion del nucleo hidrofobico. Los resultados sugieren efectivamente que se requiere
un nucleo hidrofébico compacto el cual ha sido evolutivamente optimizado. Sin embargo, no se logré
tener un efecto estabilizante de la posicidn 25 al regresarla hacia la linea germinal, como se podria haber
esperado por los datos de la linea germinal 6a. Mediante un enfoque més racional, basado en un andlisis
de redes de interaccion se han modificado algunos residuos cuyos efectos estdn siendo evaluados
actualmente.




Para la otra linea germinal que se esta caracterizando (3r) se han generado mutantes cambiando un
residuo de Cys y un Trp expuestos al solvente. La comparacion de estas mutantes con otra linea germinal
de la familia lambda3 (3m), sugiere que 3r es una linea germinal relativamente inestable contrastando
con lo obtenido con la linea germinal 6a que resultd ser estable y poco firbrilogénica. Finalmente se han
insertado mutaciones en las posiciones 7, 8, 40 y 48 de la mutante en Cys y Trp. La caracterizacién de
estas mutantes ha permitido determinar que de manera analoga a la linea germinal 6a, el residuo 7 es
determinante para la estabilidad de esta familia de cadenas ligeras. El residuo residuo 48 resulto ser
menos importante aunque si tiene un efecto significativo. Los residuos 8 y 40 no resultaron importantes.
Lo que hemos aprendido de esta familia es que es en general mucho mas estable de la familia lambda 6.
Finalmente, se determiné la estructra 3D de las variantes 3m, 3r delta cys y 3r delta trp.
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Leonor Pérez Martinez

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Neuroinmunobiologia

Estudio de los mecanismos moleculares que activan y regulan el proceso inflamatorio en el
sistema nervioso central.

El concepto clasico de enfermedades neurodegenerativas excluia hasta hace un tiempo, la inflamacion, -
proceso homeostatico disefiado para proteger la integridad del organismo contra factores nocivos
exogenos y endbégenos- como un elemento de la enfermedad. Sin embargo, hoy es bien aceptado que la
inflamacién cronica causada por factores externos (patogenos, drogas, etc.) o internos (dafio del tejido
como resultado de traumatismo ¢ también referido como inflamacion aséptica; o bien, una respuesta
inmune descontrolada como sucede en la esclerosis mdltiple), induce muerte neuronal en regiones
especificas del cerebro, lo que conlleva al desarrollo de diferentes patologias como la enfermedad de
Alzheimer, de Huntington, y de Parkinson, asi como esclerosis amiotréfica lateral. Sin embargo, los
mecanismos moleculares que controlan la inflamacién en el sistema nervioso asi como aquellos que llevan
a la muerte neuronal en respuesta a la inflamacién crénica alin se desconocen en su mayoria. Por tanto,
la mision del laboratorio de neuroinmunobiologia es definir los mecanismos moleculares mediante los
cuales la inflamacibn en el sistema nervioso central propician la aparicion de desordenes
neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, desde un punto de vista interdisciplinario.

Para nosotros es prioritario aplicar el conocimiento generado a través de nuestras investigaciones para
desarrollar nuevas estrategias biotecnolégicas encaminadas al control de la enfermedad de Alzheimer y
otros padecimientos neurodegenerativos como por ejemplo, la identificacion de factores de riesgo y la
basqueda de moléculas que puedan contrarrestar la inflamacién y/o los procesos neurodegenerativos.

Mecanismos moleculares que controlan la diferenciacion neuronal.

El cerebro constituye la estructura mas compleja dentro del cuerpo humano al poseer la mayor diversidad
de tipos celulares respecto a cualquier otro érgano. Colectivamente, las células que forman el sistema
nervioso expresan cerca del 80% de los genes que conforman el genoma. Sin embargo, cada tipo celular
individual expresa un conjunto especifico de estos genes. En este sentido, las lineas de investigacion que
se desarrollan en nuestro laboratorio se centran en determinar las bases moleculares que controlan la
expresién de genes esenciales para la diferenciacién neuronal, por lo que nos hemos enfocado en el
estudio de algunos de los niveles a los que éstos pueden ser regulados -epigenético, transcripcional, post-
transcripcional y traduccional.

Uno de los mecanismos basicos de regulacion génica es el que ejercen los factores de transcripcion. Estos
son proteinas capaces de activar o reprimir la expresion de sus genes blanco al interactuar con regiones
especificas del DNA, con elementos de la maquinaria basal de transcripcion, con otros factores de
transcripcion o bien con moléculas que activan o inhiben su actividad. En este sentido, nuestro grupo ha
logrado identificar a dos miembros de la familia KLFs -KIf4 y KIf10- como importantes reguladores para la
expresiéon de ciertos fenotipos neuronales. De manera interesante, ambos factores de transcripciéon han
sido descritos como blancos de la via de sefalizaciéon de TGF? en fenotipos no neuronales, ademas de que
ambos regulan la expresion de sus genes blanco a través de su interaccion con proteinas que modifican
y/o remodelan la estructura de la cromatina como P300/CBP o SWI/SNF. Por lo que nos interesa
caracterizar el mecanismo molecular por el cual KIf4 y KIf10 participan en el proceso de la diferenciacion
neuronal asi como, identificar sus genes blanco durante el desarrollo.

Por otro lado, se ha demostrado que pequefias secuencias de RNA (~19-21 nt) llamadas miRNAs son
capaces de regular negativamente a aquellos ARN mensajeros que en su 3'-UTR presenten
complementariedad a éstos. Dependiendo del grado de complementariedad entre el miRNA y su RNA
mensajero blanco, la represion de la expresion génica puede darse a nivel post-transcripcional a través de
degradar al RNA mensajero o a nivel traduccional mediante la inhibicion de la traduccién del RNA
mensajero en cuestién. Estudios recientes han puesto en evidencia la relevancia de los miRNAs durante el
desarrollo del sistema nervioso central de diferentes organismos a través de regular procesos como el
establecimiento asimétrico de las neuronas quimiosensoriales de C. elegans, la diferenciacion neuronal en




pez cebra y la transicién de precursor neural a neurona en raton. Es por ello que en el laboratorio
estamos interesados en determinar el papel de los miRNAs en el establecimiento de los fenotipos neurales
hipotalamicos durante el desarrollo embrionario. Para lo cual hemos iniciado un proyecto masivo sobre la
identificacion de miRNAs en el desarrollo del ratén que nos permitira explorar una nueva area sobre las
sefiales que controlan el desarrollo del sistema nervioso. Pensamos que el estudio a detalle de las sefiales
que participan en el desarrollo de una neurona proporcionara las bases para diferenciar células
reprogramadas hacia fenotipos dafiados en neuropatologias.
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Martin Gustavo Pedraza Alva

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Neuroinmunobiologia

Estudio de los mecanismos moleculares que activan y regulan el proceso inflamatorio en el
sistema nervioso central.

El concepto clasico de enfermedades neurodegenerativas excluia hasta hace un tiempo, la inflamacion, -
proceso homeostatico disefiado para proteger la integridad del organismo contra factores nocivos
exogenos y endbégenos- como un elemento de la enfermedad. Sin embargo, hoy es bien aceptado que la
inflamacién cronica causada por factores externos (patégenos, drogas, etc.) o internos (dafio del tejido
como resultado de traumatismo ¢ también referido como inflamacion aséptica; o bien, una respuesta
inmune descontrolada como sucede en la esclerosis mdltiple), induce muerte neuronal en regiones
especificas del cerebro, lo que conlleva al desarrollo de diferentes patologias como la enfermedad de
Alzheimer, de Huntington, y de Parkinson, asi como esclerosis amiotréfica lateral. Sin embargo, los
mecanismos moleculares que controlan la inflamacién en el sistema nervioso asi como aquellos que llevan
a la muerte neuronal en respuesta a la inflamacién crénica aln se desconocen en su mayoria. Por tanto,
la mision del laboratorio de neuroinmunobiologia es definir los mecanismos moleculares mediante los
cuales la inflamacibn en el sistema nervioso central propician la aparicion de desordenes
neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, desde un punto de vista interdisciplinario.

Para nosotros es prioritario aplicar el conocimiento generado a través de nuestras investigaciones para
desarrollar nuevas estrategias biotecnolégicas encaminadas al control de la enfermedad de Alzheimer y
otros padecimientos neurodegenerativos como por ejemplo, la identificacion de factores de riesgo y la
busqueda de moléculas que puedan contrarrestar la inflamacién y/o los procesos neurodegenerativos.

Mecanismos moleculares que regulan la interaccién patégeno-célula hospedera y el
desarrollo de enfermedades infecciosas.

La respuesta inmune innata es el primer mecanismo de defensa al que se enfrenta los diferentes
microorganismos, patégenos o comensales, que invaden el cuerpo humano. Del mismo modo que a lo
largo de la evolucion el sistema inmune innato ha adquirido diferentes estrategia para contrarrestar las
infecciones por patdgenos, estos Ultimos también han adquirido diferentes mecanismos que les permiten
invadir y sobrevivir en la célula huésped y asi alterar la homeostasis del organismo causado como
resultado final enfermedades especificas.

Nosotros estamos interesados en entender como diferentes agentes patégenos subyugan la maquinaria
celular del huésped para su propio beneficio, como responden a las sefiales emitidas por la célula
huésped y como esta Ultima responde al patégeno. El conocimiento detallado de las moléculas que
participan en establecer la compleja interaccion entre patdgeno y hospedero permitira identificar nuevos
blancos terapéuticos para combatir las enfermedades infecciosas con un enfoque diferente al tradicional,
es decir, no atacar el patégeno con drogas que al final de cuentas generaran cepas resistentes, sino
bloquear las vias de sefializacion que el patégeno activa en la célula huésped para colonizarlo y escapar
de la respuesta inmune.

Especificamente estamos interesados en:

i) Definir las vias de sefializaciéon que activa M. tuberculosis al interactuar con el macréfago para iniciar su
colonizacion e inducir la expresién de citocinas que modulan negativamente la respuesta inmune y

if) Entender a nivel molecular el papel que juega la MAP cinasa p38 en la resistencia a la muerte inducida
por la toxina letal de Bacillus anthracis.
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Lourival Domingos Possani Postay

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Proteinas, péptidos y genes del veneno de alacranes y anticuerpos protectores

En los udltimos 38 afios mi laboratorio ha trabajado de forma preponderante varios aspectos que se
refieren a los componentes del veneno de alacranes. Existen dos razones principales que motivan este
estudio: la importancia médica y el interés cientifico. La primera es obvia por el elevado nimero de
accidentes que ocurren anualmente (mas de 280,000 de personas picadas) en México; y el segundo,
porque durante los 400 millones de la historia evolutiva de estos aracnidos ellos han tenido tiempo
suficiente para desarrollar y perfeccionar ligandos moleculares que reconocen receptores especificos y
blancos importantes en las areas relacionadas con la comunicacion celular. Estos componentes del veneno
son usados por el alacran para subyugar sus presas o para defenderse de atacantes. En el afio de 2012
hemos continuado el estudio de los componentes téxicos del veneno de alacranes, cuyos resultados
fueron publicados en 20 articulos en revistas indizadas, un capitulo de libro internacional, una patente de
invencion aprobada y tres tesis de estudiantes terminadas. Las especies Mexicanas estudiadas fueron
Centruroides noxius, Cetruroides suffusus suffusus, Vaejovis mexicanus y otras seis nuevas especies:
Androctonus crassicauda y Buthacus macrocentrus de Turquia, Tityus packyurus 'y Tityus obscurus de
Colombia, Tityus trivittatus de Argentiana y Urodacus yaschenckoi de Australia. Los componentes de
mayor relevancia estudiados fueron algunos péptidos moduladores de la funcién inmunoldgica, algunos
bloqueadores de canales de potasio (ergtoxina) y sodio, y péptidos con funcién anti-biética. Esto contd
con la colaboracion de investigadores de mi grupo (Drs. Georgina Gurrola y Gerardo Corzo y sus
respectivos estudiantes), asi como de los Drs. Adolfo de Roodt de Argentina, Enzo Wanke de Italia,
Elisabeth Schwartz de Brasil, y la participacion importante de los Drs. Baltazar Becerril, Lidia Riafio,
Alejandro Alagén, Rosana Sanchez Lopez de nuestro Instituto, y Dr. Federico del Rio del Instituto de
Quimica de la UNAM. Los trabajos con los péptidos inmuno-moduladores contaron con la colaboracion de
investigadores de la Universidad de Debrecen, Hungria (Prof. Gyorgy Panyi). Algunos aspectos no
publicados que ocuparon mucho tiempo y esfuerzo de nuestro grupo todavia aguardan registro de
patentes para poder ser publicados posteriormente, entre los cuales esta el trabajo realizado para la
expresiénheterélogade toxinas del veneno de alacranes Americanos y Africanos para la producciéonde
mejores anti-venenos, gracias a donativos otorgados por el Instituto BioclonS.A. de C.V. y Laboratorios
Silanes S.A. de C.V. La tecnologia desarrolada en este proyecto fue traspasado a la compafiia
Laboradorios Silanes S.A. de C.V. (convenio DGAJ-SP1-091012-598). Otro desarrollo que espera registro
de patente es una nueva estrategia para la obtencibnde una vacuna en contra de la gripe aviar (en
colaboracioncon la Dra. Susana Lopez y Dr. Baltazar Becerril) financiado por el Instituto de Ciencia y
Tecnologia del D.F., que realiza la posdoctorando Dra. Martha Pedraza-Escalona. Otra actividad
importante que se concluy6 este afio fue el andlisis del transcriptoma de glandula de veneno del alacran
Centruroides noxius Hoffmann, conducido por una ex-alumna M. En C. Martha Rosalia Redén Anaya, con
la participacién importante del Dr.Alfredo Herrera Estrella del LANGEBIO-IPNIrapuato. Un capitulo de libro
internacional se refiere al estado del arte en la caracterizacionde componentes del veneno de alacranes
que sale publicado por la editorial Academic Press en la segunda ediciondel “Handbook of Biologically
Active Peptides.
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Octavio Tonatiuh Ramirez Reivich

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Bioingenieria del cultivo de células de eucariotes superiores. Ingenieria de bioprocesos para la
produccion de proteinas recombinantes de uso terapéutico.

Los proyectos realizados en el grupo tienen como comun denominador la aplicacion de principios
bioingenieriles a distintos bioprocesos para lograr su optimizaciéon a través de un mejor entendimiento de
los fendmenos fundamentales que los rigen. Para esto nos basamos en el desarrollo y aplicacion de
métodos de control y monitoreo computarizado, en el disefio de reactores, asi como en la biologia
molecular y celular de los organismos en cuestion. El objetivo es proponer estrategias racionales que
puedan ser trasladadas a aplicaciones productivas, ya sea clinicas o industriales. El enfoque central del
grupo es el cultivo de células de eucariotes superiores (CES) y microorganismos recombinantes que
abordamos desde tres vertientes principales. La primera concierne una de las razones mas importantes
por las que se usan CES, que es su capacidad de realizar glicosilacion similar a la presente en humanos.
Dicha capacidad depende de la naturaleza de las células y de las condiciones de cultivo. Asi, nos hemos
enfocado a la identificacion del efecto de las condiciones de cultivo en la glicosilacién de anticuerpos
monoclonales y de proteinas recombinantes producidas por células de insecto. Respaldados por las
herramientas de la biologia molecular, evaluamos el potencial de diferentes lineas celulares para realizar
glicosilaciones complejas. La segunda vertiente de nuestro trabajo con CES consiste en el desarrollo de
estrategias racionales de produccion de proteinas multiméricas, como son las pseudoparticulas virales, las
que tienen un importante potencial como vacunas contra diversos virus. La tercera vertiente del estudio
de CES y microorganismos aplica primordialmente la metodologia del escalamiento descendente,
consistente en simular en el laboratorio las condiciones prevalecientes en escalas mayores. La presencia
de gradientes en cultivos de organismos recombinantes afecta el metabolismo celular, la productividad y
la glicosilacion de la proteina de interés. Con el objetivo de estudiar estos fendmenos, hemos disefiado
fermentadores de uno y dos compartimientos para simular gradientes de oxigeno disuelto en cultivos de
hibridomas, de células de insecto y de E. coli recombinante. Con estos Ultimos, estamos iniciando estudios
para identificar los efectos que pueden tener diferentes condiciones de cultivo en la expresién de genes
(transcriptoma) y del conjunto de proteinas celulares (proteoma). De esta forma pretendemos entender el
metabolismo de la célula y proponer estrategias de escalamiento que consideren los factores criticos para
el organismo y el producto. Finalmente y con el fin de aplicar los conocimientos generados en el
laboratorio, hemos mantenido una estrecha relaciéon con la industria para el desarrollo de procesos
basados en cultivos de procariotes y de células de eucariotes inferiores y superiores. Destacan en esta
area el desarrollo de los bioprocesos para la produccién de dos proteinas humanas recombinantes, la
insulina y la hormona de crecimiento.

Lineas

Ingenieria y Tecnologia de las Fermentaciones y del Cultivo Celular.

Optimizacién e Integracion de Procesos y Prototipos. Desarrollo Tecnoldgico.
Recuperacion y Purificaciéon de Productos. Disefio de Equipos de Proceso y de Control.
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Yvonne Jane Rosenstein Azoulay

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Activacion y regulacion de la respuesta inmune.

El trabajo de nuestro grupo se reparte en dos grandes temas:

i) Entender los procesos a través de los cuales CD43 participa en la percepcion que tiene una
célula de su medio ambiente.

La molécula CD43 es una mucina transmembranal expresada por las células del sistema inmune, en rifién,
cerebro e intestino e, interesantemente, en tumores no linfoides. Por su abundancia y estructura alargada
y rigida, es probablemente una de los moléculas que establece los primeros contactos de una célula y
que, a través de la interaccidnespecifica con su(s) ligando(s) proporciona sefiales de activacionque
modulan distintas facetas de la vida celular. Nuestro interés general es entender los procesos a través de
los cuales CD43 participa en la percepciéon que tiene una célula de su medio ambiente y como traduce
esto en sefiales intracelulares que impactaran la respuesta celular.

Hemos abordado este punto en células linfoides de distintas estirpes (linfocitos T, macréfagos, neutrdéfilos
y células NK), en distintos escenarios de activacion, asi como en células tumorales no linfoides CD43+. En
células NK, iniciamos experimentos para definir la participacion de CD43 en la funcion citotoxica de estas
células, pues son las principales responsables de la eliminacionde células infectadas por virus y de células
tumorales. Hemos encontrado que, a través de CD43, las células polimorfonucleares responden a las
sefiales quimioatractantes de Gal-1. El hecho que CD43 sea especificamente reconocido por multiples
agentes patdgenostales como el virus de la influenza A en células polimorfonucleares, y Mycobacterium
tuberculosis en macréfagoscoloca a CD43 en la categoria de la moléculas que reconocen patrones
moleculares asociados a patégenos,las cuales al ser blancos de patdégenosregulan la inmunidad. En
macrofagos, estamos valorando la participacion de CD43 en el balance de la produccion de citocinas pro-
y anti-inflamamtorias, un punto clave para el establecimiento de la infeccion con M. bovis, como un
modelo de lo que sucede con M. tuberculosis. En linfocitos T, reportamos que CD43 favorece la
diferenciacion, produciendo una gran variedad de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias asi como
factores de crecimiento y diferenciacién. Para que los procesos de diferenciacion y proliferacion se
desarrollen exitosamente, se requiere que la célula regule su metabolismo celular para disponer de
energia y nutrientes suficientes. En particular, los linfocitos dependen para esto del metabolismo de
glucosa y de la glicélisisaerébica. Un estudio protedmicorealizado en linfocitos T activados a través de
CD43 nos llevo a identificar, entre otras, a varias de las enzimas que participan en la via de la glicolisis, lo
cual concuerda con el hecho que las mismas sefiales llevan a un aumento en la expresion del
transportador de glucosa Glutl en la membrana de los linfocitos. Por otra parte, a través del andlisis
bioinformatico de los promotores de la citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento que se producen
en respuesta a CD43, identificamos un grupo de 20 factores de transcripcidn que en conjunto son
suficientes para promover el establecimiento de un ambiente inflamatorio. Asi mismo, hemos identificado
algunos factores de transcripcion cuya participacién en la regulacién de la respuesta inmune no ha sido
reportada.

Por otra parte, experimentos de ganancia y perdida de funcionde CD43 en células tumorales indican que
CDA43 coopera con protooncogenes y oncogenes como el receptor para el factor epidermal (EGFR), Ras y
la proteina E6 del virus del papiloma para promover transformacion celular, promoviendo, como en
linfocitos T, la produccion de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y de factores de crecimiento como
VEGF. Mediante un andlisis estructura/funciébn hemos identificado en el extremo carboxi-terminal un
fragmento de 25 aminoacidos que regula negativamente la migracidncelular. Estos resultados sugieren
que la expresionde CD43 en tumores de origen no linfoide favorece proliferacion, migracion y
sobrevivencia celular.

En conjunto, estos resultados establecen nuevas funciones y nuevos efectores para la mucina CD43 tanto
en células linfoides como tumorales, los cuales podrian ser blancos terapéuticos para manipular la
respuesta inmune y para combatir con mayor éxito tumores que son CD43+.




i) Identificacion de péptidos antimicrobianos con funciones inmunoreguladoras.

De una manera tradicional el termino “péptidos antimicrobianos” se refiere a péptidos que se caracterizan
por tener una actividad antibidticay antiflingica. Sin embargo, estos péptidos tienen ademas la capacidad
de regular la respuesta inmune (innata y adaptativa) a distintos niveles. Desde hace varios afios, nuestro
laboratorio se intereso por identificar nuevos péptidos antimicrobianos a partir de la secrecidoncutanea de
la rana de arbol Pachymedusa dacnicolor, una especie endémica de Morelos. Hemos aislado péptidos que
regulan de manera positiva la migraciéndireccional de monocitos, linfocitos T y células
polimorfonucleares, asi como péptidos que promueven apoptosis de células tumorales. Estamos
interesados en producir algunos de estos péptidos como proteinas recombinantes para poder realizar un
analisis estructura/funcion mas detallado, pues pensamos que estas moléculas pueden ser usadas como
moléculas inmunoreguladoras.
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Enrique Rudino Pifiera

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Bioquimica estructural de enzimas con centros metalicos.

La descripcion y comprension del funcionamiento, tanto catalitico como en su caso alostérico, de las
enzimas, precisa de un acercamiento multidisciplinario en el cual el conocimiento de la estructura
tridimensional es importante pero no suficiente. En los afios 80 del siglo pasado surgi6 la idea de que la
descripcion tridimensional de una enzima, asi como de sus complejos sustrato-enzima, producto-enzima,
analogos de transicién-enzima y ciertas mutantes, era suficiente para describir, comprender e incidir sobre
el mecanismo catalitico. Si bien se presentaron varios casos con resultados funcionales (la aplicacion de
lipasas en detergentes y el desarrollo de inhibidores de neuraminidasa), existen multitud de ejemplos en
que la mera descripcion tridimensional fue insuficiente para describir cabalmente el proceso enzimatico.
La razén principal de estos fracasos se debe al uso de una sola técnica durante el proceso descriptivo. Por
esta razén, en nuestro grupo utilizamos un enfoque integrador de diversas técnicas con el fin de
desentrafar el comportamiento enzimatico. El uso integrado de técnicas como difraccidn de rayos X, NMR,
microPIXE, EPR, espectroscopia UV-Visible, RAMAN, CD, entre otros, es comuUn dentro del grupo,
generando resultados bastante prometedores en diversos sistemas enzimaticos, sobre todo en aquellos
donde la presencia de centros metdlicos permite disecar finamente, con el uso conjunto de diversas
técnicas, modificaciones finas a nivel atémico y subatomico. En una primera etapa este tipo de
aproximacién se ha usado en enzimas con Fe y/o Cu (lacasas y peroxidasas). Sin embargo, este enfoque
se ampliara en concordancia con el desarrollo de los proyectos del grupo, tanto en metaloenzimas como
en otro tipo de enzimas.

Lineas

Desarrollo y Consolidacion Metodoldgica en Biologia Molecular.
Ingenieria y Tecnologia de Enzimas.

Bioinformatica.
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Roberto Pablo Stock Silberman

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Biologia molecular y celular y toxinologia aplicada.

En el laboratorio estamos trabajando en varias lineas principales de investigacion, tanto aplicadas (en
toxinologia) como basica (en efectos de toxinas dermonecréticas de arafias Loxosceles y en plegamiento
oxidativo de proteinas). También mantenemos una serie de colaboraciones de profundidad variable en
otros proyectos.

A-

Desarrollo, medicion de eficacia preclinica y clinica de un faboterapico polivalente antiofidico de
amplio espectro para uso en Africa subsahariana y estudios para su extensiéna Africa del Norte y
Medio Oriente, en colaboraciéncon Veteria Labs y el grupo de Alejandro Alagén.El ofidismo en
Africa es responsable de por lo menos 20,000 muertes anuales, y de un nimero igual o mayor
envenenamientos no mortales con secuelas graves (invalidez parcial, amputacion, etc). La
epidemiologia del ofidismo a nivel continental es compleja como resultado de una herpetofauna
muy variada (cuatro géneros y mas de 15 especies de relevancia médica), de la alta proporciénde
poblacionrural (mas del 70% en promedio para los paises subsaharianos) y de la casi total
inexistencia de antivenenos de eficacia probada. Como parte de una iniciativa internacional,
nuestro laboratorio esta realizando estudios de caracterizaciénde venenos de eldpidos (Naja o
cobras y Dendroaspis 0 mambas) y vipéridos (Bitis, Echis y Atheris), de parentesco antigénico y
neutralizaciénparaespecifica a fin de optimizar el espectro de cobertura eficaz de un faboterapico,
disefiado y producido en México, para el mayor nimero de especies africanas de importancia
epidemioldgica.Hemos también (en colaboraciéncon el grupo de Alejandro Alagon, desarrollado
antivenenos de alta especificidad para especies de serpientes de la regién del Norte de Africa y el
Medio Oriente (MENA).

También estamos trabajando en el desarrollo y optimizacionde un faboterdpico antiofidico
polivalente de amplio espectro para uso en el continente europeo y Asia occidental, con cobertura
maxima para especies pertenecientes a los géneros Vipera y Macrovipera. En colaboracién con
Veteria Labs y Alejandro Alagon.

Estamos realizando estudios del impacto de los efectos inductivos en la formaciénde las
conectividades nativas de puentes disulfuro durante el plegamiento oxidativo de proteinas modelo
mediante estrategias computacionales basadas en el calculo de indices inductivos dependientes
de secuencia de aminoéacidos, asi como herramientas de simulacién probabilistica como cadenas
de Markov.

En colaboracion con el grupo del Prof. L. Bagatolli del Center for Biomembrane Physics, de la
University of Southern Denmark estamos colaborando en estudios fisicoquimicos de sistemas
altamente concentrados ("crowded") y sus efectos sobre la estructura supramolecular de lipidos
mediantes aproximaciones teéricas (fisicoquimica de polimeros) y experimentales (métodos de
fluorescencia dindmicos).

Colaboraciones. Con el grupo del Dr. A. Alagon sobre los mecanismos de toxicidad de las
esfingomiemlinasas de las arafias del género Loxosceles y sobre inmunoquimica de venenos de
serpientes europeas (géneros Vipera y Macrovipera en particular). Con el grupo de la Dra. Y.
Rosenstein para estudios de movilizacion del marcador CD43 durante el proceso de activacion de
linfocitos T mediante microscopia de fluorescencia multidimensional. Con el Dr. Jean-Philippe
Chippaux del Institut de Recherche pour le Développement (Francia), el Prof. Achille
Massougbodji (Faculté des Sciences de la Santé, Cotonou, Benin) y el Dr. M. Cellou Baldé (Institut
Pasteur de Guinée, Kindia, Guinea) para el estudio de venenos de serpientes africanas y el
tratamiento del ofidismo en Africa occidental. Con el Prof. Luis A. Bagatolli, del Center for
Membrane Biophysics de la University of Southern Denmark sobre la interaccién entre
esfingomielinasas D y membranas modelo. Nos interesa estudiar los cambios en las propiedades
mecanicas de las membranas desde una perspectiva biofisica mediante técnicas biofotonicas.




Lineas
Biologia Molecular, Biologia Celular y Bioguimica de Parasitos.
Estructura, Funcion y Manipulacién de Péptidos y Proteinas.
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Ma. Alejandra Bravo de la Parra

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Biotecnologia de proteinas insecticidas de Bacillus thuringiensis.

Las lineas de investigacion que se desarrollan en nuestro laboratorio se centran en los estudios sobre las
proteinas insecticidas producidas por la bacteria Bacillus thuringiensis.

El mecanismo de accion de las toxinas Cry es complejo e involucra varios pasos secuenciales. En este
modelo se propone que estas toxinas interaccionan en primer lugar con proteinas que son abundantes en
la membrana como aminopeptidasa (APN) y Alcalino fosfatasa (ALP) en una interaccion de baja afinidad.
El siguiente contacto es de alta afinidad y se lleva a cabo con caderina, el cual genera un cambio
conformacional de la toxina que conduce a un corte proteolitico del extremo amino terminal. El corte de
hélice alfa-1 induce la oligomerizacion de la toxina en un oligomero de 250 kDa. El oligbmero incrementa
su afinidad por APN y ALP, que conducen al oligémero a los microdominios de membrana en donde se
inserta formando un poro iénico que causa la muerte de las células.

El principal objetivo del grupo es entender el mecanismo de accién de las proteinas Cry tomando en
cuenta aspectos como es el estudio de la activacion de las toxinas, el proceso de oligomerizacién para la
formacion de un pre-poro competente en la insercion en la membrana; el analisis de los cambios
estructurales de la toxina cuando se inserta en la membrana y los estudios de formaciéon de poro de
diferentes toxinas Cry en membranas sintéticas y en membranas del insecto utilizando diferentes técnicas
basadas en espectroscopia de fluorescencia y electrofisiologia. Asi como la localizacion de la toxina
durante la infeccién en insectos. Recientemente generamos las toxinas CryMod que carecen de la hélice
alfa-1, por lo que son capaces de formar oligomeros en auscencia de receptor y de matar a insectos
resistentes que carecen de receptor caderina. Existen otros mecanismos de resistencia asociados a
transportador ABC y a APN P, las toxinas CryMod también son capaces de sobrepasar estos mecanismos
de resistencia. Las toxinas CryMod tienen un gran potencial para el control de insectos resistentes, nos
interesa entender a profundidad su mecanismo de accion.

Por otro lado nos interesa conocer la respuesta de las células al ataque de las toxinas Cry por lo que
estamos estudiando la respuesta intracelular en cuanto a la produccion de segundos mensajeros, y de
sistemas de muerte celular programada. Asi como la participacion de autofagia en la respuesta a toxinas
Cry. Realizamos un analisis proteomico en mosquitos disparado por efecto de las toxinas Cry y ahora
iniciaremos un andlisis transcriptomico, lo que nos permitird abordar de manera global la respuesta
intracelular a las toxinas Cry por medio de silenciamiento de candidatos identificados por estas técnicas.
Sabemos que la MAPK p38 se activa tras la accién de la toxina ahora nos interesa determinar cudl es la
respuesta intracelular que induce la MAPK p38 en los insectos. También queremos analizar si otras MAPK
como Erk y Juk estén involucradas en la respuesta de defensa a toxinas Cry.

Bt también produce proteinas Cyt que son muy importantes porque son capaces de sinergizar la actividad
de algunas toxinas Cry activas contra mosquitos. Nos interesa determinar cual es el mecanismo molecular
del sinergismo entre toxinas Cry y Cyt, por lo que hemos expresado diferentes dominios de esta toxina y
analizado su actividad, esto lo estamos combinando con mutagenesis sitio-dirigida para determinar las
regiones involucradas en oligomerizacion de esta toxina y su papel en toxicidad y sinergismo con toxinas
Cry.

Estamos convencidos que el estudio a detalle del modo de accién de estas toxinas insecticidas resultara
en el desarrollo de nuevos y novedosos productos para el control de insectos plaga y vectores de
enfermedades. Las toxinas modificadas son solo el primer ejemplo.
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Edmundo Calva Mercado

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Salmonella enterica. en la interfase de la biologia molecular y la epidemiologia

En estos Ultimos afios, nuestro grupo ha dedicado un esfuerzo importante hacia una vision integral en el
estudio de Salmonella enterica, al agregar a nuestros estudios de regulacidon genética la caracterizaciéon
molecular de cepas de origen clinico y de alimentos.

Desde el punto de vista molecular, el estudio de los genes de las porinas —proteinas antigénicas de la
superficie de la bacteria- ha resultado en el descubrimiento de OmpS1 y OmpS2, las cuales son las
primeras porinas quiescentes cuya expresion se describe en detalle. Esto es, se expresan generalmente en
un nimero muy bajo de copias con la posibilidad de ser expresadas en cantidades mayoritarias, siendo
sujetas a complejos sistemas de regulacidon tanto negativa como positiva. Los sistemas de regulacién
negativa implican tanto a la proteina nucleoide H-NS como a otras proteinas, siendo una de ellas StpA,
también una proteina nucleoide. Entre los reguladores positivos de ompSI1 y ompSZ2, nuestro grupo
descubrié a LeuO, cuya funcioén es todavia poco conocida. De esta manera, hemos determinado que LeuO
actla como antagonista de las proteinas nucleoides H-NS y StpA, permitiendo asi la accién del regulador
transcripcional OmpR sobre ompS1.

Recientemente, en consecuencia, hemos descrito por primera vez el regulén de LeuO en Salmonella
entericaserovar Typhi, el cual consiste, ademas de ompS1 y ompS2, del operdn ass7 (arilsulfato
sulfotransferasa)-dsbL -dsbl del operén CRISPR/Cas, a los cuales regula positivamente; ademas de tox
(tiol peroxidasa), ompX (una proteina de membrana externa) y STY1978, a los que regula negativamente.
Es interesante apuntar que casi todos los genes del reguldn, ademas de H-NS, StpA, OmpR y LeuO, han
sido implicados en respuesta a estrés y virulencia. Es interesante notar, sin embargo, que el sistema
CRISPR/Cas ha sido implicado en la inmunidad a fagos, por lo que no es claro su papel en este regulén.

Por otro lado, hemos establecido una colaboracion con el grupo de la Dra. Claudia Saavedra de la
Universidad Andrés Bello de Santiago de Chile, quienes han estado estudiando algunas porinas como
canales de expulsion de compuestos toxicos; esto es, ahondando en la funcion de las porinas. Nuestro
grupo ha contribuido ha entender mejor, en consecuencia, la regulaciéon de los genes ompW por SoxS y
de ompl.

Finalmente, desde el punto de vista molecular, nuestros estudios nos han llevado al descubrimiento de
una forma novedosa de interaccion entre las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2 de Sal/monella enterica
serovar typhimurium, involucrando uno de los reguladores centrales, HilE, y a la proteasa Lon, en
colaboracion con el grupo del Dr. José Luis Puente. Asimismo, el Dr. Ricardo Oropeza, investigador
asociado al grupo, ha encontrado una nueva via metabolica para la formacion de biopeliculas a través de
la proteina detectora RcsC. En otro rubro, hemos establecido una colaboracion con los Dres. Mussaret
Zaidi y Juan J. Calva, del Hospital O’'Horan de Mérida, Yucatan y del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y de Nutricion Salvador Zubirdn, respectivamente, con quienes hemos realizado el primer estudio de
epidemiologia molecular de cepas mexicanas de Sal/monella enterica, en este caso serovar Typhimurium.
Las cepas provienen de areas geograficas diversas, aunque en su mayoria son de una regién maya
endémica, tanto de humanos como de carnes. Uno de los aspectos que ha llamado la atencion
recientemente, en diversas partes del mundo. es la aparicion de cuadros clinicos invasivos asociados a
Typhimurium, cuando ésta usualmente se presenta con gastroenteritis. Tal ha sido el caso con algunas
cepas de Yucatan. De esta manera, hemos encontrado cuatro linajes genéticos de Typhimurium en México
por MLST (multilocus sequence typing). Uno de ellos, el ST213, es netamente mexicano y prevalente en
nuestro pais. Interesantemente, la cepa predominante es mucho mas resistente a anticuerpos
bactericidas y mas invasiva a monocitos humanos que la cepa de coleccion; cerca de la mitad de los
aislados contienen un plasmido de resistencia a ceftriaxona y todos carecen del plasmido de virulencia
pSTV. Este Ultimo es determinante para la infeccién del ratén y, sin embargo, no esta presente en estas
cepas que infectan al humano.




Es asi que contamos con cepas novedosas, que nos permitirdn explorar la variabilidad intraespecie a
través de la genomica.
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Elda Guadalupe Espin Ocampo

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Biologia Molecular de la diferenciacion y la produccién de alginatos, polihidroxibutirato, y
alquilresorcinoles en Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria filogenéticamente cercana a especies de Pseudomonas que sufre
un proceso de diferenciacion para formar quistes resistentes a la desecaciéon. Esta bacteria también
produce varios compuestos de importancia industrial entre los que se encuentran: los alginatos,
polisacaridos extracelulares; polihidroxibutirato (PHB), un poliéster intracelular y una familia de 5-n-
alquilresorcinoles (AR), que son lipidos fendlicos sintetizados comUnmente por plantas. Estos tres
polimeros estan presentes en los quistes maduros.

En mi grupo estudiamos la genética molecular de la biosintesis de alginatos, de PHB y de
alquilresorcinoles, asi como la genética y la fisiologia del enquistamiento. El objetivo de nuestra
investigacién es contribuir a la generacion del conocimiento sobre la expresiéon génica que conduce a la
diferenciacion bacteriana y a la produccién de polimeros y su papel en esta bacteria. Otro de los objetivos
de nuestro grupo es el uso del conocimiento generado para la construccién de cepas que puedan ser
utilizadas para la produccion de alginatos y de PHB.En mi grupo se identificaron y caracterizaron los genes
que codifican para las enzimas de las vias biosintéticas de alginatos (alg) y PHB (phb), asi como un grupo
de genes (ars), cuyos productos son esenciales para la sintesis de Ars. También hemos identificado genes
gue participan en la regulacién de la expresion de los genes biosintéticos de estos polimeros y en la
diferenciacion. Estos incluyen al sistema de dos componentes gacS-gacA, el factor sigma de fase
estacionaria RpoS, el sistema conocido como PTS-Ntr (ptsP, ptsO y ptsN) que participa en la regulacion de
la sintesis de PHB: y el sistema formado por el factor sigmaE o AlgU y sus antisigmas mucA y mucB que
regulan la sintesis de alginatos y la formacion de quistes.

El sistema GacA/GacS. Como parte de nuestros estudios del sistema de regulacion Global GacA/GacS y su
papel en el control de la sintesis de alginatos, PHB y alquilresorcinoles encontramos que el control que
lleva a cabo GacA sobre la expresién de los genes biosintéticos de PHB y de alginatos, se lleva a cabo de
manera indirecta, a través de una cascada de sefializacion en la que interviene el sistema de regulacién
post-traduccional RsmA/rsmZ-rsmY, en donde RsmA es una proteina pequefia que se une al sitio de union
a ribosoma de sus RNAm blanco impidiendo su traduccion, y rsmZ-Y son genes que codifican para RNAs
pequefos no codificantes que se unen a la proteina RsmA contrarrestando su actividad negativa sobre la
traduccion y que la proteina RsmA interacciona con la regionlider de los RNAm phbB y phbR cuyos
productos participan en la sintesis y regulaciondel PHB . Durante este periodo demostramos que la
proteina GacA activa la transcripcion de 7 genes rsmZ (RsmZ1-7) y de el gene rsmY, (Hernandez-Eligio et
al en preparacion).

PHB: Ademas de el sistema Gac-Rsm, previamente demostramos que el sistema PTS-Ntr que consiste de
tres proteinas Enzima INtr, Npr y I1ANtr que participan en la cascada de fosforilaciontambién controla la
sintesis de PHB a través de un intermediario que modula la expresionde phbB y phbR (Noguez et al 2008.
J Mol Microbiol Biotechnol 15:244-254). Durante este periodo continuamos con nuestros estudios para
entender los mecanismos por los que el sistema PTS-Ntr controla la sintesis de PHB . Con respecto al la
regulacionde la transcripciénde los gene de la biosintesis de PHB, demostramos que el activador PhbR se
une a secuencias especificas del promotor de phbB para activar su transcripcion (Hernandez el al 2012).

Recientemente iniciamos el estudio del catabolismo de PHB, asi como la composicion de las proteinas
presentes en los granulos de PHB. Durante este periodo se llevo a cabo la caracterizacionde genes cuyos
productos participan en la depolimerizacionde PHB, y se caracterizaron los genes phbP y phbF que
codifican para la proteina fasina presente en los granulos de PHB y una proteina que regula su expresion
PhbF.

Alquilresorcinoles: Durante este periodo se concluyo con el estudidla regulaciénde los genes biosintéticos
por el activador transcripcional ArpR, y el factor sigma RpoS (Romero eta al sometido), y se continuo el
estudio de la regulacion de los genes de la sintesis de ARs por el sistema Gac-Rsm.




Formacion de Quistes. Se continué el estudio del mecanismo por el cual RpoS regula la formacionde
quistes a través de la identificacionde proteinas que se sintetizan especificamente durante el proceso de
enquistamiento y cuya expresién depende de RpoS. Se detectaron al menos 7 proteinas entre las cuales
se encuentran dos epimerasas de alginato y una proteina de heat shock.

Alginatos. Durante este periodo se trabajo en la caracterizacionde mutantes sobreproductoras de
alginatos, especificamente se caracterizo una mutante que nos permitiéconcluir que la reduccion en la
poza de ubiquinong aumenta la sintesis de alginatos (Nufiez et al 2012). Dentro de este proyecto se
trabajotambién con una cepa que tiene una mutaciénen el gene cbrA de el sistema de dos componentes
CbrA-CbrB y cuya caracterizacion nos permite concluir que este sistema regula la expresion de un sistema
de regulacion postranscripcional conocido como CrcZ-CrC que regula la represion catabolica en
Azotobacter.

Continuamos nuestra colaboracion con el Dr. Carlos Pefia y el Dr E. Galindo en la evaluacion de cepas
sobreproductoras de polihidroxibutirato y alginatos y en la busqueda de las condiciones éptimas para su
produccién a nivel de fermentadores, y con el Dr Angel Romo del Centro de Ciencias Fisicas para la
caracterizacion de los polimeros producidos por nuestras cepas.

Trabajé en colaboracion con la Dra Gloria Soberdn del Instituto de Investigaciones biomédicas para llevar
cabo un estudio de genética de poblaciones bacterianas, tomando como modelo a Azotobacter vinelandii
y al género Pseudomonas.
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Enrigue Merino Pérez

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Andlisis de genomas y proteomas

La aplicacién de nuevas metodologias de secuenciacion de DNA altamente eficientes ha permitido
determinar la secuencia nucleotidica de un gran nimero de genomas y metagenomas, por lo que en la
Ultima década, la informacion contenida en las bases de secuencias nucleotidicas y de aminoacidos ha
tenido un crecimiento exponencial. A la fecha, se ha determinado la secuencia nucleotidica de méas de un
millén de millones de pares de bases, de donde se ha deducido la secuencia de aminoacidos de mas de
cien millones de péptidos y se calcula que en cinco afios, el tamafio de dichas bases sea diez veces mayor.
Es importante sefialar actualmente se han secuenciado en su totalidad méas de 2500 genomas en los que
se incluyen organismos de los reinos Eubacteria, Archaeabacteria y Eucaria, incluyendo entre los genomas
secuenciados al del genoma humano. Aunado a lo anterior, la secuenciacion de cientos de diferentes
metagenomas de ecosistemas constituye un punto de referencia importante en la actual era pos-
gendmica. En este sentido, el objetivo de nuestro grupo es el de entender el significado bioldgico de la
informacion contenida en los genomas y de como dicha informacién se genera, evoluciona y expresa. A
partir de dicha informacion y del empleo de métodos de andlisis cuantitativo, elaborar modelos biolégicos
gue nos permitan generar hipdtesis verificables que guien la experimentacion a nivel gendémico para
profundizar en nuestro conocimiento de los procesos moleculares y celulares de los organismos.

A continuacion se mencionan las principales lineas de investigacion de nuestro grupo:
1.- Andlisis de la conservacioén de sefales de regulaciéon transcripcional en genes ortélogos.

Como se mencion6 anteriormente, la secuenciacioén de diversos genomas totales, constituye hoy en dia,
un punto de referencia importante en la actual era pos-gendémica y abre la posibilidad de generar
conocimiento mediante el andlisis simultaneo de diferentes organismos, dentro de una nueva disciplina de
las Ciencias Biologicas a la que se le ha llamado Genémica Comparativa. Dentro de esta area, el estudio
de la regulacion genética es un elemento fundamental para elucidar el funcionamiento de cualquier
sistema biol6gico. En este sentido, la caracterizacién de los elementos de regulacién en su conjunto, han
permitido establecer redes de regulacion de la expresion genética que representan los diferentes
elementos por lo que los genes de una célula son transcritos en la cantidad y tiempo requeridos para
contender con los estimulos externos o en base a un programa de desarrollo predeterminado. Con el
objetivo de identificar dichos elementos de regulacion en los diferentes genomas hemos iniciado una linea
de estudio en donde se considera las regiones potenciales de regulacién en el conjunto de las més de
4,500 familias de genes ortélogos agrupadas dentro de la base de datos COG (Cluster of Orthologous
Groups of proteins) database (Tatusov,et al., 2000. Nucleic Acids Res.., 28, 33-36). Para cada una de estas
familias de genes identificamos los motivos estadisticamente sobre-representados en la regién 5'
inmediatamente anterior a los mismos. Hemos considerado tres tipos de sefiales:

a) Aquellas que dependen de la curvatura intrinseca del DNA,
b) Aquellas que dependen de la estructura secundaria del RNA transcrito
¢) Aquellas que dependen de la secuencia primaria del DNA.

La evaluacion de la curvatura estatica del DNA fue realizada en base al algoritmo propuesto por Goodsell
y Dickerson (1994. Nucleic Acids Res.., 22, 5497-5503) e implementada por nuestro grupo para realizar el
analisis de varios miles de secuencias de manera eficiente. En este sentido, cabe mencionar que el papel
de la curvatura del DNA en la regulacion de la transcripcion ha sido caracterizado puntualmente en un
grupo reducido de genes, como aquellos que codifican para las proteinas H-NS, IHF y HU, o algunos
genes transcritos por sigmas o sigma54, pero ninguno de dichos estudios, a nuestro entender, ha sido
conducido bajo un enfoque de gendmica comparativa que permita incluir el analisis de todas las regiones
de DNA de los genomas totalmente secuenciados que sean potencialmente blancos de la regulacion
transcripcional. Nuestro estudio in silico mostré que la curvatura estatica del DNA es un elemento de




regulaciéon que puede ser compartido en diferentes grupos de genes ortdlogos, entre los cuales se
encuentran los previamente caracterizados, H-NS, IHF y HU, asi como otros grupos para los cuales no
existia una clara descripcién, como los son algunas familias de genes involucrados en division celular,
biosintesis de flagelo y motilidad. En paralelo al andlisis in silico, nuestro grupo lleva a cabo experimentos
de mutacion sitio especifico sobre algunas de las regiones de DNA curvo para verificar en el laboratorio
algunos de nuestros modelos tedricos mas importantes.

Referente a la identificacion de sefiales que dependen de la estructura secundaria del RNA, hemos
realizado programas de cémputo que nos permiten identificar atenuadores transcripcionales en los
genomas bacterianos. Dicha identificacion es realizada primordialmente con base a la energia libre del
conjunto de estructuras secundarias del RNA que pueden ser formadas en la regién lider del RNA
mensajero y algunas de sus propiedades en términos de distancia y composicion de la secuencia, entre
otras. Nuestro analisis identific6 la gran mayoria de los atenuadores reportados en las literaturas
incluyendo a genes regulados por riboswitches y genes de biosintesis de aminoacidos, asi como un gran
namero de nuevos atenuadores conservados en distintas familias de genes ort6logos.

Finalmente, la identificacion de las regiones de DNA con secuencia primaria conservada fueron realizadas
con los programas de computo MEME y MAST. A pesar de que dichos programas han sido utilizados
previamente en la identificacion de sefiales de regulacion, nuestro enfoque de genémica comparativa nos
ha permitido identificar sefiales de regulacién previamente caracterizadas como los riboswitches de
tiamina, riboflavina y vitamina B12, asi como los elementos T-box que regulan a los genes que codifican a
ciertas aminoacil tRNA sintetasas de bacterias Gram-positivas. Adicionalmente a las anteriores sefiales,
hemos identificado elementos conservados en familias de genes que codifican para DNA polimerasas,
proteinas ribosomales, factores de elongacion, activadores transcripcionales, y ciertos tipos de
transportadores. Actualmente realizamos la verificacion experimental de nuestras predicciones teoricas.

Cabe mencionar que en esta linea hemos empezado un nuevo proyecto de investigacién relacionado a la
regulacién de la expresién genética en bacterias Gram-positivas por el riboswitch T-box. El riboswitch T-
box modula la expresion de muchos genes relacionados al metabolismo de aminoacidos en las bacterias
Gram-positivas, especialmente miembros del Firmicutes. La T-box sensa los nivels de tRNA descargado
mediante interacciones de puentes de hidrégeno. Dichas interacciones promueven la estabilizaciéon de una
estructura de antiterminacion, favoreciendo la transcripcién del operén regulado, vias de la horquilla, de
un adaptador transcriptivo intrinseco, o de un antiterminator competente de la transcripcion. En este
nuevo proyecto hemos realizado busquedas computacionales exhaustivas para identificar este elemento
de regulacién en todos los genomas totalmente secuenciados en nuestros dias. Las relaciones bioquimicas
de los productos peptidicos de los genes regulados dentro de las diferentes rutas metabdlicas, es
analizado. Paralelamente a los estudios realizados sobre las secuencias nucleotidicas, nuestro grupo
también realiz6 proyectos de investigacion relacionados al andlisis la estructura-funcién de proteinas.
Experimentos de desnaturalizacién y naturalizacion han demostraron que existen proteinas que después
de ser desnaturalizadas pueden recuperar su plegado activo y éste ser indistinguible de su forma nativa.
No obstante, este fendbmeno de autoplegamiento no ocurre en otras proteinas en donde la conformacion
final no esta determinada exclusivamente por su secuencia polipeptidica, si no que existen otros factores
gue determinan el proceso de plegamiento. Se ha pensado que uno de estos factores pudiera ser la
velocidad de sintesis protéica. Actualmente estamos analizando esta hip6tesis mediante el analisis
estadistico de la distribucion de codones raros en distintos conjuntos de secuencias de proteinas
homdélogas.

Dentro de la linea de investigacion PREDICCIONES DE REDES DE REGULACION MEDIANTE GENOMICA
COMPARATIVA. Estudio de la regulacién de la transcripcidon en organismos procariotes, continuamos con
nuestro andlisis de los organismos modelo, Escherichia coli'y Bacillus subtilis. Hemos logrado avances
significativos en la construccion de la red de regulacion transcripcional de Bacillus subtilis y la
construccion de un modelo epigenético, el cual esta siendo comparado con los resultados obtenidos
previamente con el modelo construido en nuestro grupo para la bacteria Gram-negativa Escherichia coll.
En el caso de B. subtilis, continuaremos con el analisis de consistencia utilizando la informacién recabada
para la bacteria Gram-positiva B. subtilis en la base de datos de DBTDS (http://dbtbs.hgc.jp/), que
comprende informacién sobre factores de transcripcion, factores sigma y sus genes regulados. Como se




pretende hacer un modelo que describa de la manera mas precisa posible las relaciones entre los factores
transcripcionales y sus reguladores, seguiremos colectando informacion relacionada con la funcion de
cada regulador como activador, represor o dual y el mecanismo que lo hace cambiar de conformacién
activa a inactiva. Hemos extraido también de la base de datos RegTransBase, algunos de los metabolitos
asociados a factores transcripcionales de Baciflus subtilis sobre los cuales se ha iniciado un analisis de
consistencia, verificando que la molécula efectora reportada en la base de datos, en efecto reconozca
directamente al factor de transcripcién al cual se le a asociado. Del mismo modo, continuaremos
colectando informacion para cada regulador con metabolitos reportados en la literatura responsable del
cambio de conformacion. En este mismo campo, con una variante propuesta en nuestro grupo trataremos
de identificar a través de proteinas ort6logas de las cuales se conoce el metabolito efector, los dominios
en reguladores de B. subtilis que sean compartidos por otros factores de transcripcion previamente
caracterizados experimentalmente. Con estos datos probaremos el modelo generado para £. coli en B.
subtillis, tomando de las bases de datos publicas experimentos de expresion global que nos permitan
evaluar, la congruencia entre los resultados de nuestro modelo y la red de regulacién construida. Por otro
lado, con la red de regulacion construida en Bacillus subtilis, realizaremos andlisis topoldgicos iguales a los
generados previamente para £. coli en Resendis O. et al., 2006 y en Gutierrez-Rios RM et al., 2007, en la
que el analisis topoldgico de la red se realiza en la subred generada como consecuencia de la expresion
global de genes en una condicion determinada obtenida de experimentos de microarreglos. Para aquellos
casos como el del estimulon de glucosa, los resultados entre la subred de B. subtilis y E. coli seran
comparados dado que las condiciones experimentales fueron iguales.

Uno de los logros mas significativos del periodo fue obtenido dentro de nuestro proyecto de investigacion
encaminado al desarrollo de algoritmos computacionales para la prediccion de operones bacterianos. Se
define como un operén a un gen o conjunto de genes contiguos dispuestos en la misma cadena del DNA
y que son co-transcritos en la misma unidad de transcripcion. Debido a la importancia biologica de los
operones en la coordinacién de la expresion de genes metabdlicamente o funcionalmente relacionados en
organismos bacterianos, distintos protocolos computacionales han sido desarrollados considerando
algoritmos de andlisis tales como Redes Neuronales, Cadenas ocultas de Markov, Maquinas de vectores de
soporte, Probabilidades Bayesianas, Algoritmos Genéticos, Arboles de decision y teorias de grafo, entre
otros. Se han sido considerados diferentes caracteristicas del genoma para la identificacién in silico de
operones. Algunos de los las mas importantes son los siguientes: (i) direccién de transcripcion de los
genes; (ii) distancias intergénica entre los genes contiguos; (iii) patrén de expresion génica evaluado a
partir de analisis de microarreglos; (iv) relaciones funcionales entre las proteinas codificadas en el operon;
(v) conservacion de via metabdlicos de las enzimas codificadas por los genes de la operdn; (vi)
conservacion de la vecindad gendmica de los genes; (vii) perfiles filogenéticos. A pesar de extensos
trabajos que emplean los diferentes enfoques computacionales y las caracteristicas genémicas de la
operones antes mencionadas, la mejor precisién en predicciones obtenidas para los organismos modelo
Escherichia coli y Bacillus subtilis entrenados con datos de sus correspondientes operones conocidos,
fueron 93 y 90%, respectivamente. Durante el presente afio, en nuestro grupo hemos desarrollado un
sencillo y altamente preciso método computacional para la prediccion de operones a partir exclusivamente
de dos variables de entrada, a) las distancias intergénicas de genes contiguos, y b) las relaciones
funcionales entre los productos protéicos de genes contiguos tal y como se define en la base de datos de
STRING (Jensen et al. 2009. Nucleic Acid Res.., 37, D412- D416). Estos dos parametros fueron utilizadas
para entrenar a un red neuronal en un subconjunto de operones determinados previamente en
Escherichia coli y Bacillus subtilis. Nuestro algoritmo computacional de predicciéon fue capaz de predecir
exitosamente un subconjunto de operones previamente definidos experimentalmente en £ coliy B.
subtilis, con precisiones de 94.6 y 93.3%, respectivamente. Es importante resaltar que esta precisién
alcanzada por nuestro método es la mas alta precisién jamas obtenida en la prediccion de operones
bacterianos por métodos computacionales. Con el fin de evaluar la precision de nuestro modelo en
organismos recientemente secuenciados que carecen de informacion de referencia requerida en el
proceso de entrenamiento del algoritmo genético, se repitié la prediccion de los operones de E. coli
utilizando una red neuronal entrenada con los datos de operones de B. subtilis, y la prediccion de
operones de B. subtilis, una red neuronal entrenada con los datos de £. coli. Inclusive, en estos casos, la
precision alcanzada con nuestro método fue extraordinariamente alta, 91.5 y el 93%, respectivamente.
Estos resultados muestran el uso potencial de nuestro método de prediccion de operones con una muy
alta precisién en cualquier organismo. Los resultados aqui descritos fueron publicados en un ndmero




especial dedicado a servidores web en la revista Nucleic Acids Res. y tiene la cita: High accuracy operon
prediction method based on STRING database scores. Taboada B., Verde C. and Merino E. 2010. Nucleic
Acids Res., 38(12):e130. Basandonos en nuestro método computacional, recientemente hemos predicho
los operones de todos los organismos bacterianos totalmente secuenciados. Dichas predicciones pueden
ser consultadas por la comunidad cientifica mundial a través de nuestra base de datos llamada ProOpDB
(http://operons.ibt.unam.mx/OperonPredictor) cuyas propiedades se describen en un nimero especial
dedicado a bases de datos de la revista Nucleic Acids Res. y que tiene la cita: "ProOpDB: Prokaryotic
Operon DataBase. Blanca Taboada B., Ciria R., Martinez-Guerrero C.E., and MERINO E. ANucleic Acids Res.
(2012) doi:10.1093/nar/gkr1020.

Una de las lineas de interés en las que nuestro ha trabajado recientemente versa en la construccién de
modelos de regulaciontranscripcional en diferentes organismos modelo. Para tal fin, hemos empleado la
llamada Teoria de Redes que nos permite entender a las diferentes relaciones entre los factores
transcripcionales y sus genes regulados, como una compleja red de interacciones cuya estructura
topoldgica nos permite elucidar algunas de las propiedades de la fisiologia del organismo de estudio. En
una primera instancia, nuestros trabajo se ha enfocado al estudio de las redes de regulacionde
Escherichia coli y Bacillus subtilis, organismos modelo representantes de las bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas, respectivamente. Nuestro estudio realizado en Bacillus subtilis, consideréuna secciéonde la
red de regulaciéntranscripcional que responde a cambios en la fuente de carbono, tomando como base
los resultados de la expresionde los genes en medio LB enriquecido con glucosa, cuantificados mediante
microarreglos. Desde el punto de vista de la Teoria de Redes, el andlisis de la subred construida mostré
gue estd posee propiedades libres de escala, presentando una organizacion jerarquico-modular,
compuesta por 9 moédulos discretos funcionalmente relacionados con procesos celulares tales como la
represioncatabolica,esporulacién,reparaciondel DNA, sistema SOS y competencia, entre otros. Los
resultados de B. subtilis, fueron comparados con nuestro trabajo previo en Escherichia coli, en donde
encontramos 8 médulos también funcionalmente relacionados. La comparacién demostré que la respuesta
regulatoria a glucosa esta parcialmente conservada en funciones generales como transcripcion, traduccién
y replicacion, asi como en genes relacionados con el metabolismo central (Vazquez-Hernandez C, 2009).
Siguiendo esta misma linea de trabajo, y en base a los datos reportados en la literatura, nos dimos a la
tarea estudiar la red de factores trancripcionales de Bacillus subtilis y definir sus propiedades topoldgicas.
Los resultados mostraron una red jerarquico modular con 9 maodulosfuncionalmente relacionados cuyos
elementos pudieran estar regulados de manera redundante. Los mddulos mostraron ademés no ser
totalmente independientes ni completamente homogéneos, lo que es el reflejo de la manera en que los
componentes de la célula estan conectados y de como una funcién tiene influencia sobre otra (Manjarrez-
Casas A. 2009). Empleando el enfoque de descomposicionnatural recientemente propuesto por Freyre-
Gonzéalez (2008) se hizo un andlisis de la red completa conocida para Bacillus subtilis. Nuestros resultados
muestran que a pesar de su distancia filogenética, Bacillus subtilis posee la misma arquitectura jerarquico-
modular no piramidal revelada para Escherichia coli, compuesta por 19 f actores de transcripcién globales
gobernando a 90 mddulos independientes cuyas respuestas se integran a nivel promotor por 42 genes
intermodulares. Al igual que en el caso de Escherichia coli, mediante una metodologia mateméatica
conocida como valor kappa, se identificoa los factores de transcripcion globales, recuperando asi 6
previamente descritos en la literatura, 8 de 14 factores sigma, méas 5 predicciones. Ademas, se identificoy
clasificoa los factores de transcripcibnde acuerdo a su jerarquia dentro de la red. Finalmente, se ha
iniciado el andlisis de la red de regulacidon transcripcional de levadura. Los resultados de andlisis
topolégicossugieren que esta red exhibe propiedades que aparentemente permiten catalogarla como
jerarquico-modular. Sin embargo, la presencia de un bajo valor de agrupamiento en nodos participando
en pocas interacciones regulatorias indica que esta red puede seguir principios de organizacion diferentes
a aquellos gobernando a las redes de regulacién de procariontes.

Es importante sefialar que en el presente periodo hemos extendido nuestros modelos de estudio
bioinformatico, previamente restringido a organismos procariontes, para incluir como modelos de estudios
a organismos y procesos celulares caracteristicos de organismos eucariontes. En este sentido, hemos
empezado a caracterizar a cierto tipo de mRNAs eucariontes que pueden ser traducidos de manera cap-
independiente. Este tipo de mRNAs, poseen en su extremo 5' no-traducida cierto tipo de elementos
llamados IRES (por sus siglas en inglés, Internal Ribosome Entry Site), que permiten el reclutamiento del
complejo proteico involucrados en el proceso de traduccionde sus mRNAs. Nuestra nueva linea de




investigacionla hemos titulado: “ldentificacion in silico de nuevos sitos de entrada internos para el
ribosoma en genomas eucariontes” y versa en el desarrollo de diferentes estrategias bioinformaticas para
la detecciénde potenciales IRES en el conjunto de organismos eucariontes secuenciados. Dicha estrategia
esta basada en la caracaterizacion de la energia libre de las regiones rio arriba de los genes ortélosa los
genes de humano en donde previamente se han identificado IRES. Inicialmente hemos considerado el
grupo de filogenético de los mamiferos y los genes ortélogosde humano. Nuestros resultados sugieren
que existe una tendencia importante a la conservaciénde la energia libre del RNA de las regiones 5’ no-
traducidas en los genes que potencialmente poseern IRES.
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José Luis Puente Garcia

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:

Regulacion y funciébn de factores de virulencia en enterobacterias: Escherichia coli
enteropatdgena (EPEC), E£.coli enterohemorragica (EHEC), Citrobacter rodentium 'y Salmonella
typhimurium.

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) y enterohemorragica (EHEC), asi como Citrobacter rodentium,
conforman una familia de patdgenos bacterianos que se unen intimamente al epitelio intestinal y
destruyen las microvellosidades, formando lesiones caracteristicas denominadas de adherencia y
esfascelamiento/destruccion ("attaching and effacing” lesions, A/E). EPEC es una de las principales causas
de diarrea, particularmente en nifios menores de seis meses de edad que viven en paises en desarrollo.
EHEC es el agente causal de colitis hemorragica y el sindrome urémico hemolitico, trastorno secundario
que puede ser fatal. Ambas clases representan importantes patégenos para el hombre y siguen causando
altos indices de mortalidad y morbilidad alrededor del mundo. C. rodentium es la causa de una
enfermedad conocida como hiperplasia del colon transmisible en ratones, caracterizada por la
hiperproliferacion de las células epiteliales en la parte distal del colon. La capacidad de formar la lesién
A/E de estos patogenos la confieren una serie de proteinas codificadas en una isla de patogenicidad
denominada LEE (“Locus of enterocyte effacement”). Esta isla se encuentra organizada en al menos cinco
operones: LEE1 a LEE5. En los operones LEE1 a LEE3 se encuentran los genes necesarios para la
produccién de un sistema de secrecion tipo I11 (SSTT); LEE4 codifica para las proteinas translocadoras del
SSTT, mientras que en LEE5 se encuentran los genes que codifican para Tir, intimina (eae) y una proteina
chaperona de Tir, llamada CesT. Las proteinas efectoras que son translocadas hacia la célula hospedera a
través del SSTT son, en parte, las responsables de subvertir procesos celulares en la célula eucariote que
dan lugar al fenotipo de adherencia intima, rearreglos del citoesqueleto y otros fendmenos asociados a la
enfermedad. Los genes que codifican para estas proteinas efectoras se encuentran codificadas a lo largo
del LEE o en otras regiones del cromosoma.

Nuestro interés ha sido entender los mecanismos moleculares que coordinan temporal y espacialmente la
expresién de factores de virulencia en estos organismos. El analisis de la regulacion de genes codificados
en el LEE en EPEC ha permitido establecer un modelo de la cascada reguladora que coordina dicha
expresion. Ler, codificado por el primer gen del operdn LEE1, regula positivamente la transcripcion de los
operones LEE2 a LEES5, ademas de otros promotores dentro y fuera del LEE como espC. Ler actia como
un desrepresor que contrarresta el efecto negativo que ejerce H-NS sobre la expresion de estos genes.
Ler y H-NS comparten similitudes significativas principalmente a nivel del dominio carboxilo-terminal. H-
NS parece formar un complejo nucleoproteico que impide la interaccion de la RNA polimerasa con los
promotores o que la atrapa dentro del complejo. En la regién reguladora de los operones LEE2 y LEE3,
Ler interactla preferentemente con un motivo incluido dentro de una de las secuencias silenciadoras. Asi,
en condiciones donde Ler alcanza la concentracion apropiada compite eficientemente por dicha region,
desplazando a o evitando el acceso de H-NS modificando, asi, el complejo nucleorepresor para permitir el
inicio de la transcripcion. El estudio de estas proteinas nos esta permitiendo entender el papel que juega
H-NS en la homeostasis de bacterias patdgenas regulando negativamente la expresién de sus factores de
virulencia. Asi mismo, el de reguladores especificos como Ler que han evolucionado para contrarrestar
dicha represién en respuesta a sefiales ambientales, las cueles son encontradas por la bacteria durante el
establecimiento de una infeccion y que actian como marcadores de los nichos que favorecen la
proliferacién del patégeno.

Al ser Ler el regulador mas importante, su regulacion transcripcional es compleja e involucra reguladores
globales también presentes en bacterias no patdgenas, tales como IHF, Fis, el regulador de "quorum
sensing" QseA, la GTPasa BipA, entre otros, como moduladores positivos, asi como H-NS y Hha como
reguladores negativos. Sin embargo, el control de su expresidon requiere de elementos reguladores
positivos sélo presentes en los organismos A/E. El gen previamente identificado como orf11, codifica para
un activador transcripcional denominado GrlA (Global Regulator of LEE Activator) que pertenece a una
familia novedosa de reguladores y que a la fecha cuenta s6lo con tres miembros. GrlA es esencial para la
eficiente activacion de los genes de la isla y activa directamente al gen que codifica para Ler, con quien
establece un circuito regulador positivo ya que Ler también activa la expresion del operén griRA. Por su




parte, GrIR actia como modulador negativo de la actividad del mencionado circuito Ler-GrlA, a través de
interactuar con GrlA, asi como de forma independiente reprimiendo, mediante un novedoso mecanismo
aun no caracterizado en detalle, la expresién de diferentes factores de virulencia. GrlA y GrIR representan
también un mecanismo particular de regulacion, ya que la funcién de ambas proteinas depende en buena
medida de las condiciones de cultivo y de diferentes tipos de interacciones moleculares.

El estudio sistematico del LEE, ademas de demostrar que todos los genes del LEE son necesarios para que
Citrobacter infecte con eficiencia, también permitié descubrir siete nuevas proteinas secretadas por C.
rodentium, cuya secrecion depende del SSTT codificado en el LEE, lo cual sugiere que podrian ser
proteinas efectoras. Genes que codifican para proteinas homoélogas estan en los genomas de EPEC y
EHEC. siete de estas proteinas, llamadas NleA, NleB, NleC, NleD, NleE, NleF y NleG (“Non-LEE encoded
effector”), estan codificadas fuera de la isla LEE en diferentes regiones del genoma que no estan
presentes en £. coli K-12 (a estas regiones se les llama islas-0). El analisis bioinformatico, asi como el
proteémico de los perfiles de secrecion de bacterias A/E ha permitido la identificacion de genes
adicionales que también codifican para proteinas efectoras como NleH, ampliando el repertorio de
proteinas efectoras. El estudio de los mecanismos que controlan la expresion de estos nuevos efectores,
incluyendo su posible co-regulacién con el LEE (como sucede con el gen espC, localizado fuera del LEE, el
cual codifica para un proteina autotransportadora que tiene actividad citotdxica), ha permitido identificar
motivos reguladores que se conservan en algunos de ellos y que parecen definir un regulén en el que se
agrupan varios genes nle. Uno de estos motivos ha permitido, a su vez, identificar otros genes que
potencialmente codifican para proteinas secretadas por el SSTT previamente no identificados. Asi mismo,
se sigue analizando el proceso de secrecion y translocacién de algunos de estos efectores (como NleG y
NleH) y el papel que juegan durante la infeccién aprovechando el modelo Citrobacter-raton.

Estamos también definiendo el mecanismo por el cual las proteinas del LEE, SepL y SepD, determinan el
orden espacial y temporal en el que son secretadas las proteinas que constituyen el translocon del SSTT,
los efectores del LEE o los efectores codificados fuera del LEE. Estas dos proteinas forman un “switch”
molecular que permite la secrecion de las proteinas translocadoras como EspA, a la vez que bloquean la
secrecion de las efectoras como Tir, NleA, etc. La disminucién del calcio extracelular favorece la secrecién
de proteinas efectoras, sugiriendo que la jerarquia de la secrecion a través del SSTT se establece en
respuesta a sefiales ambientales que podrian determinar su funcionamiento durante la infeccién.

EPEC, a diferencia de otros organismos A/E, posee el operén per, el cual esta contenido en el plasmido
EAF, que también codifica para la fimbria BFP. Este operdn codifica para las proteinas PerA, PerB y PerC.
PerA regula la produccion de la fimbria BFP a través de la activacion de los genes bfpA y perA. Dicha
regulacion involucra el reconocimiento de una secuencia conservada en la region reguladora de ambos
genes, asi como interacciones con la subunidad alpha de la RNA polimerasa. Actualmente, se definen
motivos funcionales en PerA para extender el conocimiento sobre su mecanismo de accién. Por su parte
PerC activa la expresion del gen /er, dando lugar a una cascada reguladora dependiente de PerA ya que
éste autorregula la expresion del operdn per. En EPEC PerC y GrlA tienen una funcion redundante en la
activacion de /er, pero no en las mismas condiciones de crecimiento, lo cual sugiere que podrian actuar
durante diferentes etapas de la infeccién. EIl modo de accion de estos dos reguladores esta siendo
estudiado, pero en particular resulta interesante sefialar que la ruta de activacion mediada por PerC
parece responder a la presencia de CO2, el cual también puede estar presente en el intestino. Aln queda
por determinar el mecanismo de accion.

Las fimbrias o pili son importantes factores de colonizacion para £. coli, ya que participan en la interaccion
de la bacteria con las células del huésped. Los genomas de EHEC y EPEC poseen 16 operones que
potencialmente codifican para la sintesis de este tipo de estructuras, pero s6lo en algunos casos se ha
observado su expresion y en general no se conoce su papel en virulencia. En estrecha colaboracién con el
grupo del Dr. Jorge Girén de la Universidad de Arizona, nuestro grupo también se ha interesado en el
estudio de los mecanismos que regulan la expresion de algunos de estos operones como ecp (E. coli
common pili) y Acp (Hemorrhagic coli pili) y de las condiciones donde podrian ser expresados durante una
infeccién, asi como en el estudio de la biogénesis, estructura y papel en la virulencia de diferentes
patotipos de £. coli.




Salmonella enterica, agente causal de la salmonelosis o de infecciones sistémicas como la fiebre tifoidea,
posee dos islas de patogenicidad denominadas SPI11 y SPI2 (“Salmonella pathogenicity island”). Cada una
codifica para un SSTT y proteinas efectoras que son necesarias para que Sa/monella invada células
epiteliales y sobreviva intracelularmente en macréfagos, respectivamente. En la isla SPI5 estan presentes
tanto genes regulados por el regulon de la SPI1 como de la SPI2, cuyos productos son secretados por los
respectivos SSTT. A través del estudio de la regulacién transcripcional de los componentes de estas islas,
estamos analizando los mecanismos moleculares que permiten a Salmonella efectuar los cambios
transcripcionales necesarios para pasar de la fase invasiva mediada por SPI1, a la de patogeno intracelular
gue da lugar a la infeccion sistémica mediada por SPI12. A la fecha, ha sido interesante definir que algunos
reguladores que se pensaban especificos de la SPI1, estan involucrados en establecer un mecanismo de
“cross-talk” entre las islas SPI1 y SPI2, el cual podria mediar la transicién transcripcional entre las dos
islas durante el paso de Salmonella a la vida intracelular. Las proteinas reguladoras SirA y HilD son
importantes componentes de esta cascada reguladora en Salmonella, asi como modelos de estudio en
nuestro grupo.
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Mario Soberén Chéavez

Titulo Genérico de su linea de Investigacion:
Mecanismos moleculares de la especificidad de las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis.

En nuestro grupo de investigacion estamos interesados en entender el mecanismo de accién de las
toxinas insecticidas de Bacillus thuringiensis. En insectos lepidépteros, las toxinas Cry ejercen su modo de
accién a través de la interaccion secuencial con al menos dos proteinas del intestino medio de las larvas
susceptibles. Las toxinas Cry son sintetizadas como protoxinas y una vez en el interior del intestino de las
larvas sensibles se procesa por las proteasas del insecto liberando un fragmento toxico de 60 kDa
compuesto por tres dominios estructurales. La primera interaccién de la toxina se da a través de regiones
expuestas del dominio Il con una proteina tipo caderina lo que facilita la proteolisis de la hélice alpha 1
del dominio I y la formacion de un oligomero. El oligomero gana afinidad por proteinas ancladas por
glicosil-fosfatidil-inositol a la membrana como aminopetidasa N (APN) o fosfatasa alcalina (ALP) lo que
conduce a la insercion de la toxina a la membrana y la formacién de un poro litico que conduce a lisis
celular y a la muerte de la larva. En nuestro grupo de investigacion hemos definido cuales son las
regiones de la toxina que estan involucradas en la interaccion con el receptor caderina y los eventos que
conducen a la formacién del oligomero. Recientemente caracterizamos toxinas CrylA modificadas que
carecen de la hélice alpha 1 y que son capaces de matar larvas de insectos resistentes que tienen
mutaciones en la caderina. Desde hace algunos afios estamos caracterizando el modo de accion de
toxinas Cry que son toxicas a insectos dipteros como el mosco Aedes aegyti o0 Anopheles albimanus que
son vectores en la transmision del dengue y la malaria respectivamente. En insectos dipteros hemos
identificado a una fosfatasa alcalina como una molécula del intestino de Ae. aegyti involucrada en la
actividad toxica de la toxina Cryl1lAa y a una glucosidasa del intestino de An. albimanus involucrada en la
toxicidad de Cry4Ba. Nuestros proyectos actuales estan enfocados en definir las regiones de la toxina que
estan involucradas en la interaccién del oligomero de la toxina CrylAb con la APN y la ALP asi como
definir el papel de la APN y ALP en la toxicidad de CrylAb en Manduca sexta. En cuanto a la ALP de
Aedes aegypti hemos identificado dos regiones de esta molécula que unen a CryllAa y estamos
definiendo las regiones de interaccién en la toxina Cry11A y Cry4Ba con este receptor. También estamos
caracterizando el modo de accién de la toxina Cry3Aa en el coleoptero Tenebrio molitor. Nuestros datos
muestran que ademas de caderina una proteina anclada por GPI participa en el modo de accién de esta
toxina. Recientemente hemos sido capaces de desplegar a las toxinas CrylAb, CrylAc, Cry3A (activa
contra coleopteros) y CytlAa (activa contra dipteros) en fagos filamentosos con la finalidad de contar con
un sistema que nos permita la seleccion de toxinas con capacidades de unién mejoradas o diferentes.
Finalmente propusimos que la APN esta involucrada en dos momentos del modo de accion de la toxina
CrylA, primero en la union del monomero lo que concentra la toxina en el epitelio del intestino antes de
la interaccion con la caderina y posteriormente en la union del oligomero facilitando su insercion a la
membrana. Esta mecanismo de accidén lo llamamos como un mecanismo de unién tipo "ping-pong".
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Secretarias Técnicas
Secretaria Técnica de Gestion y Transferencia de Tecnologia
Apoyo a la gestion y transferencia de tecnologia.

Como una respuesta a la creciente demanda de servicios de gestién tecnoldgica, en 1987 la Direccion del
ahora Instituto, con el apoyo del Centro para la Innovacion Tecnolégica, cred el Nucleo de Innovaciéon
Tecnol6gica que junto con los nucleos de otras dependencias formé la Red de Nucleos de Innovacién.
Atendiendo la necesidad de profesionalizar la gestién de otros apoyos a la comunidad del Instituto, en
1992 el nicleo se transforma en la actual Secretaria Técnica, cuyo objetivo general es el dar apoyo a la
comunidad académica del Instituto de Biotecnologia en las siguientes areas: 1) Apoyo a la produccion de
tecnologia biolégica competitiva, mediante la proteccién de los derechos de propiedad industrial de los
desarrollos generados, promoviendo y facilitando la vinculacion con el sector productivo; I1) Apoyo a la
generacion de conocimiento, mediante la gestion de financiamiento para los proyectos de investigacion y
desarrollo; 111) Apoyo a la consolidacion del personal académico, por medio de la gestion de
financiamiento para realizar estancias fuera del Instituto y; IV) Apoyo al crecimiento de la comunidad
académica, a través de la incorporacion de nuevos investigadores. Entre las principales gestiones
realizadas durante 2012 estan: La redaccidon y realizacion de gestiones para la presentacion de 2
solicitudes nacionales de patente, 5 en el extranjero y una internacional (PCT). Asi mismo, la gestién para
el otorgamiento de 2 patentes Mexicanas y 4 mas en el extranjero. La negociacion, estructuracion,
elaboracion y firma de 13 convenios 0 instrumentos consensuales con empresas e instituciones nacionales
y extranjeras para la realizacion de nuevos proyectos de Investigacion y desarrollo o la continuacion de
proyectos anteriores, la negociacion y firma de 5 convenios de licenciamiento y/o transferencia de
tecnologias desarrolladas en el Instituto, asi como de otros 62 convenios de transferencia de materiales
biolégicos o confidencialidad. La presentacion de 128 solicitudes de apoyo a proyectos de investigacion
individual y conjunta, a estancias de investigacion y a organizacibn de eventos académicos, ante el
CONACyT, la DGAPA/UNAM vy diversos organismos nacionales e internacionales, formalizandose 136
apoyos. La gestion de 14 tramites migratorios en apoyo al personal académico extranjero del Instituto.
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Unidades de apoyo acadéemico

Vinculacion e Intercambio Académico

Entre las funciones de la Unidad esta la difusion de las actividades del Instituto a diferentes instituciones
de educacion media superior y superior del pais, asi como con la industria y en eventos estatales.

En particular, la Unidad participa en:

1. Coordinar las visitas guiadas al instituto,
2. Coordinar las visitas a Instituciones de la UNAM, con los Ex Alumnos de la UNAM.
3. Apoyo a la oficina de Intercambio Académico, UNAM.

4. Como representante del instituto, en eventos de divulgacion de la ciencia en el estado de Morelos,
participé:

a). Participacion como jurado calificador en certamenes de ciencia y tecnologia en diferentes
instituciones en Cuernavaca,

b). Se coordinaron las conferencias impartidas en instituciones de educacion media y superior en
el Estado de Morelos, durante la 62 Jornada Estatal de Ciencia, Tecnologia e Innovacién en el
marco de la 192 Semana Nacional de Ciencia y Tecnologia en Morelos.

5. Organizacion de la ceremonia de bienvenida a estudiantes y académicos que se integran al Instituto.

6. Apoyo a la Direccion General de Actividades Deportivas de la UNAM:

a) Organizacion de la Caminata Nacional por la Salud, llevada a cabo el 7de marzo de 2012, en
el Campus Morelos.

b) Evento “Dia del Desafio Universitario”, en el mes de abril 2012.

¢) Realizacion de eventos deportivos para Conmemorar los 30 afios de la Creacion del Instituto
de Biotecnologia, UNAM.

Biol. Irma Vichido Encargado de la Oficina de Intercambio Académico
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Biblioteca

Servicios de informacion bibliografica.

Los servicios de informacion en el Instituto estan divididos en dos rubros principales. Los servicios
tradicionales estan concentrados en la biblioteca conjunta que se comparte con el Centro de Ciencias
Gendmicas, actualmente ubicada de manera temporal en la biblioteca del Instituto de Ciencias Fisicas. Alli
se encuentra almacenada la coleccion de monografias del CCG, mientras que las publicaciones periddicas
del IBT y CCG se encuentran en bodega, por falta de espacio. Se ofrece servicios de fotocopiado,
préstamo interbibliotecario y de fotocopias de articulos dentro de México.

La coleccion de monografias del IBt esta distribuida por el momento entre los laboratorios, principalmente
por cuestiones de espacio. Cuenta con una pequefia biblioteca de estudiantes donde se ofrecen servicios
de préstamo de libros de texto y de lecturas en apoyo a los cursos que se imparten del Instituto.

La Unidad de Biblioteca del IBt se encarga de servicios electronicos de informaciéon. Se mantiene las
paginas web de la biblioteca que incluye 56,000 revistas electronicas en texto completo a las cuales hay
acceso en el Instituto. Accesos: Slimstat reporta 23,400 hits en 2012. Mantenimiento del software
EZproxy para acceso remoto a estos recursos. En 2012 se registraron 141,500 visitas al sitio web de la
biblioteca.

La Unidad se encarga de conseguir articulos del extranjero en formato electrénico, a través de la
biblioteca del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), Texas A+M University Libraries, y
Subito en Alemania, y de patentes con Micropatent. Se hace analisis de citas de los académicos, asi como
andlisis bibliométrico para apoyar proyectos relacionados con el impacto de la investigacion en la UNAM.
Se colabora con la Biblioteca Virtual de Biotecnologia para las Américas en los servicios de documentacién
para sus usuarios, y en el mantenimiento de sus paginas web.

Miembro de grupo BIOS de bibliotecas. Entre las adquisiciones compartidas destacan, 4 backfiles de
Elseviers: 330 revistas, la coleccién Springer Protocols (Methods in Molecular Biology), 37 titulos de
backfiles de Wiley-Blackwell, y la serie de Current Protocols de Wiley y 23 series monograficas de
Elseviers para toda la UNAM.

Bibliometria

-Evaluacion de publicaciones del Instituto de Biotecnologia y otras dependencias del area.

-Analisis de citas y indices de impacto de publicaciones de académicos del IBt.

-Andlisis bibliométrico para apoyar proyectos relacionados con el impacto de la investigacion en la UNAM.
-Estudios de colaboracion internacional.

Videoconferencias

-Se atendieron 82 videoconferencias (examenes tutorales, reuniones CTIC y CABBYS, Frontiers in
Genomics, y la Semana Académica) con cargo a Omar Arriaga.

Se obtuvieron 14 agradecimientos en articulos internacionales y se presentaron dos
ponencias en congresos internacionales durante el afio.

Publicaciones:

Russell, J.M. Ainsworth, S. Diaz-Aguilar, J. (2012) "Web visibility or wasted opportunity? Case studies from
Mexican research institutes." As/ib Proceedings, 64, 67-82.
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Computo

La Unidad de Computo del Instituto de Biotecnologia, ha venido prestando diversos servicios a la
comunidad del mismo. Estos servicios pueden clasificarse en los siguientes rubros:

Asesoria. Tanto en el manejo de paquetes y programas como para la adquisicion de equipo de
computo.

Reparacion de Equipo. Proporciona un primer diagnostico al presentarse una falla y si se
considera que puede ser reparado con sus propios medios, intentara hacerlo.

Instalacion de Equipo. Equipos nuevos (computadoras, periféricos, etc.) asi como las partes
nuevas de reemplazo o adicién a equipos, (tarjetas, memoria, discos, etc.).

Mantenimiento de Equipo. Proporcionar mantenimiento correctivo a todos los equipos de
computo y periféricos de uso comun y/o bajo la custodia de la propia Unidad asi como a los
equipos de telecomunicaciones, red interna, concentradores, puentes de interface, switches y
demas equipos relacionados con la red propia del Instituto.

Actividades Peri6dicas.

Respaldos. Efectla respaldos o protecciones de la informacién almacenada en los equipos de
uso comun y bajo su custodia.

Administracion de Equipos. Es responsable de la administracion de los equipos centrales, de
uso comunitario, correspondiéndole entonces la administracion y control de: - espacios en disco -
actualizaciones de los sistemas operativos - asignacion de claves de usuario - asignacién de claves
privilegiadas - mantenimiento preventivo y correctivo - mantenimiento y reciclado de consumibles,
actualizacion de software publico, via Internet, con un total de 320 solicitudes atendidas en el
2012.

Redes. Mantenimiento, actualizacion, expansién, monitoreo y demas funciones necesarias para el
correcto funcionamiento de las redes locales de uso comudn. Es también el vinculo con las
dependencias y/o instituciones que permitan extender las conexiones locales al resto del Pais y
fuera de éste. Asi mismo, deberd de mantener actualizadas las tablas y registros necesarios para
el correcto funcionamiento del correo electrénico. En relaciéna la red inalambrica se adquirieron
diez equipos (access point). Aunque con estos equipos sigue existiendo un déficit esperamos
cubrirlo en el proximo afio. En relacién a equipos de red se adquirieron cinco switches como
equipo para expansion o remplazo. En relaciénal SAWI (Sistema Administrativo Web
Institucional) se desarrollaron e implementaron los médulos "Reporte de Accidentes Quimicos" y
"Reporte de Incidentes” mismos que derivaron en el médulo"Reporte de Incidentes y
Accidentes"; de igual manera fue desarrollado el mddulo "Solicitud de Servicios Generales".
También y en conformidad con lo solicitado por el SGC (Sistema de Gestidnde la Calidad) se cred
el apartado "Catalogos de Servicios" al igual que se actualizaron los correspondientes formatos
generados por el sistema.

Registro, respaldo y control de software. La adquisicion de software por parte de la Unidad,
se acompafia del registro interno del mismo. La unidad cuenta con una relacion completa y
actualizada de los paquetes, programas y software en general por ella adquiridos o bajo su
custodia.

Inventario de Equipos. Los diferentes equipos de computo, equipos periféricos, equipos de
control y suministro de alimentacién eléctrica y demas equipo relacionado con las actividades de
computo, deberan encontrarse relacionados a través de la Unidad de Cémputo.
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Docencia y Formacion de Recursos Humanos

Funciones generales: Coordinar, supervisar y controlar los servicios administrativos y de apoyo
académico que se prestan a estudiantes y profesores del Instituto de Biotecnologia. Apoyar al Director, al
Secretario Académico y al Coordinador de Docencia del Instituto en sus funciones académico-
administrativas.

Actividades Especificas: Supervisar y controlar los servicios que presta la Unidad de Docencia del IBT.
(Inscripciones, apoyo en la organizacion de cursos y tépicos selectos, graduacion, servicios de apoyo
académico, constancias, archivo, etc.) Supervisar, controlar, canalizar y dar seguimiento a las solicitudes de
becas (CONACyT, DGEP, Intercambio Académico) de los estudiantes de posgrado. Supervisar y controlar los
servicios bibliotecarios, de equipo audiovisual y computo de la Unidad de Docencia. Establecer y mantener
contactos con la Secretaria de Relaciones Exteriores y embajadas de nuestro pais en el extranjero, para la
aplicacion de examenes de admision a aspirantes extranjeros a los posgrados que ofrece el IBT. Procesar y
sistematizar informacion relacionada con el control escolar (ingresos, egresos, kardex, seguimiento de
egresados, asistencia a congresos, admision y permanencia, comités tutorales, etc.) y con la actividad
docente del personal académico del Instituto (carga de trabajo, cursos impartidos, evaluacién de cursos,
participacion en comités tutorales). Recabar y actualizar el banco de reactivos, asi como asistir en la
elaboracion, aplicacion y evaluacion de los examenes de aptitudes y conocimientos para los aspirantes al
posgrado. Disefiar y elaborar material de difusion del IBT (Gaceta UNAM, folletos, CDs, tripticos, afiches).
Colaborar con el personal académico en la divulgacion de trabajos de investigacion en revistas no
especializadas y diarios. Apoyar al Secretario Académico y al Coordinador de Docencia en la recopilacion,
ordenamiento y redaccion de informes académicos. Realizar trabajos de planeacion para el ingreso de
estudiantes, graduacién, apoyo a cursos, infraestructura, solicitud de apoyos econdémicos a los proyectos
académicos. Auxiliar en tramites para adquisicién de equipo y bibliografia, viajes de précticas, profesores
invitados, pago de examenes.

Ing. Jalil Saab Encargado de la Unidad de Docencia

Lic. J. Antonio Bolanos Asistente de Procesos

Gloria Villa .. .
Oficial Servicios Escolares




Unidades de apoyo técnico

Bioterio

El Unidad de Bioterio del IBT es una instalacién especializada y equipada para dar cumplimento con las
exigencias tecnologicas de las normas nacionales e internacionales entre ellas, la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 y la “Guia para el cuidado y uso de los animales de laboratorio” del National
Research Council, entre otras.

La Unidad de Bioterio esta constituida por un edificio independiente de los laboratorios, conteniendo salas
disefiadas para funciones especificas acondicionadas para el mantenimiento de areas limpias que
garanticen el alojamiento de animales libres de patdégenos especificos. El edificio esta distribuido en dos
plantas: la planta superior ocupa una superficie de 580 m2 y corresponde al Bioterio de Barrera para
roedores; contigua a esta zona estan 320 m2 en calidad de obra negra para futuro crecimiento, asi como
un espacio de aprox. 80 m2 equipado con laboratorios destinados a Virologia. La planta baja esta
constituida por:625 m2 para el alojamiento de especies convencionales; conejos, insectario y peces.

La aplicacion de sistemas tecnoldgicos incluye: aire acondicionado y filtros HEPA, inyeccién y extraccién
forzada de aire, presion positiva en las areas de barrera; presion negativa en: las areas grises,
cuarentena, pasillos circulantes, y areas de ingreso a las diferentes secciones, el recambios de aire en las
salas de animales establecido de 15 a 20 recambios de aire por hora y monitoreo sistematizado de las
condiciones ambientales para mantener paradmetros de temperatura promedio de 19 a 22°C; intensidad
de luz de 300 lumenes; foto-periodo de luz-oscuridad de 12 horas.

Las lineas de roedores libres de patdgenos reproducidas en la instalacion incluye: Ratas Wistar, Ratones
BALB-C, ICR, FVB, 129, C57-BL6,y promedio anual de produccién de 10,000 roedores.

Personal Adscrito a la Unidad

M.V.Z. Elizabeth Mata |Encargado del Bioterio
Técnico Académico
M.V.Z. Graciela Cabeza |Técnico Académico
Sergio Gonzalez Técnico Académico
1.B.1. Marcela Ramirez |Técnico Académico

Francisco Reyes Reyes |Estudiante

Martina Herrera Auxiliar de Intendencia
Raul Rios Auxiliar de Laboratorio
Elvira Villa Auxiliar de Intendencia
Rubén Saucedo Auxiliar de Laboratorio

Graciela Dominguez  |Secretario Ejecutivo

Rubén Blancas




Cultivos de Tejidos y Crecimiento Vegetal

Conformacion de la Unidad de Cultivo de Tejidos Vegetales, apoyo a los laboratorios en el Dpto. de
Biologia Molecular de Plantas.
Actividades:

1.
2.

3.

Adquisicién materiales y reactivos de laboratorio

Supervision y monitoreo de las condiciones de temperatura e iluminacion de los cuartos de
crecimiento.

Investigacidn y recopilacién bibliografica de tépicos relacionados con:

Transformacion permanente y/o temporal en ejes embrionarios de frijol variedades:
Canario-60, Negro Jamapa, Olathe y Pinto Villa

Transformacion transitoria y/o permanente en tejidos tejidos foliares y entrenudos de:
Jitomate Lycopersicum esculentum 'y Papa Solanum tuberosum.

El microbombardeo con particulas de tungsteno cargadas con ADN en tejidos epidérmicos de
cebolla

Bombardeo de ADN extrafio mediante la pistola genética en tejidos epidérmicos de cebolla para
lograr expresion transitoria de la proteina GUS y GFP.

Conservacién de las cepas de Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes y de
Echericia coli ;de vectores, asi como ecotipos de Arabidopsis thaliana de interés para la unidad y
el laboratorio.

Colaboracién con proyectos de investigaciéon a otros laboratorios del Departamento de Biologia Molecular
de Plantas: Grupo de la Dra. Alejandra Covarrubias

1