iy )

1lras JORNADAS INSTITUCIONALES

INBIOMIS
10 anos Construyendo Biotecnologia

LIBRO DE RESUMENES

23 y 24 de Junio de 2022
Posadas — Misiones




Universidad Nacional de Misiones

Tras Jornadas Institucionales INBIOMIS : 10 aiios construyendo biotecnologia : libro
de resumenes / compilacion de Maria de los Angeles Kolman ; Adriana Elizabet
Alvarenga. - 1a ed. - Posadas : Universidad Nacional de Misiones, 2022.

Libro digital, PDF

Archivo Digital: descarga y online
ISBN 978-950-766-205-8

1. Biotecnologia. 2. Biotecnologia Ambiental. 3. Ingenieria Ambiental. I. Kolman,
Maria de los Angeles, comp. Il. Alvarenga, Adriana Elizabet, comp. Ill. Titulo.

CDD 660.6
2058

91789507166

ISBN 978-

Diseno Grafico y Editorial
Dra. Maria de los Angeles Kolman; Dra. Adriana Elizabet Alvarenga
Compilacion

Dra. Maria de los Angeles Kolman; Dra. Adriana Elizabet Alvarenga



Coordinacion General
Dra. Maria de los Angeles Kolman; Dra. Adriana Elizabet Alvarenga.

Comité Organizador

Dra. Maria de los Angeles Kolman
Dra. Adriana Elizabet Alvarenga
Dra. Maria Lorena Castrillo

Dr. Gustavo Angel Bich

Dra. Marcela Alejandra Sadafnoski
Dr. Juan Ernesto Velazquez

Dra. Karina Beatriz Acosta

Lic. Anibal Sebastian Chelaliche
Lic. Silvana Florencia Benitez
Farm. Gabriela Alejandra Acosta
Bgca. Andrea Liliana Onetto

Lic. Marilyn Romina Valeria Silva
Lic. Manuela Lizz Vereschuk

Lic. Lucas Martin Madrassi
Martin Ledesma

Lic. Tatiana Schmalko



Primeras Jornadas Institucionales InBioMis

Los dias 23 y 24 de junio de 2022 se llevaron a cabo las Tras Jornadas de InBioMis organizadas por el
Instituto de Biotecnologia de Misiones “Dra. Maria Ebe Reca” .

En las jornadas se abordaron un conjunto de tematicas relacionadas con distintos aspectos de la
biotecnologia claves para la transferencia de |1+D+i y la vinculacién con distintos sectores productivos
regionales y nacionales. El lema de nuestra primera edicion es “10 afios Construyendo Biotecnologia”y
refleja una década de investigacion, formacion de recursos humanos, vinculacion y transferencia
tecnoldgica. Durante los dos dias del evento, los investigadores de nuestro Instituto brindaron charlas
plenarias, se realizaron mesas redondas y exposicion de e-posters.

Las tematicas desarrolladas en las Jornadas fueron:

1. Agrobiotecnologia (AB)

2. Biotecnologia Ambiental (BA)

3. Ingenieria Biotecnoldgica (IB)

4. Nanobiotecnologia (NB)

5. Biomedicina (BM)
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Programa Primeras Jornadas Institucionales InBioMis

23 de Junio

15:30
Conferencia de la Dra. Maria Isabel Fonseca
“Utilizacion de hongos y enzimas para la innovacidn en procesos hiotecnoldgicos.”

16:45

Mesa redonda. Biotecnologia Ambiental
Coordinador: Dra. Maria Isabel Fonseca
Disertantes:

Dra. Marcela Sadafoski
“Micorremediacion para el futuro.”

Dra. Maria Florencia Bruera
“Aplicaciones biotecnoldgicas de la inmovilizacion enzimatica sobre soportes
nanoestructurados de 6xido de aluminio.”

Dr. Juan Ernesto Velazquez
“Co-produccion de compuestos de alto valor agregado como estrategia de aprovechamiento
de efluentes de industria citricola.”

Dra. Gabriela Diaz
“Produccion de bioetanol a partir de residuos agroindustriales regionales.

24 de Junio

8:30
Conferencia de la Dra. Daniela Rodriguez
“Produccion misionera de enzimas lignoceluloliticas.”

9:30
Conferencia del Dr. Marcelo Marinelli
“Aplicacion de Inteligencia Artificial e Internet de las Cosas a los cultivos hidropdnicos.”

10:30
Mesa Redonda. Agrobiotecnologia
Coordinador: Dra. Adriana Elizabet Alvarenga

Disertantes:
Dra. Margarita Laczeski
“Avances en la aplicabilidad de Bacillus altitudinis como biofertilizante de yerba mate.”

Dr. Gustavo Bich
“Hongos nativos del orden Hypocreales utilizados en control bioldgico.”

Dra. Lorena Castrillo
“Genes, conidias y productos metabdlicosde Trichoderma implicados en biocontrol.”



14:00
Mesa Redonda Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada (LaBiMAp)
Coordinador: Dr. Javier Liotta

Disertantes:
Lic. Maria Elina Totaro
“VPH: epidemiologia y factores de riesgo asociados al cancer de cuello uterino.”

Dr. Samuel Mifio
“Actividades de investigacion en diagndstico, epidemiologia y anadlisis de patégenos
veterinarios con el enfoque “una salud”.”

Dra. Sofia Moya
“Contribucion del LaBiMAp-UNaM a estudios ecoepidemioldgicos de las leishmaniasis en
Argentina.

15:15

Conferencia del Dr. Fernando Barreyro

“Relacidn entre la infeccion por Helicobacter pyloriy la enfermedad del higado graso no
alcohdlico: jespectador silencioso o culpable?”

16:15
Mesa Redonda. Biomedicina
Coordinador: Dr. Cristian Ferri

Disertantes:

Dra. Lopez Myriam

“Marcadores moleculares en enfermedad celiaca.”
Dra. Karina Acosta

“Marcadores moleculares en cancer de mama.”



MARCADORES MOLECULARES EN CANCER DE MAMA
ACOSTA, Karina B.; MASCHERONI, Maria B. ; ESNARRIAGA, Maria S. ; RIVERO, Donovan;
TISCORNIA, Maria M.; FERRI, Cristian A.; ZAPATA, Pedro D.

VPH: EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL CANCER DE CUELLO UTERINO
BADANQO, Ines ; TOTARO, Maria E.; LIOTTA, Domingo J.

HONGOS NATIVOS DEL ORDEN HYPOCREALES UTILIZADOS EN CONTROL BIOLOGICO
BICH, Gustavo A.; CASTRILLO, Maria L.; BARENGO, Marcela P; AMERIO, Natalia S.; PEDROZO
Tania T.; ROTHARMEL Florencia; ZAPATA, Pedro D.; VILLALBA, Laura L.

APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LA INMOVILIZACION ENZIMATICA SOBRE SOPORTES
NANOESTRUCTURADOS DE OXIDO DE ALUMINIO
BRUERA, Florencia A.

GENES, CONIDIAS Y PRODUCTOS METABOLICOS DE TRICHODERMA IMPLICADOS EN
BIOCONTROL

CASTRILLO, Maria L.; AMERIO Natalia S.; BARENGO, Marcela P. ; PEDROZO Tania T.; SOAREZ
Julieta N. ; ROTHARMEL Florencia ; BICH, Gustavo A. ; VILLALBA Laura L.; ZAPATA Pedro D.

ACTIVIDADES DE INVESTIGACION EN DIAGNOSTICO, EPIDEMIOLOGIA Y ANALISIS DE
PATOGENOS VETERINARIOS CON EL ENFOQUE “UNA SALUD”
MINO, Samuel ; DA LUZ, Miguel ; LIOTTA, Domingo J.

CONTRIBUCION DEL LABIMAP-UNAM A ESTUDIOS ECOEPIDEMIOLOGICOS DE LAS
LEISHMANIASIS EN ARGENTINA.
MOYA, Sofia L.; ACARDI, Soraya ; GIULIANI, Magali G.; SALOMON, Oscar D.; LIOTTA, Domingo J.

MICORREMEDIACION PARA EL FUTURO
SADANOSKI, Marcela A.

CO-PRODUCCION DE COMPUESTOS DE ALTO VALOR AGREGADO COMO ESTRATEGIA PARA EL
APROVECHAMIENTO DE EFLUENTES DE INDUSTRIA CITRICOLA
VELAZQUEZ, Juan E.

CONDICIONES OPTIMAS DE TEMPERATURA Y PH PARA ENZIMAS MICOLITICAS SECRETADAS
POR TRICHODERMA KONINGIOPSIS POS7

AMERIO Natalia S.; BARENGO Marcela P; BICH Gustavo A.; ZAPATA Pedro D.; VILLALBA Laura L.y
CASTRILLO Maria L.

MICOPARASITISMO DE ESCOVOPSIS HMP9, PROMISORIO PARA BIOCONTROL DE HORMIGAS
CORTADORAS DE HOJAS

BARENGO, Marcela P; ALZAGA, Ernesto E. ; BICH, Gustavo A.; AMERIO, Natalia S.; ZAPATA, Pedro
D.; CASTRILLO, Maria L.

EVALUACION DE LA CONSERVACION DE VIABILIDAD DE CEPAS NATIVAS DE METARHIZIUM
BICH, Gustavo A.; CASTRILLO, Maria L.; KRAMER, Fernando L.; VILLALBA, Laura L.; ZAPATA, Pedro
D.
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GENES INVOLUCRADOS EN MECANISMOS DE BIOCONTROL DE TRICHODERMA KONINGIOPSIS
POS7

CASTRILLO, Maria L.; AMERIO, Natalia S.; BARENGO, Marcela P; BICH, Gustavo A.; VILLALBA,
Laura L.; SAPARRAT, Carlos M. N., ZAPATA, Pedro D.

EFECTO BIOFERTILIZANTE DE BACILLUS ALTITUDINIS EN PLANTINES DE YERBA MATE EN
VIVERO.

CORTESE, lleana J.; BOYCHO, Marisa E. ; ONETTO, Andrea L.; CASTRILLO, Maria L.; LACZESKI,
Margarita.E.

EVALUACION DE LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO ANTIHELMINTICO EN OVINOS Y CAPRINOS
DE MISIONES

DIAZ Aylen R.; DIAZ ALARCON Ricardo; MINO Cristian; DA LUZ Miguel; LIOTTA Domingo J. ; MINO
Samuel

EFECTO IN VITRO DE PESTICIDAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE BEAUVERIA BASSIANA
IRIARTE Agustina M.; SILVA Marilyn; SADANOSKI Marcela A.; FONSECA Maria I.

AUTOMATIZACION EN GERMINACION DE CULTIVOS HIDROPONICOS
KURTZ, Olga M.

PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL EN PLANTAS YERBA MATE INOCULADAS CON
TRICHODERMA SPP.
LOPEZ Ana C.; ZAPATA Pedro D.; LUNA Maria F.; ALVARENGA Adriana E.

SEVERIDAD DE AISLAMIENTOS FUNGICOS ASOCIADOS A LA PUDRICION RADICULAR EN
Manihot esculenta

MARTINEZ, Sebastian. A.; MADRASSI, Lucas M., MONACO, Cecilia I, ZAPATA, Pedro D.;
ALVARENGA, Adriana E.

ALTURA Y NUMERO DE HOJAS COMO ESTIMADORES DEL CRECIMIENTO DE ILEX
PARAGUARIENSIS
ONETTO, Andrea L.; CORTESE, lliana J.; CASTRILLO, Maria L.; LACZESKI, Margarita E.

EFECTO MICOPARASITICO DE TRICHODERMA KONINGIOPSIS POS7 SOBRE ALTERNARIA
ALTERNATA.
ROTHARMEL, Florencia I. ; AMERIO, Natalia S.; BICH, Gustavo A.; CASTRILLO, Maria L.

TRICHODERMA SPP. COMO AGENTES DE CONTROL BIOLOGICO DE LA PUDRICION RADICULAR
EN MANDIOCA

VARGAS, Adriana D.; MADRASSI, Lucas M.; ZAPATA, Pedro D.; MONACO, Cecilia I.; ALVARENGA,
Adriana E.

ALTERNATIVAS DE CONTROL PARA EL TI1ZON DEL HILO BLANCO EN ILEX PARAGUARIENSIS
VERESCHUK, Manuela L.; DOMINGUEZ, Facundo G.; ALVARENGA, Adriana E; ZAPATA, Pedro D.

IDENTIFICACION DE AISLAMIENTO FUNGICO DEL GENERO BEAUVERIA NATIVA DE LA
PROVINCIA DE MISIONES

SILVA, Marilyn R.V.; ORTELLADO, Laura E; BICH, Gustavo A.; CASTRILLO Maria L.; FONSECA,
Maria |.; ZAPATA, Pedro D.; VILLALBA, Laura L.

ANALISIS DEL SITIO CATALITICO EN LACASAS: CLAVES MOLECULARES DEL ACOPLAMIENTO
CON LIGANDOS
AYALA SCHIMPF, Alan R.; GAMARRA, Marcelo D.; FONSECA, Maria |.; ZAPATA, Pedro D.
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PERFIL PROTEICO Y MORFOLOGIA DE ACTINOMUCOR ELEGANS LBM 239 CULTIVADO CON
CARBENDAZIM

BELARDITA, Agustin A; BAUMANN, Alicia J.; DiAZ, Gabriela V.; ARGUELLO, Beatriz V.; ZAPATA,
Pedro D.

EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS A PARTIR DE RESIDUOS AGRO INDUSTRIALES
UTILIZANDO ENZIMAS FUNGICAS

BORDAQUIEVICH, Mayra F,; DIAZ, Gabriela V.; CONIGLIO, Romina O.; FONSECA, Maria |.; ZAPATA,
Pedro D.

RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL DE PLEUROTUS PULMONARIUS LBM105 DURANTE LA
DEGRADACION DE BIFENILOS POLICLORADOS
CHELALICHE,A. Sebastian; ALVARENGA, Adriana E.; ZAPATA, Pedro D.; FONSECA, Maria I.

D-LIMONENO COMO INDUCTOR DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA LIPASA EN PENICILLIUM
CITRINUM
ESQUIVEL Rocio B.; VELAZQUEZ Juan E.; SADANOSKI Marcela A.; FONSECA, Maria .

PRESENCIA DE GENOTIPOS TOXIGENICOS EN FLORACIONES DE CIANOBACTERIAS EN LA
CIUDAD DE POSADAS, MISIONES.
KOLMAN, Maria A.; KUNZ, Isaias E.;MINO, Maria L.; ZAPATA, Pedro D.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROALGAS NATIVAS CON POTENCIAL APLICACION
BIOTECNOLOGICA

MINO, Maria L.; KOLMAN, Maria A.; ZAPATA, Pedro D.

CARACTERIZACION DE LIPASAS PRESENTES EN PENICILLIUM SP. DE LA PROVINCIA DE
MISIONES
ORTELLADO, Laura E.; VILLALBA, Laura L.; ZAPATA, Pedro D.; FONSECA, Maria .

EFECTO DEL CR(VI) SOBRE EL CRECIMIENTO FUNGICO Y LA CONCENTRACION DE PROTEINAS
DE DOS HONGOS AISLADOS DE LA PROVINCIA DE MISIONES
TATARIN, Ana S.; ARANGUIZ, Camila ;SADANOSKI., Marcela A.; POLTI, Marta A.; FONSECA, Maria.l.

AGARICOMYCETES INMOVILIZADOS EN ESPONJA VEGETAL PARA TRATAMIENTO DE UN
EFLUENTE CITRICOLA
SAGUCHI, Evelin Y. ; BENITEZ, Silvana F.; ZAPATA, Pedro D.; LEVIN, Laura N.; FONSECA, Maria I.

ESTUDIO PRELIMINAR DE TOXICIDAD DE UNA NUEVA ENZIMA FIBRINOLITICA FUNGICA
ACOSTA, Gabriela A.; FONSECA; Maria |.; FARINA, Julia |.; ZAPATA, Pedro D.

ESTUDIO PRELIMINAR DE TOXICIDAD DE UNA NUEVA ENZIMA FIBRINOLITICA FUNGICA
ACOSTA, Gabriela A.; FONSECA; Maria |.; FARINA, Julia |.; ZAPATA, Pedro D.

TRATAMIENTO FUNGICO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES
MARMILICH, Ivan; RODRIGUEZ, Susana C.; DIAZ, Gabriela V.; ZAPATA, Pedro D.; RODRIGUEZ, Maria
D.

PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE UNA XILANASA RECOMBINANTE PROVENIENTE DE
TRICHODERMA ATROVIRIDE LBM 117
MOLINA, M. A;; SGROPPO S.C., MILDE, L.B.; ZAPATA P. D.; Fonseca, M. .
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DESARROLLO DE ANTIVIRALES CONTRA VP4 DE ROTAVIRUS MEDIANTE CRIBADO VIRTUAL
SCHRODER, Melanie J.; SALVATIERRA, Karina , LIOTTA, Domingo J., TRAGLIA German; MINO,
Samuel

TECNICAS DE INMOVILIZACION ENZIMATICA PARA EL DESARROLLO DE
BIONANOCATALIZADORES

KRAMER, Gustavo R. ; BRUERA, Florencia A.; SADANOSKI, Marcela A.; VELAZQUEZ, Juan E.;
FONSECA, Maria |.; ZAPATA, Pedro D.; ARES, Alicia E.

INMOVILIZACION DE ESTERASAS PRODUCIDAS POR PENICILLIUM RUBENS EN
NANOPARTICULAS MAGNETICAS

MIGUEL, Nicolas A.; RODRIGUEZ, Maria D.; ORTELLADO, Laura E; ZAPATA, Pedro D.; VILLALBA,
Laura L.

ELECTRODOS MODIFICADOS CON OXIDO DE ALUMINIO ANODICO PARA SU APLICACION COMO
BIONANOSENSORES

ROMERO RIOS, Florencia D. ;BRUERA, Florencia A.; KRAMER, Gustavo R.; RODRIGUEZ, Maria D.;
ARES, Alicia E.; ZAPATA, Pedro D.

SISTEMA DE CLASIFICACION DE ROTAVIRUS GRUPO A: ANALISIS DE 3 GENES
ESTRUCTURALES
AGUILERA, Jonathan N.; SALVATIERRA, Karina A.; MINO, 0. Samuel

EXPRESION DE LOS GENES CPEB DURANTE EL TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA MIELOIDE
CRONICA
BENEGAS, Paula A.; RIVERO, Donovan; ZAPATA Pedro D.; LARRIPA Irene B.; FERRI, Cristian

HUESPEDES, GENOTIPOS Y CONSTELACIONES DE RVA: DISTRIBUCION EN EL MUNDO ANIMAL
DIAZ ALARCON, Ricardo G.; SALVATIERRA, Karina A.; LIOTTA, Domingo J.; MINO, Samuel

EVALUACION DE LA TECNICA ARMS-PCR PARA EL ESTUDIO DE VARIANTES GENETICAS
ESNARRIAGA, Maria S.; MASCHERONI, Maria B.; ZAPATA, Pedro D.; ACOSTA, Karina B.

ANALISIS DE LA VARIABILIDAD NUCLEOTIDICA DE PROTEINAS NO ESTRUCTURALES DE
ROTAVIRUS GRUPO A
GOMEZ QUINTERO, Emiliano L.; SALVATIERRA, Karina A.; MINO, Samuel

LA EOSINOFILIA DUODENAL DE BAJO GRADO SE ASOCIA CON CAGA EN LA DISPEPSIA
RELACIONADA CON HELICOBACTER PYLORI

SANCHEZ, Nicolas; CARONIA, Virginia; ELIZONDO, Karina; JORDA. Graciela; SCHNEIDER, Adolfo;
ZAPATA, Pedro D.; BARREYRO, Fernando J.

INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI E HIGADO GRASO EN EL NORDESTE ARGENTINO:
ESTUDIO MULTICENTRICO

SANCHEZ, Nicolas; MAIORANA, Facundo; CARONIA, Virginia; ELIZONDO, Karina; JORDA, Graciela;
SCHNEIDER, Adolfo; ZAPATA, Pedro D.; BARREYRO, Fernando J.

INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI EN EL NORDESTE ARGENTINO: ESTUDIO
MULTICENTRICO
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MARCADORES MOLECULARES EN CANCER DE MAMA
ACOSTA, Karina B. *®; MASCHERONI, Maria B. ¢, ESNARRIAGA, Maria S.  RIVERO,
Donovan®®, TISCORNIA, Maria M. % FERRI, Cristian A. 2; ZAPATA, Pedro D. &°.

a) Universidad Nacional de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y
Naturales.  Instituto de Biotecnologia Misiones. Laboratorio de Biotecnologia
Molecular.

b) Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).

c¢) Centro de Medicina Preventiva (PREDIGMA).

acostakb@fceqyn.unam.edu.ar

En Argentina, el cancer de mama (CM) es la primera causa de muerte por tumores
en mujeres y es responsable de aproximadamente el 25% (147/691) del total de
defunciones causadas por tumores en las mujeres misioneras. Por lo cual,
constituye una importante causa de morbimortalidad tanto a nivel nacional como
provincial.

Es importante destacar que si bien la predisposicion hereditaria es un factor que
aumenta el riesgo de tener cancer de mama, mas del 80% de las mujeres afectadas
por esta enfermedad no tiene antecedentes familiares y se asocian a un cancer de
tipo esporadico.

La susceptibilidad al cdancer de mama esporadico frecuentemente se asocia a
variantes genéticas en genes de baja penetrancia, que si bien confieren un riesgo
reducido, son mas frecuentes en la poblacién general y por lo tanto, podrian explicar
una fraccion importante de la susceptibilidad cuando son consideradas en conjunto.
En este contexto, nuestro grupo de investigacion tiene larga trayectoria en el estudio
y caracterizacion de variantes genéticas con potencial utilidad como marcadores
genéticos para la identificacién de individuos con una susceptibilidad diferencial de
desarrollar cancer de mama esporadico. Aportando informacién de relevancia sobre
la biologia molecular y epidemiologia genética de esta neoplasia en Misiones.
Particularmente, en estudios de caso-control realizados por nuestro grupo, se ha
descripto el rol modificador del riesgo de las variantes genéticas rs121913279
(PIK3CA) [OR=21,14; 95% 1C=2,67-167,4; p=0,0001]; rs4645878 (BAX) [OR=0,2; 95%
IC=0,08-0,51; p=0,0002] y rs2279115 (BCL2) [OR=1,69; 95% IC=1,13-2,54; p=0,0134],
en la susceptibilidad de desarrollar CM esporddico en la poblacién general (Acosta
et al, 2016). La asociacién detectada pone de manifiesto su utilidad como
potenciales marcadores genéticos de susceptibilidad.

En los ultimos 10 afios se ha evidenciado un incremento gradual en la incidencia del
CM en mujeres jovenes (con edad = 50 afios). Si bien, la edad temprana de
presentacion del CM suele estar ligado a mutaciones en genes de alta penetrancia
(CM hereditario y/o familiar), recientes estudios han mostrado un alto nimero de
pacientes joévenes que resultan negativas para estas pruebas genéticas
convencionales (paneles genéticos), sugiriendo que existen otros genes adicionales
implicados en el inicio temprano de CM. Sin embargo, en comparaciéon con las
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pacientes postmenopausicas, los datos genéticos y genémicos para este grupo de
pacientes, son escasos.

Atendiendo a esta demanda; nuestro grupo actualmente trabaja en el estudio de
variantes genéticas y perfiles de expresién de genes “target” que podrian estar
asociados al desarrollo y evolucion del CM en mujeres dentro de este estrato etario
particular (30-50 afios). El objetivo general del trabajo es caracterizar los aspectos
clinico-patolégicos y moleculares en un grupo de mujeres jévenes (edad < 50 afios)
diagnosticadas con CM de la provincia de Misiones, para las cuales no existen datos
reportados.

El impacto de este trabajo, tanto a nivel local como global, radicara en el
conocimiento cientifico generado a partir de la caracterizacion del grupo de estudio
y en la identificacion de nuevos marcadores genéticos que permitan una mejor
comprensién de los procesos moleculares implicados en la carcinogénesis
temprana.

CANCER DE MAMA; MARCADORES GENETICOS; EPIDEMIOLOGIA GENETICA



VPH: EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL CANCER DE
CUELLO UTERINO

BADANO, Ines *; TOTARO, Maria E.? LIOTTA, Domingo J.2°

a) Universidad Nacional de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y
Naturales. Instituto de Biotecnologia Misiones. Laboratorio de Biologia Molecular
Aplicada.

b) Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).

¢) Instituto Nacional de Medicina Tropical (INMeT) ANLIS “Dr. Carlos Malbran”.

ineshadano@gmail.com

Los Virus Papiloma Humano Alpha-A9 (HPV) son los principales responsables del
desarrollo de céncer de cuello uterino (CCU). En conjunto se encuentran en el 72%
de los CCU a nivel mundial y el 5% de la poblacion femenina sana. Sin embargo, el
desarrollo de CCU responde a un modelo multifactorial que involucra no solo la
infeccién por HPV, sino también factores socioculturales y predisposicion genética
del paciente. En este contexto, nuestro grupo realiza investigaciones para: (i)
describir la epidemiologia molecular de la infeccién por HPV en Misiones; (ii)
caracterizar marcadores genéticos humanos y virales potencialmente involucrados
en el desarrollo del CCU y; (iii) proponer escenarios posibles de origen y dispersion
de los linajes virales en la region. Esta informacion permitira identificar marcadores
de progresion y el disefio de estrategias de monitoreo de la infeccion en las etapas
pre y post vacunacion.

Resultados de las principales lineas en curso:

1) Epidemiologia: el grupo fue pionero estudios epidemiolégicos en poblaciones
urbanas (Tonon et al., 1999; Badano et al., 2011) y pueblos originarios Mbya Guarani
de la Provincia (Tonon et al., 2003; 2004, 2007; Badano et al., 2015) y actualmente
colabora con la Red Nacional de Papilomavirus en el monitoreo del impacto de la
vacunacion en la Provincia de Misiones. Con respecto a este ultimo, los resultados
obtenidos, indican que la vacunacion ha resultado en una disminuciéon de la
prevalencia de infeccion por HPV16/18 de mas de un 93% en jovenes sexualmente
activas de 15 a 17 afios (Gonzalez et al., 2020; 2021).

2) Genética: actualmente, se trabaja en la identificacion de marcadores genéticos
virales (oncogenes E6 y E7 y la proteina de la capside L1) y humanos (citoquinas,
ADN mitocondrial) en el desarrollo del CCU. También se realiza la secuenciacién de
genomas completos para el analisis simultaneo de todas las proteinas virales, para
comprender su funcién bioldgica en el proceso de oncogénesis y/o evolutiva. De
particular interés, nuestro grupo ha descrito que la variante de riesgo HPV16 E6
350G resulta en un incremento del riesgo de desarrollo de lesiones de alto grado del
OR de 19,41 (4,95-76,10) en mujeres de Misiones y pone de manifiesto su rol como
marcador de riesgo para la region (Totaro et al., 2022).
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3) Evolucién: andlisis filogenéticos y filogeograficos para comprender el origen y
evolucion de las variantes virales en la Provincia de Misiones y el estudio de la
infeccion por papilomavirus en nuevos huéspedes. El grupo ha realizado el primer
reporte de la infeccidon por papilomavirus en primates Sapajus y Alouatta de la
Argentina (Sanchez Fernandez et al., 2021). Este descubrimiento amplia el rango de
huéspedes previamente descrito para estos virus y pone de manifiesto la necesidad
de ampliar los estudios a otras especies de primates.

Conclusiones: El LaBiMAp ha consolidado un espacio de trabajo que permite generar
conocimiento novel en epidemiologia molecular para la regién y contribuyen a la
formacion de RRHH y desarrollo en CyT de la Universidad.

HPV; PAPILOMAVIRUS; EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR; CANCER DE CUELLO DE
UTERO; EVOLUCION VIRAL



HONGOS NATIVOS DEL ORDEN HYPOCREALES UTILIZADOS EN CONTROL
BIOLOGICO

BICH, Gustavo A.?® CASTRILLO, Maria L.**: BARENGO, Marcela P.#®: AMERIO,
Natalia S.*"; PEDROZO Tania T.%; ROTHARMEL Florencia® ZAPATA, Pedro D.??;
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Molecular.

b) Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
gustavobich@gmail.com

La agricultura y el sector forestal son dos de las principales actividades econémicas
de nuestra provincia. Estos cultivos, al presentarse como monocultivos en grandes
extensiones suelen ser afectados por diversas plagas y enfermedades, por lo que
tradicionalmente se aplican diversos pesticidas y fertilizantes quimicos.
Actualmente existe una preocupacion general por la contaminacion y efectos
perjudiciales secundarios de estos pesticidas quimicos, por lo que se estan
buscando nuevas estrategias sustentables de control de plagas. En este contexto se
destaca la posibilidad del uso de la tecnologia del control bioldgico. En este tipo de
estrategias de control de plagas se utilizan organismos con capacidad natural de
controlar plagas de la agricultura y el sector forestal primario. Los hongos poseen
cualidades unicas de parasitar, matar y multiplicarse en poblaciones de organismos
plaga. Ademas, nuestra provincia es una ecoregion de Argentina con una vasta
biodiversidad donde se puede realizar una bioprospecciéon de microorganismos
nativos para su uso en control bioldégico. Dentro del orden Hypocreales, los hongos
micoparasitos generalistas, entre los cuales se encuentran los géneros Trichoderma
y Clonostachys, tienen un  amplio rango de hospedadores y se utilizan
principalmente para el control bioldgico directo de patdgenos de plantas. Por otro
lado, existen micoparasitos especializados, como los pertenecientes al género
Escovopsis, que son altamente selectivos y se pueden emplear para el control
bioldgico indirecto de hormigas cortadoras de hojas de la tribu Attini (Hymenoptera,
Insecta). Asimismo, dentro del mismo orden taxonémico, los hongos
entomopatogenos tienen la capacidad natural de parasitar a diferentes grupos de
insectos y otros artropodos, causando la muerte de los mismos por la produccion
de enzimas o la colonizacién del organismo. Los géneros de hongos
entomopatoégenos mas estudiados para el control bioldgico de insectos plaga son
Metarhizium, Beauveria y Paecilomyces. En nuestro grupo de trabajo se han aislado
cepas de diferentes especies nativas pertenecientes a estos géneros fungicos. Se
han realizado trabajos de identificacion morfolégica y molecular de estas cepas.
Ademas, se han realizado trabajos de caracterizacion de la secrecion de enzimas de



interés biotecnoldgico en varias de estas cepas. También se han iniciado trabajos
de caracterizacién de la capacidad biocontroladora de estos hongos frente a
diversas plagas y enfermedades en condiciones de laboratorio. También se han
realizado ensayos de biocompatibilidad, bioseguridad y cocultivo entre estas cepas
de interés biotecnoldgico. Asimismo, estas cepas han sido ingresadas vy
resguardadas en el cepario de interés biotecnologico del InBioMis para
posteriormente profundizar el conocimiento de estas cepas nativas y su posible uso
biotecnoldégico. Como perspectivas de trabajo se deberia profundizar en estudios
relacionados a los genes involucrados en estos procesos de biocontrol asi como
estudios ecoldgicos para la implementacion de mejoras en posibles bioproductos.

BIOCONTROL; HONGOS ENTOMOPATOGENOS; HONGOS MICOPARASITOS



APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LA INMOVILIZACION ENZIMATICA SOBRE
SOPORTES NANOESTRUCTURADOS DE OXIDO DE ALUMINIO

BRUERA, Florencia A. 2"

a) Universidad Nacional de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y
Naturales. Instituto de Biotecnologia Misiones. Laboratorio de Biotecnologia
Molecular.

b)Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
brueraflorencia@gmail.com

A través de la inmovilizacién enzimatica es posible confinar a las enzimas en un
soporte especifico, permitiendo que puedan usarse repetida y continuamente sin
una disminucién significativa de la actividad catalitica. Asimismo, la inmovilizacién
tiene como ventaja adicional la facil separacion enzima/producto, y, ademas, se
puede incrementar la estabilidad de la enzima mediante su interaccion con un
soporte adecuado. Estos avances biotecnoldgicos, por un lado, permiten ampliar el
campo de aplicacién de los biocatalizadores, y por otro, producen mejoras notables
en el rendimiento técnico-econémico de los procesos industriales actuales. Con
esta perspectiva y en pos de generar soluciones a las problematicas ambientales
locales, en el Instituto de Biotecnologia Misiones (INBIOMIS), con colaboracién del
Instituto de Materiales de Misiones (IMAM), se estan desarrollando dos lineas de
investigacion relacionadas con la inmovilizacion enzimatica de Lacasas sobre
soportes nanoestructurados de 6xido de aluminio anédico: 1) bionanocatalizadores
para el tratamiento de efluentes provenientes de las industrias papeleras y 2)
bionanosensores para el monitoreo de pesticidas en aguas superficiales de manera
rapida, efectiva y econdmica. En esta disertacién se analizaran los avances
recientes relacionados con esta tematica y los resultados logrados por el equipo de
trabajo.

BIONANOCATALIZADORES; BIONANOSENSORES; LACASA; MEMBRANAS Y
RECUBRIMIENTOS NANOPOROSOS



GENES, CONIDIAS Y PRODUCTOS METABOLICOS DE TRICHODERMA IMPLICADOS
EN BIOCONTROL
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mlc_827@hotmail.com

La forma tradicional para el control de las enfermedades en cultivos agricolas y
forestales es la aplicaciéon masiva de productos quimicos, pero debido a su
composicion y uso inadecuado pueden resultar toxicos e inespecificos. La actividad
de los fungicidas quimicos puede afectar a otras entidades biolégicas no blanco,
directa e indirectamente, por su capacidad de bioacumulacién, su inespecificidad y
persistencia en el ambiente, alterando de esta manera diversas interacciones
ecoldgicas. Actualmente existe una tendencia internacional por disminuir o erradicar
el uso de estos fungicidas a nivel mundial. El uso de antagonistas microbianos
multifuncionales y sus productos biolégicos que potencien el resguardo frente a
patdgenos y/o plagas, sean menos perjudiciales para el medio ambiente, puedan
actuar como potenciales recuperadores del suelo y fomenten el crecimiento de los
cultivos, son una de las alternativas mas prometedoras hacia una agricultura
sustentable.

Desde hace varios afios, nuestro grupo de trabajo viene investigando la seleccion y
aplicacion de cepas fungicas multifuncionales que presenten capacidad
biocontroladora y bioestimulante, ademas de ser capaces de producir antibidticos y
enzimas, poseer gran versatilidad metabdlica y fuerte capacidad de competencia,
inducir resistencia sistémica en plantas, parasitar hongos fitopatégenos e insectos
plaga, y resistir las condiciones de acidez del suelo y las elevadas temperaturas
ambientales. Ya que todo este proceso permitira avanzar en la generacion de un
bioproducto a base de un consorcio de microorganismos multifuncionales nativos
de Misiones, que se encuentre mas adaptado a las condiciones edafo-climaticas de
nuestra region.

Particularmente, nuestro grupo de trabajo propone validar mediante tecnologias
—-Omicas y microbiolégicas la capacidad biocontroladora y bioestimulante de
aislamientos fungicos multifuncionales del orden Hypocreales nativos de Misiones y
ha seleccionado aislamientos del género Trichoderma con dichas caracteristicas. Se
secuencié su genoma y se determind que estos aislamientos son portadores en su
genoma de genes que codifican enzimas implicadas en procesos de biocontrol y
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bioestimulacién. A partir de la anotacion y caracterizacion estructural y funcional de
estos genes, se localizaron las regiones reguladoras de los mismos y se determiné
la existencia de elementos de respuesta implicados en el control de activacion de la
sintesis de estas enzimas. Todo este procedimiento permitié determinar las fuentes
de carbono y nitrégeno y condiciones fisico-quimicas que optimizaron la secrecion
de las enzimas implicadas en el proceso de control biolégico en condiciones de
laboratorio; y se logré obtener un formulado enzimatico y de conidias de
Trichoderma con actividad biocontroladora, bioprotectora y bioestimulante.

El advenimiento de la vision -6mica en conjuncién con los datos aportados por la
seleccién y optimizacion bioquimica, generé avances en la comprensiéon de las
bases genéticas y moleculares del proceso implicado en el control de la activacién
de la sintesis de enzimas involucradas en el biocontrol de plagas, en la
bioproteccion de semillas y en la bioestimulacion de plantaciones de interés
agronémico y forestal. Estos resultados se presentan como una alternativa
sustentable, organica, innovadora, ecoamigable y aplicable que impactaran en el
ambito econdmico y ambiental en respuesta a que incitaran a reducir el uso de
agroquimicos.

TECNOLOGIAS -OMICAS; ENZIMAS; OPTIMIZACION
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ACTIVIDADES DE INVESTIGACION EN DIAGNOSTICO,
EPIDEMIOLOGIA Y ANALISIS DE PATOGENOS VETERINARIOS CON EL ENFOQUE
“UNA SALUD”
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Las enfermedades infecciosas y las parasitosis producidas por vermes constituyen
uno de los problemas constantes en salud animal. Ademas, se plantea un desafio
necesario para abordar estas patologias desde la perspectiva de “Una Salud”. Donde
la interdependencia de la salud humana y animal con los ecosistemas en los cuales
coexisten juega un rol central.

Asi, el diagnéstico, prevencion y tratamiento de estas enfermedades son un punto de
inflexion clave el cual debe ser abordado en el ambito local, con el pequefio
productor, como a nivel provincial y nacional promoviendo y potenciando esta
practica.

En este contexto, el equipo de trabajo de “Salud Animal y Una Salud” de la EEA Cerro
Azul aborda el diagndstico, prevencion, control y tratamiento de enfermedades
animales, asi como también el sistema silvopastoril, parte constitutiva del
ecosistema productivo. Para esto, las actividades dentro de proyectos y redes
nacionales, como ser: “Desarrollo de tecnologias diagnosticas y estudios
epidemioldgicos para el control de enfermedades que afectan la produccién animal
y la salud publica®, “Patdgenos animales: su interaccién con el hospedador y el
medio ambiente en el marco Una Salud”, “Estudios para el control de enfermedades
subtropicales y/o transmitidas por vectores”, “Red de Laboratorios de Diagndstico
Veterinario” y “Sistemas Silvopastoriles integrados: hacia un manejo sustentable”.
Como complemento de estas actividades, y considerando la necesidad de
integracion de las instituciones en pos de la generacion de conocimiento,
tecnologias y formacion de recursos humanos, recientemente entre el INTA y la
UNaM formalizaron un Convenio de Cooperacion Cientifica para trabajar de forma
conjunta en temas de interés local que requieren de investigacion, desarrollo y
transferencia al sector demandante. Entre ellos se destacan las siguientes lineas:
“Estudio de la resistencia a antihelminticos de uso frecuente en rumiantes menores”,
el “Diagnostico de enfermedades veterinarias”, la “Evaluacion del potencial de la
tecnologia Maldi-Tof MS en la identificacion de vectores con impacto sanitario”, los
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“Estudios de evolucion y dispersion de patégenos virales utilizando herramientas
bioinformaticas” y el “Desarrollo de herramientas de deteccién de Adenovirus y
Rotavirus como indicadores de calidad de agua del Rio Parana”.

Por otro lado, el grupo también participa en la construccién de alianzas estratégicas
y politicas publicas, siendo parte de la “Red de Diplomacia Cientifica para América
Latina y el Caribe”, de la “Plataforma Contribucién para la Formulacién y Gestion de
Politicas Publicas” y la plataforma de “Prospectiva y Observatorios Tecnoldgicos”.
Asi, el investigador se constituye en representante y vinculador de instituciones, en
donde se realiza asistencia técnica en ambitos de definicion de problemas vy
participa en la evaluacién y construccion de politicas publicas relacionadas al
sector.

EEA CERRO AZUL; SALUD ANIMAL; DIPLOMACIA CIENTIFICA; PROYECTOS INTA
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CONTRIBUCION DEL LABIMAP-UNAM A ESTUDIOS ECOEPIDEMIOLOGICOS DE LAS
LEISHMANIASIS EN ARGENTINA.
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Las leishmaniasis son un conjunto de enfermedades de etiologia causada por la
infeccién de parasitos del género Leishmania que se transmiten a través de la
picadura de fleb6tomos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae). En Argentina, la
forma mas leve de la enfermedad es la Leishmaniasis Cutanea (LC) con ocurrencia
de brotes esporadicos generalmente asociados a procesos de deforestacion rurales.
Por otro lado, la Leishmaniasis Visceral (LV) es la forma mas grave de la noxa y se
presenta en escenarios de transmision rurales y urbanos, siendo el perro doméstico
el reservorio definido. Estos escenarios de transmision son diversos, con distintas
especies involucradas, tanto de parasitos como de flebétomos vectores. En este
contexto, para la prevencioén y el control de la enfermedad es importante identificar
los escenarios y describirlos definiendo el papel de cada uno de los eslabones que
componen la cadena de transmisién. El LaBiMAp ha contribuido en esta tarea desde
el afo 2010, con trabajos de deteccion e identificaciéon de parasitos del género
Leishmania tanto en reservorios como en vectores. A tal efecto se ajustaron y
evaluaron distintos protocolos de PCR, RFLP y secuenciacion. Entre los trabajos
publicados, destaca la descripcion del primer caso autéctono de LV en el pais,
ocurrido en 2006 en la ciudad de Posadas, Misiones, con deteccién e identificacion
de L. infantum en su vector principal Lu. longipalpis y el perro (Canis familiaris) como
reservorio. A partir de este evento, y en sinergia con proyectos colaborativos en la
Red de Investigacion de las Leishmaniasis de Argentina (REDILA) y el Instituto
Nacional de Medicina Tropical (INMeT-ANLIS “Dr. Carlos Malbran”), se realizaron
detecciones de ADN de Leishmania en distintas especies de fleb6tomos capturados
en distintos estudios de foco, aportando asi a su incriminacién vectorial. Sin
embargo, el estudio de los fleb6tomos vectores es un desafio en si mismo dada la
diversidad de especies existentes, la ocurrencia de especies cripticas, la diversidad
de sus nichos ecoldgicos, su heterogeneidad en espacio y tiempo y la dificultad en
sus determinaciones taxondmicas que requiere de entomédlogos especialistas en la
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familia Phlebotominae. Esta Gltima situacién propuso el desafio de evaluar distintos
marcadores moleculares para complementar y validar las determinaciones
taxondmicas de los vectores; fue asi como se inicid y evalué la aplicabilidad de una
biblioteca de cdédigos de barra genéticos (Barcoding) que hasta el momento cuenta
con 135 secuencias de 19 especies de flebétomos, incluyendo las cinco especies
incriminadas en la transmision de Leishmania spp en Argentina. Estas herramientas
también permiten la asociacion vector-parasito a partir del andlisis de una misma
muestra biolédgica, dando certeza a la identidad de los elementos de la cadena de
transmision epidemioldgica, informacién necesaria para definir escenarios y adecuar
cada intervencién al contexto epidemioldgico local, fortaleciendo asi las acciones
que se llevan a cabo para la vigilancia y control de las leishmaniasis en el marco del
Programa Nacional de Leishmaniasis.

PHLEBOTOMINAE; LEISHMANIA; PCR-RFLP; BARCODING
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MICORREMEDIACION PARA EL FUTURO
SADANOSKI, Marcela A.2®
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Los metales pesados y los compuestos organicos constituyen los compuestos
quimicos mayormente encontrados en suelos y sedimentos, como resultado de la
actividad antropogénica. Estos compuestos poseen caracteristicas quimicas que le
permiten migrar a través del suelo y contaminar los cursos de agua produciendo
biomagnificacion, lo cual acarrea preocupantes problemas en el ambiente y en la
salud de los seres humanos.

Actualmente la busqueda y desarrollo de nuevas estrategias y tecnologias para
tratar los sitios contaminados se centra en la utilizacion de organismos con
capacidad de biodegradacién y detoxificacion, que se adapten a la matriz
contaminada, se desarrollen en consorcios microbianos, sean tolerantes y
dispongan de mecanismos enzimaticos eficientes. La micorremediacion es una
rama de la biorremediacion que utiliza hongos, sus enzimas y/o metabolitos para
remediar sitios contaminados. Esta tecnologia posee ventajas sobre otros métodos
convencionales de tratamiento, y se presenta como una alternativa rentable,
ecoldgica, y eficaz.

La provincia de Misiones se caracteriza por poseer diversas especies fungicas que
crecen sujetas a altas temperaturas y humedad, y que representan una fuente
invaluable de metabolitos y/o enzimas. Los ensayos de biorremediacion realizados
con estas cepas, aisladas de la provincia, pusieron en evidencia su capacidad para
tolerar y degradar altas concentraciones de bifenilos policlorados (PCBs) en medio
de cultivo liquido y en suelo. La aplicacion de tratamientos de micorremediacion
permitié restablecer los niveles de toxicidad del suelo similares al suelo en ausencia
de contaminacién. Se determind la presencia de enzimas hidroliticas y oxidativas
durante el proceso de remediacion, lo cual podria estar relacionada a degradacion
de contaminantes. En este sentido, los resultados obtenidos de los trabajos de
investigacion indican que los hongos aislados de Misiones poseen potencial
biotecnoldgico para la mitigacion de problemas ambientales. Los estudios a futuro
estaran centrados en la evaluacién de estas cepas en estrategias combinadas,
inmovilizadas en soportes lignocelulésicos para tratar sitios contaminados con
metales pesados y compuestos organicos persistentes.
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CO-PRODUCCION DE COMPUESTOS DE ALTO VALOR AGREGADO COMO
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Desde el punto de vista del significado de co-producir cémo “producir junto con..”, se
observa la posibilidad de revalorizar y extender la cadena de valor de los procesos
industriales como ser el perteneciente al complejo citricola industrial. Este complejo
abarca principalmente la produccién y comercializacion de distintas calidades de
frutas citricas para mercados internos y externos, la produccion de jugos
concentrados, la produccion de aceites esenciales y el d-limoneno, y la produccion
de alimentos balanceados. Pero junto con estos productos, se generan elevadas
proporciones de efluentes sélidos y liquidos que deben ser tratados en plantas de
tratamientos para tal fin, y su operacién debe ser costeada por la misma
comercializacion de los productos, intensificando asi la presion sobre los precios y
los margenes gananciales. Por otra parte, las deficiencias en los tratamientos
pueden afectar la calidad del aire y malestares en residentes de las zonas aledafias
a las plantas de tratamiento.

En este sentido, el aprovechamiento integral de la materia prima, por reproceso y
comercializacién de co-productos, no soélo revaloriza los efluentes apalancando los
resultados financieros de las industrias en general, sino también reducen la
generacion de cargas destinadas a la planta de tratamiento, incrementando sus
eficiencias y reduciendo sus costos operativos.

Los efluentes de la industria citricola se caracterizan por poseer un pH acido variable
(2,5 a 3,5), liquidos con 10 a 30 % de sélidos sedimentables, sélidos con 60 a 80 %
de humedad, coloracion intensa, elevadas DQO y DBO, presencia de carotenoides,
vitaminas, pectinas y compuestos terpénicos. Particularmente, los terpenos
residuales pueden presentar elevada actividad biocida y deshidratante, reduciendo la
actividad microbiana susceptible de degradarla.

Por tanto, a la capacidad de degradacién de la materia organica de los hongos, se
requieren sumar otras aptitudes como ser, elevada tolerancia a compuestos
terpénicos, elevada velocidad de crecimiento, elevada actividad enzimatica para
lograr procesos de bioconversion, y selectividad sobre la generacion de sustancias
susceptibles de otorgar mayor valor agregado a la cadena de valor.

Es asi que a través de estudios de micoprospeccion, tolerancia, optimizacion,
identificacion de metabolitos secundarios y co-productos, estudios de escalamiento
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y rendimiento financiero potencial, se evidencié la capacidad de una serie de hongos
ascomicetes pertenecientes a la coleccién de hongos del Laboratorio de
Biotecnologia Molecular, de ser aplicados en el desarrollo de una tecnologia que
permita viabilizar el aprovechamiento integral buscado.

Todo esto, conlleva ciertas perspectivas a futuro, desafios y oportunidades, que

abarcan desde los estudios de toxicidad hasta la protecciéon de la propiedad
intelectual.

HONGOS; HIDROCARBUROS TERPENICOS; BIOCATALISIS; REVALORIZACION:;
BIOCONVERSION
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CONDICIONES OPTIMAS DE TEMPERATURA Y PH PARA ENZIMAS MICOLITICAS
SECRETADAS POR TRICHODERMA KONINGIOPSIS POS7

AMERIO Natalia S**; BARENGO Marcela P2?; BICH Gustavo A.**; ZAPATA Pedro D.*®;
VILLALBA Laura L. y CASTRILLO Maria L.ab

a) Universidad Nacional de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y
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Las enzimas hidroliticas como ser quitinasas, B-1,3 glucanasas y proteasas, se han
sugerido que son esenciales para la acciéon micoparasita de diversas especies de
Trichoderma contra hongos fitopatdgenos. El objetivo de este trabajo fue determinar
las condiciones O6ptimas de temperatura y pH de reacciéon de quitinasas,
B-1,3-glucanasas y proteasas, en un formulado enzimaticos a base de Trichoderma
koningiopsis POS7, potencial biocontrolador de hongos fitopatégenos.

Se utilizd un disefio de optimizacién de un factor a la vez, utilizando como pH
iniciales los indicados en los protocolos estandarizados para estas enzimas:
método del acido dinitrosalicilico para la cuantificacién de quitinasas vy
B-1,3-glucanasas; y método de la azocaseina, para la cuantificacién de proteasas. El
efecto de la temperatura sobre la actividad de las quitinasas se evalué incubando las
mezclas de reaccion a 25, 37, 45, 55y 65 °C, en un pH 4.8; para las B-1,3-glucanasas
las mezclas de reaccion se incubaron a 30, 40, 50, 60 y 70 °C, en un pH 5; y para las
proteasas se evalué incubando las mezclas de reaccion a 25, 37, 45, 55, 65 °C, en un
pH 7.4. El efecto del pH se determind incubando las mezclas de reaccion a la
temperatura 6ptima obtenida, utilizando diferentes buffers para variar el pH de la
reaccion; para quitinasas se ensayaron pHs 3, 4, 4.8, 6 y 7; para las 3-1,3-glucanasas
se ensayaron pHs 3,4, 5,6y 7; y para proteasas se ensayaron pHs 5,6,7.4,8y 9. Las
demas condiciones de reacciéon se mantuvieron constantes y todos los ensayos se
realizaron por duplicado. Los datos se analizaron usando el software Statgraphics
Centurion XVL.I. Se utilizé la prueba de Tukey para evaluar y seleccionar las variables
que tuvieran un efecto significativo sobre la actividad enzimatica. La actividad
enzimatica se expresé en U/L. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y una
prueba de diferencia entre medias, con un nivel de confianza del 95,0 %.

En cuanto a la actividad quitinasa, la maxima actividad (22,217 U/L) se observo a 45
°C con diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) con respecto a las demds
temperaturas, y en relacién a los pHs, 3, 4 y 4.8 no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre ellos. Para la actividad
B-1,3-glucanasa, la maxima actividad (1091,68 U/L) se obtuvo a 60 °C y pH 5, con
diferencia significativa (p < 0,05) con respecto a las demas condiciones. Para la

19



actividad proteasa, la maxima actividad (897,33 U/L) se observé a 45 °C y pH 7.4
con diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) con respecto a las demas
condiciones.

Estos resultados permitieron establecer las condiciones 6ptimas de temperatura y
pH de las enzimas micoliticas presentes en el formulado enzimatico optimizado de
T. koningiopsis POS7. La presente caracterizacion bioquimica representa un factor
importante para la aplicacién eficiente de estas enzimas en el control biologico de
fitopatogenos.

QUITINASAS; B-1,3 GLUCANASAS, PROTEASAS; CARACTERIZACION BIOQUIMICA;
AISLAMIENTO MICOPARASITO
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MICOPARASITISMO DE ESCOVOPSIS HMP9, PROMISORIO PARA BIOCONTROL DE
HORMIGAS CORTADORAS DE HOJAS

BARENGO, Marcela P2 ALZAGA, Ernesto E. 2" BICH, Gustavo A. " AMERIO, Natalia
S.2b: ZAPATA, Pedro D.?; CASTRILLO, Maria L. 2P
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En la provincia de Misiones, una de las principales plagas que afecta el sector
forestal primario son las hormigas cortadoras de hojas. Su actividad forrajera
consiste en cortar y transportar hasta su nido material vegetal fresco, sobre el cual
crece el hongo Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales), que es su
principal fuente de alimento. Los hongos del género Escovopsis (Ascomycota:
Hipocreales), se consideran parasitos especialistas de L. gongylophorus y por ende
se presentan como potenciales biocontroladores indirectos de las hormigas
cortadoras de hojas. Establecer los mecanismos de accion involucrados en el
micoparasitismo es un factor relevante en el desarrollo y la aplicacién de agentes de
biocontrol, por tanto en este trabajo se realizaron enfrentamientos en microcultivos,
con la finalidad de observar la interaccion y los mecanismos estructurales existentes
entre las cepas de Escovopsis HMP9 y L. gongylophorus 173COR durante el proceso
de micoparasitismo. Cada ensayo se realizé en camara humeda, compuesta por una
caja de Petri, conteniendo dos portaobjetos cruzados y un fragmento de algodén
humedecido con agua destilada estéril. Todos los componentes fueron esterilizados
en autoclave a 121°C y 1 atm de presion superior a la normal durante 15 minutos.
Una vez estéril, se adiciond una fina ldamina de medio de cultivo agar agua estéril
sobre el portaobjetos superior y se dejé solidificar. Sobre el mismo, se inocul6 un
fragmento micelial de 173COR previamente reactivado y se incubd a 28 + 1°C en
oscuridad, durante 7 dias. Posteriormente se inoculd el aislamiento de HMP9
previamente reactivado, y se incubaron bajo las mismas condiciones. Los ensayos
se evaluaron periédicamente hasta detectar la interaccién micelial entre ambos
aislamientos mediante microscopia 6ptica convencional, utilizando la técnica de
montaje con lactofenol azul de algodon.

En los microcultivos controles, ambos hongos presentaron un crecimiento tipico,
173COR con hifas carentes de fibula y la formaciéon de gongilidios y HMP9 de
conidioforos ramificados, vesiculados vy fidlides ampuliformes. En los
enfrentamientos, se observaron diferencias entre ambos hongos. Las hifas de HMP9
presentaron mayor numero de septos y ramificaciones, en comparacién con
173COR. Si bien, no se observaron diferencias notables en el didmetro de sus hifas,
en ciertos puntos de cercania entre ambos hongos, las hifas de Escovopsis HMP9 se
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encontraban entrelazadas como incrementando su diametro. Con respecto a
173COR, no se detectd la presencia de gongilidios, es decir que la presencia del
micoparasito puede haber impedido la formacién de estas estructuras
caracteristicas. Por otra parte, se observé un enrollamiento por parte de las hifas de
173COR, sobre las hifas entrelazadas de HMP9, como llevando a cabo un
mecanismo de defensa. En todas las réplicas de los enfrentamientos se observé una
degradacion de las hifas de 173COR, tanto en puntos de contacto con HMP9 como
en areas contiguas pero sin contacto entre las hifas, denotando la secrecion de
enzimas que degradan la pared celular del huésped.

Estos resultados indicaron que Escovopsis HMP9 actu6 como un micoparasito
necrotrofico de contacto empleando conjuntamente mecanismos fisicos y quimicos
para ocasionar la destruccioén de las hifas de L. gonglophorus 173COR.

MICROCULTIVOS; L. GONGLOPHORUS; MICROSCOPIO OPTICO
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EVALUACION DE LA CONSERVACION DE VIABILIDAD DE CEPAS NATIVAS DE
METARHIZIUM
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Los hongos entomopatégenos son un grupo de microorganismos que tienen la
particularidad de parasitar a diferentes grupos de insectos y otros artrépodos, como
las aranas y los acaros. La caracterizacion de los hongos, tanto a nivel morfolégico,
fisiolégico y molecular, es considerada una etapa esencial para la seleccion de
especies fungicas biocontroladoras promisorias. Una de las caracteristicas de
importancia al momento de seleccionar un agente biocontrolador es evaluar su
capacidad de conservacion en un cepario para futuras pruebas y procesos de
produccidn. En la evaluacion de condiciones de conservacién adecuadas para cepas
fungicas promisiorias se utilizaron dos cepas nativas de hongos entomopatdgenos
(HEP) pertenecientes al género Metarhizium aisladas de muestras de suelo e
insectos colectados en campafias de bioprospeccion. Estas cepas fueron
codificadas como HEP2 y HEP14. Se evaluaron tres condiciones de -cultivo,
dispuestos en tubos plasticos de 1,5 mL, para cada una de las cepas fungicas:
medio de cultivo papa dextrosa agar 3,9%; granos de arroz estéril; y agua destilada
estéril. Las cepas fueron inoculadas en cada uno de los tubos de los tratamientos
colocando un disco de la colonia fungica, e incubandose a 28 + 1°C durante 7 a 10
dias. Este procedimiento se realiz6 por triplicado para cada cepa. Estos tubos fueron
conservados a 4°C hasta el momento de su evaluacién. Transcurrido el periodo de
12 y 24 meses, se determiné la viabilidad y pureza de cada una de las cepas
fungicas en placas de Petri de 60 mm de diametro con medio de cultivo PDA. La
viabilidad se evalu6 en el microscopio éptico como el numero de conidias
germinadas en el numero total de conidias contabilizadas; la pureza fue evaluada
como la presencia de contaminacién microbiana. El andlisis de varianza (ANOVA) se
realiz6 mediante el programa Statgraphics Centurion XV, el cual también fue
utilizado para aplicar el método de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher,
con un nivel de 95% de confianza. En base a las condiciones de experimentacion
evaluadas, se observd que ambas cepas fungicas de Metarhizium conservadas en
tubos con PDA y en agua destilada estéril presentaron un porcentaje de viabilidad
media de las conidias cercanas al 80% a los 12 meses de almacenamiento y de 70%
a los 24 meses de almacenamiento. En lineas generales, la conservacién de las
cepas fungicas de Metarhizium en tubos con PDA o agua destilada estéril no
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presentd diferencias estadisticamente significativas para periodos de tiempo de
almacenamiento  similares. Sin embargo, se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas cuando estas cepas fungicas fueron almacenadas
en granos de arroz estéril. Asimismo, en ninguno de los métodos de conservacion
empleados se observo la contaminacion de los tubos con acaros, que es uno de los
agentes contaminantes recurrentes en cultivos fungicos. Ademas, las cepas
fungicas evaluadas no presentaron contaminaciones con otros hongos por lo cual
las técnicas evaluadas fueron adecuadas en relacion a su pureza.

CONTROL BIOLOGICO; PRESERVACION IN VITRO DE CEPAS; HONGOS
ENTOMOPATOGENOS
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GENES INVOLUCRADOS EN MECANISMOS DE BIOCONTROL DE TRICHODERMA
KONINGIOPSIS POS7
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La capacidad de producir antibioticos y enzimas, inducir resistencia sistémica en
plantas y parasitar hongos fitopatdgenos, junto con una gran versatilidad metabdlica
y la fuerte capacidad de competencia, hacen que diversos aislados de Trichoderma
spp. puedan resultar interesantes, promisorios, efectivos e innovadores en su uso
como biofertilizantes y bioplaguicidas. El advenimiento de la visién -émica en
conjuncién con otras herramientas moleculares ha acelerado la capacidad de
descubrir, identificar, localizar y caracterizar genes de importancia bioldgica y
tecnolodgica y a su vez conocer los promotores génicos con potencial aplicacién en
el control de la activacion de la sintesis de enzimas blanco. En trabajos previos
nuestro grupo de trabajo ha seleccionado un aislamiento de Trichoderma
koningiopsis POS7, nativo de Misiones, por presentar amplia capacidad
biocontroladora in vitro y ha secuenciado su genoma mediante la tecnologia
[llumina. El andlisis de los datos aportados por la secuenciacion del genoma de este
hongo, mejorara nuestra comprension sobre las bases genéticas y moleculares del
proceso implicado en el control de la activacion de la sintesis de enzimas
involucradas en el biocontrol de plagas que atacan plantaciones de interés
agronodmico y forestal, lo que impactara en el ambito econdmico y ambiental en
respuesta a que incitara a reducir el uso de agroquimicos.

Se gener6 una base de datos interna de genes y potenciales inductores implicados
en la regulacion de la sintesis de enzimas involucradas en el ataque a plagas de
impacto agro-forestal. Este procedimiento permitié determinar que la cepa T
koningiopsis POS7 es portadora en su genoma de genes que codifican enzimas
quitinasas, B-1,3-glucanasas y proteasas, implicadas en procesos de biocontrol. A
partir de la anotacion y caracterizacion estructural y funcional de estos genes, se
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realizd un exhaustivo analisis a fin de localizar las regiones reguladoras de los
mismos y determinar la existencia de elementos de respuesta implicados en el
control de activacion de la sintesis de las enzimas de interés. Este procedimiento
permitié determinar que en la region reguladora de todos los genes de interés se
localizaban secuencias reguladoras como ser cajas TATA, cajas CAAT y CAAT
invertidas, ademas de varios elementos de respuesta como ser elemento de
respuesta al estrés fisioldégico (STRE), relacionados a la represion catabdlica por
carbono (Cre1, CreA), relacionados a la represion catabdlica por nitrégeno (AreA),
sitios de unién para el factor de la conidiacion (AbaA) y sitios de union putativos
para proteinas con funciones reguladoras durante el micoparasitismo (MYC1, MYC2,
MYC3y MYC4).

Todo este procedimiento permiti6 determinar que evaluar diferentes
concentraciones de determinadas fuentes de carbono y nitrégeno permitiran
optimizar la secrecién de las enzimas implicadas en el proceso de control biolégico
(proteasas, quitinasas y B-1,3-glucanasas) por el aislamiento de T. koningiopsis
POS7 en condiciones de laboratorio.

TECNOLOGIAS -OMICAS; REGION ESTRUCTURAL Y REGULADORA; ELEMENTOS DE
RESPUESTA
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El cultivo de yerba mate (llex paraguariensis St. Hil) es una actividad econémica de
gran impacto regional. En los ultimos afios se ha reportado un aumento de los
cultivos de yerba mate degradados, como resultado del sistema de monocultivo,
erosion, compactacion del suelo y pérdida de nutrientes, combinada con la poca o
nula fertilizacion. Estos antecedentes orientan la investigacion y generacion de
nuevas tecnologias para su produccion. Una alternativa sustentable es el uso de
biofertilizantes que proporcionan efectos benéficos en el crecimiento y desarrollo de
los cultivos. En estudios previos el grupo de trabajo seleccioné dos cepas de
Bacillus altitudinis, aisladas de plantines de yerba mate en la provincia de Misiones,
por sus propiedades para estimular el crecimiento vegetal in vitro y en vivero. El
presente trabajo tuvo como objetivo validar el efecto biofertilizante de B. altitudinis
T5S-T4 y B. altitudinis 19RS3 en plantines de yerba mate inoculados bajo
condiciones de vivero. Para ello se utilizaron 200 plantines organicos de yerba mate
que fueron mantenidos en el vivero del Jardin Botanico Municipal de la ciudad de
Posadas, durante todo el ensayo. Para la preparacién del in6culo primario se
sembraron las cepas bacterianas, previamente recuperadas, en 30 ml de caldo
nutritivo estéril y se incubaron a 28 °C durante 24 h. A partir de este in6culo se
realizé una suspension en agua corriente hasta la concentracién de 1,5x108 UFC ml™.
Se aplicaron cuatro tratamientos que consistieron en la inoculacién de los plantines
con B. altitudinis T5S-T4, B. altitudinis 19RS3, la combinacion de ambas cepas y un
control negativo, regado con agua. Se trabajé con 50 plantines por tratamiento y se
realizaron 3 inoculaciones cada 15 dias. Se midieron los parametros de crecimiento,
altura, numero de hojas, didametro del cuello e indice de clorofila cada 15 dias
durante 4 meses. Se analizaron las mediciones obtenidas mediante un analisis de
varianza (ANOVA) utilizando el programa Statgraphics Centurion XV.Il para Windows.
El mismo programa se utiliz6 para aplicar el método de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher, con un nivel de 95,0% de confianza, y una prueba de
multiples rangos para determinar la existencia de diferencias significativas entre los
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tratamientos. Como resultado, se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), con un nivel de confianza del 95 %, para los pardmetros de
crecimiento altura, diametro del cuello e indice de clorofila de los plantines
inoculados con la combinacién de ambas cepas. Ademas, se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,05) con un nivel de confianza del 95 %, para el
parametro de crecimiento numero de hojas, de los plantines inoculados con B.
altitudinis 19RS3. En base a los resultados obtenidos, se verifico el efecto
bioinoculante de las cepas B. altitudinis T5S-T4 y B. altitudinis 1T9RS3 a partir del
incremento de los parametros de crecimiento altura, numero de hojas, diametro de
cuello, e indice de clorofila en plantines de yerba mate inoculados bajo condiciones
de vivero. Estas propiedades convierten a B. altitudinis T5S-T4 y B. altitudinis T9RS3
en excelentes candidatas para la formulacion de un bioinoculante para yerba mate.

BIOFERTILIZANTES; BACILLUS; YERBA MATE
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Las infestaciones por nematodos gastrointestinales (NGI) tienen un costo elevado
en el sector agropecuario a través de las pérdidas productivas, como también gastos
asociados a su control en insumos y atencion médica. El closantel (salicilanilidas),
fenbendazol (benzimidazol) e ivermectina (lactona macrociclica) son compuestos
quimicos nematodicidas de amplio espectro de uso frecuentes en rumiantes tanto
en Argentina como en la provincia de Misiones.

El desarrollo de resistencia antihelmintica (RA) es un proceso de seleccién en el cual
los nematodos con genes de resistencia sobreviven al tratamiento, aumentando por
ende la frecuencia de parasitos resistentes en las poblaciones después de la
aplicacion.

Conocer el estatus sanitario de una region permite implementar medidas de control
adecuadas. Sin embargo, el estatus de los NGI no esta determinado en la Cuenca
Ovino-Caprina (COC) de la Zona Sur de la Provincia de Misiones. Por consiguiente, el
objetivo de este estudio fue determinar el estatus sanitario de las gastroenteritis
verminosas causadas por nematodos gastrointestinales en la COC de la Zona Sur de
la Provincia de Misiones.

Se seleccionaron 5 campos de la COC ubicados en Profundidad (n1= 280 cabras,
n2=150 ovejas, n3=150 ovejas, n4=17 cabras y n5=150 cabras) en base a su
proximidad y/o a solicitud del propietario. Se realizé una encuesta para determinar
las condiciones del manejo general y se tomaron muestras de materia fecal (MF)
para su estudio.

Las muestras fueron analizadas al efecto de determinar la cantidad de huevos por
gramo de materia fecal (HPG) de cada animal. Ante la situacién de alta infestacion,
se realiz6 el test de resistencia. Brevemente, se conformaron 4 grupos (no tratado,
closantel, fenbendazol, ivermectina) de 10 animales cada uno seleccionados
aleatoriamente. La dosis se determind segun el peso de los animales. Se tomaron
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muestras de MF en los tiempos 0, 14 y 28 dias post tratamiento. De cada muestra se
determiné el nivel de HPG y se evaluo el porcentaje de reduccion de parasitos a los
14 dias y a los 28 dias.

De los 5 campos analizados el 60% contaba con un programa de manejo
antiparasitario adecuado. El 20% recién se iniciaba en la actividad y el propietario
solicitd conocer el estado. Mientras que un 20% no presentaba un programa de
manejo adecuado, manifestando desparasitaciones frecuentes con el mismo
principio activo.

Los campos 1, 2, 3 y 4 presentaron una carga parasitaria baja. En el campo 5 se
observé un nivel alto de carga parasitaria por lo cual se realiz6 el test de resistencia.
Los resultados del test evidenciaron que el compuesto closantel tuvo una eficacia
del 94,2%, mientras que el fenbendazol 39,3% e Ivermectina 9,7%.

En los campos con buen manejo general se detecté una carga parasitaria baja;
mientras que el campo sin un programa de manejo, tuvo una alta infestacion y solo
el closantel tuvo eficacia antihelmintica.

Esto pone de manifiesto que el monitoreo regular de salud de un rodeo y el buen uso
de los compuestos antihelminticos son cruciales para evitar el desarrollo de RA.

HELMINTOS; RESISTENCIA; RUMIANTES
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El empleo de medios biolégicos como parasitoides, depredadores y antagonistas
han sido alternativas para la problematica de las aplicaciones indebidas e
indiscriminadas de plaguicidas. En este sentido, el hongo entomopatdgeno
Beauveria bassiana es uno de los principales micoinsecticidas debido a su
distribucion cosmopolita y su potencial para controlar insectos que atacan cultivos
de importancia econdémica. Evaluar la compatibilidad de agentes de control
biolégico de hongos con pesticidas sintéticos resulta necesario a la hora de
incorporarlos al programa de manejo integrado de plagas. En este contexto, el
objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de los pesticidas, dimetoato
(0,0-dimetil-S-metilcarbamoilmetil fosforoditioato), carbaryl (1-naftil
metilcarbamato) y clorpirifos (0,0-dietil 0-3,5,6 tricloro-2-piridil fosforotioato)
utilizados en el cultivo de yerba mate sobre el crecimiento micelial de B. bassiana in
vitro. Para ello, se utilizd la cepa fungica B. bassiana HEP MSO02, previamente
reactivada en medio de cultivo sélido MEA (extracto de malta 12,7 gL") yagar (17 g
L") durante 7 dias. Se obtuvo una suspension de conidias con agua destilada estéril
con Tween 80 (0,1%), cuya concentracion se ajusté a 1x10’ conidias mL", utilizando
la camara de Neubauer. Se inoculé una alicuota de 10 pyL de la suspension de
esporas en un pocillo realizado en el centro de una caja de Petri de 90 mm
conteniendo MEA suplementado con carbaryl, dimetoato y clorpirifos a una
concentracion de 2 mg L', 0,0005 mg L'y 2 mg L" respectivamente. Luego se
incubaron las placas en estufa 28+1°C en oscuridad, durante 6 dias. Se midio el
diametro de crecimiento micelial cada 48 h utilizando calibre digital. Los controles
se realizaron utilizando el mismo procedimiento en ausencia de pesticidas. El
calculo del porcentaje de inhibicion para cada pesticida resulté del promedio de los
datos del area de crecimiento fungico en comparacién con el control. Dichos valores
se clasificaron dentro de cuatro niveles de inhibicién: 1 = inofensivo (< 25%), 2 =
levemente dafiino (25-35%), 3 = moderadamente dafiino (36-50%) y 4 = dafiino (>
50%). El presente estudio demostré que la presencia de los tres pesticidas en el
medio de cultivo tuvieron un efecto inofensivo (< 25%) en el crecimiento micelial de
B. bassiana. Se concluye que la utilizacion de carbaryl, dimetoato y clorpirifos son
compatibles con el uso de micopesticida B. bassiana en las dosis evaluadas. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo son de importancia para aquellos
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sistemas de produccién que requieren la utilizacion conjunta de pesticidas quimicos
y micoinsecticidas de B. bassiana para controlar enfermedades especificas,
apuntando a la realizacidn de practicas sostenibles y ecoldgicas.

BEAUVERIA BASSIANA; MICOINSECTICIDA; PESTICIDAS; COMPATIBILIDAD
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El cultivo y mejoramiento de productos alimenticios ha sido el motor del desarrollo
de la sociedad, ha sido la base de la economia, de los desarrollos tanto culturales
como tecnoldgicos. Se desarrollaron técnicas de mejoramiento en los cultivos,
como los sistemas hidropdnicos, que son cultivos que no utilizan suelo vy, los
nutrientes que necesita la planta para crecer son provistos a través del agua.
Algunas de las ventajas que presenta esta técnica de cultivo son, la reduccién del
requerimiento de espacio, la higiene de los cultivos, la produccién en lugares donde
no hay tierra o es de mala calidad, la produccion en climas variados y la
optimizacion del uso del agua.

Para este trabajo, se utiliz6 el sistema "Raiz Flotante", que es una técnica donde las
plantas se encuentran sostenidas por alguna estructura flotante, (en nuestro estudio
se utiliza placas de telgopor perforadas), que se encuentran sobre la solucién
nutritiva con sus raices inmersas en los nutrientes. Este tipo de sistema se adapta
para hortalizas de hoja. La hortaliza seleccionada para este trabajo es la lechuga,
conocida cientificamente como Lactuca Sativa. El cultivo de la lechuga se realiza a
partir de sus semillas. El proceso de produccién observado consta de dos etapas. La
primera, comprende la siembra de las semillas y el desarrollo de los plantines hasta
que estén disponibles para su trasplante. La segunda parte, se refiere al sistema de
cultivo hidropénico en donde se depositan los plantines hasta su desarrollo.

Este trabajo se enfoca en la etapa de germinacion del cultivo hidropdnico. El
problema a resolver es como disefar la automatizacién de la germinacion de
cultivos hidropdnicos, el objetivo general es disefiar y construir un sistema de control
para el proceso de germinacion de semillas para el consumo humano. Como
objetivo especifico, se planted6 modelar un sistema de control de variables como la
humedad y la temperatura con la finalidad de automatizar la germinacion para
monitorear las condiciones ambientales de manera remota. La metodologia utilizada
para el control de las variables de estudio en el prototipo disefiado de cajas
germinadoras, es la experimentacion controlada, como método de trabajo se
manipularon las variables seleccionadas de forma cuantitativa para generar datos
que sean estadisticamente analizables. En cada una de las etapas del Sistema de
Control se implementd el método instruccional ADDIE (andlisis, disefio, desarrollo,
implementacién y evaluacién), para la recopilacién y analisis de la informacion.
Como resultado se construyeron 3 prototipos de cajas de germinacioén y, se diseid y
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contruyd el sistema de control de variables para automatizar el proceso de
germinacion de cultivos hidropdnicos.

Conclusiones e importancia del trabajo: El trabajo con cultivos hidropoénicos
automatizados en su etapa de germinacién, permite el manejo inteligente de
nutrientes y condiciones ambientales que en muchas ocasiones resultan
inmanejables en cultivos en tierra, ademas requieren una mayor exigencia en la
aplicacion de los protocolos de germinacion y crecimiento de las especies, como asi
también requieren de una minima intervencion humana.

HIDROPONIA; GERMINACION; AUTOMATIZACION; CONTROL
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La produccion de yerba mate es una actividad agroeconémica muy importante en la

provincia de Misiones. Para el éptimo desarrollo de las plantas y protegerlas del

ataque de patoégenos y plagas, se utilizan productos de sintesis quimica que
contaminan el medio ambiente y son perjudiciales para la salud de los seres vivos.

Una estrategia biotecnolégica —amigable con el medio ambiente y seres vivos—

para disminuir el uso de estos productos es la aplicacion de Microorganismos

Promotores del Crecimiento Vegetal o PGPM (de sus siglas en inglés). El objetivo de

este trabajo fue evaluar el efecto promotor del crecimiento vegetal de Trichoderma

spp. —enddfitos de raiz de yerba mate con propiedades como PGPM in vitro— sobre
plantas de yerba mate en el vivero de la Fundacién Alberto Roth, Santo Pipd,

Misiones. El ensayo se llevé a cabo en el periodo marzo — julio de 2018 y se utilizé

un disefio experimental completamente aleatorizado. Se realizaron 5 tratamientos

diferentes: T. asperelloides LBM193, T. asperelloides LBM204, T. asperelloides

LBM206, Trichoderma sp. LBM202 y un control. Se utilizaron 30 plantas sanas de

yerba mate por tratamiento y se inocularon con 5 ml de una suspension de 10’

conidios/ml al inicio del ensayo, a los 15 y 45 dias de comenzado el ensayo. Se

midieron los siguientes parametros de crecimiento de las plantas a diferentes
tiempos: altura, clorofila y lesiones, y al finalizar el ensayo se determiné el peso seco
de las plantas. En lineas generales se observo que todas las plantas de yerba mate
presentaron un mejor desarrollo que las plantas control. Los resultados evidenciaron
un incremento en la altura de las plantas tratadas con las cepas de Trichoderma spp.
hacia el final del ensayo. Ademas, las plantas inoculadas con T. asperelloides
LBM193 y Trichoderma sp. LBM202 presentaron mayor contenido de clorofila en
comparacién a las plantas inoculadas con los demas tratamientos. Las plantas de
yerba mate inoculadas con Trichoderma spp. mostraron mayor peso seco total y de
raiz con diferencias estadisticamente significativas en comparacién al control. Las
plantas tratadas con T. asperelloides LBM193 presentaron el mayor peso seco de
raiz, parte aérea y planta entera, con diferencias estadisticamente significativas
respecto a los demas tratamientos, e incluso duplicoé los valores del control. En
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general, las plantas de yerba mate inoculadas con Trichoderma spp. presentaron
mas vigor y se vieron menos afectadas por ataque de insectos/microorganismos
patégenos —observado por un menor porcentaje de incidencia— que los controles.
De estos resultados se concluyé que T. asperelloides LBM193 present6 la mayor
capacidad de promover el crecimiento in vivo; y Trichoderma sp. LBM202 fue el que
presentd un menor grado de incidencia en plantas de yerba mate en condiciones de
vivero. Como conclusion general del trabajo las cepas de Trichoderma spp. endofitas
de yerba mate son capaces de promover el crecimiento de plantas de yerba mate en
etapa de vivero, contribuyendo a la sustentabilidad del cultivo y abriendo la
posibilidad de su uso como bioinsumos que minimicen el uso de agroquimicos.

BIOINSUMO; PGPM; YERBA MATE; TRICHODERMA
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La mandioca es una especie de planta dicotileddnea, perteneciente a la familia
Euphorbiaceae. Es nativa de sudamérica y posee tubérculos ricos en almidén. Ya
que representa una buena fuente de carbohidratos de calidad, es cultivada y
utilizada como alimento en gran parte del continente asi como en otras partes del
mundo. En Misiones es uno de los cultivos mas importantes ya que se encuentra
arraigada culturalmente en el consumo regional. Cerca de la mitad del cultivo en
esta provincia se destina al autoconsumo, mientras que el resto se distribuye para
abastecer la demanda en fresco e industrial. Uno de los principales problemas que
acarrea su cultivo es la pudricién radicular producida por hongos fitopatdgenos.
Entre los géneros causales de esta enfermedad se reconoce a Fusarium spp. como
el principal agente etiolégico. Sin embargo, se conoce poco de la virulencia de los
hongos presentes en plantaciones locales. El objetivo de este trabajo fue determinar
la virulencia de diferentes hongos aislados de raices de mandioca con sintomas de
pudricién radicular procedentes de diferentes plantaciones de la provincia de
Misiones. Para ello, se realizaron pruebas de patogenicidad in vitro con aislamientos
de Fusarium spp. (1.12, 1.1, 1.16, 1.9A, 4F, 1.1, M32A y 13F) y de Lasiodiplodia spp.
(PM5, 1.14). El ensayo se llevé a cabo a partir de tubérculos frescos de mandioca.
Estos fueron lavados utilizando agua corriente y luego desinfectados.
Posteriormente, se tomaron bocados de 4 mm de diametro por 10 mm de
profundidad, con 40 mm de espacio entre cada uno. La inoculacién fue realizada en
camara de flujo laminar, utilizando como in6culo, bocados de 4 mm de diametro de
colonias fungicas con 10 dias de crecimiento en PDA a 28 °C 12 °C. Posteriormente,
cada tubérculo se colocé en una bolsa plastica cerrada y trasladado a una camara
de cultivo a 25 °C 2 °C por 10 dias. Tras la incubacién, se midi6é en cada inéculo la
colonizacién superficial y la pudricion en la pulpa con calibre digital. Con los valores
obtenidos se calculo el indice de severidad como el porcentaje de tejido radicular en
la pulpa infectado [(tejido medular infectado/tejido radicular total)*100]. En las
pruebas realizadas, todas las cepas evaluadas fueron capaces de crecer en la
superficie del tubérculo. Respecto a la pudricion en la pulpa, los aislamientos de
Lasiodiplodia spp. PM5y 1.14 mostraron los mayores valores promedio de severidad
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53% y 44%, respectivamente. Entre las cepas de Fusarium spp. 1.12 mostré el mayor
indice de severidad (33%). Los resultados obtenidos mostraron que las cepas
autoctonas de Lasiodiplodia spp. y Fusarium spp. son capaces de colonizar la
superficie de las raices de mandioca y de producir pudricién en ellas. Mas aun, los
valores de colonizacién superficial y de severidad de la pudricion indicarian que esta
capacidad depende principalmente de la cepa evaluada. Estos resultados son
importantes ya que representarian un paso hacia la identificacion de los agentes
causales de pudricion radicular en mandioca en la provincia de Misiones.

MANDIOCA; HONGOS FITOPATOGENOS; FUSARIUM SPP;; LASIODIPLODIA SPP

38



ALTURA Y NUMERO DE HOJAS COMO ESTIMADORES DEL CRECIMIENTO DE ILEX
PARAGUARIENSIS

ONETTO, Andrea L.2°; CORTESE, lliana J.?; CASTRILLO, Maria L. " LACZESKI,
Margarita E. "¢

a) Universidad Nacional de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y
Naturales. Instituto de Biotecnologia Misiones. Laboratorio de Biotecnologia
Molecular.

b) Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).

c) Universidad Nacional de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y
Naturales. Dpto. de Microbiologia. Catedra de Bacteriologia.

melaczeski@fceqyn.unam.edu.ar

La determinacion de parametros relativos al tamafio de plantas en el vivero es
necesaria para validar tratamientos de interés biotecnoldgico como la aplicacion de
biofertilizantes. En particular, para llex paraguariensis (yerba mate), es de interés
obtener en esta etapa plantines robustos que sean capaces de resistir las
condiciones adversas que encontrardn al momento de pasar al campo. En la
literatura es frecuente encontrar reportados parametros como darea foliar y peso
seco de parte aérea como estimadores del crecimiento vegetal frente a tratamientos
con bioinoculantes, pero se trata de procesos laboriosos que requieren sacrificar las
plantas bajo estudio, por lo que no es posible determinarlas para una misma planta
al inicio y al final del ensayo. Se propuso como objetivo evaluar si existe correlacion
entre area foliar y peso seco de hojas de plantines de I. paraguariensis, con altura y
numero de hojas (parametros no destructivos facilmente medibles en el vivero).

Se trabajé con datos de 451 plantines de I. paraguariensis de siete meses. A cada
planta se le midié altura, y se contd el nimero de hojas. Se tomaron fotografias de
las hojas para la determinacién del area foliar. Las hojas se secaron en estufa a 40
°C para determinacion del peso seco. Las fotografias fueron analizadas empleando
el applet en linea ImagedJ. Las correlaciones se realizaron calculando el coeficiente
de correlacién de Pearson empleando el Software Infostat.

Se observd buena correlacion entre los parametros destructivos (area foliar y peso
seco de hojas) con un coeficiente de Pearson de 0,98 (p-valor < 0,0001). Al graficar
ambos en un diagrama de dispersion se observo que los puntos se distribuyeron de
forma practicamente lineal. El andlisis entre area foliar y altura, y entre area foliar y
numero de hojas, arroj6 coeficientes de correlacién de 0,77 (p-valor < 0,0001) y 0,60
(p-valor < 0,0001), respectivamente. Graficamente, en ambos casos las nubes de
puntos fueron difusas. Al observar el grafico de dispersion para la altura pareciera
existir una dependencia lineal con el area foliar, pero la misma se pierde sobre
valores cercanos a 150 cm? (correspondiente con plantas de mas de 15 cm de
altura). Las correlaciones entre peso seco de hojas y altura, y entre peso seco y
numero de hojas, arrojaron coeficientes de correlacion de 0,74 (p-valor < 0,0001) y
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0,58 (p-valor < 0,0001), respectivamente. Los graficos de dispersioén fueron similares
a los observados para el caso del area foliar.

Los coeficientes de correlacidon obtenidos, sumados a los graficos de dispersion,
sugieren que altura y numero de hojas como tales no resultarian buenos
estimadores del drea foliar y del peso seco de hojas para las plantas en etapa de
vivero, especialmente para las plantas de mas de 15 cm de altura. Los resultados
obtenidos sugieren la posibilidad de combinar ambas mediciones (y posiblemente
otra medicién no destructiva) a fin de obtener a partir de éstas, un estimador que
presente una mejor correlacion con area foliar y altura, que facilite el seguimiento de
los ensayos sin los inconvenientes operativos que éstas presentan.

YERBA MATE; AREA FOLIAR; ALTURA; HOJAS; CORRELACION
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Durante muchos afios el control de enfermedades se baso casi exclusivamente en el
uso del control quimico. A lo largo del tiempo se demostrd que el uso indiscriminado
de productos quimicos trae aparejado numerosos problemas, lo que llevo a la
sustitucion total o parcial del control quimico por métodos alternativos. En la
actualidad, numerosos hongos aislados del suelo se emplean como agentes de
control  biologico, especialmente  aquellos del género Trichoderma. El
micoparasitismo implica el ataque directo de un aislamiento fungico sobre otro y es
uno de los mecanismos antagdnicos mas importantes expresados por Trichoderma.
Diferentes interacciones hifales estan involucradas en el micoparasitismo, tales
como: enrollamiento, penetracion, vacuolizaciéon, granulaciéon, coagulacion,
desintegraciéon y lisis. En el parasitismo a nivel microscépico no todas estas
interacciones son siempre observadas, pues al parecer dependen del aislamiento
de Trichoderma, del patdgeno y de las condiciones del ambiente. El presente trabajo
tuvo como objetivo dilucidar el mecanismo de control micoparasitico de
Trichoderma koningiopsis POS7 sobre Alternaria alternata. Para ello, se evalud la
interaccion entre ambos aislamientos, colocandose dos portaobjetos a 90° uno del
otro dentro de una placa de Petri, y se adicion6 una fina lamina de medio de cultivo
estéril sobre el portaobjetos superior y se dejo solidificar. En esta técnica sobre un
extremo del portaobjeto se sembré un disco de micelio de T. koningiopsis POS7 y
sobre el otro extremo un disco de micelio de A. alternata Se incubaron a 28 + 1°C y
luz constante hasta tomar contacto entre ambos micelios. Para las observaciones
microscopicas se presioné de forma suave con el lado adhesivo de una cinta
transparente sobre la superficie de las colonias en la region donde se observo
contacto entre T. koningiopsis POS7 y A. alternata, recogiendo una porcién del
micelio aéreo. Posteriormente se coloco la cinta sobre una gota de lactofenol azul
de algodon dispuesta sobre la superficie de un portaobjetos. Finalmente se observo
la muestra en un microscopio 6ptico con aumentos de 40X y 100X. Como resultado,
se pudo determinar que dentro de las formas tipicas de parasitismo, T. koningiopsis
POS7 microscépicamente presentd penetracion de hifas, estructuras semejantes a
ganchos y enrollamientos de hifas alrededor del patégeno A. alternata. En base a los
resultados obtenidos, se determind que T koningiopsis POS7 ejerce efecto

41


mailto:florenciarotharmel@gmail.com

inhibitorio sobre A. alternata mediante diferentes formas de micoparasitismo por lo
que se pudo identificar y profundizar estos mecanismos de control bioldgico en este
aislamiento. En estudios posteriores en el genoma de T. koningiopsis POS7, se
profundizara en los posibles genes asociados a estos mecanismos.

CONTROL BIOLOGICO; ANTAGONISMO; MICROCULTIVO
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En la provincia de Misiones los cultivos de mandioca son de gran importancia
agroecondmica. Uno de los principales problemas fitosanitarios que afectan al
cultivo es la pudricién radicular causada por hongos edaficos. Uno de los géneros
mas frecuentemente asociados a esta enfermedad es Lasiodiplodia spp. Esta
afeccion produce dafios en los cultivos y pérdidas econdémicas. En los ultimos anos
se ha investigado cdmo combatir la pudricion radicular utilizando biocontroladores
del género Trichoderma. El mismo presenta diferentes mecanismos de accion que le
permiten controlar el desarrollo de los fitopatdgenos, entre los que podemos
mencionar la competencia por el sustrato, micoparasitismo, antibiosis, entre otros.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial antagonista de aislamientos de
Trichoderma spp. como posibles agentes de biocontrol en la pudricion radicular en
Manihot esculenta. Para este trabajo se utilizaron como antagonistas cuatro
aislamientos de Trichoderma spp. (Tob6, Tob2, Td1 y LMB193). Como patdgenos, se
utilizaron dos cepas de Lasiodiplodia spp. (PM5 y 1.14) obtenidas de raices de
mandioca con sintomas cldsicos de pudricidon y seleccionadas mediante pruebas de
patogenicidad in vitro. Para evaluar la capacidad antagodnica se realizaron pruebas
de co-cultivo y pruebas de metabolitos volatiles in vitro entre el antagonista y el
patégeno. Se llevo a cabo la determinacion del tipo de interaccion celular mediante
pruebas de microcultivo. Todos los aislamientos de Trichoderma spp. fueron
capaces de inhibir a PM5 y 1.14 en porcentajes mayores al 65% en las pruebas de
co-cultivo. Asimismo, los antagonistas inhibieron al menos un 39% el desarrollo de
los patégenos en las pruebas de metabolitos volatiles. LBM193 inhibe en un 85% a
PM5, mientras que Td1 lo inhibe en un 68%. Tob2 inhibe el crecimiento de 1.14 en un
75% y LMB193 en un 73%. Se logré observar micoparasitismo de Trichoderma spp.
hacia Lasiodiplodia spp. lo que resulté en un deterioro de las colonias patdgenas y
sobrecrecimiento del antagonista sobre las mismas. A partir de los resultados
obtenidos se concluye que los aislamientos de Trichoderma spp. utilizados en este
trabajo podrian tener un gran potencial como biocontroladores de la pudricion
radicular en Manihot esculenta causada por hongos fitopatégenos del género
Lasiodiplodia.
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La yerba mate (/lex paraguariensis St. Hil.) es una especie nativa de las regiones
subtropicales y templadas de América del Sur con gran importancia agroeconémica
en Misiones, Argentina. La enfermedad del mal de la tela o tizén del hilo blanco
afecta severamente el cultivo de yerba mate reduciendo su calidad y productividad.
El estudio de los hongos fitopatdgenos lleva a profundizar el conocimiento de las
enfermedades y el rol funcional del agente patdgeno en el agroecosistema, lo cual
permite plantear una estrategia de manejo sustentable para controlar las
enfermedades que afectan este cultivo. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la
eficiencia de tres fungicidas quimicos comerciales utilizados para el control de
enfermedades en el cultivo de vyerba mate; y evaluar cualitativa vy
semi-cuantitativamente el potencial de antagonismo de dos cepas de Trichoderma
endofitas LBM193 y LBM202 frente a seis aislamientos de hongos asociados al mal
de la tela obtenidos a campo, denominados como: AKD2p, APC1, ASD4, ACB1, ACJ2,
AFE1. Mediante la técnica de cultivo suplementado se estimé el valor ECy,
(concentracion efectiva media que inhibe el 50 % del desarrollo micelial) a partir de
curvas de dosis-respuesta, con el fin de evaluar la eficacia de tres antifungicos
sintéticos: Captan, Carbendazim y sulfato de cobre pentahidratado. Ademas, se
determind su capacidad fungistatica - fungicida frente a los aislamientos asociados
al tizon del hilo blanco. Para evaluar cualitativa y semi-cuantitativamente la
capacidad antagodnica de Trichoderma contra los aislamientos fungicos, se realizé
un ensayo in vitro de cultivo dual en placa, donde se midio el radio de crecimiento del
aislamiento frente al antagonista. A partir de los resultados obtenidos, se encontré
que los aislamientos asociados al tizéon del hilo blanco son sensibles a los
fungicidas comerciales Captan, Carbendazim y sulfato de cobre pentahidratado. Sin
embargo, los valores de EC,, fueron significativamente inferiores a las
concentraciones sugeridas para el control de enfermedades fungicas a campo. Para
estos seis aislamientos el Captan actua como fungistatico a una concentracién de
1000 pg/mL; mientras que el sulfato de cobre pentahidratado actua como fungicida
a la misma concentracién. Soélo los aislamientos AKD2p y ASD4 lograron
desarrollarse en medio suplementado con Carbendazim a una concentracién de
1000 pg/mL, siendo para todos los demas aislamientos un quimico fungicida a

45


mailto:manuelavereschuk@gmail.com

menores concentraciones. Por otra parte, se observo que las cepas de Trichoderma
LBM193 y LBM202 fueron capaces de invadir y reducir el crecimiento de los
aislamientos fungicos seleccionados. Si bien la capacidad biocontroladora de
Trichoderma asperelloides LBM193 y Trichoderma sp. LBM202 depende del
patdgeno al que es expuesto, se sugiere que el control biolégico de la enfermedad
es posible como una alternativa agrosostenible frente a los fungicidas sintéticos.

YERBA MATE; ANTAGONISMO; BIOCONTROL; AGROQUIMICOS; FUNGICIDA
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IDENTIFICACION DE AISLAMIENTO FUNGICO DEL GENERO BEAUVERIA NATIVA DE
LA PROVINCIA DE MISIONES
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La identificacion de especies de hongos patdgenos de insectos se encuentra en el
corazoén de los estudios que buscan alternativas al uso de control quimico de
insectos en las grandes extensiones de cultivo. Los centros de biotecnologia
aplicada en Argentina y el mundo son una grandiosa fuente de diversos materiales
de referencia y desarrollo microbiolégico, sin embargo los aislamientos alli
conservados primariamente se han identificado morfolégicamente para determinar
su género.

Los hongos entomopatégenos afectan a un gran grupo de insectos de interés
sanitario. Hay numerosos estudios y articulos sobre Beauveria bassiana en el
mundo, que indican potencial para el control biolégico de insectos. Es por ello, que el
objetivo de este trabajo fue identificar el aislamiento fungico del género Beauveria
denominado HEP 32 nativo de la Provincia de Misiones a partir de su macro y
micromorfologia.

En plantaciones de yerba mate organicas de la provincia de Misiones, a partir de la
observacion y recoleccion de insectos parasitados tanto en suelo como en las hojas
de las plantas, se colectaron insectos con pinzas y se depositaron en frascos
conicos de plastico desinfectado y rotulado, para ser transportados al laboratorio.
Bajo flujo laminar, los insectos se desinfectaron con alcohol 70%, y por siembra
directa con ansa aguja a partir de la superficie de los insectos, se repicaron a placas
de Petri conteniendo agar papa dextrosa (PDA 3,9% Britania Lab) como medio de
cultivo. Las placas se incubaron a 28 + 2°C en oscuridad por 10 dias.

A partir de la cepa aislada y pura se analizaron las estructuras vegetativas y
reproductivas, para la caracterizacién macro y microscépica, utilizando la técnica de
la cinta adhesiva con la técnica de montaje con lactofenol azul de algodén se pudo
observar fidlides con la region basal ensanchada en zigzag, organizadas en
conidiéforos y conidios globosos o subglobosos con una longitud de 2 a 3,5 umy un
ancho de 2 a 3 pm. Macroscépicamente se observé crecimiento de colonias
redondeadas, algodonosas color blanco con reverso ligeramente color
crema-amarillento. Se concluye que estas caracteristicas permitieron identificar al
aislamiento como Beauveria bassiana. A este tipo de aislamientos se les puede
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medir su potencialidad patogénica a partir de ensayos con insectos en laboratorio y
posteriormente a escala vivero/campo sobre las plantas afectadas.

CONTROL BIOLOGICO; HONGOS ENTOMOPATOGENOS; BEAUVERIA

48



. BIOTECNOLOGIA .
AMBIENTAL



ANALISIS DEL SITIO CATALITICO EN LACASAS: CLAVES MOLECULARES DEL
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Los estudios estructurales de las enzimas lacasas revelaron que las mismas poseen
centros de iones de cobre (Cu) conservados y una topologia general, dada por un
centro de cobre mononuclear (Cu T1) y un centro trinuclear (TNC) compuesto por un
cobre T2 y dos cobres T3, conformando su sitio catalitico. Las mismas son capaces
de catalizar la oxidacion de una amplia gama de sustratos. En este contexto, las
lacasas de basidiomicetos de pudricion blanca resultan excelentes candidatos
biotecnoldgicos para biodegradar y monitorear compuestos del entorno, sin
embargo, son escasos los estudios bioinformaticos relevantes en biotecnologia
ambiental haciendo uso de los mismos. Las simulaciones de Docking Molecular son
una estrategia eficiente para la prediccién del acoplamiento proteina-ligando,
estando reportado que al disponer de informacidn de sitios ideales (farmacoféricos)
del receptor, se mejora considerablemente el docking en términos de precision y
energia. Por ello resulta necesario profundizar las particularidades de la interaccién
con los distintos sustratos en el sitio activo de la lacasa. El objetivo del trabajo fue
evaluar cinco lacasas fungicas provenientes de Pleurotus pulmonarius (lac I-lll) y
Phlebia brevispora (lac IV-V), a partir de la caracterizacién y andlisis de los sitios de
interaccion mas probable en cada caso, verificando las conformaciones resultantes
del acoplamiento con ABTS.

En primer lugar, se llevé a cabo el modelado por homologia de cada enzima
mediante el software libre Phye2, utilizando la estructura de la lacasa de Trametes
versicolor (PDBID: 1GYC) como templado. Posteriormente se contrastaron los
modelos con estructuras disponibles cocristalizadas de la enzima con algun ligando,
utilizando como referencia la lacasa de Bacillus subtilis (PDBID: 3ZDW) para la
caracterizacion del ambiente aminoacidico de cada modelo. Se realizé el célculo de
los sitios farmacoféricos haciendo uso del moédulo ideal_sites.py de AutoDockTools
disponible dentro del paquete MGLTools1.5.7. Luego se defini6 un mask de
aminoacidos del potencial sitio activo obtenido en los calculos mediante CASTp 3.0
y DoGSiteScorer. Los resultados fueron comparados contra el cristal de 3ZDW
conteniendo ABTS co cristalizado.
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El sitio de unién al ABTS cristalizado se correspondié perfectamente con uno de los
pockets calculados con diferentes predictores. Se obtuvo que todas las lacasas
mostraron el mismo sitio aceptor de electrones presente en interaccion con una de
las histidinas que coordina el Cu. Tres de ellas (lac I, Il y V) presentaron una regién
hidrofobica dentro del bolsillo muy cercano al sitio T1 indicando una fuerte
interaccion con un grupo hidrofébico o aromatico del ligando. En lac Il y IV se
identificaron sitios aceptores extras, mostrando tener un ambiente polar capaz de
estabilizar la unién de grupos polares. Las lacasas IV y V poseen un sitio aromatico
en la entrada del pocket mostrando su diferencia con las demas lacasas, siendo
éstas de la misma especie. Al utilizar estos sesgos se gener6 el re-docking en 3ZDW
y se obtuvo mayores energias de afinidad para lac Il y IV (9.91 y 9.41 kcal/mol
respectivamente). Estos resultados sientan las bases para la identificacién de
rasgos estructurales determinantes de la afinidad en estas lacasas fungicas con el
fin de mejorar su capacidad de unién a sustratos.

LACASA; SITIOS IDEALES; DOCKING MOLECULAR
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El Carbendazim es un fungicida sistémico utilizado para controlar enfermedades
fungicas en los cultivos. Su uso creciente y sus efectos téxicos sobre los seres vivos
se consideran una amenaza para el medio ambiente. La capacidad de tolerancia de
los hongos puede ser aprovechada en estrategias biotecnoldgicas para mitigar sus
efectos ambientales. Previamente, el grupo de investigacion aislé 28 cepas fungicas
de muestras de suelo horticola de Misiones, los cuales se ensayaron en funcion de
su tolerancia frente a los fungicidas Carbendazim, Captan y Zineb a diferentes
concentraciones. Como resultado se destaco el aislamiento LBM 239 que present6
la mayor tolerancia al Carbendazim a 100 ppm, siendo identificado mediante
métodos moleculares como Actinomucor elegans.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar los efectos téxicos del Carbendazim
sobre el perfil proteico y la morfologia de A. elegans LBM 239.

Las proteinas se obtuvieron de los sobrenadantes de A. elegans cultivado en medio
Czapek suplementado con (g L") peptona de carne 2, bagazo de cafia 15 y extracto
de levadura 2. Al ensayo se adicion6 un volumen de Carbendazim con una
concentracion igual a 100 ppm. Como control, el hongo se cultivé sin el fungicida. Se
incubaron a 28 °C durante diez dias en condiciones estaticas. Los sobrenadantes,
libres de micelio, se obtuvieron por filtracion al vacio, centrifugacion y clarificacion.
De cada muestra se utilizé un volumen de sobrenadante que contenga 40 ug de
proteinas para continuar con su reduccidn-alquilacion y precipitacidon con acetona.
Los precipitados proteicos se enviaron a analizar por espectrometria de masa al
Centro de Estudios Quimicos y Biolégicos por Espectrometria de Masa (UBA).

Se identificaron un total de 30 proteinas, destacandose la presencia de proteinas
involucradas en la respuesta al estrés oxidativo unicamente en la muestra del hongo
en crecimiento con Carbendazim, como la Cu/Zn superéxido dismutasa (SOD) y la
subunidad beta de proteina G.

Para estudiar el efecto del Carbendazim sobre la morfologia macro y microscépica,
el hongo se cultivé en medio extracto de malta liquido cony sin el fungicida durante
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catorce dias. Se evaluaron los cambios en el micelio fungico mediante observacion
visual directa y por microscopia electréonica de barrido. Como resultado, a nivel
macroscoépico, se observo una inhibicion del crecimiento del micelio en presencia de
Carbendazim, mientras que el analisis estadistico sobre las imagenes obtenidas por
microscopia electronica, permitié determinar que las hifas expuestas al medio con
Carbendazim presentaron un diametro significativamente menor que las hifas del
control (p < 0,05). Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el
diametro de esporas.

A pesar de la tolerancia del hongo, se evidenciaron los efectos toxicos del fungicida
en su perfil proteico resultado del estrés oxidativo con la deteccion de proteinas
antioxidantes y en su morfologia con un menor desarrollo micelial.

La capacidad de A. elegans LBM 239 para desarrollarse en presencia de
Carbendazim y el esclarecimiento de los mecanismos involucrados en esta
tolerancia constituyen un primer paso para la evaluaciéon de su potencial como
biorremediador de suelos contaminados con este fungicida.

MUCORALES; PROTEINAS; MACROMORFOLOGIA; MICROMORFOLOGIA;
TOLERANCIA A FUNGICIDAS
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Resulta un desafio extraer compuestos fendlicos a partir de biomasa sin alterar sus
estructuras como sucede con los métodos térmicos, fisicos o solventes toxicos. La
extraccion asistida por enzimas (EAE) es una alternativa que utiliza enzimas cuya
alta selectividad, especificidad y poder catalitico provee eficiencia y nula toxicidad,
asegurando la extraccién limpia de los compuestos fendlicos. Los hongos se
pueden cultivar con diferentes residuos agroindustriales para producir cécteles
enzimaticos utiles en esta extraccion. El objetivo de este trabajo fue optimizar la
extraccion de compuestos fendlicos a partir de cascara de jabuticaba con el coctel
enzimatico producido por Auricularia fuscosuccinea LBM 244. Para lograr el objetivo
se utilizé un Disefio Compuesto Central (DCC) disefiado y analizado con el programa
Stagraphics Centurion XVLI (StatPoint, Inc. versién 15.2.05). Se evaluaron las
siguientes condiciones de incubacion en los siguientes niveles: pH 3,3; 4; 5; 6 y 6,6,
de temperatura (°C) 23, 30, 40, 50, 56 y de tiempo (h) a 1,3, 6, 9y 11 h en 16
tratamientos experimentales. Previo a la incubacion, a todos los tratamientos se les
adicion¢ el cdéctel enzimatico producido por A. fuscosuccinea LBM 244 en una dosis
de 6 UPF mL™". Asimismo, a todas las reacciones se les agregd 0,2% de azida sddica
para inhibir el crecimiento microbiano. Luego de la incubacion, se ajusté el pH a 9,5
con NaOH 2 N y nuevamente se incubé a 45 °C y 50 rpm por 30 min. Los
sobrenadantes obtenidos se utilizaron para determinar el contenido de fenoles
totales (CFT) con el método de Folin/Ciocalteu y se expres6 en mg equivalentes de
acido galico mL" contra una curva estandar. El programa predijo una respuesta
optima de 94 mg mL" de fenoles totales bajo las siguientes condiciones: pH 4,6, 56
°C y 11. La validacion del DCC se realizd por cuadruplicado y se encontro
concordancia entre la respuesta Optima predicha por el programa y el valor
experimental de la validacion, 88 mg mL" aproximadamente.

AURICULARIA FUSCOSUCCINEA; COCTELES ENZIMATICOS; SUPERFICIE DE
RESPUESTA; FENOLES TOTALES
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Los bifenilos policlorados, también conocidos como PCBs, son compuestos
quimicos sintéticos compuestos de una molécula de bifenilo conteniendo de 1a 10
sustituciones de cloro. Si bien, a mediados de los afios 70 su produccion ha sido
prohibida a nivel mundial la contaminaciéon ambiental producto de su distribucién
todavia persiste. Debido a su baja biodegradabilidad y alta lipofilia, estos
compuestos son propensos a bioacumularse en los tejidos, derivando en una
biomagnificacion de la cadena alimenticia, posicionandose en la lista de prioridad de
compuestos peligrosos propuesta por la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos. Entre los diferentes organismos con capacidad de tolerar y remover
estos compuestos recalcitrantes, los hongos de pudricion blanca han demostrado
una capacidad de alcanzar altas tasas de remocidén debido a su capacidad de
producir un arreglo de potentes enzimas oxidativas caracterizadas por una baja
especificidad al sustrato. Dentro de este grupo de organismos, la cepa Pleurotus
pulmonarius LBM 105 ha demostrado que es capaz de alcanzar altos porcentajes de
degradacion en medio liquido. Si bien su capacidad de degradacion ha sido
estudiada en profundidad, los mecanismos de respuesta y las vias metabdlicas
implicadas en la degradacion aun faltan por ser dilucidadas. Es por ello que se
plantea en este trabajo un estudio de la respuesta transcripcional de la cepa P
pulmonarius LBM 105 en presencia de los PCBs, buscando encontrar genes
expresados diferencialmente que permitan dilucidar los mecanismos moleculares
llevados a cabo en las células fungicas durante la degradacién de los
contaminantes. Para ello, se desarrollé la cepa LBM 105 en un medio minimo de
glucosa-asparagina por 21 dias en presencia y ausencia de una mezcla compleja de
PCBs, comparando con el control en ausencia del mismo. Luego, el micelio fue
cosechado y disgregado con nitrégeno liquido para obtener el ARN, seguido de un
protocolo de purificaciéon con Fenol:Cloroformo. El ARN fue secuenciado en una
plataforma Novaseg-PE150 (Illumina). El transcriptoma luego fue ensamblado
utilizando el programa Geneious V 8.1 utilizando la referencia GCA_012979565.1. El
analisis de expresién diferencial fue realizado en un entorno de R utilizando el
programa EdgeR. A partir de este estudio se observé una gran induccién del
metabolismo oxidativo con enzimas como las citocromo P450, reductasas de
cadena corta, aldo/ceto reductasas, lacasas y peroxidasas viéndose
sobrerrepresentadas en presencia del contaminante. Asi también, enzimas con un
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rol activo en el metabolismo de los xenobidticos como ser las dienelacton
hidrolasas y glutatién-S-transferasa fueron sobreexpresadas. Esto indica no solo la
induccién de una serie de enzimas involucradas en la transformacién de
contaminantes, sino de un aumento del estrés oxidativo debido a las cantidades de
especies reactivas del oxigeno que se producen dada la accién de estas enzimas. El
entendimiento del rol de estas proteinas permitiria el desarrollo de futuras
estrategias de biorremediacién optimizadas para el uso de estas enzimas para la
remocion de matrices contaminadas con PCBs.

TRANSCRIPTOMA; BIORREMEDIACION; HONGOS DE PUDRICION BLANCA
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Las enzimas lipasas (triacilglicerol-lipasa; EC 3.1.1.3) flungicas pueden catalizar
reacciones de esterificacion y transesterificacion en procesos de produccién de
bioaromas, e hidrdlisis de triacilglicéridos y reacciones de esterificacion,
transesterificacion e interesterificacion de lipidos en medios no acuosos, por lo cual
su biosintesis resulta de gran importancia en la produccién de sustancias de interés
alimenticio, ambiental, cosmético y medicinal. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la adicion de d-limoneno sobre biomasa, pH y la actividad enzimatica
lipasa, de tres cepas de Penicillium citrinum (LBM150, LBM151 y LBM154). Por cada
cepa, se inocularon 1,25 mL de solucién de 2 x 10’ esporas mL ' en Erlenmeyers
conteniendo 40 mL de medio de cultivo compuesto de extracto de malta (10,0 g L"),
extracto de levadura (0,5 g L"), peptona bacterioldgica (0,5g L"), glucosa (10,0g L™)
y Tween 80 (0,1 g L") en solucién buffer fosfato pH 6,2 y se incubd a 28°C en
condiciones estaticas. Luego de 5 dias, se adicionaron 951 pL de d-limoneno (20,0 g
L") a cada medio de cultivo y se realizaron controles en ausencia de d-limoneno, y en
presencia de 876 pL aceite de oliva (20,0 g L") como control positivo de la
produccién de enzimas lipasas. Se tomaron muestras destructivas a los 7 dias de
incubacion y se separ6 el micelio del sobrenadante mediante centrifugacion a 2500
rpm durante 15 min. La biomasa se determino por gravimetria y en fase acuosa de
cultivos (sobrenadante), se determind el pH, y la actividad enzimatica lipasa por
espectrofotometria a 400 nm, utilizando p-nitrofenol palmitato (p-NPP) como
sustrato. A partir de la cuantificacién de las actividades enzimaticas y las biomasas,
se establecieron razones de proporcionalidad a fin de comparar sus actividades
especificas. Tanto el aceite de oliva como el d-limoneno, tuvieron efectos
estadisticamente significativos (p<0,05) sobre la biomasa, observandose una
induccion en el desarrollo de la misma respecto al control en presencia de aceite de
oliva y una inhibicion respecto a la presencia de d-limoneno, con medias mayores
para la cepa LBM150. Asi también, se observé efectos significativos sobre el pH, con
medias menores control. Los valores medios de pH mas acidos se registraron en
cultivos con aceite de oliva para las tres cepas (5,66; 5,72 y 5,70). Todas las cepas
mostraron actividad lipolitica en presencia de aceite de oliva y d-limoneno, pero no
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asi en ausencia de ambos. En presencia de oliva, la mayor actividad enzimatica se
obtuvo en la cepa LBM150. Mientras que en los medios suplementados con
d-limoneno se observé mayor actividad para LBM150 y LBM154. A partir de los
cocientes de proporcionalidad, se evidencié que la actividad lipolitica por unidad de
biomasa para LBM150 y LBM154 (250,6 y 297,7 U mL" g", respectivamente), fue
mayor en presencia de d-limoneno que en presencia de aceite de oliva. La
inoculacion de 20,0 g L' de d-limoneno como suplemento en medios de cultivos de
las cepas Penicillium citrinum LBM150, LBM151 y LBM154, indujo la actividad
lipolitica de las mismas e incrementé la actividad enzimatica especifica para las
cepas LBM150 y LBM154. Sumado a esto, el desarrollo significativo de la biomasa
de la cepa Penicillium citrinum LBM150 en aceite de oliva, la convierte en un
potencial seleccionado para aplicacion en catalisis de bioaromas de ésteres
terpénicos.

ASCOMICETOS; ACEITE DE OLIVA; TERPENOS MONOCICLICOS; ACTIVIDAD
LIPOLITICA; BIODAROMAS

58



PRESENCIA DE GENOTIPOS TOXIGENICOS EN FLORACIONES DE CIANOBACTERIAS
EN LA CIUDAD DE POSADAS, MISIONES.

KOLMAN, Maria A. #*; KUNZ, Isaias E. 2 MINO, Maria L.2%; ZAPATA, Pedro D.2°

a) Universidad Nacional de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y
Naturales. Instituto de Biotecnologia Misiones. Laboratorio de Biotecnologia
Molecular.

b) Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
angeleskolman@gmail.com

Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos oxigénicos que frente a
condiciones nutricionales y climaticas favorables pueden crecer de manera
exponencial dando lugar a floraciones. Las floraciones de cianobacterias
representan un riesgo cuando se producen en cuerpos de agua destinados al
consumo o a la recreacién debido a que algunos géneros son capaces de producir
toxinas que afectan la salud. La identificacion de especies y la determinacion de la
presencia de genotipos toxigénicos son fundamentales para la gestion de riesgos,
siendo una herramienta eficaz para generar un sistema de alerta temprana. Durante
los meses de noviembre 2019 a febrero de 2022 se han detectado floraciones en la
ciudad de Posadas, Misiones, tanto en la zona costera del rio Parang, con episodios
esporadicos de aparicion de manchas verdes, como en los arroyos Zaiman y
Martires, que se encuentran en la zona urbana, donde las floraciones fueron muy
intensas. Los sitios donde se detectdé acumulacion de cianobacterias son lugares
destinados principalmente a la recreacion y a la pesca artesanal, por lo que existe
riesgo inminente para la poblacidon expuesta. El objetivo de este trabajo fue
identificar la especie predominante en las floraciones, determinar la presencia de
toxinas y monitorear mediante imagenes satelitales la progresién de las mismas.
Las muestras superficiales fueron tomadas en noviembre de 2020 y diciembre de
2021 en la zona costera del rio Parana; en marzo de 2021 y febrero de 2022 en el
arroyo Zaiman y en febrero y marzo de 2022 en el arroyo Martires. Mediante
microscopia optica se lograron identificar colonias de Microcystis spp. en todas las
muestras colectadas. La extraccion de ADN ambiental mediante lisis enzimatica fue
realizada a partir de muestras filtradas previamente que habian sido conservadas a
-20°C. A continuacion se realiz6 la amplificacion por PCR de cpcBA, region entre los
genes cpcB y cpcA codificantes de subunidades de ficocianina, un pigmento
exclusivo de las cianobacterias. Esto permite estandarizar la cantidad de ADN
ambiental necesario para la amplificacion positiva de las muestras. El siguiente paso
fue la amplificacion por PCR de una region conservada del gen mcyE que codifica la
proteina McyE, responsable de la incorporacién de D-glutamato al grupo Adda, tipico
de las microcistinas. Los analisis moleculares fueron positivos para la presencia de
genes codificantes de microcistinas en todas las muestras colectadas. En el andlisis

59


mailto:angeleskolman@gmail.com

de las imagenes satelitales se pudo observar que las floraciones en el rio Parana no
fueron de gran intensidad, en el caso del arroyo Zaiman parece haber una
estacionalidad en la presencia de floraciones que abarca los meses de noviembre a
abril. Finalmente, en el arroyo Martires las floraciones fueron detectables tanto
visualmente como por imdagenes satelitales durante el mes de febrero. En
conclusion, pudimos determinar que en los tres cuerpos de agua las floraciones
fueron producidas predominantemente por la especie Microcystis sp., que ademas
existe potencial produccién de microcistinas, lo cual representan un riesgo para la
poblacion.

FLORACIONES; MICROCYSTIS; MICROCISTINAS
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Las microalgas son un conjunto de microorganismos fotosintéticos oxigénicos que
habitan en una amplia variedad de ambientes tanto acuaticos como terrestres y
que utilizan CO, para producir biomasa, generando O,. En los ultimos anos, ha
aumentado el interés en el uso de microalgas para la explotacién biotecnolégica,
siendo una de las principales ventajas los bajos requerimientos nutricionales para su
cultivo. Muchas especies de microalgas son capaces de producir diferentes tipos de
biocompuestos como antioxidantes, carotenoides, polimeros enzimaticos, lipidos,
colorantes naturales, acidos grasos poliinsaturados, péptidos, toxinas y esteroles,
que se utilizan en varios productos industriales. Dada su versatilidad metabdlica
tienen un gran potencial de aplicacion en diversas aplicaciones como la produccién
de biodiesel, la obtencion de productos destinados a la industria cosmética y
farmacéutica, el uso como suplementos alimentarios y, en términos ambientales,
son utiles para la biorremediacion de aguas residuales. El objetivo de este trabajo
fue colectar, aislar e identificar cepas de microalgas nativas de diversas localidades
de Misiones y Corrientes para el posterior estudio de compuestos con potencial
aplicacion biotecnoldgica. Durante los afios 2019-2021, se obtuvieron muestras de
distintos ambientes, tanto acuaticos como terrestres, de las localidades de Posadas,
Garupad, San Ignacio, Santo Pip6, Comandante Andresito en la provincia de Misiones
y de la localidad de ltuzaingd, Corrientes. Las muestras obtenidas fueron cultivadas
en medio BG11 y posteriormente se realizé el aislamiento de las microalgas por
dilucién de estria en medio BG11 sélido. Las colonias aisladas a partir de estas
placas fueron analizadas por microscopia éptica para verificar la ausencia de mas
de una especie. Fueron obtenidos un total de 20 cultivos monoalgales a los cuales
se le realizé la extraccién de ADN gendmico, para la posterior amplificacién por PCR
utilizando los cebadores para la regién ribosomal comprendida entre ITS1-5.8S-ITS2.
Los fragmentos amplificados fueron enviados a secuenciar a un servicio externo
(Macrogen, Korea). Posteriormente, luego de verificar la calidad de las secuencias y
realizar la edicion para obtener los fragmentos consenso, se realizé una busqueda
de secuencias utilizando la herramienta BLAST de la pagina del NCBI y se
seleccionaron las 10 secuencias con mayor identidad para cada consenso,
seguidamente se realizo el alineamiento de multiples secuencias utilizando el
paquete ClustalW del software MEGA, utilizando la herramienta Block Mapping and
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Gathering of Entropy se seleccionaron las regiones filogenéticas informativas.
Finalmente, se determiné el arbol 6ptimo de acuerdo a los datos del alineamiento
utilizando el programa MEGA. Se identificaron molecularmente un total de 16
aislamientos de los géneros Eustigmatos, Graesiella, Chlamydomonas, Coelastrella,
Desmodesmus, Chlorococcum, Sphaeropleales, Chlamydopodium Y Coelastrum. A
partir de estos cultivos monoalgales, se calculé la tasa especifica de crecimiento
pudiéndose identificar 12 cepas de crecimiento rapido, una de las principales
caracteristicas de relevancia para aplicaciones biotecnolégicas y 4 de crecimiento
intermedio. Este trabajo nos permitié establecer el primer banco de microalgas
nativas de la provincia de Misiones que resulta de vital relevancia para iniciar la
bioprospeccion de productos de interés biotecnoldgico.

MICROALGAS; BIOCOMPUESTOS; IDENTIFICACION MOLECULAR
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Grandes cantidades de aguas residuales (industriales, agricolas y domésticas) son
vertidas a las cuencas sin un tratamiento previo generando un exceso de
contaminantes en las mismas. Es conocido que un exceso en lipidos causa serios
problemas ambientales como la obstruccion de la linea de alcantarillado y la
generacion de una capa aceitosa en la superficie del agua que evita la penetracion
del oxigeno vy la luz solar afectando la vida acuatica. Los métodos de tratamiento
fisico-quimico existentes para las aguas residuales ricas en lipidos son costosos, no
son ecolodgicos y plantean un problema secundario de contaminacion. El empleo de
enzimas en diversos sectores industriales esta en auge, debido a que su capacidad
catalitica ha sido superior a la de numerosos catalizadores quimicos o la necesidad
cada vez mayor de emplear métodos que sean menos perjudiciales al ambiente.
Estas enzimas se han obtenido de distintas fuentes: plantas, animales y
microorganismos. Siendo estos Ultimos los de mayor importancia. La
biorremediacion mediada por lipasa (E.C. 3.1.1.3) microbiana presenta un enfoque
alternativo atractivo para superar estos problemas. Teniendo en cuenta este
contexto este trabajo se centré en la caracterizacion de lipasas producidas por
aislamientos del género Penicillium de la provincia de Misiones. Para ello en primera
instancia, se realizd6 un screening semicuantitativo utilizando métodos
fluorométricos el cual permitid la seleccion de siete aislamientos del género
Penicillium con capacidad lipolitica de manera rapida y eficiente. Estos fueron
identificados a nivel de especie empleando herramientas moleculares.
Posteriormente se evalué la actividad lipasa en presencia de aceite de oliva
eligiéndose a Penicillium rubens LBM 081 por presentar los mayores niveles de
actividad lipasa. La actividad lipasa de P. rubens LBM 081, al igual que otras lipasas
fungicas, dependi6 en gran medida de las fuentes de carbono y de nitrégeno
presentes en el medio. La mdaxima actividad enzimatica (2780 U/mL) se logré
cuando el hongo creci6 en el medio de cultivo optimizado suplementado con
peptona 2%, aceite de oliva 4% y se inoculé con una concentracion de esporas 1x10°
e incubd a 30°C y 140 rpm. P. rubens LBM 081 present6 una enzima de 42 kDa en el
medio optimizado. La actividad éptima de la lipasa estuvo dentro del rango
encontrado para la mayoria de las lipasas fungicas, su termoestabilidad fue mayor a
30°C disminuyendo a temperaturas mas elevadas probablemente por
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desnaturalizacion de la estructura enzimatica. El pH 6ptimo de la lipasa de P. rubens
LBM 081 también estuvo dentro del rango encontrado para las lipasas fungicas de 7.
El secretoma del medio optimizado de P. rubens LBM 081 presenté una expresion
diferencial de las enzimas implicadas en degradar los compuestos lipidicos
presentes en el medio y demostr6 un incrementé en la cantidad de enzimas
lipoliticas secretadas.

LIPASA; ACTIVIDAD ENZIMATICA; PENICILLIUM RUBENS LBM 081
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El Cr(VI) es motivo de estudio recurrente debido a los efectos adversos que provoca
tanto en la salud humana como en el ambiente. La capacidad de las cepas fungicas
para crecer en presencia de contaminantes como el Cr(VI) estd relacionada con la
habilidad del hongo de desarrollar mecanismos que le confieran adaptacién siendo
crucial para su aplicacion en biorremediacién. El objetivo de este trabajo fue
determinar la biomasa, analizar la morfologia macroscopica y cuantificar la
concentracion de proteinas extracelulares de Trichoderma koningiopsis LBM 253 y
Penicillium brasilianum LBM 260 en medio de cultivo liquido contaminado con Cr(VI).
Para ello se emplearon Erlenmeyers de 100 mL con 20 mL de medio de cultivo Lee
modificado esterilizado en autoclave a 105°C durante 20 min y suplementado con
200 mg L' de Cr(VI). Para la obtencién del inéculo se utilizaron placas de MEA
previamente activadas y se resuspendieron las esporas en Tween 80 al 0,1%. Los
Erlenmeyers se inocularon con 1 mL de suspension de esporas (2,4 x 10%), se
incubaron a 28°C y se tomaron muestras destructivas al dia 4, 8 y 12 de incubacion.
Se realizaron controles de medio de cultivo: con el hongo sin Cr(VI) y con Cr(VI) sin
el hongo. Luego de la extraccidon de cada muestra, el micelio se separd del
sobrenadante por centrifugacion y se utilizé para la determinacion de biomasa. La
biomasa de ambos hongos se determindé mediante gravimetria y para la
concentracion de proteinas extracelulares se empleé el método de Lowry et al.
(1951) utilizando una curva de calibracién a partir de albumina de suero bovino
(BSA). Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y los datos se evaluaron
mediante Andlisis de Varianza. Ambas cepas estudiadas demostraron ser capaces
de crecer en presencia del metal, observandose un crecimiento de biomasa diferente
entre ellas. T. koningiopsis LBM 253 registro el mayor crecimiento de biomasa al dia
8 de cultivo en presencia y en ausencia de Cr(VI) (p< 0,05). P. brasilianum LBM 260
no presenté diferencia significativa entre los tres dias analizados tanto en ausencia
como en presencia de Cr(VI) (p>0,05). En cuanto a la observacién del micelio a nivel
macroscopico se observaron cambios en ambas cepas, siendo mas prominente la
alteracion sobre el micelio de P, brasilianum LBM 260. La concentracidn de proteinas
extracelulares se incrementé en presencia de Cr(Vl), para ambos casos,
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observandose un aumento significativo al dia 12 para T. koningiopsis LBM 253 y P.
brasilianum LBM 260 con valores de 0,022 mg L' y 0,042 mg L" respectivamente
(p<0,05).T. koningiopsis LBM 253 y P. brasilianum LBM 260 fueron capaces de crecer
en presencia de 200 mg L de Cr(VI) y la adicion de Cr(VI) modificé el crecimiento de
ambas cepas, con disminucion en los valores de biomasa y alteraciones en el
aspecto macroscoépico de las colonias. Esta caracteristica podria ser indicativa del
nivel de toxicidad del contaminante. Ademas, la concentracion de proteinas
extracelulares se incrementd en presencia del contaminante lo cual podria deberse
al efecto de las enzimas extracelulares sobre la detoxificacion del contaminante.

CROMO; BIOMASA; PROTEINAS
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La industria citricola genera grandes volumenes de aguas residuales durante el
procesamiento de la fruta. La gran cantidad de materia organica presente en estos
efluentes y la variabilidad de sus caracteristicas fisico-quimicas representan un
desafio para su tratamiento considerando factores econémicos y ambientales. Para
minimizar su impacto y el costo asociado al tratamiento, diferentes estrategias
fisico-quimicas y bioldgicas han sido estudiadas. En este sentido el biotratamiento
mediante la inmovilizacién de Agaricomycetes en residuos lignocelulésicos ha
cobrado relevancia en los ultimos tiempos. En el presente trabajo se evaluaron las
cepas Phlebia brevispora LBM 036 y Pleurotus pulmonarius LBM 105 inmovilizadas
en esponja vegetal (Luffa cylindrica), para el tratamiento de un efluente citricola,
tomando la demanda quimica de oxigeno (DQO; APHA, 1992) como variable
respuesta. Para ello, la esponja vegetal se acondicion6 mediante lavado y secado, y
se cortd en cubos de 1 cm?®. La inmovilizacion se llevo a cabo en Erlenmeyers de 250
mL con 1 g de esponja vegetal, cuya humedad inicial se ajusté al 75 % p p' con
medio Czapek (en g L™, sacarosa 30; K,HPO, 1; KCI 0,5; MgSO, 7H,0 0,5; NaNO, 20).
Cada Erlenmeyer se inocul6 con 3 tacos de 7 mm de diametro de hongo cultivado en
medio MEA (en g L", extracto de malta 12,7; agar 17) y se incubé a 28 + 1 °C en
oscuridad. Luego del periodo de incubacion, se agregé 50 mL de efluente puro sin
esterilizar (inicio del tratamiento). Se evaluaron distintos tiempos de cultivo (0, 3, 6, 9
y 12 dias) y distintos tiempos de tratamiento tomando muestras destructivas cada
48 h por 10 dias a fin de establecer y comparar la remocion para cada tiempo. Los
tratamientos se llevaron a cabo por triplicado. El sobrenadante se obtuvo por
centrifugacion a 4400 x g y la variacion de DQO se calculé como:

% DQO =~ * 100

Donde A es la DQO inicial y B corresponde a la DQO del efluente después del
tratamiento. Se evidencié una disminucion significativa de la DQO para ambas
cepas. Para el caso de P. brevispora LBM 036, se observé una disminucién para
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todas las condiciones ensayadas, siendo mas eficiente el tratamiento de 10 dias sin
incubacion previa alcanzando un 83,01 + 1,81 % de reduccion de la DQO. Por otro
lado, para P pulmonarius LBM 105 con 9 dias de incubacién, se observé una
disminucién del 88,51 + 1,02 % y 94,26 + 4,31 % luego de 6 y 10 dias de tratamiento,
respectivamente. Asi también, se determiné una reduccién del 92,82 + 5,18 % luego
de 10 dias de tratamiento sin incubacién previa. No hubo diferencia significativa
entre estas Ultimas dos condiciones (p > 0,05). Sin embargo, considerando el tiempo
total de tratamiento si se tiene en cuenta el periodo de incubacion, se pudo
determinar que la condiciéon optima para el tratamiento del efluente fue el
tratamiento por 10 dias con P. pulmonarius LBM 105 sin incubacion previa.

De esta manera, estos resultados evidencian la capacidad de las cepas
inmovilizadas para la biorremediacion de efluentes industriales reales.

AGARICOMYCETES; INMOVILIZACION; EFLUENTE CITRICOLA
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Las enzimas fibrinoliticas fungicas son reconocidas como importantes agentes
tromboliticos debido a su capacidad para disolver los coagulos sanguineos. Nuestro
grupo optimizd los parametros de produccién y purificacion de una nueva enzima
fibrinolitica secretada por Hornodermoporus martius LBM 224. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la toxicidad del sobrenadante de cultivo y de la enzima
fibrinolitica purificada de H. martius LBM 224. Se realiz6 el ensayo de letalidad de 24
h en microplacas utilizando Artemia spp. como organismo de prueba. Los huevos de
Artemia spp. se incubaron en agua de mar estéril con aireacion constantea25+ 1 °C
durante 48 h. Los nauplios fototropicos maduros se recogieron y se colocaron de 10
a 15 organismos en cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos con 100 pL de
agua de mar. A cada pocillo se le agregaron por separado 100 uL del sobrenadante
de cultivo y de la enzima purificada en buffer tris-HCl 50 mM pH 7,4. Como controles
se utilizd: agua de mar estéril, agua destilada estéril, medio de cultivo sin el hongo,
sobrenadante de cultivo desnaturalizado por calor, buffer acetato de sodio 50 mM
pH 3,6 y 4,8, buffer fosfato de sodio 50 mM pH 5,6 y 6,7, buffer tris HCl 50 mM pH
7,4. Ademas, se ensayaron el sobrenadante de cultivo y el medio de cultivo sin el
hongo, ajustados a pH 7 con NaOH concentrado. La placa se incub6é a 25 + 1 °C
durante 24 h. Luego se examind con una lupa y se contd el nimero de nauplios
muertos (no moviles). Finalmente se afiadieron 100 puL de metanol a cada pocillo y
después de 15 min, se cont6 el nimero total de nauplios muertos. Los ensayos se
llevaron a cabo por quintuplicado y los resultados se expresaron como el porcentaje
de mortalidad (%) para las diferentes condiciones ensayadas.

Se demostré que la enzima purificada no exhibié toxicidad (0 % de mortalidad),
mientras que el sobrenadante de cultivo mostré ser téxico (100 % de mortalidad). Se
comprobo que dicha toxicidad puede deberse no solo al pH sino también, a enzimas
o compuestos termolabiles, debido a que al calentar el sobrenadante de cultivo
ajustado a pH 7, la mortalidad se redujo del 73 % al 2 %. Ademas, se ensayaron
diferentes buffers para evaluar el efecto del pH sobre la mortalidad de las Artemias 'y
se comprobé que el pH del medio influye directamente sobre esta, ya que a medida
que este disminuyd, aumento la tasa de mortalidad. Finalmente se ensay6 el medio
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de cultivo, que contenia 35 g/L de glucosa, y se observd un 100 % de mortalidad,
demostrando la influencia de la isotonicidad del medio sobre la mortalidad.

La prueba de Artemia spp. se considera una herramienta util para la evaluacion
inicial de la toxicidad de micotoxinas, extractos y metabolitos fungicos. Este método
proporcioné datos preliminares que demostraron la ausencia de toxicidad de la
enzima fibrinolitica purificada de H. martius LBM 224, los cuales deben ser
respaldados por bioensayos mas especificos.

AGARYCOMICETE; HORNODERMOPORUS MARTIUS; ARTEMIA SPP.
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Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas oxidativas versatiles aptas para ser
incorporadas en distintas aplicaciones biotecnolégicas. En este sentido resultan
interesantes para la industria citricola ya que pueden ser utilizadas en procesos de
clarificacion de jugos para mejorar el rendimiento y calidad de los mismos. Se puede
obtener lacasas a partir de organismos como los hongos comestibles, sobre todo en
presencia de CuSO, reconocido por actuar como inductor de esta enzima. Sin
embargo, este compuesto no es compatible con aplicaciones relacionadas a la
Industria Alimentaria y de esta manera surge la necesidad de encontrar inductores
alternativos compatibles con la misma. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue
investigar distintos compuestos compatibles con la Industria Alimentaria que actuen
como inductores de lacasas y permitan obtener una produccién enzimatica similar a
la obtenida en presencia de CuSO,. Para esto se realizé la cuantificacion de enzimas
(U/L) producidas por dos aislados de Auricularia fuscosuccinea (LBM 243 y LBM
244) en medio de cultivo liquido extracto de malta (ME) suplementado con 6
compuestos a una concentracion de 0,5mM (FeCl,, ZnCl,, KCl,, (NH4):S0s, CaCO; y
vainillina) como alternativa al CuSO, (control positivo). Discos cubiertos de micelio
se inocularon en matraces conteniendo ME mas compuestos como suplementos
incubados de manera estatica en estufa durante 32 dias a 28 °C. Durante este
periodo se tomaron alicuotas de sobrenadante cada 4 dias, realizando un total de 8
tomas de muestras. Los ensayos se realizaron por duplicado para ambos hongos y
cada compuesto. La cuantificacién de enzimas lacasas se realiz6 empleando la
técnica descrita por Field y col., (1993) con 2,6- dimetoxifenol 5 mM como sustrato.
Se midi6 la absorbancia de la reaccion en espectrofotémetro a 469 nm durante los
minutos 1, 3 y 5. La actividad enzimatica se expresé en Unidades (U) enzimaticas,
donde 1 U es equivalente a 1 pM /min de producto a 30°C. Con los datos obtenidos
se realiz6 un andlisis estadistico ANOVA simple y comparacién de multiples
muestras mediante el software Statgraphics 19 y de datos agrupados Two-way
ANOVA y post-test de Bonferroni mediante el software GraphPadPrism 8.

Teniendo en cuenta los compuestos ensayados la mayor actividad enzimatica se
obtuvo en presencia del FeCl, (p<0,001) para ambos hongos siendo 71,82 U/L
producidas por LBM243 y 115,62 U/L producidas por LBM244, sin embargo, no
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alcanzé la actividad enzimatica (2308,9 U/L para LBM243 y 2013,24 U/L para
LBM244) obtenida en presencia del CuSO, (p<0,001).

Se concluye que si bien en las condiciones ensayadas el FeCl, no alcanzé los niveles
de actividad obtenidos en presencia de CuSO, puede ser viable su utilizacién para la
optimizaciéon del medio de cultivo variando sus concentraciones y adicionando
fuentes de carbono y nitrogeno que induzcan de manera sinérgica una mayor
produccién de enzimas lacasas por los aislados LBM243 y LBM244 de Auricularia
fuscosuccinea.

ENZIMAS OXIDATIVAS; HONGOS COMESTIBLES; INDUSTRIA ALIMENTARIA:;
CLARIFICACION; FeCl,; CuSO,

73
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El reemplazo a gran escala de combustibles derivados del petréleo por
biocombustibles, tales como el bioetanol obtenido a partir de material
lignoceluldésico, se presenta como un enfoque poderoso para satisfacer las
crecientes demandas energéticas. El objetivo del trabajo fue disminuir el contenido
soélido de residuos agroindustriales por accion enzimatica de la cepa fungica LBM
055, aislada en Misiones. Para llevar a cabo el experimento se realizé un disefio 2°
con 5 puntos centrales, donde los factores evaluados fueron: concentracion de
inéculo, extracto de levadura, peptona, urea, asparagina y residuo agroindustrial
sélido. Se prepararon 31 frascos Erlenmeyer de 50 mL con los factores en sus
diferentes niveles siguiendo el esquema de la matriz de diseno del experimento. Los
mismos se autoclavaron a 1,5 atm y 121 °C por 15 min. El in6culo se contabiliz
usando la camara de Neubauer y luego se afadié a los frascos Erlenmeyers en
campana de flujo laminar. Posteriormente, se incubaron los mismos durante 7 dias a
24°C en estufa. Transcurrido el tiempo de cultivo, se agregaron 20 mL de buffer
acetato de sodio pH 50,1 M con Tween 80 al 0,1 % a cada Erlenmeyer y se llevaron a
shaker por 10 min a 150 rpm. Luego se filtraron y los sélidos recuperados fueron
secados a 40 °C. Se determind el peso seco por gravimetria y se analizaron los
resultados utilizando el programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI. Los
resultados arrojaron que el factor asparagina influye negativamente en la
disminucién de peso seco de biomasa, mientras que el incremento de extracto de
levadura tiene el efecto inverso en la variable respuesta (favorece la reduccién del
peso seco de biomasa). La mejor respuesta fue una reducciéon de peso seco del
42%.

DISENO EXPERIMENTAL, BIOETANOL, BIOMASA

74



PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE UNA XILANASA
RECOMBINANTE PROVENIENTE DE Trichoderma atroviride LBM 117

MOLINA, Maria A.>®, SGROPPO Sonia C. ¢, MILDE Laura B.¢, ZAPATA Pedro D. ®*,
FONSECA, Maria I.

a) Universidad Nacional de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y
Naturales. Instituto de Biotecnologia Misiones. Laboratorio de Biotecnologia
Molecular.

b) Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).

c¢) Laboratorio de Tecnologia Quimica y Bromatologia. FACENA-UNNE.

d) Universidad Nacional de Misiones. Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y
Naturales. Moddulo de Farmacia y  Bioquimica. Laboratorio  204.
antonella.molina.lesiw@gmail.com

Las endo-1,4-B-D-xilanasas (EC 3.2.1.8), son enzimas claves en el sistema
xilanolitico fungico. Estas hidrolizan aleatoriamente los enlaces B-1,4 glucosidicos
de xilano para producir xilooligdmeros de diferentes longitudes. Las xilanasas tienen
diferentes aplicaciones a nivel industrial (alimentos, blanqueo de la pulpa y papel,
tintes decolorantes, biocombustibles). Sin embargo, para su utilizacién, deben ser
obtenidas en un corto periodo de tiempo, lo cual es uno de los principales factores
que determinan la economia del proceso. En este sentido, las proteinas
recombinantes ofrecen una alternativa en la generacion de estos productos de
manera rapida.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de diferentes compuestos
adicionados al medio de cultivo, sobre la actividad de una xilanasa recombinante
obtenida a partir del Trichoderma atroviride LBM 117, (expresada en la levadura
GRAS Kluyveromyces lactis), y realizar la caracterizacién bioquimica de la xilanasa
recombinante presente en el sobrenadante.

Para estudiar el efecto de diferentes compuestos sobre la actividad de la enzima
xilanasa, al medio YPGal (20% extracto levadura, 10% peptona, 20% galactosa) se
adicionaron soluciones de dextrosa, zinc, glicina, magnesio, hierro y potasio a
concentraciones de 0,5 1 y 1,5 mmol L en un volumen final de 20 mL, incubado
durante seis dias a 28°C a 150 rpm. La caracterizacion bioquimica de la actividad
xilanolitica se realizé a partir del medio que mostré mayor actividad enzimatica; se
centrifugd durante 10 minutos a 6000 g y el sobrenadante se utilizé para realizar la
caracterizacion.

Para determinar la actividad xilanolitica se tomaron alicuotas de 100 pl de xilano de
beechwood (Sigma-Aldrich, USA) soluble 1% (p/v) en buffer acetato de sodio 50 mM
pH 4,8 incubado con 100 pl del extracto enzimatico durante 5 min a 50°C. Los
azucares reductores liberados se midieron por el método del acido dinitrosalicilico
(DNS) en espectrofotometro (Mapada® UV-3300) a 540 nm.
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Para definir el pH 6ptimo se evalud la actividad enzimatica en un rango de pH de 3,6
a 9. Para la estimacion de la temperatura éptima, se incubé el sobrenadante con
xilano de beechwood a diferentes temperaturas en un rango de 20 a 80°C
manteniendo constante el pH 6ptimo. Para evaluar la termoestabilidad enzimatica,
se incubd el sobrenadante en un rango de 20 a 80°C a pH 4,8. Los sobrenadantes se
retiraron a distintos intervalos de tiempo. Para determinar la estabilidad enzimatica
en funcién del pH, el sobrenadante se incub6 a diferentes pH (3,6 a 9) a una
temperatura constante de 50°C durante diferentes intervalos. Los valores se
expresaron en porcentaje, estableciendo como 100% al mayor nivel de actividad
xilanolitica detectado.

La mayor actividad fue de 19284,889 U/L obtenida en presencia de T mmol L de
dextrosa.

El pH o6ptimo de la enzima fue de 58 y la temperatura 6ptima 50°C. La
termoestabilidad a 50°C se mantuvo en 60% hasta las 12 h de incubacion. La
estabilidad enzimatica a pH 4,8 mantuvo niveles de actividad superiores al 50%
hasta las 12 h.

El incremento en la actividad xilanolitica y la caracterizacion del sobrenadante,
posibilitaran su aplicacion en diferentes procesos regionales y sustentables,
sentando las bases para futuras aplicaciones de la proteina.

ENDO-1,4-B-D-XILANASAS RECOMBINATE; CARACTERIZACION; SOBRENADANTE;
TEMPERATURA; PH
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Rotavirus grupo A (RVA) constituye uno de los principales causantes de
gastroenteritis aguda en una amplia gama de especies de mamiferos y aves. Ingresa
a los enterocitos mediante interacciones establecidas por la proteina VP4 que
determina el tropismo celular. VP4 posee alta variabilidad, distinguiéndose
actualmente 57 genotipos con un amplio rango de hospedadores. La espicula
consiste en un homotrimero de VP4, cada una de las cuales es clivada
proteoliticamente para completar la maduracion, resultando en dos dominios que
permanecen asociados no covalentemente: VP8* y VP5*. Los dominios de VP8*
(dimero) forman la parte distal de la espicula y establecen el primer contacto
virus-célula. Actualmente se postulan a los antigenos de grupo sanguineos como
posibles receptores para RVA, presumiblemente uniéndose a la porcidn externa de
VP8*; sin embargo, se desconoce la region de VP8* que interactua con dichos
receptores.

Los andlisis de estructuras 3D junto con el andlisis de cribado virtual (CV), permiten
identificar moléculas capaces de interactuar establemente con la regién analizada.
El CV constituye una técnica in silico ampliamente utilizada en el descubrimiento de
farmacos. Permite identificar a partir de bibliotecas de moléculas, aquellas con
mayores probabilidades de unirse a un objetivo farmacoldgico, devolviendo un
numero manejable de compuestos para su sintesis y puesta a prueba, reduciendo
asi el tiempo y los costos asociados.

El objetivo de este trabajo ha sido analizar el bolsillo formado por la unién de los
dominios de VP8%*, el cual podria jugar un rol clave en el reconocimiento y union a
receptores celulares.

Se obtuvieron las secuencias traducidas a aminodcidos de los 57 genotipos de VP4
de la base de datos GenBank y se realizo el clivado de los dominios VP8* y VP5*. Se
obtuvieron modelos tridimensionales de cada dominio mediante modelado por
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homologia en I-TASSER y se seleccion6 el modelo mejor puntuado. Se compuso la
estructura final de cada espicula ensamblando los dominios VP8* y VP5* en UCSF
Chimera y se refinaron los bucles que conforman el bolsillo utilizando MODELLER.
En una segunda instancia, el CV se realizara mediante acoplamiento molecular entre
la biblioteca de ligandos (base de datos ZINC) y el bolsillo de VP4, empleando la
interfaz grafica Raccoon de AutoDock. Se seleccionaran aquellos compuestos con
mejor puntuacién de interaccion en el bolsillo, y se caracterizara la interaccion
utilizando LIGPLOT, que evalua la actividad biolégica mediante modelos QSAR, como
asi también se indagaran los farmacéforos en PharmaGist. Los resultados seran
verificados mediante cribado inverso en idTarget y PharmMapper.

Se obtuvieron los modelos tridimensionales de los dominios VP8* y VP5* para los
57 genotipos de VP4. Se ensamblaron las espiculas (VP5*+VP8*). Se seleccionaron
los modelos de importancia en humanos (P[4] y P[8]) y se refin6 el bolsillo de unién.
Se descargo e instalo la biblioteca de ligandos ZINC necesaria para iniciar el CV. Los
compuestos resultantes, se presentaran como candidatos con potencial accién
antiviral (terapéutica), ya que se espera que interfirieran la interaccion virus-célula,
disminuyendo asi la infeccion.

ROTAVIRUS; VP4, ANTIVIRAL; CRIBADO VIRTUAL
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La inmovilizacion enzimatica esta a la vanguardia de la biocatalisis heterogénea,
permitiendo la separacién y reutilizacion de biocatalizadores en los procesos
industriales. A su vez, los avances en la nanotecnologia han permitido el surgimiento
de nuevos disefios y conformaciones de soportes enzimaticos nanométricos con
capacidad de albergar mayor cantidad de enzimas y mejorar su actividad y
estabilidad como el 6xido de aluminio anddico (OAA). Existe una amplia variedad de
métodos de inmovilizacion enzimatica, que pueden utilizarse y adecuarse para
desarrollar bionanocatalizadores de interés industrial. Las enzimas Lacasas
catalizan la oxidacion de una gran variedad de compuestos fendlicos con
aplicaciones prometedoras en la decoloracion de tintes y degradacién de
xenobidticos para el tratamiento de aguas residuales. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue comparar cuatro métodos de inmovilizacion de Lacasas sobre OAA, a fin
de desarrollar bionanocatalizadores oxidativos con elevada actividad y estabilidad
enzimatica. Para ello, se sintetizaron mediante oxidacion anddica recubrimientos de
OAA a partir de la aleacion AA1050 durante 1 h a 30 V, empleando como electrolito
acido oxalico 0,3 M a 40°C y se produjo extracto enzimatico crudo de Lacasa
(EELac) a partir del cultivo de la cepa Phlebia brevispora BAFC 633 y posterior
precipitacion del sobrenadante con (NH,),SO, 51.6 % (mv™'). A continuacion, se
inmoviliz6 Lacasa sobre los recubrimientos de OAA por triplicado durante 1 h
utilizando una solucion de EELac + buffer acetato de sodio (pH 4,4) de
concentracion 1058 UL", mediante: a) adsorcidn fisica, sumergiendo los soportes en
solucion de EELac + buffer con agitacién; b) unién covalente, haciendo reaccionar
primero el soporte con 3 - amino - propiltrietoxisilano y trietanolamina en acetonitrilo
seco (ACN), luego con N,N - carbonildiimidazol en ACN y finalmente sumergiendo los
soportes activados con la solucién de EE + buffer; c) atrapamiento con quitosano,
sumergiendo los soportes en una solucion de EELac + buffer + quitosano y luego
aplicando un recubrimiento protector de quitosano; d) atrapamiento con alginato de
sodio, sumergiendo los soportes en una solucion de EELac + buffer + alginato de
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sodio, con posterior inmersion en soluciéon de CaCl,. La determinacion de la
actividad especifica Lacasa (AELac) se realizd en un espectrofotémetro UV - visible
a 469 nm con 2,6 - dimetoxifenol 5 mM en buffer acetato de sodio 0,1 M (pH 3,6). Se
detecté 3,5 Ucm? de actividad Lacasa en los recubrimientos de OAA con unién
covalente, mientras que los métodos de inmovilizaciéon por atrapamiento con
quitosano y adsorcion fisica arrojaron 2,5 Ucm™. En contraposicion, no se detectd
actividad enzimatica en los soportes tratados con alginato de sodio. Se concluye
que, de los cuatro métodos de inmovilizacion ensayados sobre los soportes de OAA,
el enlace covalente resulté ser el mas efectivo. Esto podria estar relacionado a un
menor desprendimiento de la enzima Lacasa durante la reaccién, lo que representa
una mejora en la productividad y eficiencia econémica de los procesos cataliticos,
principalmente en la aplicaciéon de bionanocatalizadores para el tratamiento de
efluentes en continuo.

CATALIZADORES ENZIMATICOS; LACASA; OXIDO DE ALUMINIO ANODICO
NANOPOROSO
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La inmovilizacion de enzimas producidas por hongos nativos abre las puertas a
bioprospecciones concretas, tanto en lo que se refiere a los procesos productivos
como al tratamiento de efluentes que contienen grasas y aceites, siendo los efectos
de la inmovilizacidon enzimatica la estabilizacion del biocatalizador, la reutilizacién
bajo las condiciones del procedimiento y la purificacion del producto, que de manera
general mejoran la economia de un proceso. El objetivo del presente trabajo fue
inmovilizar esterasas (EC. 3.1.1.3) producidas por la cepa P rubens LBM81 en
nanoparticulas magnéticas. La cepa P. rubens LBM81, nativa de la provincia de
Misiones, fue activada en medio MEA vy, luego de un periodo de crecimiento de 7
dias, utilizada en la preparacion de una suspension de esporas de concentracion
igual a 1,2x10° esporas/mL para la inoculacién de 6 Erlenmeyer de 100 mL
conteniendo cada uno 20 mL de medio de cultivo compuesto por peptona de carne
(2% p/v) y aceite de oliva (4% p/v). Los Erlenmeyer inoculados se sometieron a
agitacion constante durante 6 dias, a una temperatura de 30 °C y a una velocidad de
140 rpm, finalizado este periodo se filtro el contenido para obtener el extracto
enzimatico y, a partir de este, se efectudé la primera determinacion de actividad
esterasa. Las nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe,0,) se obtuvieron a partir de
soluciones en relaciones estequiométricas de sales de hierro y cobalto, las cuales
fueron mezcladas y colocadas en un embudo para ser goteadas en una solucién de
NaOH bajo agitacion constante. Para finalizar la sintesis de nanoparticulas, se
efectuaron tres ciclos de centrifugado, separando y descartando el sobrenadante.
Las nanoparticulas sintetizadas se dispersaron para su funcionalizaciéon con APTES
(3-aminopropiltrietoxisilano), luego fueron recogidas mediante un campo magnético
externo y se lavaron con agua desionizada y etanol. La inmovilizacion de esterasas
se llevd adelante agregando glutaraldehido 25% a las nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas, seguidamente se mantuvo la mezcla durante 2 h bajo agitacion
constante, se lavaron las nanoparticulas y se mezclaron con 2,5 mL de buffer fosfato
0,1 M pH 7 y 2,5 mL de extracto enzimatico de 962 + 128 U/mL. La mezcla se
mantuvo durante 2 h bajo agitacion, se recupero el precipitado y se lavé con buffer
fosfato 0,1 M pH 7 varias veces para ser utilizado directamente en las mediciones de
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actividad esterasa. La actividad esterasa de las enzimas inmovilizadas en las
nanoparticulas magnéticas se determiné mediante espectrofotometria a 405 nm
utilizando como sustrato el p-nitrofenil palmitato. Los resultados obtenidos nos
permitieron observar que las nanoparticulas de ferrita de cobalto sintetizadas, y
funcionalizadas con APTES, inmovilizaron a las enzimas producidas, obteniéndose
10 + 3 U/g de actividad esterasa.

PENICILLIUM  RUBENS; ESTERASAS; FERRITA DE COBALTO; APTES;
INMOVILIZACION
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El monitoreo de agroquimicos en aguas superficiales se ha vuelto cada vez mas
relevante en los ultimos afios para mitigar el dafio ambiental y favorecer la
realizacién de buenas practicas agricolas. Los métodos convencionales para la
deteccion y cuantificacién de estos compuestos consumen mucho tiempo y son
costosos, por lo que resulta necesario generar alternativas de deteccién rapidas que
permitan el monitoreo in situ de estos contaminantes. Los biosensores representan
una soluciéon viable a esta problematica ambiental, dado que a través de la
inmovilizacion de enzimas es posible desarrollar dispositivos de deteccion rapidos,
de elevada selectividad y sensibilidad. Asimismo, las membranas nanoporosas de
oxido de aluminio anddico (OAA) pueden aplicarse como soporte enzimatico para la
creacion de nanobiosensores amperométricos, debido a sus propiedades facilmente
ajustables, gran area superficial y poros estrechamente empaquetados. Por lo tanto,
el objetivo de este trabajo consistid en sintetizar membranas de OAA con diferentes
morfologias que actien como soporte enzimatico para funcionalizar electrodos
serigrafiados (ES) que puedan aplicarse en el desarrollo de biosensores. Para ello, se
sintetizaron mediante oxidacion anddica recubrimientos de OAA a partir de la
aleacion AA1050 durante 2, 3y 4 ha 30V, empleando como electrolito acido oxalico
0,3 M a 40°C. La obtencion de membranas de OAA implicé la eliminacién del
sustrato y la capa barrera de 6xido para lograr la apertura completa de los poros.
Para ello, se realizdé una separacion electroquimica de la pelicula aplicando 15V por
encima del voltaje de anodizacion en soluciéon 70% m/m de HCIO,. Una vez separado
el oxido, se realizo la apertura de los poros en solucion 5% m/m de H;PO, durante 5
min. El didametro de poro (dp) de las membranas obtenidas se determiné mediante
microscopia electrénica de barrido y el espesor (e) mediante microscopia dptica. A
continuacion, se funcionalizaron los ES adhiriendo la membrana, con un adhesivo
conductor de plata, sobre el electrodo de trabajo. Por ultimo, se caracterizaron
electroquimicamente los ES libre (L), con adhesivo (L + A) y con membrana (L + A +
OAA) mediante espectroscopia de impedancia en buffer Na,PO, 0,1 M pH 7 y NaCl
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0,9 % m/yv, utilizando un potenciostato Palm Sense 4 con una amplitud de potencial
de 10 mV y con un barrido de frecuencia desde 100.000 Hz a 0,05 Hz. Las
membranas de OAA sintetizadas a diferentes tiempos de anodizacion presentaron
zonas de poro abierto y cerrados de igual tamafio (dp = 31 nm), indicando que el
método de apertura aplicado no fue lo suficientemente efectivo para abrir
completamente los poros en toda la superficie. Por otra parte, se observé un
aumento proporcional del espesor con el tiempo de anodizacioén entre 26-55 pm. Los
espectros de impedancia obtenidos para los diferentes electrodos ensayados
pudieron ajustarse satisfactoriamente con un mismo circuito eléctrico equivalente.
Asimismo, no se encontraron diferencias significativas entre los valores de los
parametros electroquimicos descriptos por el circuito eléctrico equivalente,
significando esto que cualquier configuracién de electrodo es viable para utilizarse
en la construccion del biosensor.

BIOSENSORES; MEMBRANAS NANOPOROSAS; ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA
ELECTROQUIMICA
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SISTEMA DE CLASIFICACION DE ROTAVIRUS GRUPO A: ANALISIS DE 3 GENES
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Los Rotavirus grupo A (RVA), son los principales agentes etioldgicos responsables
de gastroenteritis agudas en nifios menores de cinco afnos y, mamiferos y aves
juveniles. El virion completo de RVA es una particula icosaédrica, compuesta de tres
capas concéntricas de proteinas que envuelven 11 segmentos de ARN doble cadena
(ARNdc) que codifican 6 proteinas estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y cinco o seis
proteinas no estructurales (NSP1-NSP5/6). VP7 y VP4 forman la capa externa del
virién. VP4 forma las espiculas capaces de unirse a los receptores celulares para
promover la entrada, es sensible a proteasas y determina el genotipo “P”. VP7 es una
glucoproteina, determina el genotipo “G”, y junto con VP4, esta implicada en la
respuesta inmunitaria al virus. VP6, forma la capa media del viridn, es la proteina
antigénica. VP6 determina la especie de Rotavirus (A - J) y, dentro de RVA determina
el genotipo “I”. En 2008 se implementd un sistema de clasificaciéon basado en el
genoma completo de RVA. Este sistema asigna un genotipo especifico a cada uno
de los once segmentos de acuerdo con valores de distancia genética establecidos.
Asi, el genoma completo de una cepa se describe como:
Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx para los genes
VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6, respectivamente.
Donde la “x” representa el nimero de genotipo. Desde su implementacién, la
cantidad de genotipos ha aumentado sustancialmente. Dentro de las proteinas
estructurales VP7 paso de G19 a G36, VP4 de P[27] a P[51] y VP6 de 111 a I26.

El objetivo de este trabajo fue analizar la variabilidad genética de las proteinas
estructurales VP4, VP6 y VP7 y revisar la asignacion de genotipos segun los valores
de corte establecidos.

Se obtuvieron todas secuencias nucleotidicas con al menos el 95% de los genes de
VP6 (n=2463), VP4 (n=2771) y VP7 (n=3172) de RVA presentes en la base de datos
Genbank. Matrices de alineamientos multiples fueron construidas y se realizaron
matrices de distancias genéticas para cada gen. Ademas, se realizaron analisis
fillogenéticos de Maxima Verosimilitud.

87


mailto:shony.aguilera@gmail.com
mailto:mino.samuel@inta.gob.ar

Las distancias genéticas mostraron que la mayoria de las cepas se agrupan
correctamente en los genotipos determinados a priori. No obstante, se encontraron
cepas en 4 genotipos de VP4, 3 en VP6y 5 en VP7 que no cumplian con los criterios
para ser incluidos en los genotipos en los que se encontraban. El sistema de
clasificacion es flexible respecto a como tratar las secuencias que caen por debajo
de los valores de corte, 0 que se encuentran en una zona de distancia intermedia
entre dos genotipos. Nuevos valores de corte o nuevos criterios de agrupamiento
(rango de huéspedes, geografia y/o constelaciones gendmicas) para la asignacion
de genotipos podrian solucionar estos conflictos y fortalecer el sistema de
clasificacion actual. Este trabajo destaca nuestro conocimiento actual sobre la
variabilidad genética de las principales proteinas antigénicas de RVA, avala el uso
del actual sistema de clasificacién y propone sugerencias para fortalecer el mismo.
Ademas, destaca la necesidad de que se mantenga el trabajo continuo del RCWG.

ROTAVIRUS GRUPO A; BIOINFORMATICA; TAXONOMIA
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EXPRESION DE LOS GENES CPEB DURANTE EL TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA
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La Leucemia Mieloide Crénica (LMC) es una neoplasia mieloproliferativa
caracterizada por el oncogén de fusion BCR-ABL1, cuya proteina quimérica
resultante posee actividad tirosina quinasa constitutiva. Se han descripto
numerosos mecanismos de resistencia a la terapia con inhibidores de tirosina
quinasas (ITKs) independientes de BCR-ABL1, entre los cuales se han identificado
varios genes responsables de conferir resistencia al tratamiento. En la busqueda de
nuevos genes marcadores de resistencia a los ITKs, la familia de genes CPEB
aparecen como candidatos a ser investigados y aun no han sido explorados en la
LMC. Los CPEB (del inglés Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding Protein) son
una familia de 4 proteinas (CPEB1, 2, 3y 4) de unién al ARN que acttan regulando la
traduccion. Reconocen la secuencia consenso de poliadenilacion citoplasmatica
presente en la region 3' no traducida de algunos ARNm y reclutan las maquinarias de
represion o de activacion de la traduccion, regulando de este modo indirectamente
la longitud de la cola de poli(A) de sus ARNm targets. Al reconocer a una variedad de
transcriptos y participar en diversos procesos biolégicos en el organismo adulto,
varios estudios han reportado que los cambios en la expresién de estos genes
indican funciones regulatorias diferenciales en el desarrollo de varios tipos de
tumores sélidos. En este trabajo se analizé la expresion de la familia de genes CPEB
(CPEB1, CPEB2, CPBE3 y CPBE4) en pacientes bajo tratamiento con ITKs durante
mas de 2 afios. Las muestras fueron reclutadas en la Academia Nacional de
Medicina y se componen de 31 pacientes con LMC y 20 donantes sanos (IS) como
grupo control. En total se analizaron 136 muestras correspondientes a diferentes
tiempos de control de seguimiento de la enfermedad. Cada paciente incluido en el
estudio presentaba entre 4 a 7 muestras controles, clasificados segun su respuesta
a la terapia en respondedores éptimos (RO-LMC) n=17 y resistentes (R-LMC) n=14.
La cuantificacion relativa de los transcriptos de CPEB1, CPEB2, CPEB3 y CPEB4 se
analizé por PCR en Tiempo Real. El resultado indicé que existen diferencias
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estadisticamente significativas en los valores de expresién de los genes CPEB entre
los diferentes grupos analizados (p<0,0001). La media de los valores de expresion
de los genes CPEB1, CPEB3 y CPEB4 difiri6 entre los pacientes R-LMC y RO-LMC con
respecto a los IS (p<0,0001), sin embargo, frente a los valores de CPEB2, las
diferencias se encontraron en el grupo de pacientes R-LMC en comparacion con los
IS (p<0,0141). Teniendo en cuenta los grupos de pacientes R-LMC vs RO-LMC,
solamente se observé diferencias estadisticamente significativas en los valores de
expresion de los genes CPEB2 y CPEB3 (p=0,0141 y p=0,0190 respectivamente). Las
diferencias en la expresion de los CPEB halladas entre los diferentes grupos, podrian
proporcionar informacion util en relacion en la expresion de estos genes en los
pacientes tratados con ITKs. Debido a que es la primera vez que se analizan estos
genes en LMC, para poder arribar a resultados mas concluyentes, se requiere de un
analisis mas exhaustivo y una mayor cantidad de pacientes en el estudio.

LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA; RESISTENCIA; EXPRESION GENICA
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HUESPEDES, GENOTIPOS Y CONSTELACIONES DE RVA: DISTRIBUCION EN EL
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Los rotavirus grupo A (RVA) constituyen patdégenos que infectan principalmente a
nifos menores de 5 anos y neonatos de mamiferos y aves. La infeccion produce
diarrea, que en animales de cria y centros de produccion pecuarios causa grandes
pérdidas econdmicas. Los RVA se describen principalmente informando el tipo de
las VP7 (G-tipo) y VP4 (P-tipo) de forma similar a la nomenclatura de Influenza. Sin
embargo, desde 2008 se utiliza el genoma completo (11 genes) para describir a una
cepa RVA. La descripcion de todos los genes se denomina Constelacion Gendmica.
Se han descrito brotes de diarrea en zooldgicos, en roedores y en animales de
companiia vy, la descripcion de sus constelaciones gendmicas mostréo que los
mismos estaban relacionados con los virus detectados en humanos. Por esta razén
esta es una enfermedad zoondtica con potencial impacto en Salud Publica. El
enfoque “Una Salud”, considera la salud de humanos y animales interdependientes y
ligados a la salud del ecosistema en el que coexisten, siendo el 75% de las
enfermedades humanas emergentes de origen animal. Por tanto es importante
estudiar las enfermedades no solo desde una mirada antropocéntrica sino desde
una mirada amplia.

El objetivo de este trabajo fue realizar una revision del estado del arte de los
huéspedes animales descritos de RVA. Ademas, comparamos todas las
constelaciones gendmicas detectadas.

Se realiz6 una busqueda amplia en bases de datos de secuencias nucleotidicas y de
articulos cientificos. El conjunto de informacién se organiz6 segun método de
deteccion del virus, hospedero, genotipos, constelacion completa o combinacién de
las proteinas VP7-VP4.
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En total, RVA fue descrito en 86 especies animales por al menos una técnica
(Microscopia electrénica, serologia, electroferotipos, genotipificacion). El 52%
(45/86) de las especies reportadas no cuentan con datos genéticos; los articulos
donde se describen esos casos fueron publicados en torno a los "80 y los 90 (1978 -
1996). Por otra parte, el 48% (41/86) si contaban con secuencias génicas de RVA
(9.222 secuencias recabadas). De estas 28% fueron porcinas, 27% bovinas, 12%
equinas y las restantes de diversos animales. Asimismo, el 78% (32/41) de los
huéspedes con secuencias de RVA reportadas contaban con la constelacion
gendmica. Sus proteinas taxonédmicas principales (VP7-VP4) presentaron patrones
propios de RVA en grupos tales como aves, animales domésticos y artiodactilos. En
murciélagos observamos constelaciones que no se repiten en otros grupos y a su
vez presentan variaciones geograficas. El estudio pone de manifiesto la capacidad
de RVA de infectar un amplio rango de especies, donde los genotipos (incluso
constelaciones enteras) propios de una especie pueden ser descritos en otras,
mostrando la capacidad zoonética de RVA y sugiriendo un potencial de desarrollo de
variantes virulentas que podrian ser transmitidas a humanos generando brotes de la
enfermedad. En este contexto, la vigilancia desde la perspectiva “Una Salud” tanto
en humanos como en animales es relevante para conocer el estatus sanitario de
cada region.

ROTAVIRUS; HOSPEDEROS; ZOONOSIS; CONSTELACIONES
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EVALUACION DE LA TECNICA ARMS-PCR PARA EL ESTUDIO DE VARIANTES
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El cdncer de mama (CM) es responsable de aproximadamente el 25% (147/691) del
total de defunciones causadas por tumores en mujeres de la provincia de Misiones,
constituyendo una importante causa de morbimortalidad en nuestra regién. En los
ultimos 10 anos se ha evidenciado un incremento gradual en la incidencia del CM en
mujeres jovenes. Si bien, la edad temprana de presentacién del CM suele estar
ligado a mutaciones en genes de alta penetrancia (CM hereditario y/o familiar),
muchos estudios han mostrado un alto nimero de pacientes jovenes resultan
negativas para los paneles genéticos convencionales, sugiriendo que existen otros
genes adicionales implicados en el inicio temprano de CM. Sin embargo, en
comparacién con las pacientes postmenopausicas, los datos genéticos vy
gendmicos para este grupo de pacientes, son escasos. Por lo que, el estudio de
variantes en genes candidatos asociados a la patologia, constituyen un importante
aporte a la genética epidemioldgica local y global.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la técnica de ARMS-PCR,
para la determinacién de las variantes genéticas g.4822A>G y g.4777C>A en los
promotores de los genes BAX y BCL2, respectivamente; en muestras de ADN
extraidas de pacientes jévenes con CM (con edad menor a 50 afios).

Para ello, se disefiaron cebadores especificos que permiten discriminar los alelos
variantes de los alelos wild type mediante la herramienta bioinformatica
Primer-BLAST. Los cebadores disefiados para el estudio de la variante g.4822A>G
(BAX) fueron: F- TTAGAGACAAGCCTGGGCGT y R(G)- TGGCGCCGTCCAACAGCGGC;
R(A)- TGGCGCCGTCCAACAGCGGT que amplifican un fragmento de 250pb; y para el
estudio de la variante g.4777C>A (BCL2) fueron: F(C)- CCGGCTCCTTCATCGTGCCC;
F(A)- CCGGCTCCTTCATCGTGCCA y R-GGCGGCAGATGAATTACAA que amplifican un
fragmento de 180pb.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 20 pl, conteniendo 1l
de ADN muestra, Buffer 1X, MgCI2 1,5mM, dNTPs 100uM, cebadores alelo
especificos 5pmoles y Taq polimerasa 0,5U. El ciclado aplicado consté de una etapa
inicial de 3min a 94°C, seguidos de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C, se
probaron diferentes temperaturas de hibridacion entre 60 - 65°C y una etapa de
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extension a 72°C, cada etapa con una duracion de 40 segundos, concluyendo el
ciclado con una extension final a 72°C por 5 minutos. Para la estandarizacién de la
técnica se utilizaron controles positivos, muestras de ADN previamente
genotipificadas por secuenciaciéon. Los resultados de amplificacién fueron
verificados en electroforesis en geles de agarosa al 2% tefidos con GelRed™, a 120V
por 30 minutos con buffer TBE 0,5X.

La técnica de ARMS-PCR resulté ser eficiente para discriminacion alélica de las
variantes g.4822A>G y g.4777C>A en los promotores de los genes BAX y BCL2,
respectivamente; permitiendo la identificacion de los tres genotipos posibles para
ambos genes.

Se concluye que la implementacién de esta técnica es adecuada para el estudio de
variantes genéticas en BAX y BLC2. Con los resultados presentados en este trabajo,
se procedera a la genotipificacién de muestras clinicas correspondiente a mujeres
joévenes diagnosticadas con CM. Los datos genéticos obtenidos permitiran una
mejor comprension de los procesos moleculares implicados en la carcinogénesis
temprana.

CANCER; VARIANTES GENETICAS; ARMS-PCR
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Los Rotavirus grupo A (RVA) son los principales agentes etioldgicos responsables
de gastroenteritis agudas en niflos menores de cinco afos a nivel global. También
afectan a una amplia variedad de animales en etapas juveniles, incluidos mamiferos
y aves. El virion de RVA es una particula icosaédrica, compuesta de tres capas
concéntricas de proteinas que envuelven 11 segmentos de ARN de doble cadena
(ARNds). Cada segmento codifica una proteina, de las cuales seis estructurales
(VP1-VP4, VP6 y VP7) y cinco o seis no estructurales (NSP1-NSP5/6). En 2008 se
implementd un sistema de clasificacion basado en el genoma completo de RVA.
Este sistema asigna un genotipo especifico para cada uno de los once segmentos
de una cepa particular de acuerdo con valores de corte establecidos. Utilizando este
enfoque, el genoma completo de una cepa RVA se describe como:
Gx-P[x]-1x-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx para los genes
VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6, respectivamente.
Desde la implementacion de este sistema, el nimero de genotipos ha aumentado
sustancialmente siendo para las NSP: NSP1 (A14-A31), NSP2 (N5-N22), NSP3
(T7-T22), NSP4 (E11-E27) y NSP5/6 (H6-H22). Por tanto, el objetivo de este trabajo
fue analizar la variabilidad genética de cada uno de los genes no estructurales
(NSP1-NSP5) y corroborar si los valores de distancia genética que definen la
pertenencia a un genotipo dado siguen siendo validos. Se obtuvieron todas las
secuencias nucleotidicas con al menos el 95% de los genes NSP de la base de datos
Genbank. Se construyeron matrices de alineamientos multiples y se calcularon
matrices de distancias genéticas para cada gen y asi evaluar si los genotipos
estaban correctamente asignados considerando los valores de corte actuales.
Ademas, se construyeron arboles filogenéticos de maxima verosimilitud para
determinar si los genotipos reportados forman grupos monofiléticos. Se observé
que en el 23% (7/31), 23% (5/22), 37% (8/22), 26% (7/27) y 23% (5/22) de los
genotipos para NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 y NSPS5, respectivamente, poseian cepas
que segun los valores de corte no se ajustan al genotipo determinado (conflictos).
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Para los genes NSP1 y NSP5, al incluir la filogenia se contribuye a resolver la
clasificacion de las cepas con conflictos. Para NSP2, NSP3 y NSP5 una optimizacién
de los valores de corte de 85 a 82%, y de 91 a 87%, mejora significativamente la
clasificacion de cepas con conflictos.

Este trabajo destaca que el conocimiento actual de la variabilidad nucleotidica de las
proteinas no estructurales de RVA, asi como la inclusion de analisis filogenéticos,
permitiria realizar analisis dinamico de los genotipos reportados. Ademas, resalta la
necesidad de mantener el trabajo continuo del RCWG y la importancia de interactuar
con él.

ROTAVIRUS GRUPO A; BIOINFORMATICA; TAXONOMIA
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La dispepsia funcional (DF) es un trastorno que afecta alrededor del 10% de la
poblacion, siendo de patogenia no aclarada en su totalidad. La dispepsia asociada a
la infeccién por Helicobacter pylori (HpD) y la eosinofilia duodenal son posibles
mecanismos patogénicos en la DF. Sin embargo, no se ha explorado el impacto de la
eosinofilia duodenal y los genes de virulencia de Helicobacter pylori (H. pylori) en
este grupo de pacientes.

Objetivo: Evaluar la asociacién de genes de virulencia de H. pylori y eosinofilia
duodenal de bajo grado en HpD.

Métodos: Se realizé un estudio transversal multicéntrico. Se seleccionaron un total
de 301 pacientes que cumplian los criterios de ROMA-Ill antes de la endoscopia
digestiva alta y se incluyeron 95 pacientes después de la endoscopia alta normal y
se evalué H. pylori positivo en biopsias gastricas. Se determinaron parametros
clinicos, genes de virulencia de H. pylori (cagA, oipA y vacA) e histologia duodenal.
Los datos se analizaron utilizando el software Med-Calc y SPSS 20.0. La
comparacioén entre los diferentes grupos se realizo utilizando chi cuadrado para las
variables cualitativas y el test de Student o Wilcoxon para variables cuantitativas, de
acuerdo a si la distribucion fuese normal o no respectivamente. El analisis de
regresion logistica se utilizd para determinar la correlacion entre diferentes
parametros. El valor p de <0.05 se consider6 significativo.

Resultados: Los sindromes de DF fueron 69 (72%) pacientes con sindrome de dolor
epigdstrico (EPS), 17 (18%) sindrome de distrés posprandial (PDS) y 9 (10%)
superposicion de EPS/PDS. Los sindromes de FD no se asociaron con las cepas
cagA u oipA. Se observé una tendencia significativa de cepas positivas vacA s1/m1
(78%) y s1/m2 (80%) en EPS. La clasificacién duodenal histolégica de inflamacién
cronica, eosinofilia duodenal de bajo grado y linfocitos intraepiteliales no mostro
diferencias en las cepas 0ipA y vacA. La eosinofilia duodenal de bajo grado fue
significativa en la cepa positiva cagA, el OR para la eosinofilia duodenal de bajo
grado con la cepa positiva para H. pylori cagA fue de 4,2 (IC del 95 %, 1,77-9,93).
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Ajustando por edad, sexo, tabaquismo, IBP y vacA s1/m1, el OR fue de 4,7 (IC 95%,
1,66-13,3).
Conclusién: Nuestros hallazgos sugieren que la eosinofilia duodenal de bajo grado

estd significativamente asociada con la cepa cagA en la dispepsia asociada a la
infeccién por H. pylori.

DISPEPSIA FUNCIONAL; HELICOBACTER PYLORI; EOSINOFILIA DUODENAL
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Estudios recientes han sugerido una asociacion entre la infeccién por Helicobacter

pylori (Hpyl) y la enfermedad del higado graso no alcohélico o metabélico (MAFLD).

Sin embargo, el mecanismo fisiopatolégico no esta claro. El objetivo del presente

estudio fue examinar la asociacion de genes de virulencia del H. pylori y MAFLD en

pacientes que consultan por dispepsia.

Métodos: se trata de un estudio multicéntrico prospectivo entre 2019 a 2020 en el
noreste argentino. Se evaluaron 305 pacientes dispépticos que cumplian criterios
ROMA-IIl y se les realizé gastroscopia diagndstica. La positividad de H. pylori
(Hpyl-pos) se definié como a la biopsia gdastrica con tincién de Giemsa positiva. Se
registraron pardmetros bioquimicos (AST, ALT, FAL, gGT, plaquetas, anti-HCV; HBsAg,
Anti-HBcore, Anti-HIV), clinicos (IMC, tabaquismo, consumo de alcohol, diabetes,
hipertensién), endoscépicos e histologicos. La MAFLD se defini6 mediante la
deteccion ultrasonografica de esteatosis hepatica. Se utilizé la puntuacion FIB-4
para determinar la fibrosis no invasiva. El ADN se extrajo de las biopsias gastricas
Hpyl-pos y se analizd para cag-A, cag-E, vacA s1/s2, vacA m1/m2 y oip-A. Los datos
se analizaron utilizando el software Med-Calc y SPSS 20.0. La comparacion entre los
diferentes grupos se realizé utilizando chi cuadrado para las variables cualitativas y
el test de Student o Wilcoxon para variables cuantitativas, de acuerdo a si la
distribucion fuese normal o no respectivamente. El valor p de <0.05 se consideré
significativo.

Resultados: La prevalencia de MAFLD fue 39% (120/305), con Hpyl-pos 43%
(56/131) y Hpyl-neg 37% (64/174) (p: ns), no se observaron asociaciones entre H
pylori genes de virulencia y MAFLD. Cuando se analizaron sujetos con MAFLD, el
estado de Hpyl-pos se asocié significativamente con elevacion de AST (Hpyl-pos:
35114 Ul/mL vs Hpyl-neg: 22+12 Ul/mL, p: 0,0008), ALT (Hpyl-pos: 3818 Ul/mL vs
Hpyl-neg: 30+17 UI/mL, p: 0,018) y FIB-4 (Hpyl-pos: 1,44+0,6 vs Hpyl neg: 1,160 ,7, p:
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0,02). De hecho, la infeccién por Hpyl-pos se asocié con el cut-off de fibrosis
significativa FIB-4 >1,3 (Hpyl-pos: 46 % n: 30/56 frente a Hpyl-neg: 29 % n: 19/64, p:
0,0095), no observando diferencias al analizar el cut-off de fibrosis avanzada FIB-4
>2,67. En el andlisis de los genes de virulencia, la presencia de cag-A, cag-E y
vacA-m1 se asocié con mayor AST (cag-A pos 36+12 Ul/mL, p:0,002; cag-E pos:
35112 Ul/mL, p: 0,0049; vacA-m1: 3914 Ul/mL, p: 0,0003). También se observaron
valores mds altos de FIB-4 en cag-A positivo (1,49+0,5, p: 0,04) con mayor proporcion
de pacientes con FIB-4 >1,3 en cag-A pos: 55% (p: 0,04).

Conclusiones: Mientras que no se observaron asociaciones entre Hpyl o genes de
virulencia con la prevalencia de MAFLD por ultrasonido. La infeccion por Hpyl se
asocié con marcadores de dafio hepatico (AST y ALT) y fibrosis (FIB-4). Las cepas

positivas para cag-A se asociaron con valores mas altos de AST y FIB-4 con mayor
proporcién de pacientes con FIB-4 >1,3.

HELICOBACTER PYLORI; HIGADO GRASO; SINDROME METABOLICO

100
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El Helicobacter pylori (H. pylori) es la principal causa de infeccién bacteriana crénica
en el mundo, originando gastritis crénica teniendo un papel etioldgico en las
enfermedades gastroduodenales como la enfermedad de Ulcero-péptica, la
dispepsia funcional, el adenocarcinoma y el linfoma gastrico. No obstante, su
prevalencia varia entre paises y regiones. Sin embargo, su prevalencia en el nordeste
argentino no ha sido estudiada.

Objetivo: Determinar la prevalencia y factores de riesgo de H. pylori en sujetos que
consultan por dispepsia en el NEA.

Métodos: Se realizd un estudio transversal multicéntrico entre 2015-2019. Se
incluyeron 631 pacientes que cumplian los criterios de ROMA-Ill y se realizaron
endoscopia digestiva alta para estudio de dispepsia. La positividad de H. pylori
(Hp-pos) se defini6 como a la biopsia gastrica con tinciéon de Giemsa positiva. Se
registraron parametros epidemiolégicos, clinicos, endoscépicos e histoldgicos. Se
determinaron los genes de virulencia de H. pylori (cagA, cagE, oipA y vacA). Los
datos se analizaron utilizando el software Med-Calc y Jamovi. La comparacion entre
los diferentes grupos se realizé utilizando chi cuadrado para las variables
cualitativas y el test de Student o Wilcoxon para variables cuantitativas, de acuerdo a
si la distribucion fuese normal o no respectivamente. El analisis de regresion
logistica se utilizé para determinar la correlacion entre diferentes parametros. El
valor p de <0.05 se consider6 significativo.

Resultados: La prevalencia de H. pylori en la regién fue de 56,2% (356/633). La
infeccion H. pylori fue significativamente asociada al género masculino (Hp pos:
48,6% vs Hp neg: 34,6%, p < 0.001), consumo de agua no-potabilizada (Hp pos: 18,5%
vs Hp neg: 6,8%, p < 0.001), nivel educativo (primario/secundario incompleto, Hp
pos: 14,6% vs Hp neg: 3,6%, p < 0.001) y habito tabaquico (Hp pos: 31,2% vs Hp neg:
22,9%, p = 0.021). No se observaron diferencias significativas en la edad, IMC,
ingesta previa de analgésicos, antidcidos (inhibidores del receptor Histamina-2 o de
la bomba de protones), antecedentes quirurgicos y de uso de bebidas alcohdlicas. El
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sindrome de dispepsia asociado a H. pylori fue el dolor epigastrico (EPS, Hp pos:
58,4% vs Hp neg: 29,2%, p < 0.001). La presencia de Ulcera péptica estuvo asociada a
H. pylori (Hp pos: 15,4% vs Hp neg: 4,3%, p < 0.001). Se observaron 3 casos de
cancer gastrico en el grupo H. pylori positivo, pero ninguno en H. pylori negativo. En
el andlisis multivariado se observd que el género masculino (OR 1,71 1C95%
1,18-2,47), agua no-potabilizada (OR 1,85 IC9% 1,014-3,37), dolor epigdstrico (OR
3,26 1C95% 2,29-4,64) y dulcera péptica (OR 3,1 1C95% 1,55-6,19) fueron
significativamente asociados a infeccion por H. pylori. Se determinaron los genes de
virulencia en 72 sujetos H. pylori positivos, se observé cagA: 69%, cagE: 61%, OipA:
90%, vacA s1/s2:93%/7%, vacA m1/m2: 56%/44%.

Conclusion: En la poblacion en estudio, se observo una prevalencia elevada de H.
pylori. Encontrandose significativamente asociada al género masculino, agua
no-potabilizada, dolor epigastrico y ulcera péptica. Estos datos brindan informacién
epidemioldgica sobre la infeccion por H. pylori en nuestro medio.

HELICOBACTER PYLORI; EPIDEMIOLOGIA; DISPEPSIA
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La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es un trastorno metabdlico caracterizado por una
funcion alterada de las células B pancreaticas y de la accion de la insulina,
relacionado a factores genéticos y ambientales. Se ha demostrado asociacion entre
DMT2 y el desarrollo de diversas neoplasias; establecer los mecanismos
responsables podria contribuir a una mejor comprension de la evolucion de este
trastorno croénico y el tratamiento de sus complicaciones. Las tecnologias émicas,
se han convertido en herramientas prometedoras en este campo y en particular la
transcriptomica, para identificar redes moleculares alteradas en DMT2. El gen
supresor de tumores PTEN (Phosphatase and tensin homolog) se ha asociado al
desarrollo de numerosos tipos de neoplasias debido a mecanismos que conducen a
la pérdida de la funcién normal o una menor expresién génica. Las causas de
subexpresion de PTEN incluyen mutaciones, epi-silenciamiento génico y pérdida de
la heterocigosidad en el locus de PTEN. El gen PTEN podria tener un rol importante
en el desarrollo de cancer en pacientes diagnosticados con DMT2 al estar implicado
en la via de senalizacion de PI3K, la cual interviene en el mecanismo de accion de la
insulina. Esclarecer la participacion de PTEN en esta via que relaciona la accién
antitumoral con vias metabdlicas dependientes de insulina, podria ser crucial para el
desarrollo de terapias antitumorales en DMT2 o para revertir su accion. Por lo cual,
el objetivo de este trabajo fue establecer el nivel de expresion de PTEN entre
pacientes con diabetes y en pacientes con diabetes y cancer. La expresion génica se
determind mediante la cuantificacidn relativa de los transcriptos de PTEN por medio
de PCR en tiempo real, a partir de ARN extraido de sangre periférica con EDTA. Los
participantes del estudio fueron clasificados en tres grupos; individuos controles
(IC), pacientes con diabetes (DBT) y pacientes con diabetes y céncer (DBC). Los
valores fueron analizados con el programa estadistico GraphPad. El andlisis
estadistico ANOVA demostro la existencia de diferencia estadistica significativa
entre los grupos analizados (p=0,0145). Mediante el test-T se observé una diferencia
estadistica al comparar el grupo de IC con el grupo DBT (p=0,0339), en el cual el 45%
de DBT presentaron una mayor expresion de PTEN. Se ha asociado una menor
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expresion de PTEN en individuos con neoplasias, sin embargo, nuestros hallazgos
demuestran valores de PTEN sobreexpresados en poblacion con diabetes, estos
resultados preliminares demuestran la accién antitumoral de PTEN en esta patologia
metabdlica, aunque las causas que conducen a una subexpresién y el posterior
desarrollo de cancer siguen siendo objeto de nuestra investigacion.

PTEN:; DIABETES MELLITUS TIPO II; EXPRESION GENICA; CANCER
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Los analisis filogenéticos de coalescencia permiten estimar la cantidad de tiempo
transcurrido entre la introduccién de una mutacion y la resultante de un alelo o
variante particular en una poblacién. En este trabajo se analiza su aplicacion en
evolucion humanay viral.

Estimar la edad del ancestro comin mas reciente (ACMR) de 3 sets de datos de
secuencias: ADN mitocondrial (ADNmt), Virus Papiloma Humano tipo 16 (HPV16) y
Coronavirus (SARS-Cov-2) y contextualizar los resultados obtenidos con la historia
particular de cada modelo bioldgico.

Las secuencias fueron obtenidas por el grupo y/o de bases de datos libres online: (i)
HPV16: Tres genomas completos (8000pb) de la Provincia de Misiones (Caviglia et
al., 2020) y 215 secuencias de referencia publicadas en Genbank (Chen et al., 2019);
(i) ADN mitocondrial: 92 secuencias de ADN antiguo disponibles en GenBank
(Llamas et al., 2016); (iii) SARS-Cov2: catorce secuencias del gen Spike (3822pb) de
Misiones y 516 secuencias de provincias y paises limitrofes con cocirculaciéon
temporal, seleccionadas por score de BLAST, todas obtenidas de GISAID
(disponibles en https://www.gisaid.org/ y atribuibles a: Eberhardt et al., 2020) y
consorcio PAIS INEI Malbran (Baumeister et al., 2020). Procesamiento: Las
secuencias fueron alineadas empleando CodonCode Aligner. Las relaciones
filogenéticas y el anadlisis de coalescencia fueron realizados en BEAST 1.5.4 y los
pardmetros ajustados segun el siguiente criterio: i) modelos de dinamica de
poblacién: constante, ii) modelo de sustitucion: determinado a partir del criterio de
informacion de Akaike, iii) reloj molecular: estricto, iv) tasa de mutacion: 1.7E-8
sustituciones por sitio por afio (s/s/y) (ADNmt), 1.0E-7 s/s/y (HPV16) y 1.08E-3
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s/s/y (Sars-Cov-2). Para cada set de datos se corrieron 10 millones de cadenas
muestreadas de a 1000. La convergencia fue evaluada en el programa Tracer 1.4y
los arboles se procesaron en TreeAnotator; el arbol consenso MCCT (Maximum
consensus credibility Tree) obtenido fue visualizado y editado en el programa
FigTree v1.4.4.

Se describe la clasificacion filogenética y la datacion obtenida para cada modelo
bioldgico: (i) HPV16: las muestras de Misiones pertenecian al Sublinaje Amerindio
D3 y presentaron ancestros de entre 4.042 y 2.036 afos, lo cual coincide con la
migracion y ocupacion del territorio por parte de pueblos Guaranies del Amazonas
(5000 a 1900 aios); (i) ADNmt: se identificaron 4 Haplogrupos Pan-amerindios (A2,
B2, C1y D4) y presentaron ACMR entre 19.000 y 17.295 afios, en concordancia con
el marco temporal propuesto para el poblamiento Americano. (i) Coronavirus: se
identificaron 3 variantes y 7 linajes: Alpha (B.1.1.7; B.1.1.519), Lambda (C37),
Gamma (P.1y P1.2), N5y P.7; la edad del ACMR para la raiz del arbol fue de 5 afios
IC95% (1.8 — 10.4), con un limite inferior similar a la fecha de circulaciéon de
Sars-Cov-2 para la regién (28/03/2020).

Todos los modelos analizados coincidieron con el marco temporal del contexto
histérico-epidemiolégico probable para su emergencia, confirmando su utilidad
como herramienta de analisis.

FILOGENIA MOLECULAR,; DATACION MOLECULAR,; CORONAVIRUS;
PAPILOMAVIRUS; ADN MITOCONDRIAL
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