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La direccion y Junta Directiva del Instituto de Biotecnologia (IBt) de la Universidad de
Granada presenta la celebracién del lll Encuentro de Miembros del Instituto de
Biotecnologia (lll EMIB), que tendra lugar el 23 de Junio de 2025, en la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Granada, en el Salén de Grados. Este afio, Lara Bossini
Castillo y Francisco David Carmona Lopez, del grupo BlIO-109: Gendmica Funcional y
Evolutiva, han sido los responsables de la organizacién del evento. Nuestro mas sincero
agradecimiento por la labor realizada.

El IBt, desde su creacion en 1989 al amparo de la LRU, realiza, coordina, financia y
organiza actividades con el objeto de promover la Biotecnologia, la investigacion de calidad
y la transferencia de conocimientos a la sociedad.

El EMIB pretende ser una herramienta de comunicacion entre los Miembros del Instituto, a
través de una jornada anual de difusién cientifica, con objeto de fomentar el trabajo
conjunto, explorar nuestras sinergias y favorecer futuras colaboraciones entre sus
miembros. En esta tercera edicién en el EMIB se presentaran, a todos los miembros del
IBt, los resultados de los microproyectos financiados en la Il Convocatoria de
Microproyectos del IBt, programa que se inicié en 2022 para impulsar la colaboracion de
los grupos del IBt entre si. El encuentro tiene lugar dos semanas después del VIi
Workshop de Jévenes Biotecnélogos (VI WJB), otro evento organizado por el IBt para
fomentar la Biotecnologia.

Esperamos que la jornada sea fructifera y que sea de vuestro agrado.
En Granada, a 23 de Junio de 2025.
Susana Vilchez Tornero

Directora del Instituto de Biotecnologia
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9:30 - 9:55

Manuel Montalban Lépez (BIO160). “Estudio del efecto sinérgico de
hipertermia y antibiéticos”

9:55-10:20

Manuel Martinez Bueno (BIO160) y Emilia Guadix Escobar (BIO110).
“Caracterizacion de péptidos con actividad biolégica y ensayos de
toxicidad sobre C. elegans como modelo subrogado”

10:20 — 10:45

Ana I. Gonzalez Garcia (FQM-368) y Luis Miguel de Pablos (CTS-183)
“Estudio de la capacidad de los polioxometalatos como sensor de
actividad metabdlica en células quiescentes”

10:45 - 11:10

Maria del Carmen Hernandez Valladares (FQM-208). “Aislamiento y
analisis protedmico basado en cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas de lectinas en alimentos procesados”

11:10 - 11:35

Javier Murciano Calles (FQM171). “Generacion de bibliotecas en
péptidos ciclicos en fagos mediante ciclaciéon quimica para la busqueda
de agentes antivirales y antimetastasicos”

11:35 - 12:00 Café
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12:00 — 12:25

Patricia Sanchez Lucas (BIO188). “Evaluacion de la capacidad de
protecciéon de bacterias halotolerantes con actividad quorum
quenching frente a fitopatégenos en frutos”

12:25 - 12:50

Francisco Rivas Sanchez (FQM-139). “Derivados del acido maslinico
como agentes inhibidores de la proteasa del hiv-1”

12:50 - 13:15

Francisco Conejero Lara (FQM-171) y Susana Vilchez Tornero (CTS 183).
“Caracterizacion termodinamica y estructural de Ila oxalato
descarboxilada producida por Bacillus pumilus 15.1”

13:15-13:40

Andrés Torres Llamas (BIO176). “Estudio de la microbiota intestinal del
principal vector de la leishmaniosis en Espana, Phlebotomus
perniciosus y su interaccion con Leishmania infantum”
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ESTUDIO DEL EFECTO SINE’RGICO DE HIPERTERMIA'YY
ANTIBIOTICOS

M. Montalban-Lépez'!, M. Fernandez Rodriguez', M. Jiménez
Carretero?, S. Zerbetto', S. Gaspari', G. R. Iglesias?, C. Jiménez Lopez?

' Grupo de investigacién: Estudio de Sustancias Antagonistas Producidas Por
Microorganismos (B1O-160)

2 Grupo de investigacion: Biomineralizacion (RNM-938)

3 Grupo de investigacion: Fisica de interfases y sistemas coloidales (FQM-144)

Email: manuelml@ugr.es, cjl@ugr.es

La aparicién y diseminacion de resistencias a antibioticos constituyen hoy dia un desafio
global para la salud publica, por lo que distintos organismos alertan de la necesidad de
nuevas moléculas y estrategias para combatirlas. Este proyecto estudia la capacidad de
nanoparticulas magnéticas biomiméticas (BMNPs) como vehiculo de antibidticos para su
direccionamiento al foco de infeccion y el empleo de las mismas como agentes capaces de
generar hipertemia al ser sometidos a un campo magnético alterno. La hipétesis de partida
es que efecto combinado de hipertermia y antibiéticos puede facilitar la eliminacién de
infecciones localizadas.

Los antibidticos empleados (ampicilina, gentamicina, tetraciclina y ciprofloxacino) se
pueden unir a las BMNPs, alcanzandose el equilibrio entre 1 y 7 h. Las nanoformulaciones
generadas son un complejo estable con una desorcion menor al 10% en 10 dias de
almacenamiento.

Los conjugados antibiotico-BMNPs fueron ensayados frente a especies modelo de los
microorganismos patégenos Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis. Se
determind la concentraciéon minima inhibidora para cada antibiotico frente a estas especies,
observandose un aumento de ésta al emplear antibiético-BMNP por una desorcion
incompleta. Los cultivos bacterianos fueron sometidos a 45 °C y a hipertermia magnética a
igual temperatura y tratados con los nanoconjugados durante 30 min, realizandose un
recuento de células viables al terminar el tratamiento y tras 24 h de incubacién. El recuento
de viables tras los 30 min de exposicion a hipertermia magnética no muestra grandes
diferencias salvo cuando se emplea ciprofloxacino y ampicilina contra P. aeruginosa y E.
faecalis, respectivamente. Sin embargo, tras la incubacién durante 24 h se pudo obervar
un menor crecimiento en las muestras sometidas a hipertermia magnética, incluso a
concentraciones inferiores a la concentracion minima inhibidora en algunos casos.

Los datos de este proyecto indican que las BMNPs son vehiculos apropiados para el
direccionamiento de tratamientos antibidticos y que, en conjuncidon con hipertermia
magnética, consiguen una reduccion del crecimiento bacteriano in vitro, abriendo la puerta
a nuevas investigaciones para optimizar el efecto letal de los nanoconjugados.


mailto:manuelml@ugr.es
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CARACTERIZACION DE PEPTIDOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA
Y ENSAYOS DE TOXICIDAD SOBRE C. ELEGANS COMO
MODELO SUBROGADO

M. Martinez-Bueno,’ C. Berraquero?, C. Teso-Pérez', F.J. Espejo-
Carpio?, R. Pérez-Galvez?, P.J. Garcia-Moreno?, A. Guadix?, E.M.
Guadix?

'Grupo de investigacion: Estudio de sustancias antagonistas producidas por
microorganismos (B10-160)

2Grupo de investigacion: Biorreactores (BIO-110)

Email: mmartine@ugr.es

Los péptidos bioactivos (PBs) son moléculas derivadas de proteinas que, una vez
liberadas, adquieren funciones fisioldgicas relevantes. Su importancia radica en la amplia
gama de potenciales efectos beneficiosos que pueden ejercer en el organismo, entre los
que se incluyen actividades antimicrobianas, antioxidantes y antihipertensivas, entre otras.
Debido a estas propiedades, los PBs representan una herramienta prometedora tanto en
la prevencion como para el tratamiento de diversas enfermedades, lo que ha impulsado su
estudio y aplicacion en areas como la salud, la nutricién funcional y la industria alimentaria.

Por su parte, C. elegans es un nematodo de vida libre ampliamente empleado como
modelo experimental, debido en parte a su corto ciclo vital, bajo coste de mantenimiento y
facilidad de manipulacion.

El objetivo principal de este trabajo fue implementar un sistema de caracterizacion de
péptidos con actividad biolégica, asi como evaluar su seguridad utilizando el nematodo C.
elegans como modelo subrogado.

Para ello, se realizé la hidrdlisis enzimatica de fuentes proteicas sostenibles, tales
como harina de Tenebrio molitor (TN — T20), hueso de aceituna (OS), torta prensada de
girasol (SP7.5), con el fin de obtener diversos tipos de hidrolizados enriquecidos en
péptidos con potencial actividad antiinflamatoria o reguladora del indice glicémico. El efecto
de estos hidrolizados sobre la supervivencia de C. elegans se evalué a lo lardo de un
periodo de 21-23 dias, utilizando un total de 20 individuos con tres réplicas por tratamiento.
Todos los compuestos fueron ensayados a una concentracion final de 5 mg/ml.

Los resultados obtenidos muestran una ligera reduccién de la supervivencia (< 10%)
de los nematodos expuestos a los extractos SP7.5, T20 y TN, en comparacion con el grupo
control. No se observaron diferencias significativas entre los individuos tratados con el
extraco OS y los del grupo control.

No obstante, sera necesario llevar a cabo estudios adicionales, como RNAseq, estrés
oxidativo, que incluyan diferentes concentraciones de estos compuestos, asi como
condiciones experimentales mas diversas, con el fin de confirmar y ampliar los resultados
obtenidos.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido desarrollado en el marco del microproyecto IIMP7 financiado
por Instituto de Biotecnologia
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ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LOS POLIOXOMETALATOS
COMO SENSOR DE ACTIVIDAD METABOLICA EN CELULAS
QUIESCENTES

P. Garcia Olmedo,' J. M. Dominguez-Vera,? A. Gonzalez,? L. M. De
Pablos’

'Grupo de investigacion: Bioquimica y Parasitologia Molecular (CTS-183)
21Grupo de investigacion: Bionanoparticulas Metalicas (FQM-368)
Email: agongar@uagr.es; Ipablos@ugr.es

La quiescencia celular, un estado de detencién proliferativa reversible, es

fundamental en la formacién de biopeliculas, que representan un riesgo para la salud. En
parasitos de la abeja de la miel, como Lotmaria passim, las biopeliculas se componen de
células plantonicas unicelulares o promastigotes que se transforman a biopeliculas de
haptomonas quiescentes o0 semiquiescentes con metabolismo reducido [1] Esta baja
actividad dificulta su evaluacién por métodos colorimétricos convencionales.
Los Polioxometalatos (POMs) son materiales electrocrémicos que aceptan electrones,
generando especies coloreadas cuya intensidad se relaciona con la actividad bioldgica.[2]
Este microproyecto explora el uso de POMs como una alternativa innovadora para medir
la actividad metabdlica en biopeliculas parasitarias de L. passim.

Al evaluar el poder reductor del sobrenadante de L. passim sobre PMO
(Nas[P2M0""150¢2]), se observo que el propio medio de cultivo ejercia reduccion, sin
diferencias con los promastigotes. Sin embargo, se encontré una disminucion significativa
de la absorbancia (menor actividad redox) en el sobrenadante de biopeliculas (fase
estacionaria), especialmente en cultivos tempranos (7 dias), siendo mas pronunciado en
muestras sin filtrar. Esto sugiere que los productos secretados por los parasitos en esta
fase, modulan la actividad redox de su microambiente cercano. La incubacién directa de
pellets de parasitos con PMO no mostré reduccion aparente, o que podria indicar la
ausencia de capacidad reductora directa del parasito o un estrés irreversible. Estos
resultados sugieren la posible implicacién de mecanismos redox en la diferenciacion del
parasito.
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Agradecimientos: Agradecemos al programa de microproyectos del IBT UGR la ayuda que forma parte de la
tesis doctoral de D. Pedro Garcia Olmedo dentro del Programa de Doctorado de Biologia Fundamental y de
Sistemas de la UGR.

[1] J. Carreira de Paula; P. Garcia Olmedo; T. Gémez-Moracho; M. Buendia-Abad; M. Higes; R. Martin-
Hernandez; A. Osuna; L. M. De Pablos. Biofilms Microbiomes. 2024, 10, 27.

[2] A. Gonzalez; N. Galvez; M. Clemente-Ledn; J. M. Dominguez-Vera. Chem. Commun. 2015, 51 (50), 10119-
10122.
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AISLAMIENTO Y ANALISIS PROTEOMICO BASADO EN
CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS DE LECTINAS EN ALIMENTOS PROCESADOS

A. Perea Aldehuela, F.J. Lopez Jaramillo', M. Hernandez Valladares?

'Grupo de investigacion: Glicoquimica y Bioconjugacion (FQM-208)
2Grupo de investigacion: Biofisica y Biotecnologia Molecular (FQM-171)
Email: jfliara@ugr.es; mariahv@ugr.es

Las lectinas son proteinas con afinidad por los carbohidratos y juegan un papel

importante en procesos fisiolégicos y patologicos. Existe una cierta controversia en su
implicacion en alergias alimentarias y en este contexto, el objetivo de este proyecto es la
preparacion de soportes funcionalizados con azlcares para aislar y analizar, mediante
técnicas de protedmica, las lectinas presentes en alimentos elaborados.
Se han sintetizado dos tipos de glicosoportes: gliconanoparticulas magnéticas y glicosilice.
Los materiales de partida fueron nanoparticulas magnéticas aminadas (MNP) y silica
aminada (SiO2-NH2), respectivamente, que se funcionalizaron con lactosa via aminacion
reductiva y con vinil sulfona manosa (ManVS) via adicion de Michael. Los glicomateriales
se emplearon como soportes para experimento tipo pull-down en batch. La incubacién de
los mismos con un extracto de fabada en lata y su posterior elucién con 0.5 M de manosa
o lactosa, permitio el aislamiento de fracciones enriquecidas en proteinas con afinidad por
la lactosa o la manosa cuya capacidad de interaccidn con el azucar permanecié inalterado
durante el proceso de elaboraciéon y conservacion del alimento. Mediante SDS-PAGE se
detectaron distintas bandas que confirmaban la presencia de proteinas con pesos
moleculares que oscilan entre 14 y 68 kDa.

Para el analisis mediante técnicas de protedmica con espectrometria de masas, el
eluido se centrifugd, para retirar las particulas en suspension, y el sobrenadante se
concentré mediante una unidad de filtracion de 10 kDa de MWCO (molecular weight cut
off). A continuacion, se llevd a cabo el protocolo de single-pot, solid-phase-enhanced
sample preparation (SP3) a las soluciones de los concentrados, en donde se realizo la
digestion con tripsina [2]. Los péptidos obtenidos fueron liofilizados y tras resuspenderlos
en buffer de acido férmico al 0.5%, se comprobd realizando espectros UV-Vis que se
obtenia el perfil esperado de soluciones peptidicas, con absorcion caracteristica del enlace
peptidico (a 220 nm) y de aminoacidos aromaticos (a 275/280 nm).

Las muestras peptidicas se analizaron mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en la Unidad de Espectrometria de Masas del Instituto
Maiménides de Investigacion Biomédica de Cérdoba, donde se detectaron cuatro lectinas
de 30.64 kDa, 30.26 kDa, 29.55 kDa y 26.96 kDa entre los datos analizados, lo que
confirmé la presencia de lectinas activas a pesar del tratamiento térmico al que se
sometieron para la elaboracién de la conserva de fabada.

[1] Lopez-Jaramillo, F.J., Ortega-Mufioz, M., Megia-Fernandez, A., Hernandez-Mateo, F. Santoyo-
Gonzélez, F. Bioconjugate Chem. 2012, 23, 846-855. Doi: 10.1021/bc200681c.

[2] Hughes CS, Moggridge S, Miiller T, Sorensen PH, Morin GB, Krijgsveld J. Nat Protoc. 2019, 68-
85. Doi: 10.1038/s41596-018-0082-x.
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GENERACION DE BIBLIOTECAS DE PEPTIDOS CICLICOS EN
FAGOS MEDIANTE CICLACION QUIMICA PARA LA BUSQUEDA
DE AGENTES ANTIVIRALES Y ANTIMETASTASICOS

Cristina Fernandez,"? Patricia Fernandez-Galindo’, Alicia Megia-
Fernandez?, Mariano Ortega-Mufioz?, Javier Murciano-Calles’

'Grupo de investigacion: Biofisica y Biotecnologia Molecular (FQM-171)
2Grupo de investigacion: Glicoquimica y Bioconjugacion (FQM-208)
Email: jmurciano@ugr.es

Para la obtencion de péptidos ciclicos para que actuen como agentes antivirales y
antimetastasicos se ha trabajado con bibliotecas de fagos que expresan péptidos para ser
ciclados quimicamente. Para la ciclacion, se realiza una modificacion postraduccional en
la que una molécula organica ejerce de anclaje entre dos o tres residuos del péptido. El
trabajo experimental tiene dos partes: (i) la sintesis organica de los compuestos para
anclaje, que, en este caso, une residuos de cisteina (Cys) a través de sus grupos tiol, y (ii)
la generacion de las bibliotecas peptidicas de fagos a las que se afnade el compuesto
sintetizado para la ciclacion del esqueleto.

Como compuestos organicos

reactivos frente a tioles se disefiaron las o \Q\SF,)
. . . . (0] < 2
vinilsulfonamidas 1 y 2, di y trivalentes \/‘\s” 1 NTONH
. , . N

respectivamente. La sintesis de 1 se O 0 00

, L. N\S/\ \// \\S//
llevd a cabo con éxito, para el compuesto ¢ XS~ N SNF
2 la purificacion requeria considerable H H

optimizacién por lo que se continud con
el compuesto 1.

La generacion de las bibliotecas se realizé por tanto con el compuesto 1, y se
cribaron las bibliotecas frente a la proteina NEDD4-WW3, que es una diana que, al ser
inhibida, se bloquea la gemacion de virus encapsulados como los retrovirus (VIH,
Ebola...)". Generamos las bibliotecas de péptidos lineales de forma estandar'?, las cuales
contenian fijados dos residuos de Cys y el resto aleatorios. Después de un paso de
reduccion con TCEP, se afiadié 1 y se hicieron los cribados. Se intent6 realizar un ensayo
ELISA para seleccionar los candidatos después de los cribados, pero no fue posible por
interferencias en el ensayo con los procesos de purificacion requeridos para la ciclacion
quimica. Por ello, la doctoranda Patricia Fernandez-Galindo del grupo FQM-171 esta
haciendo actualmente una estancia de investigacion en Suiza con el Dr. Heinis, un experto
consolidado en este tipo de bibliotecas.

Agradecimientos: Agradecemos al Instituto de Biotecnologia la financiacion para llevar a cabo este
proyecto de investigacion.

[1] Castillo, F., et al. (2022) Int. J. Biol. Macromol. 207, 308-323
[2] Murciano-Calles, J., et al. (2024) Int. J. Biol. Macromol. 274, 133233
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EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE PROTECCION DE
BACTERIAS HALOTOLERANTES CON ACTIVIDAD QUORUM
QUENCHING FRENTE A FITOPATOGENOS EN FRUTOS.

Patricia Sdnchez?, Ana Monzén?, Dolores Garrido?!, Inmaculada
Sampedro?, Inmaculada Llamas?, Francisco Palma’

' Grupo de investigacion: Fisiologia de la Poscosecha en Frutos (AGR-209)
2Grupo de investigacion: Exopolisacaridos Microbianos (BIO-188)
Email: (fpalma@ugr.es; isampedro@ugr.es).

A nivel mundial, las enfermedades infecciosas que afectan a la agricultura producen
pérdidas del 20-40% de las cosechas, lo que se refleja en un 25% de pérdidas econémicas
en este sector. Entre las bacterias patdgenas responsables de estas enfermedades hay
que destacar el género Dickeya que produce un estrés oxidativo en los tejidos vegetales
induciendo la aparicion de lesiones. Una alternativa novedosa y prometedora para controlar
estas enfermedades en agricultura es la interrupcion de la comunicacién bacteriana tipo
quorum sensing, mediante la degradacion enzimatica de las moléculas sefales, conocido
como quorum quenching (QQ) [1].

En el marco de esta ayuda, hemos realizado un estudio sobre la proteccién que ejercen
dos bacterias con actividad QQ, Pseudomonas kilonensis B34 y Psychrobacter sp. B38,
frente al ataque del patdgeno Dickeya solani 22227 en frutos. Para ello, hemos disefiado
un ensayo in vitro de virulencia en patata en el que los frutos se han inoculado con
suspensiones de las bacterias QQ y de la bacteria fitopatdgena y cocultivos de ambas,
determinando la incidencia y severidad de la infeccion y el metabolismo oxidativo del tejido
vegetal.

En relacién con la determinacion de la incidencia y severidad de la infeccion, se detectaron
signos de maceracion y crecimiento bacteriano en las rodajas de patata tratadas con D.
solani. En cuanto a las patatas tratadas con los cocultivos, la cepa B38 fue la mas efectiva
consiguiendo inhibir completamente la sintomatologia producida por este fitopatégeno. En
el material vegetal analizado, se incremento el contenido de ROS y peroxidacion lipidica
debido a D. solani. Sin embargo, en el material tratado con cocultivo con ambas cepas, se
redujo este dafio oxidativo, observandose un incremento en la capacidad antioxidante del
tejido y en el porcentaje de inhibicion del radical superdxido, asi como una reduccion en el
contenido de perdxido de hidrégeno y peroxidacion lipidica. Ademas, el contenido fendlico
en las muestras de patata inoculadas con el patégeno, se redujo debido al incremento a
las actividades peroxidasa y polifenol oxidasa. Por el contrario, en aquellas tratadas con
los cocultivos, ambas actividades disminuyeron, y por lo tanto el tejido vegetal mantuvo un
elevado contenido en polifenoles. En este estudio se demuestra por lo tanto, que las dos
bacterias con actividad QQ ensayadas reducen la incidencia y severidad de D. solani en
patata, incrementando los mecanismos de defensa antioxidante [2].

Agradecimientos: PID2023-1501540B-100 /AEl /10.13039/501100011033, PID2019-106704RB-
100/AEI/10.13039/501100011033 y FEDER/Junta de Andalucia-Consejeria de Transformacion
Econoémica, Industria, Conocimiento y Universidades (B-AGR-222-UGR20). Ayuda Microproyectos
Instituto de Biotecnologia 2024

[1] P. Sanchez, I. Castillo, F. Martinez-Checa, |. Sampedro, I. Llamas. Frontiers in Plant Science
2025, 16:1605131. doi: 10.3389/fpls.2025.1605131.

[2] P. Sanchez, A. Monzén, D. Garrido, |. Sampedro, |. Llamas*, F. Palma. Journal Agricultural
and Food Chemistry. Enviado a publicar.
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DERIVADOS DEL ACIDO MASLINICO COMO AGENTES
INHIBIDORES DE LA PROTEASA DEL HIV-1

F. Rivas,' F. Conejero-Lara,? M. Cano-Muiioz,2 M. Medina-O'Donnell,’
A. Martinez,' M.B. Jimenez'
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Una vez sintetizados los derivados aminoacilados en C-28 y acilados en C-2 y C-3
del acido maslinico, empleando técnicas de sintesis organica en disolucion y en fase sélida
(SOPS), el siguiente paso era realizar los ensayos in vitro de estos derivados frente a la
proteasa del HIV-1 [1]. Para ello se utilizd la proteasa recombinante de E. coli (Merck
SRP2152). Como sustrato se utilizé el péptido sintético fluorescente (Abz-Ala-Arg-Val-Nle-
Tyr(NO2)-Glu-Ala-Nle-NH», Merck H0790), correspondiente al sitio de escision p-24-p17.
Su actividad se midid6 mediante la técnica de transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET). Como paso previo, antes de realizar los ensayos con los diferentes
derivados del acido maslinico, se determiné la Km del sustrato, asi como la concentracion
optima de la enzima y de los sustratos a ensayar. Los conjugados del acido maslinico se
disolvieron en DMSO, utilizando un tampén preparado al momento (acetato de sodio 50
mM, EDTA 1 mM, DTT 0,5 mM, NaCl 1 M, glicerol 2,5%), afiadiendo el DTT justo antes de
medir, para evitar su degradacion. Se utilizé la acetil-pepstatina como control positivo.

El problema surge cuando se comprueba que los derivados del acido maslinico se
excitaban (320 nm) o emitian (420 nm) fluorescencia a practicamente la misma longitud de
onda que el sustrato fluorescente de la proteasa del HIV, pero con una intensidad al menos
cien veces mayor (Figura 1). Esta circunstancia nos impidid6 hacer las mediciones de
fluorescencia programadas. La solucién que buscamos fue la de utilizar otro sustrato
fluorescente que se excitara o emitiera en un rango de longitudes de onda (490-520 nm)
para que no interfiriera con nuestros derivados del acido maslinico. Con este nuevo
sustrato fluorescente (HIV Protease Substrate HF 488 — 0.1 mg, Anaspec AS-60635), los
ensayos realizados no han sido concluyentes, por lo que nos hemos puesto en contacto
con el IP del grupo de Inmumovirologia del Instituto de Biomedicina de Sevilla (CSIC) para
que realicen unos ensayos in vitro de nuestros compuestos frente al HIV.

320 330
]

3
Wavelength [

Figura 1. Espectros de excitacion del sustrato fluorescente y de derivado del acido maslinico.
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La cepa Bacillus pumilus 15.1 presenta actividad frente a Ceratitis capitata, insecto que
afecta a muchas especies vegetales a nivel mundial [1]. Durante el proceso de
esporulacién, esta cepa hiperproduce cristales paraesporales de oxalato descarboxilasa
(OxD), que se solubilizan a bajas temperaturas, de -20°C [2]. Se ha propuesto que la OxD
sea un potencial factor de virulencia para insectos [3].

En este trabajo hemos purificado la OxD a partir de cultivos esporulados de B. pumilus
15.1. La OxD purificada y solubilizada presenta una estructura secundaria y un tamano
molecular que depende acusadamente del pH. A pH 7.4, la proteina es monomérica (3.3
nm) pero oligomeriza lentamente a 25°C y forma agregados a alta temperatura. A pH 4.5,
6y 9, la OxD forma particulas de mayor tamafo (4.3 — 7.8 nm), compatibles con oligémeros.
Los perfiles de desnaturalizacion térmica son complejos y poco reproducibles con diversas
transiciones dependiendo del pH, las condiciones y el manejo de las muestras. Se han
obtenido cristales de la proteina pura que han permitido determinar su estructura
tridimensional con una resolucion de 1,4 A (Figura 1). En el cristal, la OxD forma un
hexamero con dos capas de trimeros engarzadas entre si. La estructura de cada
mondémero es casi idéntica a la de la OxDc de B. subtilis con dos dominios cupina que
presentan sendos sitios activos de Mn(ll).

Figura 1. Cristales de OxD de Bacillus pumilus y estructura tridimensional del hexdmero de OxD.
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Introduccién: La leishmaniosis es una enfermedad vectorial causada por protozoos
parasitos del género Leishmania y transmitida por la picadura de hembras de flebotomos
(Insecta, Diptera). En Espafa, Leishmania infantum es responsable de las diferentes
formas de leishmaniosis humana (visceral, cutdnea y mucosa), y de la leishmaniosis canina
[1]. Phlebotomus perniciosus es el principal vector de la leishmaniosis en la Peninsula
Ibérica. Dado que la microbiota intestinal de los vectores podria influir en la transmision de
patégenos [2], nuestro objetivo ha sido determinar la composicion y diversidad de especies
microbianas del intestino de ejemplares silvestres de P. perniciosus, e investigar su posible
interaccion con L. infantum.

Material y métodos: Se han capturado flebotomos en una cuadra de ganado en la
provincia de Granada utilizando trampas de luz CDC. Tras la identificacion morfolégica, se
extrajo ADN de los intestinos diseccionados de los especimenes, de forma individualizada
en las hembras y por grupos en los machos. Parte del ADN de las hembras se ha utilizado
para detectar L. infantum por PCR. La composicidon del microbioma intestinal se ha
analizado mediante secuenciacién lllumina Miseq del gen 16S del ADN ribosémico. Los
datos se han procesado con QIIME2.

Resultados y discusiéon: Se han analizado 21 grupos de flebotomos (5 grupos de 3
machos, y 16 grupos de 2-6 hembras, infectadas y no infectadas por L. infantum). Se
identifican 233 géneros bacterianos, con predominio de Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria y Bacteroidota. Dentro de Proteobacteria destaca Wolbachia; esta especie
ha sido propuesta por distintos autores como posible método de control biolégico en
enfermedades de transmision vectorial [3]. El sexo parece influir significativamente en la
diversidad bacteriana de P. perniciosus (p = 0.048). Ademas, la infeccién por L. infantum
parece afectar a la composicion de la microbiota intestinal (p = 0.021).

Conclusiones: Los resultados sugieren que la infeccién por L. infantum modifica la
composicion de la microbiota intestinal de su principal vector, P. perniciosus, aunque es
necesario analizar un mayor numero de grupos.
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