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Resumen

La NASA realiza investigaciones continuas sobre los hongos al estar relacionados con contamina-
ciones en la Estacion Internacional Espacial. Penicillium rubens es uno de los hongos previamente
encontrados en los cohetes espaciales que representa un riesgo para la salud de los astronautas.Puede
también presentar cambios en la producciéon de metabolitos secundarios cuando se expone a micro-
gravedad, lo cual presenta un interés econémico para la industria farmacéutica. Se expone el siguiente
estudio sobre los peroxisomas de Penicillium rubens bajo los efectos de la microgravedad,ya que son
los organelos involucrados tanto en la produccion de metabolitos secundarios de importancia far-
macéutica como en la penicilina. Los peroxisomas estdn también involucrados en la biogénesis de
las hifas y en la formacién de los biofilms. Se utiliz6 la microscopia de fluorescencia y el microsco-
pio electrénico de barrido para analizar la morfologia y cantidad de peroxisomas. El anéalisis de los
peroxisomas no detecté ninguna diferencia significativa en el nimero cuando el hongo se encuentra
en condiciones de microgravedad comparado con la gravedad terrestre. Cuando se realizo el analisis
de microscopia electronica de barrido, se observaron variaciones de la hifa bajo el efecto de la mi-
crogravedad, asi como variaciones en 14 composicién quimica del sustrato como carbono, oxigeno y
sodio, que pueden estar relacionados con la respiraciéon celular y su disponibilidad en el medio. Este
es uno de los primeros estudios realizados sobre hongos en microgravedad que ayuda a aclarar el rol
de los peroxisomas bajo el efecto de la microgravedad y abre nuevas lineas de investigacion que son
importantes para la salud humana, asi como a nivel industrial.

Palabras clave: Peroxisomas, Penicillium rubens, microscopia de fluorescencia, microscopia
electrénica de barrido, Estacion Espacial Internacional.
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Abstract

NASA conducts ongoing research on fungi as they are linked to contamination on the Interna-
tional Space Station. Penicillium rubens is one of the fungi previously found on space rockets that
represents a health risk to astronauts. It can also exhibit changes in the production of secondary
metabolites when exposed to microgravity, which is of economic interest to the pharmaceutical in-
dustry. The following study is presented on the peroxisomes of Penicillium rubens under the effects
of microgravity, since they are the organelles involved in the production of secondary metabolites of
pharmaceutical importance as well as penicillin. Peroxisomes are also involved in the biogenesis of
hyphae and in the formation of biofilms. Fluorescence microscopy and scanning electron microscopy
were used to analyze the morphology and quantity of peroxisomes. The analysis of peroxisomes did
not detect any significant difference in the number when the fungus is in microgravity conditions
compared to Earth’s gravity. When the scanning electron microscopy analysis was performed, va-
riations of the hypha under the effect of microgravity were observed, as well as variations in the
chemical composition of the substrate such as carbon, oxygen and sodium, which may be related to
cellular respiration and its availability in the medium. This is one of the first studies carried out on
fungi in microgravity that helps to clarify the role of peroxisomes under the effect of microgravity
and opens new lines of research that are important for human health, as well as at an industrial
level.

Keywords: Peroxisomes, Penicillium rubens, fluorescence microscopy, scanning electron micros-
copy, International Space Station.
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CAPITULO |

Introduccién

Los hongos desempenan un papel importante en la Tierra al ser ecologicos activos importantes
para el equilibrio ambiental. También poseen caracteristicas que les permiten adaptarse a su am-
biente, por lo que se estudian estas interacciones y la relaciéon con el microambiente como especies
claves en las comunidades microbianas (Biel¢ik et al., 2019).

Al estar en ambientes con contaminantes y en condiciones de cambio climéatico, los hongos pueden
causar infecciones mortales, ya que, como mecanismo de defensa, tienden a propagarse rapidamente
y desarrollar en ellos mecanismos como la evasién de drogas, lo que puede resultar en fallas en las
terapias disponibles (van Rhijn & Bromley, 2021).

La erradicaciéon de hongos como Penicillium sp., que colonizan superficies, representa un desafio
en materiales hospitalarios, como catéteres y protesis. Los estudios en microgravedad representan
un modelo ideal del comportamiento de las protesis en el cuerpo humano, siendo un acercamiento
para evaluar los mecanismos de contaminaciéon de biopeliculas en estos materiales. Los hallazgos de
la evaluacion de materiales contaminados con hongos bajo el efecto de la microgravedad, permiten
elegir el mejor material para el paciente (Zea et al., 2018; Liu et al., 2022; Paul et al., 2013). Los
hongos en el espacio representan otro desafio, ya que son contaminantes de interés que pueden
afectar los alimentos y el agua. Ademas, en ocasiones, resultan corrosivos para los materiales de las
estaciones espaciales, lo que puede requerir el reemplazo de estas superficies (Zea et al., 2020).

Estudios previos han reportado al Penicillium rubens como un contaminante que ha sido llevado
al espacio(Novikova et al., 2006). La presente investigacion utiliza Penicillium rubens como hongo
modelo en microgravedad y analiza su comportamiento en acero inoxidable SS316 con medio PDB.
Otros estudios han demostrado que los hongos estan relacionados con alergias por la producciéon de

micotoxinas, causando problemas en la salud tanto en la Tierra como en el espacio (Egbuta et al.,
2017).

Esta cepa produce penicilina como metabolitos secundarios, razén por la cual se analizaron los
peroxisomas por medio de microscopia de fluorescencia utilizando el método de inmunotincion con
PEX-14, un marcador especifico de peroxisomas (Opaliriski et al., 2010). También se evaluaron mues-
tras dirigidas no probabilisticas de Penicillium rubens ATCC ®) 28089 crecidas en acero inoxidable
SS316, brindadas por BioServe Space Technologies, en las que se evaluaron las variables de gravedad
terrestre y microgravedad en periodos de exposiciéon de 15 y 20 dias, ya que es el primer experimento
con este hongo y variables. La investigacién se divide por anélisis de los peroxisomas con microscopio
a fluorescencia, seguido de la observacion de la morfologia de hifas, hifas en biopeliculas y conidios en



el sustrato de acero inoxidable con microscopia electrénica de barrido, acompanado por un estudio
de composicién quimica del sustrato. Este es un estudio pionero que evalta el comportamiento de
estos organelos y plantea las bases para alternativas de producciéon de metabolitos secundarios en
la industria de medicamentos, asi como del comportamiento del hongo modelo en acero inoxidable
SS316.
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Objetivos

A. Objetivo general

Comparar el efecto de la microgravedad frente a la gravedad de la tierra en la morfologia y
tamano de las hifas, asi como en la producciéon de peroxisomas empleando Penicillium rubens, como
hongo modelo.

B. Objetivos especificos

» Estandarizar inmunotinciones con el anticuerpo anti-PEX-14 conjugado con Coralite®) 488
fluorescente de Proteintech empleando muestras de Penicillium rubens ATCC ®) 28089 creci-
das en acero inoxidable SS316 con el microscopio de fluorescencia Leica DM 2500 LED.

= Observar cambios en la cantidad y morfologia de los peroxisomas crecidos en los cupones de
acero sometidos a microgravedad y gravedad tierra por 15 y 20 dias, por medio de microscopia
de fluorescencia.

= Comparar por medio de microscopia electréonica de barrido el crecimiento del hongo en los
cupones de acero inoxidable SS316 de 15 y 20 dias de microgravedad y gravedad terrestre,
usando el microscopio JSM-IT500, con el fin de observar diferencias en morfologia y tamanos
de las hifas, asi como cambios en la composicién quimica del sustrato.
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Justificacién

En la presente propuesta se plantea un estudio complementario del proyecto Space Biofilms
de la NASA, estudiando el hongo modelo Penicillium rubens. Se piensa que la microgravedad y
la restriccion de alimento, inducidas por una delgada capa de medio PDB (caldo de glucosa de
papa), pueden inducir cambios significativos en la morfologfa del hongo y composicion quimica del
sustrato. Se hipotetiza que estos cambios estan vinculados a una mayor saturacion de hifas durante
los regimenes gravitacionales, debido a la presencia de glucosa y extracto de papa en polvo en el medio
de cultivo, asi como a la interaccién con los componentes del acero inoxidable. Estos factores pueden
desencadenar adaptaciones metabolicas y estructurales que afectarén la fisiologia y el crecimiento
del organismo en este entorno desafiante (Kumar et al., 2012).

Se plantea observar cuantitativamente la morfologia de los peroxisomas de Penicillium rubens
después de 15 y 20 dias en microgravedad y gravedad terrestre en cupones SS316. Para detectar la
presencia de los peroxisomas se empleara un anticuerpo anti PEX-14 conjugado con Coralite (®)488 y
se evaluara la fluorescencia mediante el microscopio Leica DM 2500 LED. Al mismo tiempo se usara
el microscopio electrénico de barrido JSM- IT500 para evaluar la morfologia de las hifas y analizar
la composicién quimica de los cupones donde crece el hongo bajo los diferentes regimenes gravita-
cionales. Los hongos forman biopeliculas fangicas que vuelven a el hongo resistente al momento de
tratar la contaminacion con drogas antifungicas(Sham et al., 2021).Las biopeliculas fangicas se ha
estudiado en las naves espaciales ya que representan un riesgo para la salud de los astronautas y
para la integridad de las superficies de los materiales de las naves espaciales, causando un tema de
interés para la Administracion Nacional de Aeronautica y del Espacio (NASA) las tiene en monito-
reo continuo ((Novikova et al., 2006; Bartoszewska et al., 2011)). Estudios previos han identificado
biopeliculas fingicas en las estaciones espaciales Salyuts, Mir, Skylab e ISS, por lo que representan
un riesgo para los astronautas (Bartoszewska et al., 2011).

Penicillium rubens es un hongo ampliamente estudiado en el &mbito hospitalario, asi como Asper-
gillus sp. y Cladosporium sp., estos son hongos que se caracterizan por ser contaminantes ambientales,
ya que poseen esporas fuertes y persistentes [62]. Penicillium al ser el principal contaminante del aire
con un 70 % de presencia en la Tierra se ha transportado en las naves espaciales y se ha encontrado
por su dominancia en la colonizacion superficial de la Estacion Internacional Espacial (EEI) y el
cohete Mir en compania con Aspergillus (Klintworth et al., 1999). Al observar la prevalencia de los
hongos en la EEI se han estudiado especies fangicas modelo como Candida albicans en simulacion
de microgravedad a los 12 dias como un acercamiento a esta problemaética de contaminaciéon. Este
género tiene un aumento en las biopeliculas y en el caso de la especie de Candida albicans pasa a



una dominancia con estructuras filamentosas demostrando una posible tendencia patogénica al estar
en el espacio (Searles et al., 2011).

Ademaés, Cortesao y sus compaifieros encontraron que otro modelo fingico Asperguillius niger
el cual tiene estructuras filamentosas en tierra, durante la exposicion en microgravedad simulada
tiene aumento en el espesor de la biopelicula y persistencia de las esporas, esto representa un peligro
para la salud de los astronautas (Cortesao et al., 2022). En otros estudios mas recientes realizados
en la exposicion de microgravedad por Bioserve Space Technologies, evaluaron el crecimiento de
Penicillium rubens En distintos materiales de interés espacial, se demostré que el hongo aumenta
la produccion de biofilm cuando se cultiva sobre acero inoxidable SS316. Estos experimentos se
evaluaron durante un lapso de exposicion de 15 y 20 dias en microgravedad, utilizando muestras
crecidas en gravedad terrestre como control (Hupka et al., 2023).



capituLo |V

Marco tedrico

A. Importancia de los hongos en la tierra

Los hongos, al descomponer la materia vegetal, no solo cumplen un papel crucial en la ecologia
de los ecosistemas, sino que también promueven interacciones beneficiosas con la diversidad de
plantas, estas promueven el aumento de las fuentes de carbono y atribuyen a la estabilidad del
ecosistema(Shen et al., 2022).

Esta interaccién también resulta en la disminuciéon de patégenos y en un aumento en la captaciéon
de nutrientes (Aleklett & Boddy, 2021). Un ejemplo de como los hongos brindan estabilidad en los
ecosistemas mediante simbiosis con otros organismos es Tricoderma sp. este hongo tiene funciones
de prevencion y control de plagas fungicas y de nemétodos, de manera simultanea ha demostrado
disminuir contaminantes agro industriales (Yao et al., 2023).

Ademas de la versatilidad de roles en la tierra al contener metebolitos secundarios se han emplea-
do en la industria farmaceitica, los hongos son usados como la materia prima que se emplea para la
sintesis de alcoholes, enzimas y acidos organicos(Adrio & Demain, 2003).En el caso de Penicillium
rubens son usados para sintesis de los aminoacidos L-cisteina y L-valina u otros compuestos como el
caso del acido L-2-aminoadipico (Fierro et al., 2022). Nuestro hongo de estudio también es conocido
como fabrica celular por la produccion de penicilina (Fierro et al., 2022). Los siguientes pasos de
la ruta metabolica son un resumen del paso de penicilina G a penicilina N, como se observa en la
figura 4.1.



Figura 1: Ruta metabdlica de la sintesis de penicilina en Penicillium rubens.
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Se observa en la esquina superior derecha de la figura 4.1 los genes responsables de las activaciones
enzimaticas en negritas, estos son los puntos claves para la sintesis de penicilina N,la que se usa en
la industria farmacéutica (Fierro et al., 2022). Nota adaptado de (Fierro et al., 2022)

Con la base previa mostrada en la figura 4.1 y el conocimiento del rol de los peroxisomas en la
[B-oxidacion, este estudio busca ser la base de estudios posteriores para estudiar los mecanismos de
sintesis de lipidos en microgravedad y su posible participacion en mecanismos de adhesion, formacion
de biopeliculas y pared celular (Aliyu et al., 2019; Ueda et al., 2022; Zhang et al., 2022).

B. Hongos mitospoéricos

Una de las clases méas presentes en el reino fungi son los Hyphomycetes, comunmente llamados
mitosporicos. Esta agrupacion reune las caracteristicas de hifas septadas, reproducciéon por conidios
y presencia de células conidi6genas (Sutton, 2014).Después de los avances de la biologia molecu-
lar se ha determinado mediante la identificacién de los genes ITS rADN especies que no se han
clasificado sin embargo cumplen con los requerimientos de la clase (Franco-Duarte et al., 2022).

C. Hongos como contaminantes

El estrés ambiental como el cambio climatico, contaminantes e incluso la presencia de quimicos,
propicia a ciertas especies fungicas tiendan a propagarse de manera desmedida, por lo que son
consideradas contaminantes en los ambientes (Khan & Karuppayil, 2012).

Ademas de colonizar espacios, tienden a generar estrategias para producir toxinas y asegurar la
estancia en el area de distribuciéon, como las micotoxinas. Estas son producidas por algunos hongos
filamentosos y son principalmente contaminantes durante el proceso de almacenamiento de los culti-
vos y alimentos debido al manejo inapropiado, lo que repercute en infecciones y alergias en humanos
y animales que consumen estos alimentos (Adeyeye, 2016).En el caso que estas micotoxinas presentes
en alimentos estén en exposiciones prologadas con humanos, se ha observado que estan correlacio-



Figura 2: Estructuras somdticas de los hongos mitosporicos

Estas estructuras son las que se utilizan para la identificacién morfologica. Nota. Adaptada de
Moreira y Schoenlein-Crusius, 2012.

nadas con cancer colorrectal y hepatocelular tal es el caso de aflatoxinas, ocratoxinas, timosinas
y patulinas (De Ruyck et al., 2015).En el caso que estas toxinas son inhaladas prolongadamente,
pueden causar inflamacion pulmonar y en casos extremos dificultar la respiracion (Wong et al., 2016).

Algunas especies de hongos filamentosos que son causantes de estas contaminaciones en alimen-
tos son Aspergillus, Alternaria, Fusarium y Penicillium sp. Entre las estrategias que se usan para
erradicar la colonizacién en los alimentos son métodos de limpieza que se basan en el uso de de-
tergentes, seguido de saneamiento y secado del alimento. Métodos como la limpieza in situ (CIP)
que se emplean en lacteos y evita la aglomeraciéon de los microorganismos mediante la ruptura de
pared celular y disminucién de carbohidratos disponibles, sin embargo requieren mucho tiempo para
la implementacion (Hamad et al., 2023).

D. Hongos como contaminantes espaciales

A pesar de los retos que representan los microorganismos al salir del planeta Tierra en las naves
espaciales, las caracteristicas que poseen de plasticidad y adaptabilidad de los hongos resultan ser
similares a los espacios habitados por humanos en gravedad terrestre y en la Estacién Espacial In-
ternacional (Acres et al., 2021).Un ejemplo que relaciona la microgravedad y la variable de radiacion
espacial en la especie fungica de Asperguillius niger se detallé en un experimento en el que se pone
a prueba una simulaciéon de radiacién espacial y al comparar 3 tipos de cepas de la misma especie
infirieron que las esporas resultan ser resistentes a rayos X y radiacién césmica por lo cual este
hongo debe estar en constante vigilancia por la capacidad de permanencia prolongada que puede
tener (Simoes et al., 2023)

Dado que los hongos son microorganismos que se les ha relacionado como contaminantes en la
Tierra, al partir los cohetes a la Estacion Espacial Internacional (EEI) se ha encontrado que la
estacion Espacial al igual que en la Tierra ha tenido incidencia con patogenos oportunistas, esto se
obtuvo a traves de un anélisis muestreal recopilado por un lapso de 6 afios, el cual confirmo que
algunos de estos hongos y bacterias causan degradacion de materiales espaciales (Novikova et al.,



2006).

Estéa respuesta ha sido notoria e inevitable en las naves espaciales ya que han detectado hongos en
la superficie de paneles, ventanas, tuberias y varios componentes de hardware en la Estacién Espacial
Internacional (EEI) (Novikova et al., 2006). Un estudio que recopilé mediciones periodicas de este
sitio detall6 la contaminacion de la superficie de la EEI en un periodo de seis anos, mostrando que
la contaminacion esta correlacion6 con la llegada de astronautas y la entrega de cargamento desde
la Tierra al espacio, al mismo tiempo se observa dominancia de las especies en Penicillium sp. y
Aspergillus sp. como hongos contaminantes (Novikova et al., 2006).

Asimismo, estas especies fueron encontradas en el aire generando preocupacion sobre el riesgo
para la salud de los astronautas debido a su condiciéon de inmunosupresion, estos fueron encontrados
en las estaciones espaciales Salyuts, Mir, Skylab y EEI (Bartoszewska et al., 2011; Klintworth et al.,
1999). Ademaés, estas biopeliculas causan la degradacion de las superficies de las naves espaciales,
lo que ha llevado a la NASA a estudiar estos efectos con prioridad (Novikova et al., 2006).Espe-
cialmente, dado que la microgravedad puede inducir cambios en el crecimiento y la fisiologia de la
biopelicula, una experimento de microgravedad simulada mostré que Penicillium puede desarrollar
una biopelicula robusta en 48 horas, mientras que en la Tierra se necesitan 96 horas para alcanzar
una formacion de biopelicula tan robusta (Zea et al., 2020; Novikova et al., 2006; Acres et al., 2021).

E. Penicillium rubens

Pencillium es un hongo filamentoso del grupo de hongos mitosporicos, como se mencioné pre-
viamente y es perteneciente al filo Ascomycota. Su colonia en cultivo tiende a ser aterciopelada con
circulos adentro de ella, al inicio del crecimiento se identifica por tener un color blanco con textura
terciopelada, sin embargo, a los 7-8 dias esta colonia se adhiere més al medio y se torna en un color
entre verde y gris (Xia et al., 2018).

El género Penicillium es conocido por su capacidad de adaptacion a una variedad de ambientes
y por sus diversas estrategias de supervivencia. Algunas especies de Penicillium pueden adherirse
a superficies, lo que les permite formar biopeliculas en ambientes como metales marinos, siendo
de ayuda para perdurar en esas superficies. Ademas, son capaces de degradar proteinas como la
caseina y la albumina, lo que les proporciona una fuente de nutrientes y disminuciéon de especies
que compitan por el mismo espacio. También al producir acido glucénico y diversas micotoxinas
aseguran el espacio que colonizan. Estas adaptaciones hacen que Penicillium sea un género versatil
y exitoso en una variedad de entornos (Jameel & Yassein, 2021; Mansfeld et al., 1991; Peng et al.,
2014).

Penicillium rubens ademés de ser un hongo que se adapta en su ambiente natural es empleado
como productor de antibidticos y otros materiales, ya que se usa cominmente como bio fabrica en
diferentes industrias. El antibi6tico producido por el hongo, la penicilina, esta en el enfoque de las
investigaciones actuales para mejorar los rendimientos de la produccion industrial (Pathak et al.,
2020). Una de estas estrategias propuestas es modificar genéticamente cepas de P. rubens para
aumentar la produccion de penicilina, sin embargo, la informacién sobre los grupos silenciadores de
genes que regulan la biosintesis del antibiético es limitada haciendo el proceso exploratorio ineficaz
(Boruta, 2018).



La investigacion actual se ha centrado en la identificacion de productos intermediarios que pue-
den aumentar la sintesis del antibidtico por equilibrio metabdlico, asi como especies que tengan
cambios enzimaticos por factores como radiaciéon y microgravedad (Boruta, 2018). La informacion
recolectada en estos hallazgos es prometedora para mejoras en la produccion, favoreciendo el ma-
nejo de cepas mutantes, mediante ingenieria genética mejorando el rendimiento de los metabolitos
secundarios.

El cultivo de la cepa Penicillium rubens ATCC ®) 28089 esta presentada en la siguiente figura :

Figura 3: Cultivo de Penicillium rubens ATCC ®) 28089 en agar PDA por 8 dias a 25°C.

Del lado derecho se muestra el sembrado del estudio. Nota. Elaboracién propia.

F. Funcion de las biopeliculas

Las biopeliculas o biofilms son conglomerados microbianos protegidos por una capa de exopoli-
sacaridos. Esta agrupacion facilita la comunicacion con otros microorganismos mediante sefiales de
quorum sensing, el resultado es un aumento en la diversidad del grupo, lo cual resulta problemético
debido a la adaptacion de los microorganismos a factores de estrés bidticos y abioticos resultando
en la resistencia frente a antibidticos, antimicoticos y antisépticos(Parrilli et al., 2022). En el caso
de los hongos, pueden convertirse en contaminantes fingicos en dispositivos médicos y superficies
hospitalarias en la Tierra (Costa-Orlandi et al., 2017; Janani et al., 2022; Penesyan et al., 2021).

G. Funcién de los peroxisomas

Los peroxisomas son organelos fundamentales presentes en los hongos, desempenando diversas
funciones esenciales como la produccién de §-oxidacion, la degradacion de peroxido de hidrégeno,
el movimiento de organelos, la producciéon de metabolitos secundarios y el sellado de la membrana
plasmaética en caso de rupturas (Steinberg, 2016). Uno de los metabolitos secundarios de gran interés
para la industria farmacéutica es la penicilina, la cual esta estrechamente vinculada con la presencia
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de los peroxisomas. Por lo tanto, resulta de interés evaluar cepas de Penicillium rubens que pueden
generar una mayor cantidad de peroxisomas (Opalinski et al., 2010). Estos organelos también estén
relacionados con la producciéon de conidiésporas y la germinacion de esporas a hifas, desempenando
un papel crucial en el metabolismo del hongo y en la regulacién de su ciclo reproductivo, por
consiguiente, evaluarlos igualmente es importante en la viabilidad de la especie (Steinberg, 2016)

Se sabe que la penicilina que se encuentra dentro de los peroxisomas fungicos se transporta
del organelo al citoplasma y se dirige a la membrana celular para ser liberado al ambiente ex-
terno(Guzman-Chavez et al., 2018). Algunas proteinas de membrana del peroxisoma (peroxinas)
como PEX 5 o PEX 13 acttian como canales de difusion de proteinas en la membrana celular, y
también pueden usarse para conectarse con otros organulos como el reticulo endoplasmico (Bartos-
zewska et al., 2011; Brocard & Hartig, 2006; Gao et al., 2022; Meijer et al., 2010).

En 2010 se realiz6 una experimentacion de las peroxinas PEX 14 y PEX 17 en Penicillium rubens
para evaluar la funcién como componente peroxisomal (Opaliniski et al., 2010). Al ser PEX 14 una
peroxina con regiéon homologa conservada para todos los hongos, los autores infirieron un posible
efecto directo en la estimulacion enzimatica para la esporulacion en los hongos (Opalinski et al.,
2010). En cuanto a la especie Penicillium rubens, al estudiarse la PEX 14 mediante bioinformatica
y técnicas de biologia molecular, se evalud el efecto de las deleciones de esta peroxina y la cuan-
tificacion de penicilina por técnicas de analisis quimico. Se encontré6 que PEX 14, al estimular las
senales de marcaje peroxisomal PST1 y PST2 en las cepas mutantes con sobreexpresion de peroxiso-
mas, aument6 la producciéon de penicilina en un medio para estimular la produccion del antibiético
(Opalinski et al., 2010).

H. Método de inmunohistoquimica directo

Este método se basa en la interacciéon antigeno-anticuerpo para etiquetar organelos o células de
interés. Después de la permeabilizacion de la membrana celular y el bloqueo de proteinas inespeci-
ficas, se procede a la localizacion de proteinas en la superficie de las estructuras celulares deseadas.
Posteriormente, se marcan los organelos de interés y se observan utilizando microscopia. La luz emi-
tida por el marcaje antigeno-anticuerpo proporciona una senal detectable mediante un microscopio
de fluorescencia. Este enfoque permite la visualizacion y el analisis especifico de células u organelos
de interés.

Al evaluar la especificidad de la PEX-14 con los peroxisomas como un método para predecir la
sintesis de metabolitos secundarios, se pensé en la inmunohistoquimica con algunas variaciones en
la metodologia de otros autores (Opalinski et al., 2010).

Para el marcaje de los peroxisomas, se utilizé6 anti-PEX 14, un anticuerpo que senala la peroxina
PEX-14. Para revelar la interaccion, se empled el anticuerpo secundario, el cual es conjugado con
el fluordforo Coralite () 488. Después, se visualizo esta interaccion con microscopia de fluorescencia
(Magaki et al., 2019).

Se emple6 el microscopio de fluorescencia, ya que las lamparas de arco de xenoén o de gas de
mercurio emiten una longitud de onda para la fluorescencia. La luz incidente pasa como luz emitida
a través de la muestra con el fluoréforo. Luego, pasa por un espejo dicromético y la excitacion de la
luz resultante pasa por los objetivos del microscopio, con lo que se detectan los organelos o células
marcados de la muestra (Majtner, 2015).

PEX14 es una proteina de membrana presente en todos los peroxisomas de las especies eucariotas,
por lo que se ha utilizado como una buena proteina marcadora de peroxisomas para Mus musculus,
Felis catus, papio, Homo sapiens, Penicillium chrysogenum, Neurospora crassa y Magnaporthe oryzae
(Zea et al., 2020; Bartoszewska et al., 2011; Zhang et al., 2022; Grant et al., 2013; Rodrigues et al.,
2022; Ruijten et al., 2020).
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En informes anteriores, Opaliriski mostré que los mutantes nulos de Penicillium chrysogenum
de PEX 14 tenian problemas de esporulacion y produccion deficiente de penicilina. Al respecto, se
puede inferir que la presencia de peroxisomas en P. rubens puede estar directamente relacionada
con la produccion de penicilina (Opaliniski et al., 2010).

En este estudio, se usé el microscopio de fluorescencia para obsevar los peroxisomas marcados
con los anticuerpos policlonales de conejo anti-PEX 14 (Proteintech) para evaluar si la exposicion
a la microgravedad influye en la morfologia, en muestras de P. rubens cultivadas en microgravedad
comparadas con los controles en Tierra.

I. Meétodo de microscopia electréonica de barrido

El principio de la microscopia electréonica de barrido se basa en una pistola de electrones que
emite un haz de electrones como fuente de luz incidente sobre la muestra a analizar. Esta muestra
esta colocada en un porta muestras de aluminio, fijada con cinta de carbon, tras ser bombardeada
por los electrones, la muestra emite la luz resultante y los electrones secundarios que, al pasar por
un detector, recreando la imagen basada en los electrones liberados de la muestra por el detector en
conectado a un computador, el sistema puede amplificar la imagen hasta 500,000 veces el tamafio
real de la muestra (Davies et al., 2022).

Se utiliz6 el método de microscopia electrénica de barrido para la comparacion del grossor de
las hifas en las muestras sometidas a diferentes regimenes gravitatorios de P.rubens sembradas en
acero inoxidable SS316. El acero inoxidable es un material conductor, que facilita la visualizacion
con esta tecnica ya que aumenta la resoluciéon de las muestras. Para asegurar la mejor resolucion, se
fija la muestra con cinta de carbon en el porta muestras y se bana la muestra con oro, para alcanzar
una irradiacion completa(Nastasi et al., 2020).

El principio por el cual se evaltia la muestra resulta en irradiar un haz de electrones por una
pistola y después de que el detector analice el cambio de los electrones, el microscopio recrea la imagen
por un detector de atomos, estd imagen es proyectada en el computador al recrear los electrones
excitados presentes en la muestra, y mediante acercamientos del programa de computaciéon Oxford
Instruments se puede acercar la imagen y seleccionar los puntos de los que se quiere hacer el analisis
quimico de la muestra, estd metodologia se emplea cominmente para observar topografias de las
experimentaciones (Nastasi et al., 2020).
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capPiTuLO V

Antecedentes

El proyecto de Space biofilms tiene como objetivo evaluar los biofilms o biopeliculas microbianas
por grosor, espesor, morfologia, asi como la expresion genética en materiales de interés espacial. Han
lanzado a 6rbita espacial dos modelos, uno bacteriano realizado en la misiéon espacial NG-12 y otro
fangico realizado en la mision espacial NG-17, del que es parte la investigacion detallada en este
documentoZea et al., 2018.

En la investigaciéon del modelo fungico, detallada por Hupka y sus companeros del proyecto Space
Biofilms, se utiliz6 Penicillium rubens como modelo para estudiar biofilm en microgravedad. Se
sembr6 Penicillium rubens ATCC ®) 28089 en medio PDB sobre cupones de 1 x 1 cm de materiales
de interés espacial y médico, los cuales incluyeron acero inoxidable SS316, aleacion de aluminio,
aleacion de titanio, fibra de carbono, cuarzo, silicon nanograss y silicio. Los periodos de cultivo
fueron de 10, 15 y 20 dias, tanto en microgravedad como en gravedad terrestre.

Entre los hallazgos significativos de la investigacion previa, se observo que el material nanograss
fue el tnico en mostrar disminuciéon de la biopelicula tanto en microgravedad como en gravedad
terrestre. Todos los materiales presentaron una reducciéon en las biopeliculas en el dia 20 de creci-
miento en los diversos sustratos en los que fueron incubados, lo cual se atribuy6 a una disminucién
en el medio debido a un posible estado de deplecién de nutrientes que experimentd el hongo Hupka
et al., 2023.

Entre otros efectos que evaluaron los mismos autores fue la falta de cambios en los biofilms por
medio de un mecanismo proteico que permite la sensibilidad de la microgravedad, por lo que observar
mecanismos de evasion del estrés del hongo en microgravedad o su tolerancia son importantes para
el comportamiento del organismo modelo en el espacio Hupka et al., 2023.

Estas investigaciones previas son consideradas bases para la investigacion, ya que las muestras
a evaluar son las mismas que se emplean en la misiéon espacial NG-17 con los ejemplares fangicos
de Penicillium rubens ATCC ® 28089 en 15 y 20 dias de microgravedad y gravedad terrestre. El
estudio que se detalla en este documento pretende ver la influencia de los regimenes gravitatorios
sobre la producciéon de peroxisomas, como un posible mecanismo para adaptarse al ambiente del
estrés en la microgravedad. De no observarse diferencia se puede suponer que los hongos tienen un
mecanismo de sensibilizaciéon que evade la condiciéon de microgravedad como un medio de estrés, que
debe ser evaluado a profundidad para su acreditacion.
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capiTuLo Vi

Metodologia

A. Enfoque y diseno de la investigacion

La investigacion “ Penicillium rubens como el primer hongo modelo para estudiar el efecto en la
microgravedad para la producciéon de antibiéticos” tiene un enfoque mixto ya que busca ver mediante
la cantidad de los peroxisomas y cambios mofologicos, si se puede inferir una mayor produccién de
penicilina en 15 y 20 dias de exposicién a microgravedad.

Para el proyecto, se empled muestras dirigidas no probabilisticas. Por lo que se realizaron las
muestras en triplicado de 15 y 20 dias en microgravedad y en gravedad terrestre. La variable inde-
pendiente fue la condiciéon gravitacional y la variable dependiente fue la cantidad de peroxisomas.

B. Sitio de estudio

El muestreo de las pruebas preliminares de Penicillium rubens ATCC ®) 28089 crecidas en medio
PDB en cupones de 1x1 cm de acero inoxidable SS316 se llevaron a cabo en la Universidad del Valle
de Guatemala, mientras que las muestras del modelo fingico expuestas a microgravedad y gravedad
tierra fueron trabajadas por el equipo de Space Biofilms conformado por la Universidad Colorado
Boulder, la Universidad del Valle de Guatemala y la Universidad Eastern Virginia Medical School
(EVMS) durante el mes de Febrero del 2022, utilizando el protocolo que fue entregado por Space
Biofilms de Bioserve . En la figura 6.1 se muestran los cupones de acero inoxidable empleados.

C. Tipo y tamano de la muestra

Para el estudio exploratorio se usaron 12 muestras de Penicillium rubens ATCC ®) 28089
crecidas en medio PDB en cupones de 1x1 c¢m de acero inoxidable SS316 de las cuales se clasifican
en: 3 muestras con 15 dias de exposicion a microgravedad, 3 muestras con 15 dias de exposicion a
gravedad Tierra, 3 muestras con 20 dias de exposiciéon a microgravedad y 3 muestras expuestas a
gravedad Tierra.
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Figura 4: Placas de 24 pocillos con cupones antes de la inoculacion con Penicillium rubens

Las placas de 24 pocillos con cupones de silicon cilindricos y cupones cuadrados de 1x1 de acero
inoxidable SS316, presentados en la figura 6.1 se sellaron con membrane film.Nota. Tomado de
(Hupka et al., 2023).

D. Criterios de inclusién y exclusiéon

No aplica.
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E. Variables de la investigaciéon

Cuadro 1: variables para evaluar los andlisis de las mediciones del estudio.

Variable

Definicion conceptual

Definicién operacional

La cantidad de peroxisomas por
cantidad de hifas

La cantidad de los peroxisomas
en la hifa esta relacionada en ma-
yor proporcién con la punta de la
hifa debido a su agrupaciéon con
los lipidos, asi como una distri-
bucién homogénea por su trans-
porte mediante las endosomas.

El grosor de la hifa, hifa en bio-
pelicula o conidios.

El grosor se delimita en el caso
de las hifas e hifas en biopeliculas
del extremo de la pared celular al
otro extremo, tomando en cuenta
la parte mas angosta.

El grosor de los conidios se mide
como el diametro de la circunfe-
rencia.

La escala de medicion se mide
con una regla de Canva que tiene
un error de 0.05 um y la dimen-
sion de la medicion se basa en la
longitud de la escala de referen-
cias de las imagenes del micros-
copio electrénico de barrido.

F. Hipétesis

= Hol:

Nota. Elaboracion propia

la variacion de microgravedad tendra un efecto significativo en la variable de producciéon y morfologia
de peroxisomas contrastando con la gravedad terrestre, empleando la cepa Penicillium rubens ATCC

® 28089.

= Hil:

la variacién de microgravedad no tendra un efecto en la variable de producciéon y morfologia de
peroxisomas empleando la cepa Penicillium rubens ATCC ®) 28089 contrastando con la gravedad

terrestre.

= Ho2:

las inmunotinciones con el anticuerpo PEX-14 de Proteintech empleando muestras de Penicillium
rubens ATCC ®) 28089 crecidas en acero inoxidable SS316 nos permitird ver peroxisomas con el
microscopio de fluorescencia Leica DM500 LED.

= Hi2:

las inmunotinciones con el anticuerpo PEX-14 de Proteintech empleando muestras de Penicillium
rubens ATCC [®) 28089 crecidas en acero inoxidable SS316 no nos permitira ver peroxisomas con el
microscopio de fluorescencia Leica DM500 LED.

= Ho3:

16




la condicion de microgravedad causard un aumento en la produccién de peroxisomas comparando
contra la gravedad tierra, en las muestras de Penicillium rubens ATCC ®) 28089.

= Hi3:

la condicién de microgravedad no causara un aumento en la produccién de peroxisomas comparando
contra la gravedad tierra, en las muestras de Penicillium rubens ATCC ®) 28089 .

G. Supuesto de investigacion

La microgravedad influird en la cantidad y morfologia de los peroxisomas en las muestras de
Penicillium rubens en 15 y 20 dias de exposicion a regimenes gravitatorios.

H. Instrumentos o técnicas

Las técnicas de evaluacion serdn mediante muestreo y observacion de las muestras de Penici-
llium rubens ATCC ®) 28089 brindadas por Bioserve Space Technologies. por medio de microscopia
electronica de barrido y a fluorescencia.

I. Estrategia

Se usard anti-PEX-14 marcado con Coralite ®) 488 para observar las muestras de los peroxi-
somas de Penicillium rubens al microscopio de fluorescencia. Asi mismo se utilizara la microscopia
electronica de barrido para evaluar diferencia en el grosor de las hifas y conidios.

J. Materiales y métodos

1. Obtencion de muestras del modelo flingico fijadas para pruebas de
microgravedad y gravedad Tierra

Las cepas de Penicillium rubens ATTC ® 28089 ™ 'y el anticuerpo anti-Pex14 conjugado con
Coralite 488 fueron amablemente obtenidas por el Dr. Luis Zea, investigador principal de Space
Biofilms apoyado en conjunto con la NASA (80NSSC17K0036, 8ONSSC21K1950). La Universidad
del Valle de Guatemala también financio6 reactivos complementarios para el crecimiento de los hongos
y experimentos preliminares de tinciéon para su uso en la microscopia de fluorescencia. Asi mismo,
la empresa Cementos Progreso apoyo en el uso del microscopio electréonico de barrido JSM-IT500 y
el procesamiento de las imagenes de las topografias de las muestras.

2. Preparacion de muestras y activacion de axperimentos para el modelo
fangico en los regimenes gravitatorios

Se sigui6 la preparacion de las muestras segtn la investigacion detallada por Morphology of Peni-
cillium rubens, Biofilms Formed in Space, empleando como material de importancia acero inoxidable
SS316 (Hupka et al., 2023).
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Limpieza de los instrumentos a utilizar

En ese paso, realizado por BioServe Space Technologies se imprimieron segmentos de menos de
1x1 cm de tape 3M (No0.9731) para la rotulacion de los cupones y jeringas que se utilizaron en las
pruebas gravitatorias,despues de rotularlos se limpiaron los cupones de acero inoxidable SS316. Se
rotularon los cupones previos a la limpieza excluyendo a los de silicon. Después se contabilizaron los
cupones con 120 cupones de 1xlcm de acero inoxidable (LOT 5183), 84 de fibra de carbono (LOT
5012), 84 de silicon (LOT 6092), 78 de MIT Nanograss (LOT 2022), 84 de cuarzo (LOT 6090), 84 de
aluminio 6061 (LOT 4999) y 84 de titanio (LOT 4999). Se rotul6 los cupones en la parte plana para
evitar variaciones en el crecimiento del hongo y se colocaron en platos de pesaje para la inoculacién.
Previamente, los cupones de silicon con forma cilindrica (Saint Gobain cat. D1069809) habian sido
cortados y lavados con liquinox a una altura de 13mm, posterior a lavarse con agua desionizada se
almaceno en bolsas autoclaveables de 3.5"x9” en segmentos de 24 unidades por bolsa.

Los cupones de silicon se limpian con el método bag wash en el que se le coloca liquinox y luego
de sacudirlo se enjuaga con agua desmineralizada hasta que ya no se observe jabon. Los cupones de
metal exceptuando el MIT Nanograss se lavaron con liquinox por 15 min a 30 °C en una canasta
metélica, la ctal es observada en la figura 6.2.Posteriormente se hicieron 3 lavados por 30 s quitando
el liquinox sobrante y se sec6é 30 min en un horno a 100°C. En seguida se sumergieron en etanol al
70 % por 15 min y luego se secaron por 15 min en la orilla de una caja Petri, figura 6.3. Se observa
la canasta en la que se colocan los cupones de metal para lavarlos por sonicacién con una soluciéon
de liquinox en la siguiente figura.

Figura 5: Canasta de bano ultrasénico para la limpieza de los cupones de metal

Se observa del lado izquierdo los cupones de metal etiquetados y sumergidos en 70 % de etanol,
mientras del lado derecho se observan colocados en la orilla de las cajas Petri mientras se secan por
15 minutos del etanol. Nota. Adaptado (Hupka et al., 2023)
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Figura 6: Limpieza de los cupones de silicona (blancos) y de metal (plateados) con 70 % de etanol.

Nota. Adaptado (Hupka et al., 2023)

Preparacion de PBS

Estéa solucion fue utilizada para la preparacion de la cepa madre de p.rubens a partir de la cepa
de Penicillium rubens ATTC ®) 28089 ™ liofilizada. También se us6 para la recuperacion de las
esporas del hongo de primera generacién de la liofilizaciéon y pasarlo a una siembra hija, este proceso
se repite con la siguiente siembra hasta llegar a 5 generaciones. Después de lavar un bote de vidrio
de 1000 mL 5 veces con 400mL de agua desionizada, se prepararon dos tabletas de PBS con cloruro
de sodio (Sigma P4417), este se disolvié con una plancha caliente. Luego se tap6 con aluminio y se
autoclaveé durante 30min a 121°C, para almacenarse a 4°C previo a la implementacion.

Agar de papa glucosa (PGA)

Se lavo un Erlenmeyer de 1000mL con mas de 5 lavados de liquinox utilizando un agitador
magnético, luego se quito el liquinox con agua destilada. Por aparte empleando la recomendacion
de la cepa ATCC, se peso 23.40g de agar de glucosa de papa (PGA) (LOT BCBS6247V). Luego
se midi6 600mL de agua ultrapura y se mezclaron y calentaron en el erlenmeyer de 1000 mL hasta
ver la homogeneidad de la soluciéon . Posterior se tapo el contenedor que contenia el medio de
cultivo homogeneo con aluminio y se autoclavedé por 30 min a 121°C, en el ciclo de liquidos de
la autoclave Northrop Grumman. Se distribuy6 el agar en placas Petri en una campana de flujo
laminar distribuidas en: el estriado de 2 placas petri para cultivos madre, 2 placas petri para la
siembra del vial de cryostock y 2 placas que tenian para dejar el hongo por 10 dias de crecimiento.
Este procedimiento para elaborar el agar se repiti6 cada vez que fueron necesarias placas de PGA,
las cuales, fueron almacenadas 4°C previo a la utilizacién.

Inoculo madre de Penicillium rubens ATTC & 28089™

Para la segunda generacion de la cepa liofilizada de P.rubens, se inicio a partir de viales cryos-
tock con Penicillium rubens ATTC ®) 28089 ™ congeladas, estas con agua tibia o a temperatura
ambiente fueron atemperadas y se centrifugarén a 4000 rpm durante 3min para condensar los mi-
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croorganismos en el fondo del tubo. Otra razén por las que se centrigugo fue quitar el glicerol al
10 % con el que se preservaba la cepa. A continuacion, se re suspendié con 1mL de PBS y se volvio
a centrifugar como previamente fue descrito. Se removi6 el sobrenadante y repitié el proceso otras
tres veces para eliminar por completo el glicerol. En el lavado y resuspension final se removié el
sobrenadante dejando alrededor de 200ul. del hongo y sembrandolo en las placas de PDA como se
observa en la figura . Se inocularon 100uL de la resuspencion de Penicillium rubens en PBS en
placas de PGA dentro de una campana de flujo laminar. Las placas se incubaron a temperatura
ambiente (alrededor de 24°C) durante 5 dias, transcurrido ese tiempo se almacenaron a 4° C como
recurso en caso de necesidad de repeticiéon por errores.

Figura 7: Siembra del indculo inicial de Penicillium rubens.

El indéculo se sembré en un medio de cultivo de agar PDA y se cultivd durante 8 dias. Se muestra
el intercepto de las lineas de 6x6, indicativo de la distribucion del hongo antes de su exposicion a
condiciones de microgravedad y gravedad terrestre. Nota. Elaboracién propia

Al mismo tiempo se prepar6 un cultivo madre a partir de la cepa liofilizada, en caso de que las células
del cryostock no fueran viables. En una campana de flujo laminar, se rehidraté con agua destilada
una ampolla de cepa ATCC de Penicillium rubens®) 28089 ™ liofilizada, segin instrucciones de la
hoja de ATCC se prepararon en placas Petri con PDA a 25 °C por 8 dias. Luego se reinoculd en
platos Petri con PGA e incub6 por 8 dias a 25°C en un contenedor de poliestireno, el estriado fue
en lineas de 6X6 como se observa en la figura anterior 6.4, se tomaba el inéculo de la intercepcion
ya que los conidi6foros producen més esporas en este segmento.

Las esporas sobrantes de la recolecciéon previa se colocaron en tubos eppendorf de 15mlL, se
agitd por 30 segundos en vortex y se sembraron més placas de PGA, de nuevo se estrearon con una
distribuciéon de 6x6 lineas.

Se realizaron los siguientes pasos en la Universidad de Colorado Boulder.

Preparaciéon de medio liquido para crecimiento de Penicillium rubens ATTC ®) 28089
™

Se lavo con liquinox 5 veces un contenedor de vidrio de 1000 mL con un agitador magnético
usando agua desmineralizada. Luego se prepar6 el medio en el contenedor de 1000mL con 12g
de medio liquido de dextrosa y extracto de papa (lote SLBR0579V) se mezclo con 1000mL de
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agua desionizada. Al obtener una mezcla homogenea en un beacker calentado con una plancha
calentadora fue filtrado usando un papel filtro de 0.2um (Thermo Scientific, Nalgene Cat, 566-0020,
LOT 1337579) y una jeringa adaptable. Se transfirio el medio filtrado en el recipiente estéril y se
guardé a 4°C.

Preparaciéon de paraformaldeido para preservar Penicillium rubens ATTC ® 28089
™

Se empleo para preservar las células y ver su morfologia, al crear enlaces covalentes evita que
la célula tenga interacciones de superficie celular. Se utilizo una solucion de paraformaldido ya
preparada al 16 % de Alfa Aesar (Cat No0.43368) en 240mL de PBS 1X con pH 7.2. La solucion final
fue de 320mL de PFA al 4%, este se almacen6 a 4°C hasta su uso.

Llenado y Preparacion de Jeringas para gravedad Tierra El tipo de jeringas con PFA (paraformaldeido)

y RNAlater fue distinta para las muestras de Tierra vs. las de vuelo(microgravedad), se tomé en
cuenta que para esta metodologia solo se emplearon las que contenian PFA. Se lavaron 156 jeringas
con embolos Luer en Liquinox al 10% luego se enjuagaron con agua destilada, se observan en la
figura 6.5 . Posteriormente se autovlavearon a 121°C durante 30min en bolsas de autoclave y luego se
secaron por 30 minutos. Cada pocillo de la placa de 24 , figura 6.1, se llené con 5 mL de preservante
o fijador en este caso paraformaldeido, se tenfan 47 jeringas con PFA al 4% y 36 con RNA later.
Se cargaron las agujas con 4.2 mL del fijador, luego se complet6 el volumen a 5 mL eliminando las
burbujas de aire con golpes leves.

Figura 8: Jeringas con émbolos Luer empleadas para inyectar agua en las muestras de gravedad
Tierra.

Sistema PHAB empleado para activar el crecimiento celular del hongo. Nota. Adaptado de (Hupka
et al., 2023)

Llenado y Preparaciéon de Jeringas para microgravedad

Por limitacién de espacio en este regimen gravitatorio se emplearon émbolos especiales de
BioServe que se acomodaron a las jeringas 18 G 4 (BD Precision Glide) de 5mL. Se inserto el
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embolo en las jeringas y se esterilizaron en campana de flujo laminar , se llen6 la jeringa a 4.2 mL
y lentamente luego se complet6é a 5 mL dandole a la solucién golpecitos en las jeringas para evitar
burbujas y se guardaron hasta usarse.

Figura 9: Jeringas 18 G % empleadas en las muestras de vuelo en la Estacién Espacial Internacional.

Adaptado de (Hupka et al., 2023).
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Preparacion de placas de 24 pocillos

Las placas de 24 pocillos se usaron como contenedores de los cupones de silicon, cupones de
acero inoxidable y la solucién de PFA. Su ensamblaje empezo al ser llenadas con cupones cilindricos
de silicon, estos fueron previamente autoclaveados a 121°C por 30 min, después se secaron por 5
minutos. Estos cilindros tuvieron la funciéon de disminuir la soluciéon de paraformaldeido en el caso de
esta investigacion o en RNA later en el caso de los otros experimentos evaluados por otros miembros
del grupo de investigacion. Se dejaron las placas listas para el siguiente paso en la Inoculacion de
Penicillium rubens ATTC ®) 28089 ™.

Figura 10: Cupones de silicon en placas de 24 pocillos

Nota.Adaptado de (Hupka et al., 2023).

Nota. La imagen anterior muestra la adaptacion de los cupones cilindricos de silicon en la placa
de 24 pocillos en donde se colocaron las muestras, evitando colocar una cantidad excesiva de PFA
4% en este caso y en otras muestras RNAlater.

Inoculacién de Penicillium rubens ATTC ®& 28089 ™

Este segmento describe el uso del sustrato de acero inoxidable con medio liquido de dextrosa
vy papa, acompanado del hongo modelo. Despues de rotular la parte concava del cupon de acero
in6xidable SS316, en la parte recta del cupon se colocoé medio liquido seco de dextrosa y papa, luego
se sembro el hongo a partir del intercepto del hongo madre mostrado en la Figura 6.8.5 . La toma de
las esporas del intercepto de las lineas de 6x6, se realiz6 con una pesa de 5 g y 0.07 psi adherida a un
tape a el cupon de 1x1 cm de acero inoxidable con medio liquido seco, mostrado en la figura 6.8.4.
La toma de las esporas fue hasta contar de 1 a 10 mississipi para estandarizarse la metodologia.
Luego se colocd en la placa de 24 pocillos encima del cupén de silicona cilindrico y se sellé con una
membrana bitran para evitar contaminaciones y para inyectar el PFA.

En la figura
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Figura 11: Proceso de inoculacion de los cupones de acero inoxidable con Penicillium rubens.

Nota. Adaptado de (Hupka et al., 2023).

6.8.1 se muestra el cupén de acero inoxidable adherido al tape de doble cara 3M. En la figura 6.8.2,
se observa que el tape 3M fue colocado en el lado concavo del cupén. Luego, en la figura 6.8.3, se
retiro el otro lado del tape 3M, dejando el cupén preparado para el siguiente paso. A continuacion,
en la figura 6.8.4, el cup6én de acero inoxidable se unié a una pesa de 5 g y 0.07 psi. En la figura
6.8.5, la pesa se coloca en los interceptos de las lineas 6x6. Finalmente, en la figura 6.8.6, se coloca
la bolsa bitaran sobre el montaje.

Activacion de los regimenes gravitatorios Penicillium rubens ATTC &) 28089 ™

En la Universidad Eastern Virginia Medical School se realizaron las muestras del estudio para
la comparacién de los regimenes gravitatorios, las placas de 24 pocillos cubrieron con una bolsa de
Bitaran y se colocaron en PHAB a 4°C antes del lanzamiento espacial o para las condiciones de la
Tierra, tal como se mostré en la figura 6.1 (Hupka et al., 2023).

Se realiz6 la activacion de las muestras en microgravedad y gravedad terrestre sobre las muestras
del hongo modelo, se aument6 la temperatura a 25 °C y se incrementd la humedad relativa > 90
mediante la suplementacion de las muestras con 1 mL de agua en la tapa del contenedor PHAB.

Posterior al crecimiento del hongo en los lapsos de 15 y 20 dias de los régimenes gravitato-
rios, variando solamente las jeringas a utilizar. Las muestras se fijaron con 0.8 mL 4% de para-
formaldehido, se realizo atravesando la bolsa bitran como se observa en la figura 6.9.C , consi-
guiente se colocod otra bolsa bitaran y fueron llevados a 4 °C. Esto permaneci6é asi hasta su ané-
lisis de morfologia en el microscopio electronico de barrido y fluorescencia (Hupka et al., 2023).
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Figura 12: Dispositivo PHAB empleado para llevarse a la Estacion Espacial Internacional y pro-
barse en gravedad terrestre.

~3 \ .

Est6 se empleao para facilitar el traslado de las muestras, suministrar la humedad relativa por
jeringas de agua y distribuir el agua. En la figura 6.3.a observamos el contenedor PHAB de la
parte externa, 6.3.b la caja con la bolsa bitaran que contiene la caja de 24 pozos y las muestras y
por ultimo 6.3.c muestra la parte interna del contenedor PHAB con esponjas y agujas para regular
la humedad.Nota. Adaptado de (Hupka et al., 2023)

3. Preparacion de Penicillium rubens para la tincién inmunofluorescente
con anti-PEX14

Para optimizar la tincion anti-PEX-14, se cultivaron cepas de P. rubens como se describi
el cultivo anterior durante 8 y 15 dias en portaobjetos de vidrio cubiertos con PDA como sus-
trato, las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente en una incubadora (Opalinski et al.,
2010).

4. Tincién inmunofluorescente de pruebas de Penicillium rubens en mi-
crogravedad y gravedad terrestre

Este método se uso para observar y cuantificar los peroxisomas en las pruebas que se expusieron
a microgravedad y su control terrestre, ya que al tener la muestra de acero indxidable se dificulta
la transferencia de luz clave para observar los ejemplares. Como alternativa se emplearon alicuotas
de 10 uLL de las soluciones de paraformaldeido al 4 % ya que la membrana Breathe Fasy Membrane
estaba adherida a los cupones al tener un desprendimiento de ellos de los cupones de silicon, al
evaluar las muestras como se observa en la figura 6.1. Después del tratamiento de la inmunotincion
con las muestras enviadas de la Universidad de Colorado Boulder, se continiia como se describio en
la seccién Optimizacion de la tincidén inmunofluorescente empleando las muestras de los cupones de
acero inoxidable SS316.

25



5. Preparaciéon de Penicillium rubens para el andlisis de microscopia
electréonica de barrido

Se emplearon las muestras del hongo en 15 y 20 dias tanto de microgravedad como en gravedad
terrestre, esto fue para observar las variaciones de las hifas en su composicién y grosor.

Se emplearon las muestras de P. rubens ATTC ® 28089 ™ ya tratadas en microgravedad
y gravedad terrestre con paraformaldehido, se secaron en campana de extraccion durante 24 horas
previo a el tratamiento de la experimentacién. En la adaptacién de los cupones de acero en el
microscopio se colocaron en el porta muestras con tape de carbén, seguido de un bano en oro con el
equipo Denton Vacuum, se detalla en la figura 6.10 como estaban las muestras en este tratamiento.
Después se colocarén las muestras con el microscopio electréonico de barrido JSM-IT500, con esto se
asegura una completa deteccion de los electrones presentes en la muestra.

Figura 13: Preparacion de las muestras de Penicillium rubens ATTC ® 28089 ™ en cupones de
acero inoxidable en bano de oro bajo los regimenes gravitatorios a comparar.

El cupén 1 es F-124 con 15 dias en microgravedad, el cupén 2 es F-E9 con 20 dias en
microgravedad, el cupon 3 G-E9 con 15 dias en gravedad terrestre y el cupo 4 es G-1G24 con 20
dias en gravedad terrestre. Nota. Elaboracién propia.
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capituLo V|

Resultados

A. Resultados del microscopio de fluorescencia

Este apartado muestra los hallazgos de la microscopia electronica de fluorescencia, esta se empled
para visualizar el marcaje de los peroxisomas en las muestras de Penicillium rubens ATCC ®) 28089
con el sustrato de acero inoxidable SS316 con medio PDB. Se emplearén alicuotas de 10 ulL de la
muestra total de 0.8 mL de 4 % PFA.

La siguiente figura muestra la estandarizacién de anti- PEX-14 conjugado con Coralite®) 488 de

1:200, acompanado con un protocolo de permeabilizacién de la membrana plasmatica con Trixton
X-100 al 0.4 % y PBS al 1X.

Figura 14: Hifa del hongo que marca los perozisomas con anti- PEX-14, conjugado con Coralite ®)
488 para muestras de Penicillium rubens en SS816 con sustrato PDB.

peroxisoma
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Se empled para marcar los peroxisomas, en las siguientes 4 figuras que emplean el mismo método
de inmunotincion empleando el anti- PEX-14 conjugado con Coralite®) 488 para sefializar los pe-
roxisomas en los diferentes regimenes gravitatorios Penicillium rubens en SS316. Nota. Elaboracion
propia.

Figura 15: Moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 en cupdn acero inoxidable SS316 por 15 dias
en exposicion a microgravedad

Las muestras se prepararon a partir de alicuotas de 10 pul. tomadas de soluciones que contenfan
800 uL del hongo en PFA | utilizado para su fijacién y preservacion. Las imagenes fueron capturadas
a una magnificacion de 40x utilizando un microscopio de fluorescencia Leica DM 2500 LED. Cada
imagen corresponde a una alicuota diferente colocada en un portaobjetos. Nota. Elaboracién propia.

En la figura 15 en el imagen A se muestra una tincién con el anti-PEX14 y se observan 21
peroxisomas en la hifa de la parte inferior. Asi mismo, la imagen B tuvo un total de 84 peroxisomas,
situadas en hifas con formas de lineas alargadas y esporas con contorno circular. También en la
imagen C se contabilizaron 3 peroxisomas,estd muestra se usé tambien para la imagen D como
control positivo interno, senalizando 64 nicleos con colorante verde fluorescente. En la imagen E
se observa el sobreposicion entre la imagen C y D al emplear Infinite Painter de App store como
herramienta para sobreponer las imagenes observando tanto peroxisomas como niicleos.

28



Figura 16: Moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 en cupdn de acero inozidable SS316 por 15
dias en gravedad terrestre.

En la figura 16 en la imagen A muestra una tincion con el anti-PEX14 un anticuerpo que marca
especificamente peroxisomas, se observan 32 peroxisomas sin embargo se enfatizan en la hifa de la
esquina superior derecha con 4 peroxisomas. En la imagen B al igual que imagen A muestra la
misma tincién y se tiene un total de 39 peroxisomas, estas se concentran en la hifa central. Asi mismo,
la imagen C fue tratado con el anticuerpo de los peroxisomas en esta se observan 23 peroxisomas.
También la imagen D fue tratada con el anticuerpo marcador de peroxisomas y se visualizaron
8 peroxisomas. Con el filtro azul en la imagen E se observan 14 peroxisomas , los més brillantes
estan en las esporas. Por tltimo, la imagen F con una tincion de QuantiFluo®) r one dsDNA como
control interno positivo se observan nucleos e hifas sobrepuestas. Nota. Elaboracion propia.
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Figura 17: Moho Penicillium rubens ATCC ® 28089 en cupdn de acero inozidable SS316 por 20

dias en microgravedad
A B

C D E

En la figura 17 en la imagen A se muestra una tincién con el anti-PEX14 observandose 86
peroxisomas, enfatizandos en la hifa central, la hifa més larga. En la imagen B al igual que la
imagen A se observo la misma técnica de tincién y se tiene un total de 124 peroxisomas, estas se
concentran en hifas situadas en la orilla del portaobjetos. Por otro lado la imagen C fue tratada
con el anticuerpo de los peroxisomas y se observaron 26 peroxisomas, con 4 en la hifa central. La
imagen D con la misma muestra de la imagen C se observd empleando el filtro verde y se observan
7 nicleos, enfatizando 1 nucleo en la hifa remarcada. Ademas, la imagen E se coloco para generar
la sobreposicién de las imagenes C y D |, se observan peroxisomas y niicleos al mismo tiempo al
emplear Infinite Painter de App store se sobrepusieron ambos imagenes, resaltando en medio una
hifa representativa en la que los circulos azules son los peroxisomas y los verdes son ntucleos. Nota.
Elaboracién propia.
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Figura 18: Moho Penicillium rubens ATCC ® 28089 en cupdn de acero inozidable SS316 por 20
dias en gravedad terrestre.

En la figura 18 en la imagen A se obtuvo un tratamiento con QuantiFluo®) r one dsDNA y
se observan 37 nucleos. En la imagen B al igual que imagen A muestra la misma tinciéon y se
observan 46 nicleos. En la imagen C se observan hifas sobrepuestas con ntucleos. Por otro lado
la imagen D se preparé con anti-PEX14 y se observaron 35 peroxisomas, las lineas blancas que se
remarcaron muestran donde se supuso que esta la pared de la hifa, mientras que las lineas senalizan
los peroxisomas de la hifa pequena. De igual forma en la imagen E es una prueba de ntcleos, el
circulo mas brillante es una espora con peroxisomas, en total se contabilizaron 35 peroxisomas en
este imagen. Nota. Elaboraciéon propia.
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B. Resultados del microscopio electrénico de barrido

La metodologia del microscopio electrénico de barrido se utilizé para evaluar la topografia de las
muestra y su composiciéon quimica, teniendo un acercamiento a su comportamiento en microgravedad
y gravedad terrestre.

1. Analisis de las estructuras del hongo en el sustrato

En esta seccion, se realiza una evaluacién cuantitativa del didmetro del hongo separandolos
hifa, hifa en biopelicula o conidios. A continuacion se puede observar un ejemplo de la metodologia
empleada:

Figura 19: Imagen usada para la evaluacion cuantitativa del didmetro de las hifas del moho Peni-
cillium rubens ATCC ®) 28089 expuesto por 15 dias a microgravedad

Electron Image 5

0 1

3 4

5

0 1 2 3 A 5

Nota. Elaboracién propia.

2

Se utilizé la escala de medicién pm del microscopio electréonico de barrido y se dividié en 25
partes iguales, con base en est4, se hicieron divisiones en 10 x 10 partes iguales con la aplicacién de
diseno grafico Canva. La misma metodologia se empled para las 5 tablas de la seccion. Se midi6 el
diametro de las hifas.Este procedimiento se repite con los estadios de hifa encapsulada en biopelicula
y conidios.

A continuacion, se proporcionan los datos con el paquete de estadistica descriptiva emplean-
do el Excel, donde se muestra un promedio de los rectangulos totales como una metodologia de
comparacion, se toméd en cuenta la incertidumbre de 0.1 pm, debido al uso del programa Canva.

Las muestras se prepararon a partir de alicuotas de 10 puL. tomadas de soluciones que contenian
800 pL del hongo en PFA, utilizado para su fijacion y preservacion. Las imégenes fueron capturadas
con una magnificacion de 40x, utilizando un microscopio de fluorescencia Leica DM 2500 LED. Cada
imagen corresponde a una alicuota diferente colocada en un portaobjetos.
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Figura 20: Imagen usada para la evaluacion cuantitativa del didmetro del hongo de las hifas del
moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 expuesto por 15 dias a microgravedad.

10w

Nota.Elaboraciéon propia.

Cuadro 2: Andlisis del grosor de las hifas encapsuladas en biopeliculas de Penicillium rubens ATCC
® 28089 expuestas a 15 dias en microgravedad sobre SS316 con PDA.

Mx | 1 2 3 G 6 7 3 9 10
X |0.16 0.18 0.20 0.10 | 0.11 0.15 0.03 0.11 0.02 0.00
5| 007 0.08 0.10 0.00 | 0.15 0.13 0.08 0.10 0.0 0.00
57001 0.01 0.01 0.00 | 0.02 0.02 0.01 0.01 0.00 0.00
IC | [0.11, 0.21] | [0.13, 0.23] | [0.02, 0.17] | 0 | [0, 0.21] | [0.06, 0.24] | [-0.03, 0.08] | [0.04, 0.19] | [-0.01, 0.05] | 0

z 0.10

Nota: Elaboracion propia.

Nota. Se evaluo el grosor de hifas en biopeliculas sometidas a 15 dias de microgravedad del moho
Penicillium rubens ATCC ®) 28089. Se empleo la escala de medicion de 50 pm a 650 x en microme-
tros, tal como se muestra en la metodologia de la figura 19. El analisis se basa en la divisiéon de la
figura 20 en segmentos de 10 x 10 usando pm como unidad de longitud de las hifas. los parametros
usados son X para la media del grosor de la hifa por fila, siendo en total 10 filas; S para la desviacion
estandar del promedio; S? para la varianza del promedio;/C para el intervalo de confianza del 95 %;
y T para la media muestreal de todas las filas.

Cuadro 3: Andlisis del grosor de las hifas de Penicillium rubens ATCC ®) 28089 expuestas a
gravedad terrestre durante 15 dias sobre SS316 con PDA.

Mx | 1 2 3 1 |5 6 7 8 9 10
X 020 0.45 0.20 0.23 | 0.32 0.32 0.14 0.32 0.21 0.19
S 034 0.40 0.37 0.00 | 0.36 0.36 0.22 0.61 0.34 0.31
S2 [ 0.12 0.16 0.14 0.00 | 0.13 0.13 0.05 0.37 0.12 0.10
IC | [-0.043,0.44] | [0.17,0.73] | [-0.04,0.49] | [0] | [0.06, 0.58] | [-0.02,0.30] | [-0.02,0.30] | [-0.02,0.85] | [-0.04, 0.45] | [-0.04,0.41]
z 0.3

Nota: Elaboracion propia.

Nota. Se evalué el grosor de hifas sometidas a 15 dias a gravedad terrestre del moho Penicillium
rubens ATCC ®) 28089. Se empleod la escala de medicion de 25 pm a 450 x en micrémetros, tal como
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Figura 21: Imagen usada para la evaluacion cuantitativa del didmetro del hongo de las hifas del
moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 expuestas por 15 dias a gravedad terrestre.

Nota.Elaboraciéon propia.

se muestra en la metodologia de la figura 20. El analisis se basa en la division de la figura 21 en
segmentos de 10 x 10 usando pm como unidad de longitud de las hifas. los parametros usados son X
para la media del grosor de la hifa por fila, siendo en total 10 filas; S para la desviacién estandar del
promedio; S? para la varianza del promedio; IC para el intervalo de confianza del 95%; y Z para la
media muestreal de todas las filas.
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Figura 22: Imagen usada para el andlisis del grosor de hifas encapsuladas en biopeliculas Penicillium
rubens ATCC ®) 28089 expuestas a 20 dias a gravedad terrestre.

Nota. Elaboracion propia

Cuadro /: Andlisis del grosor de las hifas encapsuladas en biopeliculas de Penicillium rubens ATCC
®) 28089 expuestas a 20 dias en gravedad terrestre sobre SS816 con PDA.

Mx | 1 2 3 i[5 6 7 8 9 1

X [0.16 0.18 0.20 0.10 | 0.11 0.15 0.03 0.11 0.02 0
5 007 0.08 0.10 0.00 | 0.15 0.13 0.08 0.10 0.04 0
57 ] 0.01 0.01 0.01 0.00 | 0.02 0.02 0.01 0.01 0.00 0
IC | [0.11,0.21] | [0.13,0.23] | [0.02, 0.17] | 0 | [0, 0.21] | [0.06,0.24] | [-0.03,0.08] | [0.04,0.19] | [-0.01,0.05] | 0
z 0.104

Nota: Elaboracion propia.

Nota. Se evalu6 el grosor de hifas en biopeliculas sometidas a 20 dias de microgravedad del
moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089. Se empleo la escala de medicion de 25 pm a 450 x
en micrémetros, tal como se muestra en la metodologia de la figura 19. El anéalisis se basa en la
divisiéon de la figura 22 en segmentos de 10 x 10 usando pm como unidad de longitud de las hifas. los
parametros usados son X para la media del grosor de la hifa por fila, siendo en total 10 filas; S para la
desviacion estandar del promedio; S? para la varianza del promedio;IC para el intervalo de confianza
del 95 %; y T para la media muestreal de todas las filas.
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Figura 23: Imagen usada para el andlisis del grosor de hifas en biopeliculas de Penicillium rubens
ATCC ®) 28089 expuestas por 15 dias a gravedad terrestre

Nota. Elaboracion propia

Cuadro 5: Andlisis del grosor de las hifas encapsuladas en biopeliculas de Penicillium rubens ATCC
®) 28089 expuestas por 15 dias a gravedad terrestre sobre SS316 con PDA.

Mx | 1 2 3[4 5 6 78 9 10
X [0.16 0.18 0.20 | 0.10 0.11 0.15 0.03 | 0.11 0.02 0.00
5 1007 0.08 0.10 | 0.00 0.15 0.13 0.08 | 0.10 0.04 0.00
57 1 0.01 0.01 0.01 | 0.00 0.02 0.02 0.01 | 0.01 0.00 0.00
IC | [0.11,0.21] | [0.13,0.23] | [0] | [0,0-21] | [0.06,0.24] | [-0.03, 0.08] | O [0.04,0.19] | [-0.01,0.05] | 0

z 0.10

Nota: Elaboracion propia.

Nota. Se evaluo el grosor de hifas en biopeliculas sometidas a 15 dias de gravedad terrestre
del moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 . Se empleo la escala de medicion medicion de 50 pm
a 650 X en micrémetros, tal como se muestra en la metodologia de la figura 19. El analisis se basa en
la division de la figura 23 en segmentos de 10 x 10 usando pm como unidad de longitud de las hifas.
los parametros usados son X para la media del grosor de la hifa por fila, siendo en total 10 filas; S
para la desviacion estandar del promedio; S? para la varianza del promedio;IC para el intervalo de
confianza del 95 %; y T para la media muestreal de todas las filas.
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Figura 24: Imagen usada para el anélisis del grosor de hifas encapsuladas en biopeliculas de Peni-
cillium rubens ATCC ®) 28089 expuestas por 20 dias a microgravedad.

Nota. Elaboracién propia.

Cuadro 6: Andlisis del grosor de las hifas encapsuladas en biopeliculas de Penicillium rubens ATCC
®) 28089 expuestas por 20 dias a microgravedad sobre SS316 con PDA.

Mx | 1 2 3 i |5 6 7 8 9 10
X 029 0.44 0.20 0.36 | 0.38 0.22 0.18 | 0.38 0.15 0.07

5 029 0.59 0.19 0.00 | 0.25 0.23 024 | 0.12 0.09 0.12

57 | 0.08 0.35 0.04 0.00 | 0.06 0.05 0.06 | 0.01 0.01 0.01

1C | 0.08,0.5] | [0.02,0.86] | [0.22,0.49] | 0 | [0.20,0.56] | []0.06,0.38 | [0,0.35] | [0.15,0.31] | [0.08,0.21] | [-0.02,0.15]
z 0.26

Nota. Elaboraciéon propia.

Nota. Se evalué el grosor de hifas en biopeliculas sometidas a 20 dias de microgravedad del

moho Penicillium rubens ATCC ® 28089. Se empled la escala de medicion de de 25 pm a 1000 x
en micrometros, tal como se muestra en la metodologia de la figura 19. El analisis se basa en la
divisiéon de la figura 24 en segmentos de 10 x 10 usando pm como unidad de longitud de las hifas.
los parametros usados son X para la media del grosor de la hifa por fila, siendo en total 10 filas; S
para la desviacion estandar del promedio; S? para la varianza del promedio;IC para el intervalo de
confianza del 95 %; y T para la media muestreal de todas las filas.
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Figura 25: Imagen usada para el andlisis del grosor de hifas encapsuladas en biopeliculas Penicillium
rubens ATCC ®) 28089 expuestas por 20 dias a gravedad terrestre.

Nota. Elaboracién propia.

Cuadro 7: Andlisis del grosor de las hifas encapsuladas en biopeliculas de Penicillium rubens ATCC
® 28089 expuesto por 20 dias en gravedad terrestre sobre SS316 con PDA.

Mx | 1 2 3 4 |5 6 |7 [8 |9 10
X [0.38 0.17 0.20 0.26 | 0.26 0.00 | 0.00 | 0.26 | 0.03 0.04

5 1020 0.12 0.16 0.34 [ 0.34 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.08 0.07

57 [ 0.04 0.01 0.03 0.11 | 0.11 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.01 0.00

IC | [0.23,0.52] | [0.08,0.25] | [0.14,0.38] | 0 [0.02050[ [0 [0 |0 [-0.03,0.08] | [-0.01,0.09]
z 0.16

Nota. Elaboracion propia.

Nota. Se evalud el grosor de hifas en biopeliculas sometidas a 20 dias a gravedad terrestre
del moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089. Se empleo la escala de medicion medicion 50 pm en
700 x en micréometros, tal como se muestra en la metodologia de la figura 19. El anélisis se basa en
la division de la figura 25 en segmentos de 10 x 10 usando pm como unidad de longitud de las hifas.
los parametros usados son X para la media del grosor de la hifa por fila, siendo en total 10 filas; S
para la desviacion estandar del promedio; S? para la varianza del promedio;IC para el intervalo de
confianza del 95 %; y T para la media muestreal de todas las filas.
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Figura 26: Imagen usada para el andlisis del grosor del diametro de los conidios de Penicillium
rubens ATCC ®) 28089 expuestas por 20 dias a microgravedad.

Nota. Elaboracién propia.

Mx | 1 2 3[4 [5 6 7 [8 9 10
X [0.00 | 0.00 | 0.20 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 0.03 0.01

S [0.00 [ 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.07 0.08 0.02

52 170.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.01 0.01 0.00

IC 10 |0 0 0 0 |0 |0 [-0.02,0.08] | [-0.03,0.08] | [-0.01,0.02]
z 0.02

Cuadro 8: Andlisis del grosor de conidios de Penicillium rubens ATCC ®) 28089 expuesto por 20
dias a microgravedad sobre SS316 con PDA.
Nota. Elaboraciéon propia.

Nota. Se evalu6 el grosor de los conidios sometidas a 20 dias de microgravedad del moho Penici-
llium rubens ATCC ®) 28089. Se empled la escala de medicion de de 25 pm a 1000 x en micrémetros,
tal como se muestra en la metodologia de la figura 19. El analisis se basa en la divisiéon de la figura
26 en segmentos de 10 x 10 usando pm como unidad de longitud de las hifas. los parametros usados
son X para la media del grosor de la hifa por fila, siendo en total 10 filas; S para la desviacion
estandar del promedio; S? para la varianza del promedio;IC para el intervalo de confianza del 95 %;
y T para la media muestreal de todas las filas.
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2. Analisis quimicos e imagenes del sustrato

Se empled el analisis porcentual de elementos brindado con el programa Oxford tomando en
cuenta la composiciéon base del medio de cultivo PDB y el acero inoxidable. Este se utilizd6 para
inferir acerca de la interaccion con el material y estadio morfologico. Esta medicion se describio
como un aumento en la composicion con la convencién de un signo negativo previo a la presencia
del elemento.

Figura 27: Moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 en cupdn de acero inoxidable SS316, en 15
dias de regimenes gravitatorios para el andlisis quimico de hifas.

C D

En la imagen A (F-124) se muestra la prueba de los 15 dias microgravedad mientras en la
imagen B (G E-9) se muestra la prueba de los 15 dias gravedad tierra. En la imagen C y D se
analiza la composicion de segmento por spectrum, los signos negativos indican aumento del
elemento. Nota. Elaboraciéon propia.

En las imagenes C y D de la figura 27 se analiza la composicién del segmento seleccionada
como spectrum 5 con 15 dias de microgravedad y el spectrum 30 con 15 dias de gravedad terrestre.

Con base en las imagenes 5 y 19 el moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 constituye un
conglomerado de hifas y esporas. En la imagen A (F E-9), las muestras fueron sometidas a 20
dias de microgravedad. En el spectrum 7, se ve una biopelicula con una hifa de 4 um y un halo
oscuro sobre ella. En el segmento B (GI-G24), con 20 dias de gravedad terrestre, se observa una
biopelicula en el spectrum 29 con 5 pm de didmetro.

En la imagen C se muestra el analisis quimico del spectrum 7 con 65.1% de C, 2.5% de Fe,
30.6% de O, 0.7% de Cr, 0.5% de Na, 0.2% de Al y 0.1% de Si. En la imagen D se muestra el
analisis quimico del spectrum 29, con 66.0 % de C, 30.1% de O, 0.8% de Al, 1.4% de Fe y 0.5% de
S.
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Cuadro 9: Diferencias en la composicion quimica porcentual de las hifas del moho Penicillium
rubens ATCC ®) 28089 crecido en cupdn acero inoxidable SS316 en los 15 dias de regimenes gravi-
tatorios.

elemento | Teérico SS316 | cupén con PDB ‘ S7 ‘ S29 ‘

Fe 69.39 35.9 35.2 | 34.5
C 0.018 30.8 -34.3 | -35.2
(0] - 18.1 -12.5 | -

Cr 16.65 9.2 - -
Ni 10.07 4.8 - -

S 0.004 0.5 0.4 0

Si 0.35 0.4 0.3 0.1
Na - 0.2 -0.3 | -0.3
Mg - 0.1 - -

Al - 0 -0.1 | -0.8
Mo 2.08 0 0 -

K - 0 0 -0.3
Ca - 0 -0.1 | -0.2

Nota. Elaboracion propia.

Basado en los espectros quimicos base del cupén con medio PDB y composicion estandar del
acero inoxidable SS316 tomado de Kumar y companeros (Kumar et al., 2012). Los ntimeros con
signo negativo en S7 y S29 indican aumento del elemento quimico.

Figura 28: Moho Penicillium rubens ATCC ® 28089 en cupon de acero inoxidable SS316, en 15
dias de regimenes gravitatorios para el andlisis quimico de las hifas
Nota. Elaboracién propia.

La imagen A (F-124) muestra la prueba de los 15 dias de microgravedad. la imagen B (G E-9)
muestra la prueba de los 15 dias de gravedad terrestre. En las imagenes C y D de la figura 28 se
analiza la composicion del segmento seleccionada como spectrum 5 con 15 dias de microgravedad y
el spectrum 30 con 15 dias de gravedad terrestre.

Con base en las imagenes 5 y 19 el moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 constituye un
conglomerado de hifas y esporas. En la imagen A (F E-9), las muestras fueron sometidas a 20
dias de microgravedad. En el spectrum 22, se ve una biopelicula con una hifa de 4 um y un halo
oscuro sobre ella. En el segmento B (GI-G24), con 20 dias de gravedad terrestre, se observa una
biopelicula en el spectrum 37 con 5 pm de didmetro. En la imagen C se muestra el analisis quimico
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del spectrum 5 con 19.7% de C, 52.6 % de Fe, 2.6 % de O, 13.3% de Cr, 7.8% de Ni, 0.1 % de Na,
0.2% de Al y 0.1% de Si. En la imagen D se muestra el analisis quimico del spectrum 30, con
36.8% de C, 5.6 % de O, 10.3% de Cr, 5.9% de Ni, 0.1 % de Na y 40.7% de Fe.

Cuadro 10: Diferencias en la composicion quimica porcentual de las hifas en biopeliculas del moho
Penicillium rubens ATCC ®) 28089 en cupon acero inoxidable SS316 en los 15 dias de regimenes
gravitatorios.

’ Elemento ‘ Tedrico SS316 | Cupén con PDB ‘ S5 ‘ S30 ‘

Fe 69.39 35.9 -16.7 | -4.8
C 0.018 30.8 11.1 | -6
O - 18.1 15.5 | 12.5
Cr 16.65 9.2 -4.1 | -1.1
Ni 10.07 4.8 -3 -1.1
S 0.004 0.5 - 0.3
Si 0.35 0.4 0.3 0.3
Na - 0.2 0.1 -
Mg - 0.1 - -
Al - 0 -0.2 |-
Mo 2.08 0 -2.2 | -

K - 0 - -
Ca - 0 -0.1 | -0.2

Nota. Elaboracién propia.

Basado en los espectros quimicos base del cupon con medio PDB y composicion estandar del
acero inoxidable SS316 tomado de Kumar y compafieros (Kumar et al., 2012). Los ntmeros con
signo negativo en S5 y S30 indican aumento del elemento quimico.

Figura 29: Moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 en cupdn de acero inozidable SS316, en 20
dias de regimenes gravitatorios para el andlisis quimico de hifas en biopeliculas.

D

En la imagen A (G- E9) se muestra la prueba de los 20 dias microgravedad mientras en la
imagen B (G- 1G24) se muestra la prueba de los 20 dias gravedad tierra. En la imagen C y D se
analiza la composicién de segmento por spectrum, los signos negativos indican aumento del
elemento. Nota. Elaboraciéon propia

Con base en las imagenes 15 y 23 el moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 constituye un
conglomerado de hifas y esporas. En la imagen A (G E-9), las muestras fueron sometidas a 20
dias de microgravedad. En el spectrum 22, se ve una biopelicula con una hifa de 4 um y un halo
oscuro sobre ella. En el segmento B (GI-G24), con 20 dias de gravedad terrestre, se observa una
biopelicula en el spectrum 37 con 5 pm de didmetro.
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Basado en la imagen 15 y 23 el moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 un conglomerado de
hifas y esporas. En la imagen A (G E-9) las muestras fueron sometidas a 20 dias microgra-
vedad y en la imagen B las muestras fueron sometidas a 20 dias microgravedad. El spectrum 22
se ve una biopelicula con un halo negro mientras el 37 se observa una hifa encapsulada, comparado
con espectros quimica base del cupén con medio PDB y composiciéon estandar del acero inoxidable
SS316 tomado de Kumar y companeros (Kumar et al., 2012). Los nameros con signo negativo en
S22 y S27 indican aumento del elemento.

Cuadro 11: Diferencias en la composicion quimica porcentual de las hifas del moho Penicillium
rubens ATCC ®) 28089 en cupon de acero inozidable SS316 en los 20 dias de regimenes gravitatorios.

| Elemento | Teorico SS316 | Cup6n con PDB | S22 | S37 |

Fe 69.39 35.9 5 33.5
C 0.018 30.8 -8.6 | -37.9
(0] - 18.1 6.1 | -9.7
Cr 16.65 9.2 0.8 | -

Ni 10.07 4.8 04 | -

S 0.004 0.5 04 | 0.1
Si 0.35 0.4 - -
Na - 0.2 0 -0.2
Mg ; 0.1 ; 0
Al - 0 -0.2 | -0.2
Mo 2.08 0 - -

K - 0 - -
Ca - 0 - -

Cl 0.1 - - -

Nota. Elaboraciéon propia.

Basado en los espectros quimicos base del cupon con medio PDB y composicién estandar del
acero inoxidable SS316 tomado de Kumar y companeros (Kumar et al., 2012). Los nameros con
signo negativo en S22 y S27 indican aumento del elemento quimico. Los ntimeros con signo negativo
en S22 y S27 indican aumento del elemento quimico.

Figura 30: Moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 en cupon de acero inoxidable SS316, en 20
dias de regimenes gravitatorios para el andlisis quimico de conidios.

C

Nota. Elaboracion propia.
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En la imagen A (F- E9) se muestra muestra la prueba de los 20 dias de microgravedad, mientras
en la imagen B (G-IG24) se muestra la prueba con 20 dias gravedad terrestre. En la imagen C
de la figura 27 se analiza la composicion del segmento seleccionada como spectrum 20 con 20 dias
de microgravedad.

Con base en las imagenes 15 y 23 el moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 constituye un
conglomerado de hifas y esporas. En la imagen A (F- E9), las muestras fueron sometidas a 20 dias
de microgravedad. En el spectrum 20, se ve conidio saliendo del conidi6foro.

En la imagen C se muestra el analisis quimico del spectrum 20 con 41.8% de C, 28.9% de Fe,
O con 12.7%, 7.0% de Cr, 4.0% de Ni, 3.1 % de Na, 1.7% de Mo, 0.3% de Cl, 0.2% de Si, 0.2% de
Aly 0.1% de Mg.

Cuadro 12: Diferencias en la composicion quimica porcentual de conidios del moho Penicillium
rubens ATCC ®) 28089 en cupon de acero inoxidable SS316 en los 20 dias de regimenes gravitatorios.

Elemento | Teoérico | Cup6n con PDB ‘ S20 ‘

Fe 69.39 35.9 7
C 0.018 30.8 -11
O - 18.1 5.4
Cr 16.65 9.2 5.2
Ni 10.07 4.8 1.7
S 0.004 0.5 -
Si 0.35 0.4 0.2
Na - 0.2 0.2
Mg - 0.1 -
Al - 0 -0.2
Mo 2.08 0 -1.7
K - 0 -
Ca - 0 -
Cl 0.1 -0.3

Nota. Elaboracién propia.

Basado en los espectros quimicos base del cupon con medio PDB y composicién estandar del
acero inoxidable SS316 tomado de Kumar y compaifieros (Kumar et al., 2012). Los ndmeros con
signo negativo en S20 indican aumento del elemento quimico.
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capituLo VIII

Analisis de Resultados

A. Comparaciéon de Peroxisomas en la Tierra y espacio

Penicillium rubens es desde los anos 1940 la cepa usada para la sintesis de penicilina, por lo que
estd en continuo estudio por la industria farmacéutica. Por otro lado, también es de gran interés
aeroespacial, al tener incidencia en la contaminaciéon de misiones espaciales, su monitoreo resulta
vital para evitar enfermedades que resultan mortales para los astronautas, durante su estancia en la
Estacion Espacial Internacional (EEI).

La investigacion continua en la industria farmacéutica sobre la cepa Penicillium rubens se ha
enfocado en estudios que incrementan la producciéon de intermediarios clave en la sintesis de antibio-
ticos como la penicilina. Esté sintesis se lleva a cabo principalmente en compartimientos celulares de
los peroxisomas y citosol. Se ha observado que la interaccién entre estos intermediarios y comparti-
mientos celulares, junto con funciones como la interacciéon celular, comunicaciéon organelo-organelo y
regulaciones fisiologicas aumentan la eficiencia de los farmacos, la aplicacion de estos conocimientos
resulta prometedora para aumentar la eficiencia de producciéon de estos metabolitos secundarios en
hongos como este (Dominguez-Santos et al., 2017; Kistler & Broz, 2015).

Como se menciond previamente, los peroxisomas son organelos en los que se sintetizan metabolitos
secundarios y son clave en la supervivencia de Penicillium rubens, estos se han vinculado con la
producciéon en conjunto de conidiosporas, teniendo un rol importante en la propagaciéon de su especie
(Steinberg, 2016). También tienen incidencia en el crecimiento de las hifas y en el movimiento de
organelos como las endosomas, asi como en el sellado de rupturas de membranas plasmaticas. Por
la diversidad de las funciones que tiene el organelo son importantes en la movilizacion del hongo y
en la regulacion de su ciclo reproductivo (Steinberg, 2016).

Considerando que los peroxisomas son cruciales para la supervivencia y podrian estar vinculados
con la adaptacion de estas especies en ambientes extremos como el espacio, se analiz6 la cantidad de
los peroxisomas en muestras sometidas a diferentes regimenes gravitatorios, ya que se querian marcar
los peroxisomas como una comparacién de una posible variaciéon en la produccién de penicilina al
correlacionar la produccion de penicilina en estos organelos. Estas muestras se procesaron estimando
hifas de tamano similar y se contabilizaron, ya que las imagenes fueron capturadas con un celular
y observadas a 40X debido a que tenian mayor claridad en esa amplificacién. El proceso incluyd el
tratamiento previo de las muestras con 4 % de paraformaldehido, seguido de la permeabilizacion con
0.4% de trixton X-100, posteriormente se llevo a cabo la inmunotincion utilizando el anti-PEX14
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conjugado con Coralite 488 empleando como control negativo Quantifluor one dsDNA.AI realizar
esta preparacion de las muestras algunas de las figuras mostraron saturacion en las hifas; las méas
evidentes fueron la figura 15 A y la figura 15 E.

El fenémeno de las estructuras sobresaturadas en las imagenes obtenidas del método de inmuno-
ticion, es mencionado como un factor interferente en las mediciones realizadas con el microscopio de
fluorescencia, se relaciona con la ruptura de la membrana. Esto fue confirmado mediante una prueba
interna realizada con el hongo cultivado en una superficie de vidrio con PDA y expuesto durante
24 horas a una solucion al 4% de PFA. En este caso, se utilizé azul de lactofenol para observar la
membrana permeabilizada, tal como se muestra en la figura 34 en anexos.

La inferencia previa de las figuras 14 A y 14 E se refuerza al considerar el tiempo de alma-
cenamiento de las muestras después de su regreso a la Tierra en el cohete espacial NG-17, en la
Universidad del Valle de Guatemala (Hupka et al., 2023). Estas investigaciones estan respaldadas
por el estudio realizado por Cheng y colaboradores, quienes demostraron que las células de cultivos
de tejidos, al ser tratadas con fijacion y permeabilizacion, tienden a degradarse, perdiendo hasta
un 10 % de su membrana plasméatica(Cheng et al., 2019). A pesar de esta limitacion, el anticuerpo
anti-PEX14 fue capaz de marcar los peroxisomas, como se observa en la Figura 14, lo que indica
una mejora en la estandarizacion de la inmunotincién .

Durante esta fase, se observo que, a los 15 dias de exposicién tanto en microgravedad como
en gravedad terrestre, se obtuvo una mayor cantidad de peroxisomas en microgravedad, como se
muestra en las figuras 14 y 15. En la tnica hifa de la imagen A de la figura 14, se contaron
21 peroxisomas en la muestra expuesta a microgravedad, mientras que, en la muestra de gravedad
terrestre, localizada en la imagen D, se encontraron 8 peroxisomas en la tnica hifa observada.

Se realizaron varias comparaciones adicionales bajo las mismas condiciones de tratamiento. En
estos casos también se encontré una mayor cantidad de peroxisomas en microgravedad. Por ejemplo,
en la imagen A de la textbf figura 14 (muestra en microgravedad a los 15 dias) se contaron 21
peroxisomas, mientras que en la imagen C de la textbf figura 14 (muestra en gravedad terrestre) se
contaron 4 peroxisomas en la hifa situada en el lado derecho de la imagen.

Sin embargo, en la tltima comparacion realizada a los 15 dias con microscopia de fluorescencia,
no se encontraron diferencias significativas en la cantidad de peroxisomas entre microgravedad y
gravedad terrestre. Tanto en la imagen B (gravedad terrestre) como en la imagen A (microgravedad),
se contaron 3 peroxisomas en ambos casos.

Estos hallazgos sugieren que durante los primeros 15 dias en microgravedad, hay una mayor
cantidad de peroxisomas. No obstante, a los 20 dias de exposicién, no se observaron variaciones
significativas en la cantidad de peroxisomas. Estos resultados pueden estar relacionados con la inves-
tigacion de Hupka y colaboradores, quienes encontraron que a los 20 dias hubo una disminucién de

nutrientes, lo que podria estar vinculado con una menor produccién de organelos en microgravedad
(Hupka et al., 2023).

Dado el interés en Penicillium rubens en esta investigacion, la siguiente fase evaluara el efecto
de la microgravedad sobre la morfologia de los peroxisomas, el tamafio de las hifas, las hifas en
biopeliculas y los conidios durante 15 y 20 dias de exposiciéon a microgravedad y gravedad terrestre.
Ademés, se analizara la composicion topografica del sustrato de crecimiento, acero inoxidable SS316,
mediante microscopia electréonica de barrido.

A los 15 dias, se observo una tendencia hacia el aumento de peroxisomas, hifas e hifas en biopeli-
culas tanto en microgravedad como en gravedad terrestre. Sin embargo, a los 20 dias, esta tendencia
no se mantuvo constante en el sustrato. En algunos casos, se observd una menor cantidad de hifas,
posiblemente debido a una disminucién de nutrientes, lo que podria haber reducido la presencia de
hongos en el sustrato. Estas variaciones podrian estar relacionadas con los cambios en la humedad
durante la experimentacion en la Estacion Espacial Internacional (EEI), donde la humedad relativa
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fluctuo entre 56.1% y 60 % (Hupka et al., 2023).La dificultad para observar las muestras directa-
mente sin pasarlas a portaobjetos también podria haber influido, por lo que se propone utilizar un
microscopio confocal invertido de fluorescencia para las muestras de Penicillium rubens ATCC(®R)
28089 crecidas en acero inoxidable SS316. Esta recomendacion se basa en la apariencia en tres
dimensiones mostrada en el control negativo de la inmunotincién en las figuras 16 F y 18 C.

A pesar de las divergencias en la tendencia de los peroxisomas, las limitaciones en la conservacion
de las muestras impiden una extracciéon simultanea de penicilina, afectando la evaluaciéon de si la
microgravedad promueve la produccién del metabolito secundario penicilina. Por lo tanto, se sugiere
cambiar el preservante a RNA Later, ya que facilitara la extraccion del antibiotico.

Aunque estudios previos realizados por Sathishkumar y colegas indicaron que la microgravedad
no afecta el nimero de peroxisomas en Penicillium rubens usando un simulador de microgravedad
de bajo cizallamiento (LSMMG), estas inconsistencias deben aclararse con futuras investigaciones
(Sathishkumar et al., 2014).

A pesar de la falta de una tendencia clara en la produccién de peroxisomas a los 20 dias en este
estudio, se trata de una investigacion pionera en la evaluacion de los peroxisomas de Penicillium
rubens expuestos a microgravedad. Se espera que la metodologia empleada sea fundamental para
futuras investigaciones, permitiendo recolectar informacién sobre la produccion de estas organelas en
conjunto con las variables de microgravedad y la activacion del gen PST1, crucial para la conversion
de penicilina G a penicilina N (Brocard & Hartig, 2006).

La activacién del gen PST1, el conteo de peroxisomas y la evaluaciéon del metabolismo de inter-
mediarios son esenciales para estrategias de ingenieria genética destinadas a mejorar la cepa (Simoes
et al., 2023). Un ejemplo de como los compuestos intermediarios pueden estimular la produccion
de peroxisomas es la disminucién de L-alanina, que previene la activacion del gen. Aunque esta
relacion ain no se ha aclarado en Penicillium, podria estar relacionada con los cambios observados
en la morfologia del sustrato en este experimento, abriendo nuevas lineas de investigacién sobre el
comportamiento del hongo bajo la influencia de la gravedad (Tanabe et al., 2011).

B. Analisis de las muestras en el microscopio electronico de
barrido

La segunda metodologia del experimento fue la prueba de identificacién de la morfologia de
las estructuras en el microscopio electréonico de barrido, el caal revel6 la densidad de conidios,
conidi6foros e hifas en microgravedad y gravedad terrestre. Se observo la topografia del sustrato
del acero inoxidable con Penicillium rubens usando el microscopio electronico de barrido, como
complemento al estudio de la cuantificacion de los peroxisomas.

Al observar la morfologia de las estructuras de nuestro hongo modelo se conjetur6 que las hifas
observadas de estructuras oscuras nubosas se asemejan a las de Aspergillius fumigatus , las cuales
segun Joubert y companeros por su estructura quimica son biopeliculas de Aspergillius fumigatus
esto lo confirmaron por un analisis NMR el cual detallo la composicion de una matriz extracelular
de polisacaridos y se asemeja a la estructura nubosa del anélisis acé presentado en la secciéon B.1
de resultados (Joubert et al., 2017).

Como otras observaciones generales de esta metodologia, se notd en la topografia a los 20 dias
algunos espacios sin hifas ni hifas encapsuladas en biopeliculas del hongo modelo del estudio, a
diferencia de la mayor densidad observada en las mismas muestras a los 15 dia. Lo que se puede
compararse con la investigacion de Ruijten en la que se asocia la disminucién de la humedad con
la disminucion de las hifas, esto ocurre por la deshidratacién que pudo tener el acero indxidable
impidiendo su crecimiento.(Ruijten et al., 2020).
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La inferencia previa sobre la cepa modelo se ve respaldada por lo que los miembros del grupo de
investigacion Space Biofilms publicaron en su estudio "Morphology of Penicillium rubens Biofilms
Formed in Space". En este estudio, se senala que el periodo de 20 dias bajo condiciones gravitacionales
podria haber provocado un estado de depleciéon de nutrientes, lo cual concuerda con la menor cantidad
de hongo observada en las zonas del cupén analizadas (Hupka et al., 2023).

Continuando con el analisis de las muestras usadas en la segunda metodologia, se evaluo el grosor
de las hifas, hifas encapsuladas en biopeliculas y conidios, este fue el primer analisis de los datos con
ejemplares fingicos obtenidos con el microscopio electréonico de barrido en Guatemala detallado en
la seccion B.1. En esta seccidon se encontraron rasgos en la densidad del hongo en los regimenes
gravitatorios, en el caso de las hifas en biopeliculas se observé un aumento de 0.1 pm en 15 dias
de microgravedad contrastado con gravedad terrestre. Una observacion importante a resaltar es que
los intervalos de confianza en la Figura 23 de las mediciones muestran valores negativos en el
lado izquierdo lo que se infiere como escalas no detectables, ya que el error es mayor a 0.05 pm.
Una posible causa de este fenémeno pudo ser que a los 15 dias el alimento PDB no disminuye
homogeneamente y tuvo mayor disponibilidad en la superficie del lado en la que se detecto el valor
positivo(Hupka et al., 2023).

En el otro régimen gravitatorio, al evaluar el grosor de las hifas en biopeliculas, se observd un
aumento de 0.04 pm a los 20 dias de exposicién a microgravedad en comparacion con la gravedad
terrestre. Dado que este aumento es menor que el error de la escala de medicién, que es de 0.1
pm, es posible que la diferencia no sea significativa. Sin embargo, si se utilizara un instrumento con
mayor precision en el anélisis, esta diferencia en el grosor de las hifas en biopeliculas podria resultar
relevante para el crecimiento del hongo en el sustrato.

En cuanto a los conidios se encontré que a los 20 dias de gravedad tierra presentaron un didmetro
de 0.02 um, la medicién a diferencia de las hifas en biopeliculas mostré mayor precisién al tener
intervalos de confianza del 95% positivos. Algo que vale la pena mencionar es que los conidios
tuvieron el 30 % de cobertura en el sustrato y esto podria estar relacionado con la adaptacion del
hongo en microgravedad.

Ademas, en la secciéon de la investigacion mediante el analisis quimico de microscopia electro-
nica de barrido utilizando el programa Oxford, se identificaron variaciones en la composicion del
sustrato. Estas variaciones estén relacionadas con los segmentos de la hifa, la hifa en biopelicula y
el conidiéforo, como se detalla en la secciéon B.2.

En los 15 dias de microgravedad y gravedad terrestre se obtuvo un aumento en la composicién
de oxigeno comparéandolo con los controles internos de PDB y acero inoxidable teérico, estos se
usaron para todos los anéalisis quimicos,detallados en la figura A. 1 en anexos. Ambos regimenes
gravitacionales aumentaron en el % de oxigeno, pero en microgravedad present6 un 0.5 % de aumento
de oxigeno con respecto a la gravedad terrestre a los 15 dias. Este comportamiento también se
present6 en el carbono teniendo un 35.2% de aumento en gravedad terrestre y 34.1 % de aumento
en microgravedad , al igual que en el hierro con un aumento de 16.7% en exposicion tierra y un
aumento un 4.8 %, los cambios se infieren por la corrosion del material.

El aumento del oxigeno en ambos regimenes gravitatorios se correlaciona con la respiracion celular
del hongo, asi como lo demostrado en el modelo ¢Prub 22, donde relacionaron la respiraciéon celular
con el oxigeno desmedido que toma el hongo al incrementar el 80 % de su biomasa (Négre et al., 2023).
Las correlaciones previas se afianzan a los datos de NASA (Administracion Nacional de Aeronautica
y Espacio), en las que se describe que el oxigeno suministrado en las pruebas de microgravedad es el
mismo que en la tierra con 79 % de nitréogeno y 21 % de oxigeno el cual se encuentra en un constante
regulacion debido al suministro por un sistema de sintesis de oxigeno electrolitico. Esto se vincula
con los lugares de experimentacion en la Estacion Espacial Internacional y en la Universidad Estearn
Virginia Medical School en donde se activaron los experimentos (Lv et al., 2021).

48



En otros estudios también se ha vinculado el oxigeno con el aumento de biomasa, Luo y com-
paneros observaron que cuando la biopelicula de los hongos aumentaba en muestras tomadas de
agua subterrédnea con el hongo que se esté estudiando y 2 mas, el oxigeno incrementaba de la misma
manera. Estd observacién se comprobd con mediciones de OD a 520 nm usando tinciones cristal
violeta y se midio la cantidad del nutriente por cinética enzimatica (Luo et al., 2021).

Otro compuesto evaluado fue el carbono, el ctaal tiene como funcién regulacién enzimatica y
produccion de metabolitos secundarios, por lo que el incremento en este elemento se atribuye al
medio y a la cantidad de los hongos que observamos en las figuras 7.23 y 7.25 (Luo et al., 2021).

Los analisis quimicos del calcio resultaron ser otro elemento que mostré aumento en el porcentaje
de composicion a los 15 dias de regimenes gravitatorios. Ocurrieron en un segmento de una hifa en
biopelicula del hongo crecido en cupones de acero inoxidable SS316 en 15 dias de microgravedad y
gravedad terrestre. El aumento en gravedad terrestre fue de 0.2 % , mientras que en la microgravedad
fue de 0.1 % . Estos resultados se pueden relacionar con la revision recopilada por Orsherov, en la
que ellos sintetizan el rol del calcio en la germinacion de los conidios a hifas (Osherov & May, 2001)

De la misma forma se evaluaron las muestras en 15 y 20 dias de microgravedad, teniendo cambios
en la cantidad en porcentaje de sodio. Esta vario en todas los spectrums o segmentos evaluados, y se
considerd que las variables influyentes fueron la humedad relativa, en el caso de las hifas aumentan
en precencia de humedad y la ausencia de los conidios tiende a ser una respuesta de regulacién
osmotica (Opalinski et al., 2010; Négre et al., 2023; Adnan et al., 2017; Navarro-Espindola et al.,
2020).

Al analizar el carbono en muestras, se encontr6 que en todas los segmentos de las morfologias
de hifas, hifas en biopeliculas y conidios el aumento fue notorio y esto se debe a su uso enzimatico
y en el caso de la biopelicula es caracteristico de la matriz de exopolisacaridos (Luo et al., 2021)

Al comparar, mediante anélisis quimico con el programa Oxford, un segmento de conidios en
microgravedad durante 20 dias con la composicién del sustrato con medio PDB, se observé en la
microgravedad un aumento del 11 % en el valor del carbono. Asimismo, se registré un incremento
del 1.7 % en molibdeno y del 0.3 % en cloro.

El aumento de molibdeno, como otro elemento evaluado a los 20 dias, ya ha sido evaluado por
Dudziak y sus colegas en pruebas de resistencia a la oxidaciéon y temperatura en el acero inoxidable
SS316 L, un acero similar al SS316, pero con un menor porcentaje de carbono. Este, al oxidarse,
genera la fase sigma a 900 °C. En este estado, el aumento de molibdeno y la estructura de levanta-
miento en el material se asemejan a la observada en los regimenes de 20 dias. Dado que el aumento en
molibdeno se dio tnicamente en el analisis quimico de la microgravedad (ver Figura 30, imagen
C), esto se relaciona con otro angulo de la misma prueba observada en la Figura 34 de los anexos.
Se confirman los enlaces Fe-Cr caracteristicos de los cristales de espinel en la oxidacion del acero
inoxidable. Puede ser que en la Figura 30, imagen A, no se hayan observado las estructuras de
espinel debido al espesor de las biopeliculas que encapsulan a las hifas (Dudziak et al., 2023b).
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capituLo | X

Conclusiones

Los peroxisomas en Penicillium rubens ATCC® 28089 se marcaron utilizando la técnica de
inmunotincion con el anticuerpo anti-PEX14 conjugado con Coralite 488 ®) de Proteintech. Las
muestras se cultivaron en acero inoxidable SS316, y, luego, se observaron mediante microscopia de
fluorescencia con el microscopio Leica DM 2500 LED, el cual emplea un portaobjetos de vidrio. A
pesar de las limitaciones, como el alcance del microscopio de 100 x y la saturacion de las hifas con
el colorante, se compar6 la cantidad de peroxisomas en muestras cultivadas tanto en microgravedad
como en gravedad terrestre. Para reducir errores, se seleccionaron hifas de tamanos similares, aunque
la falta de una escala de referencia limité el analisis a una evaluacién cualitativa.

En la observacion por microscopia de fluorescencia, se visualizaron los peroxisomas de Penicillium
rubens en cupones de acero inoxidable tras 15 y 20 dias de crecimiento, tanto en gravedad terrestre
como en microgravedad. No obstante, no se detectaron cambios en la morfologia de estos organulos.
Las amplificaciones de 40 x se emplearon, ya que proporcionaron mayor claridad en las imégenes.

Al comparar el crecimiento del hongo en cupones de acero inoxidable SS316 durante 15 dias en
microgravedad y 20 dias en gravedad terrestre utilizando las densidades de hifas, hifas encapsuladas
en biopeliculas y conidios con microscopia electrénica de barrido, se observdé un aumento en la
densidad de las hifas en microgravedad a los 20 dias, con 0.2 um en comparacion las de los 15 dias.
En el caso de las hifas en biopeliculas, se encontré un aumento de 0.1 a los 20 dias en gravedad
terrestre en comparacion con los 15 dias. Ademas, en el analisis quimico brindado por la técnica de
microscopia de barrido en los regimenes gravitatorios, se observé un aumento en la composicion del
sustrato en elementos como carbono, oxigeno, sodio, hierro, calcio, aluminio y cromo.

Este estudio representa el primer analisis de peroxisomas en Penicillium rubens expuestos a mi-
crogravedad, utilizando acero inoxidable como sustrato. La investigacion se centro6 en la visualizaciéon
y cuantificacion de estos organulos mediante microscopia de fluorescencia, debido a su papel en la
sintesis de metabolitos secundarios. Asimismo, se evalu6 la composicion quimica y morfologica de
las muestras utilizando un microscopio electrénico de barrido. Se espera que esta metodologia, pio-
nera en Guatemala para muestras fingicas, abra nuevas lineas de investigacion en la region. Este
estudio marca un hito, siendo el segundo material biolégico procesado en el microscopio electrénico
de barrido del laboratorio de Cementos Progreso en Guatemala, planteando interrogantes sobre el
comportamiento del hongo en dos regimenes gravitacionales (espacio y Tierra) y explorando co-
mo la microgravedad puede influir en la producciéon de metabolitos secundarios, biopeliculas y la
bioquimica del hongo.
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cAPITULO X

Recomendaciones

Se plantea el uso de un microscopio confocal invertido de fluorescencia para analizar muestras de
Penicillium rubens ATCC ®) 28089 cultivadas en acero inoxidable SS316 bajo diferentes regimenes
gravitatorios. Al emplear cupones sumergidos en solucion de paraformaldeido para la inmunotincion,
se sospecha que la superposiciéon de las muestras dificulto el conteo preciso de los peroxisomas al
observarlas con microscopia de fluorescencia. Esta alternativa permitira visualizar las muestras de
manera directa, mejorando significativamente la precision del analisis.

Asimismo, se recomienda hacer simulaciones de microgravedad con muestras de Penicillium ru-
bens ATCC ®) 28089 crecidas en acero inoxidable SS316 y fijadas en 4 % de paraformaldeido. Una
opcién para estas simulaciones son los clinostats 2D, con los que se pueden evaluar los cambios de
la microgravedad en la produccion de peroxisomas, empleando microscopia a fluorescencia.

A pesar de marcar los peroxisomas, no se observo la morfologia de estos organelos, se sugiere
adaptar una camara de microscopio para el microscopio de fluorescencia Leica DM 2500 LED para
amplificar la senal y observar en que fase de proliferacion esta el peroxisoma y relacionarlo con los
fenémenos de la microgravedad y gravedad terrestre.

Se recomienda que el analisis de cuantificaciéon de peroxisomas sea complementado con un estudio
genomico del grupo biosintético de genes (BBG) pcbAB, pcbC, y penDE, los cuales son cruciales
en la producciéon de penicilina en hongos, dado que estan asociados con una mayor sintesis de
este antibiotico. El enfoque sugerido implica medir el rendimiento de producciéon de penicilina,
acompanado de una cuantificacién de la expresion genética utilizando Syber Green, lo que puede
proporcionar informacion valiosa sobre las condiciones que inducen a la cepa a producir metabolitos
secundarios. Sin embargo, debido a limitaciones de tiempo, BioServe Space Technologies no pudo
secuenciar el genoma del espécimen en esta ocasion.
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cAPITULO X

Anexos

Figura 1: Composicion quimica base del medio PDB en S5310, de la seccion total del cupon SS316
del lado derecho estd la composicion total.

W Map Sum Spectrum
%

Nota. Elaboracién propia.

Nota. En el 6valo, se observa la estructura cristalina austenitica con una cara céntrica de cubo,
caracteristica del acero inoxidable. En el rectangulo, se observa un rayén, una estructura sigma del
SS316 por ausencia de molibdeno, caracteristico para formar los enlaces Fe-Cr de la cristalografia.

Esta es la composicion base usada en las comparaciones de régimenes gravitacionales.

Figura 2: Composicion quimica base de medio PDB en §5316.

Nota. Elaboracién propia.

Nota. Se estandarizé empleando gotas del medio y la morfologia del acero inoxidable SS316 en
microscopia SEM.
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El analisis quimico se hizo por spectrum. Todos los spectrum, menos el 4, son de medio PDB. En
el 6valo y spectrum 4, se muestra la estructura cristalina auténtica con una cara céntrica de cubo,
caracteristica del acero inoxidable. En el rectangulo se observa un rayén, una estructura sigma del
SS316 por ausencia de molibdeno, caracteristico para formar los enlaces Fe-Cr de la cristalografia
(Dudziak y cols., 2023; Hosseini, Karlsson, Wessman, y Fuertes, 2018).

Figura 8: Moho Penicillium rubens ATCC ®) 28089 en cupdn de acero inoxidable SS316. F-12/
muestra la prueba de 20 dias de microgravedad a 370x de aumento.

High-PC 60.0  HighVac. [61x370

Nota. Elaboracién propia.

En los 6valos se observa la spinel caracteristica de FeCr204 o de MnCr204 en la oxidacién. Se
empled una referencia de SS316L a una prueba de 900 °C; El material de referencia tiene mayor,
resistencia a oxidacion (Dudziak y cols., 2023). La identificacién de la morfologia de las estructuras
en la microscopia electronica de barrido fue intuitiva, la cual se observé como la identificacion de
conidios, coniditforos e hifas mediante la tincion azil de lactofenol. Sin embargo, se observaron hifas
de estructuras oscuras nubosas, las cuales, segtin Joubert y companeros, se asemejan a biopeliculas
de Aspergillius fumigatus confirmando la estructura con un analisis NMR el cual concordaba con la
composicion de una matrix extracelular con polisacaridos (Hosseini y cols., 2018).

En cuanto a la morfologia, se empled como referencia la medida que se detalld en el microscopio
electronico de barrido JSM-IT500. La muestra de 15 dias de microgravedad tuvo mayor grosor con 6
um. Por otro lado, la muestra de 20 dias de gravedad terrestre present6 mayor grosor de la hifa con
5 um. Como se menciond, un factor que influyo en el grosor de la hifa fue el tiempo de exposicion.

58



Figura 4: Prueba seriuelo de Penicillium rubens ATCC ®) 28089. Tincion azil de lactofenol después

de 15 dias de crecimiento en acero inoxidable SS316 con medio PDB. Se traté por 24 horas con 4 %
de PFA.

Nota. Elaboracioén propia.

Nota. Alrededor de la pared celular se observa degradacion, por lo que esta

prueba es una medicion para percibir el estado de Penicillium rubens ATCC ® 28089 en muestras
de la tierra y vuelo.

Figura 5: Comprobacion de morfologia de Penicillium rubens ATCC ® 28089 crecidas en agar
PDA por 8 dias por medio de la tincion azil de lactofenol en microscopio a 40 z.

Nota. Elaboracion propia.

Se observa la estructura caracteristica del conidioforo de Penicillium a 40 x
con una tincion de azil de lactofenol.
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Procedimiento Normado | Sop en Colaboraciéon UVG
de Operaciéon con Space Biofilms, Péagi-
nas totales: 5.
Tratamiento de cupones | Autores: Patrizia Lupo y
de acero inoxidable con | Alejandra Barrientos
Penicillium rubens en
PDA para visualizacion
en el microscopio a fluo-
rescencia

1. Propésito
Observar los peroxisomas de Penicillium rubens .
2. Aplicaciones

En la Estacion Espacial Internacional se ha detectado contaminacién por Penicillium rubens en
las superficies, atribuida a la llegada de los astronautas a este habitat. Esta contaminacién provoca
problemas de degradaciéon de materiales y un riesgo potencial de infecciones para los astronautas, por
lo que los investigadores realizan un monitoreo continuo (Klintworth et al., 1999). Dado que especies
como Penicillium se han adaptado al espacio, se llevan a cabo estudios morfologicos que analizan
los cambios en los organelos, proporcionando informaciéon crucial para predecir el comportamiento
de los hongos en condiciones de microgravedad (Zea et al., 2020). Entre estas técnicas de analisis se
encuentra la inmunotinciéon, que utiliza anticuerpos para el marcaje de células diana y permite la
visualizacién de organelos. Los tintes fluorescentes son los mas empleados para el marcaje de estos
compartimientos celulares (Lesli et al., 2005). Sin embargo, dado que las muestras a analizar a veces
son tratadas con preservantes que debilitan la pared celular, la estandarizacién de la metodologia es
clave para permeabilizar adecuadamente la pared celular y bloquear proteinas celulares inespecificas,
asegurando asi un marcaje preciso.

3. Referencias
» Klintworth, R., Reher, H. J., Viktorov, A. N., & Bohle, D. (1999). Biological induced corro-

sion of materials II: New test methods and experiences from Mir Station. Acta Astronautica,

44 (7-12), 569-578. https://doi.org/10.1016 /s0094-5765(99)00069-7

s Leslie M. (2005). Tagging an organelle. The Journal of Cell Biology, 171(2), 195.
https://doi.org/10.1083/jcb1712{ta2

= Zea, L., McLean, R. J. C., Rook, T. A., Angle, G., Carter, D. L., Delegard, A., Denvir, A.,
Gerlach, R., Gorti, S., Mcllwaine, D., Nur, M., Peyton, B. M., Stewart, P. S., Sturman, P.,
& Velez Justiniano, Y. A. (2020). Potential biofilm control strategies for extended spaceflight
missions. Biofilm, 2, 100026. https://doi.org/10.1016/j.bioflm.2020.100026

4. Terminologia

Preservantes: soluciones que forman enlaces con proteinas de membrana y aminoécidos evitando la
comunicacion intercelular, manteniendo la estructura celular y morfologia.

5. Documentos asociados
» CL488-10594 protocolo para IF. (s/f). Recuperado el 2 de agosto de 2022, de
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s https://www.ptglab.com/products/PEX14- Antibody-CL488-10594.htm

6. Seguridad

» Debe tomarse condiciones especiales en caso de:

La preparacion de las soluciones se necesita emplear una campana de extraccién para evitar la
exposicién a gases téxicos.

Preparar el anticuerpo para la inmunotincion y tintes fluorescentes requiere de oscuridad total.

Evitar la manipulacién de reactivos y las muestras del proyecto al limitar el acceso al laboratorio.
= Aplicar practicas estandarizadas siguiendo los rubros de:

No comer, beber, almacenar alimentos o fumar en el laboratorio.
Descontaminar las superficies de trabajo antes y después de su uso.
Desechar el material biol6gico de seguridad 1 en los contenedores para su eliminaciéon adecuada.
Utilizar micropipetas con puntas descartables para asegurar el marcaje de la inmunotincién.

Control de la cepa de Penicillium rubens ATTC ®28089 ™ en un contenedor de bioseguridad
nivel 1.

Usar equipo de proteccion (guantes de nitrilo y lentes protectores ).

7. Equipo, materiales y reactivos
= Equipo:

Micropipetas de 1000, 100, 10 y 2 ulL
Centrifuga.

Campana de extraccion.

Plancha caliente con agitador.
Laminas de vidrio para microscopio.
8. Materiales/ cristaleria:
Frasco de 250 mL.

Hazas desechables.

Tubos eppendorff 1.5 mL..

Tubos de vidrio estériles de 10 mL.
Papel aluminio.

Erlenmeyers de 250 mL.

Jeringas de 1.5 mL.
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Filtros de 0.2 um de nylon.
Tubos de vidrio de 10 mL.

= Reactivos:

PBS 1X.

Solucion de leche descremada 0.3 %.

Solucion de 0.4 % de Trixton

Solucion de glicerol al 15 %

PFA 4%.

Medio PDB

8. Procedimiento

= Pasar 10 uL de las soluciones de los cupones de acero inéxidable con Penicillium rubens crecidos

sobre medio PDB y preservados con PFA al 4 % a laminas de vidrio para el microscopio, después
dejar en la campana de extraccion para su secado por 24 horas.

= Lavar 3 veces las laminas de vidrio previamente secadas con 10 ul. de PBS al 1X teniendocui-
dado de desprender las células fingicas de la lamina.

= Incubar con 200 uL de Trixton al 0.4 % durante 5 minutos.

= Retirar el exceso de la solucion previa y lavar 3 veces con la solucion de PBS al 1X dejando
que esté permanezca por 3 minutos.

= Incubar la muestra con 200 uL de la solucion de 0.3 % de leche descremada, durante 1 hora.

= Después de aspirar la solucion de bloqueo, lentamente lavar con 200 uLs de la soluciéon de PBS
al 1X.

= En completa oscuridad con ayuda de papel aluminio colocar 100 uL, de QuantiFluor one dsDNA
e incubar por una hora, al transcurrir el tiempo anadir el Anti PEX-14 conjugado con Coralite
488 y esperar otra hora.

» Colocar 2 uL de glicerol al 15% y un portaobjetos.

= Ver el resultado tomando en cuenta que el de QuantiFluor one dsDNA es un control negativo
y se usa para ver nucleos empleando el filtro verde y el Anti PEX-14 se emplea para ver
peroxisomas con el filtro azul.

9. Esterilizacion de material

Todas las soluciones deben ser autoclaveados a 121 ° C por 30 minutos, exceptuando el PBS 1X,

la solucién de conjugado con Coralite 488 que debe ser filtrado con filtros para jeringa de 0.20 um.
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10. Calculos

Se empleo la siguiente ecuacion de diluciones para los calculos de todas las soluciones a preparar:
(C)(VD)—(C2)(V2)

Siendo:

Cl:concentracién inicial de la solucién.

V1: volumen inicial de la solucién.

C2: concentracion final de la solucion.

V1: volumen final de la solucién.

= Soluciéon PBS 1X

A partir de una solucion de PBS 8 X, se utiliz6 31.25 mL de PBS a 8X con 218.75 mL de agua
destilada para preparar 250 mL de PBS 1X.

Procedimiento:

A partir de la solucion de PBS 8X se prepar6é bajo una campana de flujo laminar 250 mL de
la solucion de PBS 1X, se filtr6 con una jeringa de 1.5 mL un filtro de 0.2 um, para asegurar la
esterilidad.

» Solucién de leche descremada 0.3 %.

Se colocaron 0.3 g de leche descremada en 10 mL de PBS 1X.
Procedimiento

Se mezclo homogéneamente 0.3 g de leche descremada con 10 mL de PBS 1x, después s se filtro
en un tubo de vidrio estéril de 10 mL con una jeringa de 1.5 mL usando un filtro de 0.2 um en una
campana de flujo laminar, para asegurar la esterilidad.

= Solucién de 0.4 % de Trixton X-100

Se agrego 40 ul de Trixton X-100 a una solucién de 9960 ul. de PBS 1x, para tener 10 mL de
solucién de 0.4 % de Trixton X-100.

Procedimiento

Se mezclo 40 uL de Trixton X-100 con un solucion de 9960 uL. de PBS 1x en un tubo de vidrio
estéril, bajo una campana de flujo laminar. Después se mezclé homogéneamente y se filtré en otro
tubo de vidrio estéril de 10 mL con una jeringa de 1.5 mL empleando un filtro de 0.2 um, para
asegurar la esterilidad.

= Solucion de glicerol al 15 %

Se agrego 1.5 mL de glicerol en 8.5 mL de PBS 1X.

Procedimiento

63



Se mezcldé 1.5 mL de glicerol con 8.5 mL de PBS 1X en un tubo de vidrio de 10 mL, en una
campana de flujo laminar. Después se mezclé homogéneamente y se filtré en otro tubo de vidrio estéril
de 10 mL con una jeringa de 1.5 mL empleando un filtro de 0.2 um, para asegurar la esterilidad.

= Solucién de PFA al 4%

Se agrego 4 mL de PFA al 16 % en 6mL de PBS 1X, obteniendo 10 mL de PFA al 4 %.

Procedimiento

Se mezclo bajo la campana de extraccion 4 mL de PFA al 16 % con 6 mL de PBS 1X usando un
tubo de vidrio de 10 mL, después se mezclé homogéneamente y se filtro en otro tubo de vidrio estéril
de 10 mL con una jeringa de 1.5 mL empleando un filtro de 0.2 um, para asegurar la esterilidad.

= Medio PDB

Se agregd 2.4 g a 100 mL de agua destilada.

Procedimiento

Se mezclaron los 2.4 g con los 100 mL de agua destilada y se calenté en una plancha térmica
hasta que ebulld. Después se autoclaveo a 21 °C por 30 minutos, se guardo6 en la refrigeradora a 4
°C y se utiliz6 bajo campana de flujo laminar.

» Solucién 1:200 Anti PEX14

Se agregd 4 ul de Anti PEX-14 en 796 ul. de PBS 1X.

Procedimiento

En oscuridad y empleando papel aluminio se mezclaron 4 ul. de Anti PEX-14 en 796 uL. de PBS
1X y se mezclé homogéneamente.

11. Control de Calidad

s Verificar que los reactivos y las cepas mantengan la temperatura adecuada 4 ° Cy -80 ° C .
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Procedimiento Normado | Sop en Colaboraciéon UVG
de Operacion con Space Biofilms , Pagi-
nas totales: 2.

Tratamiento de cupones | Autores: Patrizia Lupo y
de acero inoxidable con | Alejandra Barrientos
Penicillium rubens en
PDA para visualizacion
en el microscopio electro-
nico de barrido

1. Propésito

Observar la topografia de la muestra del cupon de Penicillium rubens crecido sobre PDA 2.
Aplicaciones

La microscopia electronica de barrido puede dar informacién acerca de la composicion quimica
y distribucién del microorganismo en este caso en las condiciones de microgravedad (Joubert et.al,
2017). Esta resulta ser de utilidad ya que puede relacionarse con las condiciones que enfrenta Penicii-
llium rubens en microgravedad, una de las dificultades que representa la metodologia es la dificultad
de la amplificaciéon de todos los segmentos del cupon, sin embargo, amplifica la imagen hasta 30,000
X.

3. Referencias

Joubert, L.-M., Ferreira, J. A., Stevens, D. A., Nazik, H., Cegelski, L. (2017). Visualization of
Aspergillus fumigatus biofilms with Scanning Electron Microscopy and Variable Pressure-Scanning
Electron Microscopy: A comparison of processing techniques. Journal of Microbiological Methods,
132, 46-55.https://doi.org/10.1016/j.mimet.2016.11.002

4. Terminologia
= Topografia: es la morfologia superficial de las muestras.
5. Documentos asociados

» Minuti, A. E., Labusca, L., Herea, D.-D., Stoian, G., Chiriac, H., Lupu, N. (2023). A Sim-
ple Protocol for Sample Preparation for Scanning Electron Microscopic Imaging Allows Quick
Screening of Nanomaterials Adhering to Cell Surface. International Journal of Molecular Scien-

ces, 24(1), 430. https://doi.org/10.3390/ijms24010430
6. Seguridad
= Debe tomarse condiciones especiales en caso de:

Secar la muestra de los cupones en la campana de flujo laminar para evitar que el agua destruya la
muestra durante el sellado al vacio previo a el bombardeo de electrones en el microscopio electronico
de barrido. No comer, beber, almacenar alimentos o fumar en el laboratorio.

Descontaminar las superficies de trabajo antes y después de su uso.
Desechar el material bioldgico de seguridad 1 en los contenedores para su eliminaciéon adecuada.
Control de los cupones con Penicillium rubens ATTC ®28089 ™  en un contenedor de biose-

guridad nivel 1 a 25 ° C.
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Usar equipo de proteccion (guantes de nitrilo y lentes protectores ).

7. Equipo, materiales y reactivos

Equipo:

Denton Vacuum.

Microscopio electronico de barrido JSM-IT500.

Materiales:

Cinta de carbén.

7.3. Reactivos:

etanol al 70 %.

8. Procedimiento
Secar los cupones que tienen en su superficie PDA, Penicillium y PFA al 4% en campana de
flujo laminar para su secado por 24 horas, estas se resguardaron secas en una bolsa de limpiada con

etanol por una semana.

Después de colocar la muestra en el porta muestras del microscopio electréonico de barrido se le
coloca un bano con oro usando el equipo Denton Vacuum.

Se observa el cupén con el PDA sin el hongo, al igual que cupones para tener la linea base del
material y del medio de cultivo con el material.

Se analizan las topografias de las muestras por segmentos implementando el anélisis quimico de
Raman.

9. Esterilizacion de material
No aplica
10. Calculos No aplica

11. Control de Calidad

s Verificar que las muestras previas al bano con oro esten secas.
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