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RESUMEN

Se describe brevemente las metodologias mas importantes de la metagendmica como técnica alternativa a métodos
clasicos de cultivo para el estudio de microorganismos. Cerca de 99% de los microorganismos no pueden ser cultivados
facilmente, por ello se ha registrado un aumento en el uso de tecnologias que ofrecen respuestas rapidas, economicas y
de mayor precision sobre la informacion de genomas. Una de estas tecnologias es la secuenciacion de proxima genera-
cion (NGS) ubicada como herramienta emergente para estudiar comunidades de microorganismos no-cultivables;

por su capacidad de obtener grandes volumenes de datos de secuencia, con lo cual aumenta la accesibi-

lidad de los recursos genéticos contenidos, por ejemplo en un suelo. Estudios con plataformas de

NGS en acidos nucleicos extraidos de rizosfera proveen un amplio espectro de los microor-

ganismos que la habitan, ademas de obtener y amplificar fragmentos a partir del DNA

genomico de la comunidad y ser analizados por técnicas cultivo-independientes,

capaces de mostrar la influencia de la planta sobre la estructura de la comunidad
microbiana y deducir que la composicion de la microbiota bacteriana en la
rizosfera se ve afectada por un complejo de interaccion entre el tipo de
suelo, la especie hospedera y circundantes y la localizacion de la raiz de

la planta hospedera.

Palabras clave: Meta gendmica, Microbioma, Rizosfera, NGS (Next

Generation sequencing).

ABSTRACT

A Dbrief revision of the most important methodologies of
metagenomics was carried out, to describe the approaches
where it makes incursions, as an alternative technique to
classic cultivation methods for the study of microorganisms.
Close to 99 % of microorganisms cannot be easily cultivated,

so technologies that offer fast, economic and more precise
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‘ Estudio y exploracion de diversidad microbiana

responses about genomes are applied. Next generation sequencing (NGS) is described as an emerging tool to study
communities of non-cultivable microorganisms, used because of its capacity to obtain large volumes of sequencing data,
with which the accessibility to genetic resources contained, for example, in soils, is increased. Studies with NGS platforms
on nucleic acids extracted from rhizosphere provide a broad spectrum of microorganisms that inhabit it, in addition to
obtaining and amplifying fragments from genomic DNA in the community, and being analyzed through crop-dependent
techniques, capable of showing the influence of one plant on the structure of the microbe community and deducing
that their composition in the rhizosphere is affected by a complex of interaction between the type of soil, the hosting and

surrounding species, and the localization of the root from the host plant.

Palabras clave: Metagenomics, microbiome, rhizosphere, NGS (Next Generation Sequencing).

INTRODUCCION
: . y diversidad de la microbiota son algunas de las condicionantes en la fertilidad,
La a Ctl\/l d a d estabilidad y funcionamiento de ecosistemas y agroecosistemas. La diversidad
microbiana es esencial para garantizar los ciclos de nutrientes y procesos de descomposicion del material vegetal en
cualquier ecosistema terrestre debido a que procesos biologicos tales como, oxidacion, reduccion, descompaosicion
de materia organica y mineralizacion, asi como, interacciones interespecificas e intraespecificas que se establecen,
estan reguladas por microorganismos que habitan en ese nicho. Por ello el aumento en el conocimiento de la diver-
sidad microbiana se ha convertido en una de las lineas de investigacion mas relevantes de la ecologia; pues sus mul-
tiples aportes en el conocimiento de la funcion, estructura, evolucion y relacion de poblaciones que la componen la
postulan como una fuente emergente en la investigacion médica y biotecnologica (Lopéz-Reyes et al., 2015; Acinas,
2007). La mayoria de formas vivientes en la Tierra son de tamafio microscopico y habitan casi en cualquier ambiente,
desde lugares muy frios con temperaturas inferiores a 0 °C, hasta sitios muy calidos supriores a 100 °C (Hernandez-
Leon et al,, 2010), asi como, en sustratos muy acidos, muy alcalinos, de presion elevada, y en general
cualquier otro ambiente inusual desde el punto de vista humano y son denominados extre-
mofilos (Bulgarelli et al., 2013). Debido a su tamafio pequefio y su diversidad, trabajar
Con microorganismos no es sencillo ya que muchos de estos al no encontrarse en
condiciones similares a las de sus ecosistemas naturales no pueden cultivarse
in vitro; se estima que cerca del 99% de una comunidad microbiana presen-
te en el ambiente no es realmente accesible por métodos tradicionales
de aislamiento microbiologicos tales como: cultivo en medios micro-
biologicos, microscopia, caracterizacion bioquimica y metabolica
(placas EcoPlate™® de BIOLOG). Estas herramientas tienen un es-
pectro limitado para su uso en la clasificacion e identificacion,
sobre todo, para microorganismos de dificil desarrollo, lo que
abre paso al estudio con estrategias alternativas e indepen-
dientes del cultivo (Metzker, 2010; Nichols, 2007); con ellas
la necesidad de cultivar las bacterias presentes en una
muestra, ha sido sustituida por la capacidad de aislar y
caracterizar el material genético presente de cada uno
de los microorganismos encontrados en una muestras
de suelo o de cualquier nicho ecologico determina-
do, también llamado "metagenoma” (Handelsman et
al, 2002). El desarrollo de nuevas técnicas de biologia
molecular para el estudio de las comunidades micro-
bianas se ha vuelto una herramienta importante en el
- —— campo de la microbiologia, ya que con ellas se puede
estudiar el ambiente microbiano con mayor detalle
para describir su estructura y la funcion que desem-
pefian en estos ambientes bajo condiciones naturales
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(Metzker, 2010; Schmeisser et al., 2007). Los métodos
moleculares basados en el analisis de DNA o RNA repre-
sentan un grupo de herramientas muy utiles para analizar
las comunidades microbianas (Figura 1), estos incluyen
la amplificacion de blancos moleculares para detectar
e identificar un microorganismo, o indagar la funciona-
lidad de ciertos genes relacionados a su metabolismo
(Wang et al., 2011; Carvalhais et al., 2013; de Zelicourt;
Dey et al., 2014).

De igual forma, se pueden estudiar comunidades micro-
bianas con un enfoque metagenomico en el que se ob-
tienen cantidades de datos mayores (Giga o Tera bases
de nucledtidos) a procesar ya que estos son del total de
organismos existentes en ese ambiente (Shakya et al.,
2013; Edwards et al., 2013; Bulgarelli et al,, 2015). Los en-
foques metagenomicos se impulsaron con los avances
en la secuenciacion masiva de acidos nucleicos que per-
mitio obtener informacion de las porciones de microor-
ganismos cultivables y no cultivables, aun de ambientes

diversos, asi como, la deteccion de genes asociados a
la biosintesis de enzimas, proteinas u otros metabolitos
relevantes con alguna aplicacion biotecnoldgica o con
beneficio en actividades humanas diversas (Shakira et al.,
2010; Avneet y Vakhlu, 2015; Lorenz y Eck, 2005). Con
base en lo anterior, se realizd una breve revision acerca
de las aplicaciones de secuenciacion masiva del DNA en
el estudio de la diversidad microbiana, con el fin de fa-
cilitar su comprension en el campo de la microbiologia
(Figura 1).

Las ciencias Omicas
Un estudio con herramientas meta-dmicas (Cuadro 1),
normalmente tiene como objetivo identificar la diver-
sidad de organismos microbianos, genes, variantes y
funciones metabdlicas que caracterizan la comunidad
microbiana que habita una muestra medio ambiental.
La metagendmica como término se refiere a la secuen-
ciacion especifica de DNA de toda la comunidad; esta
puede ser complementada por estudios transcriptomi-
cos (secuenciacion de ADNc)

|Extracc'\c’m del ARN total bacteriano|

y tecnologias funcionales, ta-
RT-PCR

»| Muestra ambiental (suelo,

Hibridacion de células in situ| cualquier nicho ambiental
especifico)

Extraccion de
»|  metagenoma
bacteriano

PCR

Dot blot cuantitativo

Obtencion de los ADNr 16S

les como protedmica y me-
tabolomica (Wilmes y Bond,
2006; Turnbaugh y Gordon,
2008; Gilbert y Hughes,
2011). Los enfoques metage-
nomicos y transcriptomicos
evallan en particular la com-
posicion genomica y la diver-

Andlisis de los niveles
de expresion de
genes especificos

« Dot/southemblot
» FISH

de la comunidad bacteriana y
de secuencias intergénicas

[

Clonacion

l sidad dentro y entre las co-
munidades microbianas por

Tipificacion (fingerprint)

Disefio de sondas « ARDRA
especificas o Southem blot « RAPD

universales e T-RFLP

+ DGGE

Analisis de secuencias de ADNr 168,
comparaciony deposito en base de datos

Dot/ blot de colonia

Purificacion de bandas o seleccion de
clonas unicas y reamplificacion por PCR

Banco de clonas
de ADNr16S

medio de las tecnologias de
secuenciacion, incluyendo la
secuenciacion dirigida RNAr
genes (16S en bacterias, 18S
en eucariotas, y el espaciador
interno transcrito, por lo ge-
neral en los hongos (Segata

Secuenciacién
« Roche 454®
« lllumina®

« SOLID

« lon PGM

« lon Proton

« PacBio RS

« Nanopore

(NCBI,RDPetc)

etal., 2013).

Este escrito se centra en la
metagenomica, la cual per-
mite el estudio de los ge-
nomas obtenidos de mues-

Figura 1. Técnicas moleculares no dependientes del cultivo microbiano utilizadas en el analisis de la

diversidad bacteriana de suelos. Abreviaciones: NCBI: National Center for Biotechnology Information;
RDP: Ribosomal Database Project; FISH: hibridacion fluorescente in situ; PCR: reaccion en cadena
de la polimerasa; ARDRA: analisis de restriccion de ADN ribosomal amplificado; RAPD: amplificacion

tras ambientales, vegetales,
animales y humanos; esta
area se define por la aplica-

aleatoria de ADN; T-RFLP: polimorfismo de fragmentos de restriccion terminales; DGGE: electrofo-

resis desnaturalizante de gradiente en gel; RT-PCR: PCR en tiempo real (Tomada y modificada de

Escalante-Lozada et al., 2004)
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Nivel de analisis

Metagenoma

Transcriptoma ) - .
células, tejido u organo

Proteoma .
organo

Conjunto completo de metabolitos (intermediarios de bajo
peso molecular) en células, tejido u érgano

Metaboloma

incluye el estudio de las comuni-
dades de organismos microbianos;
y que requieren de la obtencion de
los acidos nucleicos totales de una
muestra representativa del entorno
natural, lo cual no condiciona el ais-
lamiento y cultivo de la fraccion cul-
tivable (Shakira et al., 2010); esta he-
rramienta puede ser utilizada para el
descubrimiento de nuevos microor-
ganismos y sus productos naturales
y funciones metabolicas (He et al,,
2007). La metagendmica combina
una gran cantidad de técnicas mo-
leculares desarrolladas al final de la
segunda mitad del siglo XXI (Daniel,
2005), lo gue ha permitido el inves-
tigar de forma mas amplia la ecolo-
gia microbiana y sus interacciones
con otros seres vivos; y describir
el potencial biotecnologico que
presentan estos microorganismaos
(Helen y Wolfgang, 2005). Este tipo
de perfiles “funcionales” pueden ser
inferidos utilizando informacion de
referencia del genoma o por mapeo
del mismo (a nivel de nucledtidos),
también se puede deducir la funcio-
nalidad de un gen o proteina me-
diante busquedas en bases de datos
como NCBI, KEGG, SEED (Segata et
al., 2013). Ofrece ademas el poten-
cial de una vision imparcial relativa
en la composicion genetica de las
comunidades microbianas comple-
jas; perspectiva gue ha sido dificil de
alcanzar y que es crucial debido al
impacto fundamental que estas co-

Definicion
Conjunto completo de genes y genomas de un microbioma

Conjunto completo de moléculas de RNAm presentes en

Total de moléculas proteicas presentes en células, tejido u

Cuadro 1. Descripcion de las diferentes areas de las ciencias Omicas (tomado y modificado de Ga

munidades tienen en la salud huma-

na, animal y ciclos biogeoquimicos
globales (Turnbaugh et al, 2006;
Gomez-Alvarez et al., 2009), y aun-
que los metagendmas proporcio-
nan ideas provocativas de la capaci-
dad metabdlica de las comunidades
microbianas y otros ambientes, es
imperativo entender sus limitacio-
nes (Gomez-Alvarez et al, 2009),
tales como, su uso a nivel diagnos-
tico, el excesivo volumen de datos
genomicos obtenidos, la dificultad
en la interpretacion de resultados y
y la obtencion de un gran numero
de resultados inesperados, posible
contaminacion o nuevas insercio-
nes, duplicaciones de segmentos,
perdida de fragmentos en la lectura
de genes 0 genomas y cambios de
algoritmos utilizados entre un tipo
de secuenciador y otro (Alkan et al.,
2011; Wold y Myers, 2008).

Plataformas de secuenciacién de
proxima generacion (NGS)

Las tecnologias de secuenciacion
masiva incluyen una serie de pasos
universales que se agrupan en tér-
minos generales en la preparacion
de bibliotecas y templado, reaccion
de secuenciacion, y analisis de da-
tos (Figura 2). La combinacion unica
de protocolos especificos distingue
a cada una de las tecnologias y de-
termina el tipo y cantidad de datos
producidos de una plataforma a
otra. Las diferencias entre platafor-

rcia-Vallejo, 2004)

Secuenciacion del material genético

Hibridacion. SAGE (analisis seriado de la expresion de genes).
Microplataformas de DNA.

Electroforesis bidimensional. Microplataformas de peptidos.

Espectroscopia con luz infrarroja.
Espectrometria de masas.
Espectrometria con resonancia nuclear magnética

Método de analisis

mas son notables al comparar los
datos obtenidos en calidad, can-
tidad y costo de la secuenciacion
(Wold et al., 2008; Metzker, 2010;
Alkan et al, 2011). Aunque las pun-
tuaciones de calidad y precision
de las estimaciones son proporcio-
nadas por cada fabricante, no hay
consenso establecido para deter-
minar una ‘calidad minima" de las
secuencias, es decir, no se puede
hacer una equivalencia entre una
plataforma y otra, debido a diversas
meétricas de secuenciacion utiliza-
das por las diferentes tecnologias
(Metzker, 2010). Los distintos siste-
mas de secuenciacion de nueva ge-
neracion (NGS, por sus siglas en in-
glés: Next-Generation Sequencing)
tienen en comun la alta produccion
de datos, a partir de la secuencia-
cion masiva en paralelo en el orden
de las "Gigabases” o "Terabases”. A
menudo, los instrumentos de NGS
se clasifican como tecnologias de
secuenciacion de seqgunda y terce-
ra generacion (Schadt et al., 2010;
Niedringhaus et al., 2011; Pareek et
al., 2011; Liu et al,, 2012); y hasta el
momento no existe una definicion
coherente para esta terminologia,
y es dificil asignar a todos los ins-
trumentos de forma inequivoca a
una u otra categoria (Schadt et al,
2010; Thompson y Milos, 2011). De
manera general se hace referencia
como instrumentos de secuencia-
cion de segunda generacion a to-
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a) Muestra ambiental

d) Escrutinio por
oligonucledtidos degenerados.

Figura 2. Estrategias para el ) —

. L Diséns dé sligonucledticas
estudio metagenomico de dagenarados
muestras ambientales (toma-
da y modificada de Cortés-
Lopez et al.,, 2014).

dos aquellos métodos dependientes de una etapa de
amplificacion via una PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa) para la intensificacion de la sefial antes de
la reaccion de secuenciacion, las cuales incluyen pla-
taformas tales como, 454 Life Sciences de Roche®, las
diferentes plataformas de IWlumina® y las plataformas de
Life Technologies el SOLID® (por sus siglas en ingles “Se-
qguencing by Oligonucleotide Ligation and Detection”) y
la lon Torrent™ (Knief, 2014).

La unica plataforma de secuenciacion que se conside-
ra como de tercera generacion es la PacBio RS® (Paci-
fic Biosciences), que es capaz de secuenciar pequefios
fragmentos de DNA miles de veces con gran precision
y leer secuencias de DNA que tengan un largo de en-
tre 1,000 bases y 1,200 bases, lo que sin duda ayuda a
resolver problemas asociados a la sequnda generacion
de secuenciadores, es decir, regiones homopoliméricas,
repeticiones en tandem, lecturas cortas; representando
un avance significativo respecto a otras plataformas cuya
maxima capacidad de lectura es cercana a 100 bases
(Knief, 2014; Merriman et al., 2012; Metzker, 2010). Otra
gran ventaja es que cada lectura del PacBio® costaria
USD $100, 10 veces menos de lo que cuesta una co-
rrida en las actuales plataformas, con una velocidad de
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secuenciacion de solo 12 horas por corrida (Knief, 2014)
(Cuadro 2).

Ventajas de la secuenciacion masiva

La mayor ventaja de la metagendmica respecto a los me-
todos dependientes de cultivo, es que se brinda informa-
cion de la estructura de las comunidades microbianas
(riqueza y distribucion) (Figura 5), sus genomas, analisis
funcionales de genes, proteinas, enzimas y metabolitos
secundarios, analisis filogenéticos y taxonomicos a nivel
de especie, analisis de transferencia horizontal de genes
y muchos mas, entre diversos tipos de microorganismos,
de los cuales destacan las bacterias, hongos, arqueas y
virus (Hugenholtz y Tyson, 2008). Este conocimiento
puede aumentar la informacion de la relacion existen-
te entre el hospedero y microorganismo con aplicacion
en estados diferentes de salud o etapas de crecimiento.
Otros estudios han revelado la capacidad funcional de
los organismos en el aparato gastrointestinal u oral de
diversas especies, que incluyen al ser humano (Belda-
Ferre et al,, 2011; Kurokawa et al,, 2007; Turnbaugh et
al., 2009), roedores (Turnbaugh et al,, 2006; Turnbaugh
et al., 2008), ciervos (Brulc et al., 2009), pollos (Qu et al.,
2008), aves (Stevens y Hume, 1995; Kohl, 2012), peces
(Engeszer et al,, 2007; Roeselers et al., 2011), insectos



Cuadro 2. Especificaciones tecnologicas de plataformas de

PCR en
Roche® 454 emulsion con Picotiterplate
microesferas
PCR fluida en
llumina® Inc., umina nucleos unidos Celda de fluio
2016 ala J
superficie celda
PCR en
emulsion con
Thermofisher ) microesferas o )
Sci. Inc., 2016 SOLID EeRlllidaen . e e
superficie de
una celda
T lon PGM PCRen Chip
lon Torrent emulsion .
lon Proton ) semiconductor
microesferas
 Pacific PacBio RS No aplica SMRT
biosciences
Oxford Andlisis
Nanoporg MinilON elecFronlco de
Technologies, moléculas con
2016 un Nanoporo

Plataforma

Amplificacion
de libreria

Portador de
Biblioteca,
moléculas
o perlas
durante la
secuenciacion

secuenciacion de

Principio de
secuenciacion

Pirosecuencia-
cion

Secuenciacion
por sintesis
desde el
extremo libre

Secuenciacion
por ligacion

Secuenciacion
por sintesis

Fosforo
fluorescente
ligado a
nucleotidos

DNA polymers
through
a protein
nanopore

ima genera

Estudio y exploracion de diversidad microbiana

Modificaciones
de nucleostido

Solo para dATP,
se une como
tiol derivado de
dATPaS

Nucledtidos
blogueados
en el extremo
3'con
fluorocromos

2 bases
codificadas en
los iniciadores

con
fluorescencia

Ninguno

Fosfolipido
unido a
nucleotidos
fluorescentes

ion (modificada de Knief, 2014).

Método de
deteccion de
sefal

Deteccion de
luz emitida en
reacciones
secundarias
iniciadas por
la liberacion
de PP al
incorporarse un
nucleotido

Deteccion
Optica de
emision de
nucleostidos
con extremos
fluorescentes

Deteccion
optica de
emision de
nucleotidos
con extremos
fluorescentes

Deteccion de
H? liberados
por la
incorporacion
de nucledtido

Deteccion
optica en
tiempo real
de polimerasa
modificada con
fluorescencia
en sitio de
incorporacion

Méaxima salida
de datos por
corrida

35-700 Mb

3-600 Gb

<1-260 Gb

60-2000 Mb

<1-10 Gb

400 Mb

>200 Kb

(Basset et al., 2003; Hongoh, 2010; Kohler et al.,, 2012;
Minard et al., 2013). También se ha logrado encontrar
enzimas con homologias muy bajas a las existentes, las
cuales se han utilizado para algun fin biotecnologico
(Danil, 2004).

Aplicacion de estudios metagenémicos

en la biotecnologia

Actualmente, se sabe que el suelo es el ambiente natural
mas rico y diverso de todos los que se puedan encontrar

en la tierra por su diversidad y complejidad microbiolo-
gica (Rolf, 2005; Gans et al., 2005; Méndez, 2013), y se
dice que 1 g_1 de suelo puede contener mas de 10 billo-
nes de microorganismos y miles de especies (Rosello y
Amann, 2001), lo anterior se relaciona con reportes don-
de se describe que 30 g_l de suelo contienen cerca de
500,000 especies (Shakira et al., 2010); y se ha estimado
que 1 g_1 de suelo podria contener cerca de 3,000 o
mas genomas, de los cuales solo 1% se puede aislar por
técnicas de cultivo (Rolf, 2005; Shakira et al., 2010). Estos
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datos ayudan a ilustrar que la diversidad metagenomi-
ca del suelo es un campo nuevo, amplio y rico para la
busqueda de nuevas enzimas y componentes bioactivos
con posible uso biotecnologico. Los estudios de diver-
sidad microbiana con herramientas que involucren pla-
taformas de NGS pueden proporcionar una evaluacion
independientes de cultivo de la reserva genética de las
comunidades microbianas del suelo, pues comprende
el aislamiento del DNA ambiental, y con ello la construc-
ciony seleccion de bibliotecas que permitan describir de
forma mas confiable un escenario mas completo de las
comunidades en el ambiente estudiado, y comprender
mejor las interacciones entre microorganismos y am-
biente (Shakira et al,, 2010). La metagendmica ofrece la
posibilidad no solo de analizar la diversidad filogenética
de biopeliculas ambientales sino también de localizar ge-
nes y operones que codifican biomoléculas novedosas,
tales como, antimicrobianos, enzimas, pigmentos, entre
otros metabolitos; lo que podria permitir el aislamiento
de productos derivados y potenciar su uso para la pro-
duccion a gran escala (Schmeisser et al., 2007; Shakira et
al., 2010; Knief, 2014). Los estudios metagenomicos han
tenido un impacto relevante en la industria farmacéutica,
principalmente en la busqueda de antimicrobianos me-
diante la creacion de bibliotecas metagenomicas para la
deteccion de genes asociados a las rutas biosinteticas
de estos o de genes homologos involucrados en grupos
microbianos relacionados (Gillespie et al., 2002; Brady
et al, 2004); también se tienen reportes enfocados en
la exploracion de la biosintesis de vitaminas en muestras
de suelo para busqueda de nuevos genes, tales como,
el de biotina, existe un reporte de su deteccion via la
construccion de siete cosmidos obtenidos a partir suelo
forestal (Entcheva et al, 2001). De igual forma se han
identificado enzimas amiloliticas a partir de bibliotecas
de DNA metagenomico (Yun et al, 2004; Ferrer et al,
2005). Otro descubrimiento fue la palmitoylputrescina
aislada a partir de bibliotecas metagendmicas de un tan-
que de agua de bromelias (Diaz-Torres et al., 2003). Otros
estudios con busqueda funcional de celulasas a partir de
bibliotecas metagendomicas generadas de suelo, revela-
ron un total de ocho clonas celuloliticas, de las cuales
solo una fue purificada y caracterizada para su utilizacion
en la industria textil (Voget et al., 2006) debido a diversas
aplicaciones de las celulasas en diferentes ramas eco-
nomicas, tales como, la produccion de

quimicos, combustible,
alimentos, fabri-
cacion

de cerveza y vino, alimentacion, textil, papel, y agricultu-
ra, entre otras (Sun y Cheng, 2002; Bhat, 2000). Elend et
al. (2006), lograron identificar una serie de nuevos genes
codificantes para enzimas lipoliticas, tales como, este-
rasas y lipasas, de las cuales, una fue la esterasa EstCEL,
que se derivo a partir de DNA metagenomico aislado de
suelo, mostrando alto nivel de estabilidad, que la convir-
tidé en un hallazgo muy Util para aplicaciones biotecnolo-
gicas (Lorenz y Eck, 2005).

Uno de los principales beneficios de la aplicacion de la
metagendmica en estudios de farmacologia es el au-
mento en el conocimiento sobre los mecanismos de
resistencia a antibioticos bacterianos, lo cual permite
desarrollar compuestos para inhibir dicha resistencia
(Helen y Wolfgang, 2005). Otro punto es el esclareci-
miento de la diversidad de enzimas que se pueden en-
contrar en las bibliotecas metagendmicas vy la identifi-
cacion de variaciones en las caracteristicas funcionales
de las enzimas que les confiere especial interés para el
campo farmacéutico y biotecnologico (Lorenz y Eck,
2005; Voget et al,, 2006; Schmeisser et al,, 2007). La
gama completa de productos de genes potencialmen-
te interesantes puestos a disposicion en las bibliotecas
metagendmicas aun no ha llegado a su maxima expre-
sion, pues el hecho de poder descubrir o identificar
nuevos genes, enzimas o proteinas en cada muestra y
analisis, brinda un panorama casi ilimitado para el cam-
po de la ciencia en general (Eyers et al., 2004). Por estas
razones el uso de la metagendmica como herramienta
para descubrir, analizar, y aislar moléculas, genes, enzi-
mas o proteinas de interes, es de mucha utilidad gracias
a la facilidad practica que brinda analizar una muestra
medio ambiental, y la cantidad de metadatos obtenidos
a partir de un solo analisis.

Estudios metagenémicos de microbiota
bacteriana en plantas

Las especies vegetales en entornos naturales y agrico-
las estan continuamente expuestas a una gran cantidad
de microorganismos, que llevan a cabo la colonizacion
microbiana de la rizosfera, lo que conlleva a procesos
acompafados de una intrincada red de interacciones
simultaneas entre microorganismo y planta (Carvalhais
et al, 2013), quienes son capaces de establecer gran
numero de interacciones, desde una
perspectiva agronomica,
el microbioma
(conjun-
to



de microorganismos que se locali-
zan de manera normal en un nicho
especifico (Bulgarelli et al, 2012)
del suelo puede producir efectos
benéficos o perjudiciales en creci-
miento y produccion de la planta
(Carvalhais et al., 2013; Bulgarelli et
al., 2012; Bulgarelli et al., 2013). Se
han realizado estudios en la rizos-
fera y su impacto sobre las plan-
tas con plataformas de NGS para
identificar los phylas dominantes
en el ambiente de la rizosfera en
diversos tipos de plantas y suelos,
en los cuales se ha descrito un alto
rango taxonomico (especies), pero
bajo rango de phylas que incluyen
Acidobacteria, Actinobacteria, Bac-
teroides, Chloroflexi, Firmicutes
y Proteobacteria; lo cual sugiere
posibles rutas hacia la selectividad
microbiana dependiente del hos-
pedero y suelo. También se ha lo-
grado describir la diversidad de taxa
que alberga la rizosfera (bacterias,
hongos, oomicetos, nematodos,
protozoarios, algas, virus, arqueras
y artropodos) (Figura 3). La mayo-
ria de estos estan implicitos en una
compleja red de alimentos que
utiliza gran cantidad de nutrientes
liberados por la planta llamados ri-
zodepositos (exudados, mucilago,
etcétera) que son una fuerza impul-
sora importante en la regulacion de
la diversidad y actividad microbiana
en las raices de las plantas. Cook
(1995) postuld que estas pueden
modular el microbioma de la ri-
zosfera a su beneficio mediante la
estimulacion selectiva de microor-
ganismos con caracteristicas que
beneficien el crecimiento vegetal y
la salud de la planta (Méndez et al.,
2013; Andreote et al., 2014). Este
tipo de seleccion esta dada por

exudados radiculares,
que son un fac-
tor clave
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Figura 3. Medida promedio del numero de genes en genomas de especies representativas
de cada grupo de organismos. El tamafio de sus respectivos genomas esta indicado
entre paréntesis. Para cada uno de estos (micro) organismos, el numero aproximado de su
abundancia esta indicado entre corchetes (Tomado y modificado de Mendes et al., 2013). Las
especies seleccionadas para ilustrar la composicion de microbioma de la rizosfera y calcular el
tamafio y numero de genes y genomas son: Protozoarios: Dictyostelium discoideum; Virus:
Pseudomonas phage 73, Fusarium graminearum dsRNA mycovirus-4, Agrobacterium phage
7-7-1, Rhizoctonia solani virus 717; Algas: Chlorella variabilis y Chlamydomonas reinhardtii;
Bacterias: Pseudomonas fluorescens, Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium leguminosarum,
Bacillus cereus, Bacillus amyloliquefaciens, Burkholderia cenocepacia, y Streptomyces
filamentosus; Artropodos: Metaseiulus occidentalis, Acromyrmex echinatior, y Solenopsis
invicta; Nematodos: Caenorhabditis elegans y Meloidogyne hapla; Hongos/Oomicetos:
Laccaria bicolor, Nectria haematococca, Piriformospora indica, Verticillium dahliae, Metarhizium
anisopliae, Fusarium oxysporum, Sporisorium reilianum, Phytophthora sojae, Phytophthora

parasitica, Aphanomyces euteiches, Phytophthora cinnamomi, y Pythium ultimum; Arqueas:

Candidatus Nitrosoarchaeum koreensis.

para el enriquecimiento de las poblaciones microbianas especificas en la
rizosfera, y pueden consistir de oxigeno, iones, agua, enzimas, mucilago y
una amplia variedad de metabolitos primarios y secundarios que contienen
carbono (Andreote et al., 2014). Los acidos organicos, azucares, aminoaci-
dos, lipidos, cumarinas, flavonoides, proteinas, enzimas, compuestos alifa-
ticos y aromaticos son ejemplos de sustancias primarias encontradas en la
interface suelo-raiz. Entre ellos, los acidos organicos han recibido atencion
considerable debido a su papel en el suministro de sustratos para el meta-
bolismo microbiano y como productos intermediarios para reacciones bio-
geoquimicas en el suelo, donde la cantidad y complejidad de estos com-
ponentes es especifica para cada familia o especie vegetal (Berg y Smalla,
2009). Los microorganismos capaces de interactuar con la amplia gama de
factores selectivo-atrayentes aportados por el genotipo hospedero, se han
identificado como microorganismos promotores del crecimiento vegetal
(PGPM), o en mayor medida las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) las cuales colonizan la raiz de la planta, promueven el cre-
cimiento, sanidad, y reducen la inci-

denciade enfermedades

Y% patogenos

(Figura

4)
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a través de una variedad de mecanismos que incluyen
la solubilizacion de fosfatos (Richardson et al., 2009),
produccion de auxinas (IAA) (Spaepen y Vanderleyden,
2011), de antibioticos (Chen et al.,, 2009), actividad ACC
desaminasa (Siddikee et al., 2010) e incremento de efi-
ciencia fotosintética (Zhang et al., 2008) entre otros.

Ademas de un analisis filogenético amplio del microbio-
ma en rizosfera, hay necesidad de ir mas alla de catalo-
gar las comunidades microbianas (‘coleccionar sellos”) y
determinar qué microorganismaos estan activos durante
las etapas de desarrollo de la planta y que genes son ac-
tivados a traves de la secrecion de exudados en el desa-
rrollo de la misma. La habilidad de los PGPR para utilizar
un amplio panel de nutrientes es un factor caracteristico
que influye en el éxito de la colonizacion de la rizosfera,
como la utilizacion de aminoacidos, que es un Compo-
nente principal de los exudados (Bais et al., 2006) y estan
involucrados en la expresion de genes como hutU que
codifican para urocanasa involucrada en la degradacion
de histidina, este gen se ha visto involucrado en la rizos-
fera de maiz (Zea mays L.) (Matilla et al., 2007) y cafia de
azucar (Saccharum oficinarum L) (Zhang et al., 2006).
Otros estudios han revelado la expresion de genes en
procesos de detoxificacion y estrés, inducidos por la
rizosfera ya que esta ejerce una presion selectiva me-

diante la liberacion de componentes toxicos derivados
de la planta como flavonoides y terpenoides (Bais et al.,
2006) los cuales inducen estrés en presencia de cierto
tipo de bacterias como consecuencia de los PGPM, en
especial los PGPR superan este estrés quimico debido a
la utilizacion de bombas como la MDR (resistencia mul-
tidroga) (Matinez et al,, 2009) y bombas pertenecientes
a RND (resistencia célula/nddulo) como MexAB-OprM
(Silby et al., 2009), MexCD-Oprd (Martilla et al., 2007)
y componentes de extrusion de la familia DinF (Barret
et al, 2009). Otros estudios realizados en el organismo
modelo Pseudomonas fluorescens en procesos de se-
crecion, han revelado que los T35Ss son genes conser-
vados, ya que fueron identificados en todo el genoma
de P fluorescens (Kimbrel et al,, 2010), y dichos genes
pertenecientes a la familia Hrpl, son genes de biocontrol
(P fluorescens) que acoplan su expresion acorde a las
necesidades de la rizosfera (Jackson et al. 2005; Mavro-
di et al. 2011), y recientemente el T3SSs ha demostrado
estar inmerso en la promocion simbionte de ectomico-
rrizas con P. fluorescens (Cusano et al., 2010) (Figura 4).

De manera similar se ha identificado que la rizosfera de
maiz y cafa de azucar es capaz de activar los genes yidC
y secB, involucrados en el trafico de proteinas (Matilla
et al., 2007; Giddens et al.,, 2007; Silby et al,, 2009). Los
genes ortologos como SecB han demostrado
estar inmersos en la translocacion de protei-
nas sintetizadas de novo a través de la mem-
brana, y miembros de YidC en el desdobla-
miento, insercion y ensamblaje de proteinas
en la cara interna de la membrana en bacte-
rias, ambos inducidos por la interaccion con
diversos exudados radiculares del hospedero

Carbén
(exudados
Radiculares)

Minerales ( ej. Fosfato)
Senales (ej. Fitohormonas)

Figura 4. Interacciones benéficas planta-bacteria en la rizosfera. Poblaciones
de PGPR seleccionadas por exudados radiculares especificos. Movilidad (1),
Adherencia (2) crecimiento (3) pasos importantes en la competencia por la
rizosfera. Las diversas cepas de PGPR pueden mejorar el crecimiento de la planta
por la liberacion de nutrimentos y fitohormonas y/o inhibir enfermedades en
las raices causadas por fitopatdogenos. La inhibicion de fitopatogenos puede

(Yuan et al., 2010). Los estudios con platafor-
mas de NGS en acidos nucleicos extraidos de
rizosfera proveen un amplio espectro de los
microorganismos gque la habitan, ademas de
obtener y amplificar fragmentos de interés a
partir del DNA gendmico de la comunidad y
posteriormente poder ser analizados por téc-
nicas cultivo-independientes, los cuales son
capaces de mostrar la influencia de la planta
sobre la estructura de la comunidad microbia-
na; y con ello, poder deducir que la composi-
cion de la microbiota bacteriana en la rizosfera
se ve afectada por un complejo de interaccion
entre el tipo de suelo, la especie hospedera y

ocurrir de manera indirecta a través del ISR (sistema inmune sistémico) (4) o de

manera directa, debido a la produccion de metabolitos secundarios (5) (Tomado

y modificado de Barret et al., 2011)

circundantes, asi como, la localizacion de la
raiz de la planta hospedera.
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Figura 5. Diversidad microbiana obtenido directamente de la rizodsfera
de maiz (Zea mays L) y analizado mediante tecnologias de NGS ION

Torrent™ (Tomado de Arteaga-Garibay R. |.; Cadena-Zamudio J. D.;
Martinez-Pefia M. D. (2015) sin publicar).
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CONCLUSIONES
|_ tecnologias de NGS
aS tienen amplia variedad
de aplicaciones, y cada dia son
implementadas en mas campos
de la ciencia. Ademas de las apli-
caciones descritas anteriormente,
las tecnologias de NGS pueden ser
utilizadas para caracterizar relacio-
nes evolutivas entre genomas o
dilucidar el papel de diversas pro-
teinas, enzimas o acidos, como
el RNAs no codificante en salud y
enfermedad. En un futuro es previ-
sible que la tecnologia NGS pueda
utilizarse para obtener alta calidad
de los datos de la secuencia de un
genoma aislado de una sola célula,
la cual podria ser algun microorga-
nismo aislado, metabolitos vegetal
lo que seria un gran avance, espe-
cialmente para el campo de la bio-
medicina. El area de las tecnolo-
gias de NGS y sus aplicaciones son
ya un movimiento rapido e indis-
pensable en la investigacion a nivel
mundial; lo cual convierte al area
de las dmicas como herramienta
complementaria en cualquier tipo
de estudio.
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