HERRAMIENTAS MOLECULARES PARA ESTUDIOS
AMBIENTALES DE ACTIVIDADES
AGROINDUSTRIALES

MOLECULAR TOOLS FOR ENVIRONMENTAL STUDIES
OF AGROINDUSTRIAL ACTIVITIES

Gémez-Merino, F.C.1"; Trejo-Téllez, L.1.3 Velasco-Velasco, J.}; Lara-Capistran, L.3

1Colegio de Postgraduados Campus Cordoba. Carretera Cordoba-Veracruz km 348, Congrega-
cion Manuel Ledn, municipio de Amatlan de los Reyes, Veracruz, México. C. P. 94946. 2Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo. Carretera México-Texcoco km 36.5, Montecillo, municipio de
Texcoco, Estado de México, México. C. P. 56230. *Facultad de Ciencias Agricolas-Xalapa. Universi-
dad Veracruzana. Circuito Gonzalo Aguirre Beltran s/n, Zona Universitaria, Xalapa, Veracruz, México.
C.P. 91090.

*Autor responsable: fernandg@colpos.mx

RESUMEN

La actividad agroindustrial aporta importantes bienes primarios que contribuyen a dinamizar la economia del campo 'y, a su
vez, a partir de ésta se genera diversidad de productos secundarios, como subproductos, coproductos, derivados y residuos
que cuando no son aprovechados debidamente, ocasionan contaminacion ambiental. En esta revision se abordan algunas
de las herramientas moleculares y el potencial de las ciencias dmicas para contribuir al aprovechamiento sustentable de
estos bienes, en parte a traves de su transformacion por medio de la biorremediacion, proceso biologico por medio del cual

se remueven o transforman compuestos contaminantes del ambiente.

Palabras clave: Metagenomica, contaminacion ambiental, biorremediacion.

ABSTRACT

Agroindustrial activities provide important primary goods that contribute to make the economy of the countryside more
dynamic and, in turn, a diversity of secondary products are generated from them, such as derivatives, coproducts, byproducts,
and residues, which cause environmental contamination when they are not exploited adequately. In this revision, some of
the molecular tools and the potential of omics sciences to contribute to the sustainable exploitation of these goods are
addressed, in part by their transformation through bioremediation, biological process by which contaminant compounds

are removed or transformed from the environment.
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INTRODUCCION

: actividades agroindustriales generan contamina-
D |\/e rsa S cion ambiental y en afios recientes los microor-
ganismos han cobrado importancia como agentes uUtiles en la biorremedia-
cion (Cheungy Gu, 2007). Se trate de microorganismos, plantas o animales,
cada ser vivo puede participar en procesos de biodegradacion a traves de
la sintesis y activacion de enzimas catabolicas (Kumar et al., 2011). De éstos,
sobresalen los microorganismos como mejores candidatos debido a su ca-
pacidad para resistir y degradar altos niveles de contaminantes en tiempos
cortos. Los recientes avances en las ciencias genomicas estan permitiendo
mayor comprension de los procesos de adaptacion de los microorganis-
mos a ambientes contaminados (Adetutu et al,, 2015; Bosse et al., 2015).
En parte, la disponibilidad de bases de datos de las secuencias de genomas
completos facilita esta tarea. Ademas, la revolucion de la tecnologia de se-
cuenciacion continuda creciendo vy esta influyendo en todos los aspectos de
las ciencias de la vida. Los adelantos en analisis metagendmicos indepen-
dientes de medios de cultivo artificiales han hecho posible la construccion
de modelos ambientales relacionados con la biodegradacion, con lo que
se han caracterizado nuevos procesos de biorremediacion y disefiado bio-
sensores para detectar la presencia de contaminantes en el ambiente (Bou-
chet-Spinelli et al., 2013). Los enfoques gendmicos resultan cruciales para
proveer informacion que permita identificar moléculas clave que controlan
las interacciones entre especies, sus patrones metabolicos y la funcion de
enzimas especificas involucradas en procesos de degradacion particulares
en el ambiente contaminados por la actividad agroindustrial.

Biodiversidad microbiana y ciencias genémicas

El analisis de la diversidad microbiana y el estudio de su dindmica en diver-
sas condiciones ambientales facilita la identificacion de organismos clave
que dominan un ambiente agroindustrial especifico. Las técnicas clasicas
para estudiar la diversidad microbiana y las dindmicas poblacionales inclu-
yen la medicion de biomarcadores lipidicos, en especifico los acidos gra-
sos de fosfolipidos (PLFA). Desde hace algunos afios es posible determinar
la huella genética microbiana a través del analisis de la amplificacion de
los genes ribosomales que caodifican para la subunidad 16S (DNAr 16S), en
combinacion con marcadores lipidicos. Los analisis en electroforesis en
gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE) y con gradiente térmico
temporal (TTGE) y polimorfismo de conformacion de hebra sencilla (SSCP)
resultan ser mas sensibles y menos costosos en comparacion con los ana-
lisis de PLFA y DNAr 16S. A través de estos metodos es posible determinar
indices de seleccion (Murayama et al., 2003). El uso de la técnica SSCP
acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-SSCP) se usa tam-
bién para analizar las dinamicas poblacionales de microbios involucrados
en procesos de biodegradacion en respuesta a oscilaciones del pH, dispo-
nibilidad de oxigeno y agua, entre otros factores (Dabert et al., 2001; Parks y
Beiko, 2012; Su et al., 2012). Para lograr mayor profundidad en los estudios
de este tipo, se usan actualmente microarreglos con pruebas microbianas
in situ, los cuales incluyen analisis de genes funcionales, RNAmM para medir
expresion génica y deteccion directa de genes DNAr 16S a partir de prue-
bas ambientales (Stenuit et al, 2008). Ademas, la Universidad Estatal de
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Michigan (http://rdp.cme.msu.edu/
segmatch/segmatch_intro.jsp) ge-
nera arreglos especificos utiles en
el analisis de comunidades micro-
bianas involucradas en la reduccion
y re-oxidacion de desechos aroma-
ticos (Brodie et al., 2006), aunque
todavia presentan algunas des-
ventajas como su alto costo, baja
reproducibilidad y necesidad de
validacion (Midgley et al., 2012). Ac-
tualmente, a través de técnicas que
omiten el uso de medios artificia-
les para estudios microbiologicos,
es posible analizar la composicion
microbiana de ciertos ambientes,
en especial cuando se trata de mi-
Croorganismos gue no se pueden
cultivar ex situ. Una revision recien-
te publicada por Rincon-Florez et
al. (2013) describe tres grupos de
técnicas para el analisis de bioma-
sa, diversidad y actividad catabo-
lica de comunidades microbianas
que no usan medios de cultivo: las
basadas en PCR (ocho técnicas:
DDGE/TGGE, T-RFLP SSCP, ARI-
SA/RISA, LH-PCR, RAPD, ARDRA
y Q-PCR), las no basadas en PCR
(seis técnicas: CFE, PLFA, PDA, SIP,
Arreglos de DNA y FISH) y las de
secuenciacion de alto rendimiento
(seis tecnologias: 454, lllumina, SO-
LiD, PGM, HeliScope y SMRT). En
el analisis de muestras ambientales
y con el surgimiento de metage-
noémica, se han desarrollado otras
ciencias omicas a la par, como la
metatranscriptomica, metapro-
tedmica y metabolomica (Figura
1), que apoyan los estudios sobre
diversidad de microorganismaos,
funciones y potencialidades en los
procesos de biorremediacion.

Gendmica funcional para
bioremediacién e Ingenieria

de proteinas

La biorremediacion se refiere al
proceso bioldgico por medio del


http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp
http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp

[

#0ué organismos existen en

la muestra ambiental?

0ué funciones desempefian los
organismos en el ambiente?

|

§Cudl es el potencial genético

de los organismos en biorremediacion?

-

-

Metabolitos

| |

¥
T

- I

1 1
L e

a Meta-
S
DNAry RNAr 165 transcriptoma Metaproteoma Metaboloma Metagenoma

Diversidad

Funcionalidad

Potencialidad

Metagenoma Metatranscriptoma

Metaproteoma

Substrato

Producto

Metaboloma

Figura 1. Importancia de las ciencias Omicas en el estudio de muestras derivadas de la actividad
agroindustrial para identificar microorganismos de importancia ambiental.

cual se remueven o transforman
compuestos contaminantes del
ambiente. Esta aplicacion puede
ser facilitada por enfoques de ge-
nomica funcional, y que ofrece una
vision interdisciplinaria que permite
analizar la complejidad, e involucra
ingenieria de proteinas, transcrip-
tomica, ingenieria metabolica, pro-
tedmica y metagendmica (Rajesh
etal, 2012). La ingenieria de protei-
nas contempla la alteracion del or-
den o el numero de aminoacidos,
asi como cambios estructurales en
funciones primarias y en mecanis-
mos de reaccion. Enzimas como
tolueno orto-monooxigenasa, or-
ganofosforo hidrolasa, diversas dio-

xigenasas y monooxigenasas, bife-
nil dioxigenasa, citocromo P450 y
haloalcano dehalogenasa han sido
modificadas para cumplir funcio-
nes en biorremediacion (Rajesh et
al., 2012).

Transcriptomica e Ingenieria
metabdlica

El analisis de la expresion génica de
genomas completos implica medir
y sistematizar los perfiles de expre-
sion de genes involucrados en la re-
gulacion de respuestas fisiologicas
en relacion con ciertas condiciones
de estrés, como la presencia de
contaminantes ambientales (Goma-
se y Tagore, 2008). Un numero cre-
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ciente de estudios reporta nuevos
mecanismos de regulacion de la ex-
presion génica en Microorganismaos
presentes en ambientes contamina-
dos (Gunasekera et al., 2013; Silva
et al, 2013; Wu et al,, 2014), lo que
esta impulsando el desarrollo de in-
novaciones en biorremediacion de
ambientes agroindustriales conta-
minados. La ingenieria metabdlica
permite modificar rutas biosintéti-
cas en células o cepas microbia-
nas para incluir caracteres desea-
bles relacionados con una funcion
determinada. Con propositos de
biorremediacion, las células micro-
bianas son manipuladas para resistir
condiciones de estrés vy, en ciertos
casos, para degradar compuestos
introducidos (Villas-Bdas y Bruhe-
im, 2007). En Clostridium acetobu-
tylicum la sobre expresion de una
proteina de choque térmico (HSP)
incrementd la tolerancia a solven-
tes organicos (Tomas et al., 2003).
Bosma et al. (2002) modificaron una
cepa de Agrobacterium radiobacter
con una haloalcano dehalogenasa
capaz de utilizar el 1,2,3,-tricloro-
propano (TCP), que permitid que las
cepas modificadas genéticamente
estén siendo usadas en procesos de
biorremediacion a escala industrial.
Singh et al. (2005) sobre expresa-
ron las enzimas isocitrato deshidro-
genasa (ICDH) y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa en Pseudomonas
fluorescens y demostraron que esta
modificacion permitio a la bacteria
sobrevivir en medios que contenian
altos niveles de aluminio.

Microarreglos y Proteémica

Los microarreglos constituyen una
potente herramienta para estudios
taxonomicos y funcionales de co-
munidades microbianas. A nivel
comercial o semicomercial para
propositos de biorremediacion se
dispone de PhyloChip, GeoChip,
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PhychroChip, CatabolicChip y una combinacion de
GeoChip y PhyloChip. Los PhyloChips se emplean para
la deteccion de bacterias y arqueas, y ofrecen venta-
jas sobre técnicas convencionales, como DGGE, SSCP,
RFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos de res-
triccion) y RADP (DNA polimorfico amplificado alea-
toriamente) (Park et al., 2010; Pathak y Gartner, 2010;
Yergeau et al., 2009). Los estudios protedmicos se en-
focan en la caracterizacion de la expresion global de las
proteinas de un organismo. Dos de las metodologias
mas usadas son los geles de doble dimension (2-D) de
alta resolucion y electronebulizacion acoplada a es-
pectrofotometria de masas (ES-MS). En Acinetobacter
sp., Kim et al. (2003) probaron que las enzimas catecol
1,2-dioxigenasa y cetoadipato succinil-CoA transferasa
participan en la degradacion de benzoato. En Delftia
acidovorans MCI1 tratada con acido 24-diclorofenoxi-
propionico y sus derivados 24-diclorofenol y 3,5-di-
clorocatecol, Tomas-Gallardo et al. (2006) mostraron
la activacion de dos enzimas clorocatecol 1,2-dioxige-
nasa y se identificaron nuevas rutas de degradacion de
hidrocarburos. En diferentes especies de Pseudomonas
Migula, se encontraron enzimas que responden al es-
trés oxidativo, metabolismo energético, biosintesis de
acidos grasos, regulacion transcripcional y transporte
de peqguefias moléculas (Zhao et al., 2004). Feng et
al. (2006) identificaron varias proteinas involucradas
en la asimilacion de gentisato y 3-hidroxibenzoato en
cepas de Corynebacterium glutamicum, via una nue-
va ruta del gentisato independiente de glutation (GHS);
y Kim et al. (2004) identificaron 27 enzimas involucra-
das en la degradacion del pireno en Mycobacterium
vanbaalenii PYR-1. Otros autores como Chourey et al.
(2013) identificaron grupos de Betaproteobacteria (i.e.
Dechloromonas, Ralstonia, Rhodoferax, Polaromonas,
Delftia, Chromobacterium) y Firmicutes en ambientes
contaminados con uranio y nitrato, asi como enzimas
que participan en la asimilacion de amonio y formacion
de polihidroxibutirato, pero no en la reduccion de ura-
nio, por lo menos en fases tempranas. Recientemente,
Becher et al. (2013) analizan los retos y perspectivas de
las investigaciones en metaprotedmica del suelo.

Herramientas gendmicas de alto rendimiento

y Metagenémica

Las herramientas gendomicas de alto rendimiento arro-
jan informacion valiosa a partir de muestras tomadas
directamente del ambiente, sin pasar por el cultivo en
medios artificiales en laboratorios. Aunque actualmen-
te enfrentan algunas limitantes, como la necesidad de
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contar con equipos sofisticados y personal capacitado,
su utilidad practica esta creciendo (Stenuit et al., 2008).
El término metagendmica literalmente significa "'mas
alld del genoma” y, en términos técnicos, el metage-
noma se refiere al total de DNA de una muestra am-
biental. Se calcula que entre 80% y 90% de los microor-
ganismos que habitan el suelo son desconocidos por
la comunidad cientifica, debido a que no se les puede
cultivar (Herndndez-Leodn et al.,, 2010). En ambientes or-
ganicos, como suelos y océanos, la cantidad de grupos
taxonomicos es miles de veces mayor que en los no-
organicos, debido a la abundancia de fuentes de carbo-
no (Venter et al,, 2004). Tyson et al. (2004) estudiaron el
metagenoma de un ambiente extremo (agua con poco
oxigeno y temperatura de 42 °C, pH entre O y 1, y altos
niveles de Fe, Zn, Cu y As) y secuenciaron los genomas
completos de organismos quimiolitotrofos de los géne-
ros Leptospirillum y Ferroplasma. Parales y Ditty (2005)
y Zylstra y Kukor (2005 desarrollaron biosensores para
detectar la presencia de contaminantes. Por medio de
herramientas de metagendomica funcional se han po-
dido identificar genes, como nirS, nirK, dsrAB, amoA, y
PMOA, involucrados en procesos de desnitrificacion, re-
duccion del azufre, nitrificacion y oxidacion de metano
(Rajesh et al., 2012). Sunagawa et al. (2013) usaron da-
tos obtenidos de un proyecto de secuenciacion masiva
para cuantificar organismos conocidos y desconocidos
a nivel de especie.

Limitantes de las ciencias gendmicas en el estudio

de la biorremediacion

En su mayoria, las técnicas disponibles actualmente
para el estudio del potencial microbiano en procesos de
biorremediacion y manejo de residuos agroindustriales
requieren ser optimizadas y enfrentan algunas limitan-
tes (Rajendhran y Gunasekaran, 2008). Una primera res-
triccion de estas metodologias es la complejidad de la
muestra y las propias sustancias contaminantes presen-
tes (Rajesh et al., 2012; Dua et al.,, 2002). Otra restriccion
es el desconocimiento de la diversidad local y global de
las comunidades y poblaciones microbianas con capaci-
dad biodegradativa. Los analisis funcionales de bibliote-
cas de genomas ambientales se abocan a identificar ge-
nes de resistencia a contaminantes, en lugar de hacerlo
hacia aquellos involucrados en los procesos catabolicos
biodegradativos (Mirete et al.,, 2007; Guazzaroni et al.,
2013). El analisis basado en microarreglos es solo cua-
litativo, pues unicamente detecta la presencia o ausen-
cia de un grupo microbiano en particular, y no es capaz
de proveer informacion cuantitativa de la poblacion que
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interviene en procesos de biorreme- que pueden impulsar el desarrollo de tecnologias innovadoras para la bio-
diacion de manera eficiente. Otras rremediacion. Uno de los grandes desafios que se ve venir es la cantidad
metodologias, como las nanopar- de datos generados a traves de los proyectos metagenomicos. Los deposi-
ticulas de oro, puntos cuanticos y tos de secuencias de microorganismos crecen afio con afio y la plataforma
particulas magnéticas, se estan in- Integrated Microbial Genomes (http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/edu/main.cgi)
troduciendo al mercado y ofrecen reportd mas de 22 millones de genes y 10,165 genomas secuenciados hacia
estrategias prometedoras para el mediados de 2014. Esta tendencia ira creciendo de manera exponencial, a
analisis in situ de las comunidades medida que se mejoren las tecnologias de secuenciacion. En paralelo, hay un
microbianas, aunque a la fecha nin- creciente interés en realizar analisis a mayor profundidad y, recientemente,
guna de ellas se ha optimizado para Edwards et al. (2013) demostraron que las nuevas generaciones de cientifi-
hacer mediciones especificas direc- cos de la vida pueden ser capaces de desarrollar estrategias para generar y

tas en el ambiente. Estos aspectos aprovechar la informacion en la nueva era de la secuenciacion y las ciencias
representan desafios mayores para genomicas. El éxito de los proyectos de biorremediacion incluye comuni-
las ciencias gendmicas que tendran dades microbianas que mantienen complejas interacciones, por lo que sera
que ser abordados bajo enfoques necesario acoplar las técnicas gendomicas a otras herramientas meta-omicas,

interdisciplinarios en un futuro. como la metatranscriptomica, metaprotedmica, metabolomica y metaiono-

mica, entre otras. Si bien algunas de estas nuevas disciplinas se encuentran en

CONCLUSIONES desarrollo, todas ellas tienen el potencial de generar informacion sin prece-

0S MICroorganismos cons- dentes sobre la naturaleza, la regulacion y evolucion de rutas catabolicas en

tituyen elementos cruciales comunidades microbianas que prosperan en ambientes contaminados. Esta

gue impulsan el tratamiento informacion constituye el primer paso para implementar estrategias efectivas

biologico de ambientes con- de biorremediacion en sitios contaminados vy, por tanto, se perfilan como

taminados por la actividad agroin- pilares solidos en afios venideros y se vislumbra una creciente necesidad por

dustrial, dada su capacidad de inmo- cientificos con capacidad de analizar, interpretar y aplicar estos conocimien-
vilizar o transformar contaminantes. tos bajo enfoques de innovacion biotecnologica.
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