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RESUMEN

A través de los afos, los hidrocarburos han sido una de las principales fuentes de
energia del planeta, por lo tanto, existe un alto riesgo de que el medio ambiente se vea
contaminado por ellos. Una de las estrategias usadas para lidiar con esta problematica
es la biorremediacion; en la cual se hace uso de microorganismos con la capacidad de
degradar estos contaminantes en compuestos menos toxicos. Esto ha hecho necesario
que se empleen técnicas para la identificacion de estos microorganismos que presentan la
capacidad de degradar hidrocarburos para su posterior uso en ensayos de biorremediacion.
Este articulo de revision tiene como objeto actualizar el conocimiento sobre técnicas para
la determinacion de organismos que trabajan en consorcio para degradar hidrocarburos
en suelos contaminados, utilizando técnicas moleculares de metagendémica y presentar
los marcadores moleculares mas utilizados; ademas, se hara una revision de las enzimas
producidas por estor organismos con potencial degradador y se abordara el papel de la
bioinformatica en los estudios metagenomicos. Basados en fuentes bibliograficas, se
mostraran los microorganismos comunmente identificados en estos estudios.
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Study of hydrocarbon degrading microbiota in soils by

metagenomics technique

ABSTRACT

Over the years, hydrocarbons have been one of the main sources of energy on the planet,
therefore, there is a high risk that the environment will be contaminated by them. One of
the strategies used to deal with this problem is bioremediation, in which microorganisms
with the capacity to degrade these pollutants into less toxic compounds are used. This has
made it necessary to use techniques for the identification of these microorganisms that
have the capacity to degrade hydrocarbons for their subsequent use in bioremediation tests.
This review article aims to update the knowledge on techniques for the determination of
organisms that work in consortium to degrade hydrocarbons in contaminated soils, using
molecular techniques of metagenomics and present the most used molecular markers; in
addition, a review of the enzymes produced by these organisms with degradative potential
will be made and the role of bioinformatics in metagenomic studies will be addressed.
Based on bibliographic sources, the microorganisms commonly identified in these studies
will be shown.
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INTRODUCCION

Los hidrocarburos han representado una
gran fuente de materia prima en la cual
basan su economia muchos paises a nivel
mundial, debido a la explotacion de este
recurso y su utilizacion, se ha convertido
en una problematica a nivel ambiental
por los contaminante que pueden llegar a
ser todos sus derivados que en forma de
desechos de grandes industrias contaminan
suelos y cuerpos de agua !, provocando
una afectacion a fauna y flora, entre ellos,
compuestoscomo losbifenilospoliclorados,
contaminantes que perduran por un largo
periodo de tiempo en la naturaleza ? u otros
hidrocarburos aromaticos policiclicos que
son contaminantes organicos presentes en
el ambiente y que pueden llegar a tener un
efecto carcinogénico y generar afecciones
cronicas a la salud °.

Estos contaminantes peligrosos deben ser
removidos de los ambientes contaminados;
para ello se ha recurrido a técnicas
fisicas, quimicas y biologicas. La
biodegradacion de estos compuestos por
parte de comunidades de microorganismos
autoctonos, los cuales son capaces de
convertir estas moléculas complejas en
otros facilmente biodegradables es una
de las tecnologias recomendadas ya que
no aumenta la contaminacioén al no usar
quimicos también peligrosos para la salud,
ademas, es mas rentables respecto al costo-
beneficio *.

Los microorganismos autoctonos de suelos
contaminados deben contar con las enzimas
necesarias para subsistir en el medio
adverso, enzimas como la lacasa fingica
o la bifenil dioxigenasa que permiten la
degradaciondeloshidrocarburosyhaceruso
de estos para convertirlos en sus nutrientes,
esta funcion se lleva a cabo mediante el
esfuerzo compartidos entre las diferentes
poblaciones microbianas que habitan ese
ecosistema, lo que ecoldgicamente se
denomina trabajar en consorcios (aislarlos
disminuye la actividad degradadora)’.
Es por ello que los microorganismos
degradadores deben ser identificados del
conglomerado de poblaciones microbianas
alli presentes (hongos, bacterias y arquea
entre otros). El problema es que, al utilizar
los métodos convencionales de laboratorio
para la identificacion de la biomasa
microbiana del suelo, no logran mucha
eficiencia, puesto que se ha demostrado
que aproximadamente el 99% de los
microorganismos que habitan el planeta
no se han podido aislar, ni estudiar y ain
siguen siendo desconocidos.

Por las razones anteriores, en este trabajo
se propone realizar una revision de estudios
que hayan realizado una investigacion
con estos microorganismos y sus enzimas
metabolizadoras capaces de biodegradar
hidrocarburos contaminantes en su propio
ecosistema. Para ese efecto se ha realizado
esta revision de informacion de fuentes,
tales como articulos cientificos o de revision
que poseen informacidn de estudios acerca
de la utilizacion de distintas técnicas
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moleculares que permiten identificar
ADN especifico en una mezcla de ADN
genomicos (estudio metagenomico del
suelo contaminado) sin alterar los genes de
todos los miembros presentes en la muestra,
como lo seria el uso de la técnica PCR
(Polymerase Chain Reaction) en conjunto
con la secuenciacion de primera y segunda
generacion, de los segmentos amplificados
y por el anterior proceso que estos permitan
la identificacion de los microorganismos
presentes en la muestra por medio de las
herramientas bioinformaticas, eluso de base
de datos y de programas de reconocimiento
de secuencias génicas.

Al realizar esta revision de estudios
enfocados en temas como la identificacion
metagendomica, se obtendran los datos
necesarios de la informacion recopilada
con el fin de aportar una mejor comprension
a la utilizacion de la metagendmica para
futuros ensayos de biorremediacion de
hidrocarburos.

Identificacion de grupos microbianos y
marcadores moleculares: metagenomica

Se conoce como andlisis metagendmico a
aquel estudio donde se secuencia el material
genético de una muestra ambiental, en el
cual no se selecciona un gen especifico,
sino que se toma todo el material genético
de la muestra para su posterior analisis
con herramientas bioinformaticas®. Los
analisis metagendmicos constan de varias
fases, primero se debe tomar la muestra
del ambiente y posteriormente extraer
y purificar el DNA de esta. Una vez

se ha obtenido el material genético, se
procede a secuenciar el mismo, es decir,
establecer el orden de los nucledtidos del
DNA. Existen numerosas técnicas para
realizar la secuenciaciéon del material
genético, entre las cuales tenemos el
método de Sanger como la primera técnica
utilizada para secuencia, y las técnicas de
secuenciacion de la pirosecuenciacion,
como la secuenciacion 454, y que es uno de
los métodos mas utilizados en los tltimos
tiempos’. Una vez obtenidas las secuencias
de Por las razones anteriores, en este
trabajo se propone realizar una revision
de estudios que hayan realizado una
investigacion con estos microorganismos
y sus enzimas metabolizadoras capaces de
biodegradar hidrocarburos contaminantes
en su propio ecosistema. Para ese efecto se
ha realizado esta revision de informacion
de fuentes, tales como articulos cientificos
o de revision que poseen informacion
de estudios acerca de la utilizacion
de distintas técnicas moleculares que
permiten identificar ADN especifico en
una mezcla de ADN gendmicos (estudio
metagenomico del suelo contaminado) sin
alterar los genes de todos los miembros
presentes en la muestra, como lo seria el
uso de la técnica PCR (Polymerase Chain
Reaction) en conjunto con la secuenciacion
de primera y segunda generacion, de los
segmentos amplificados y por el anterior
proceso que estos permitan la identificacion
de los microorganismos presentes en la
muestra por medio de las herramientas
bioinformaticas, el uso de base de datos
y de programas de reconocimiento de
secuencias génicas.
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Al realizar esta revision de estudios
enfocados en temas como la identificacion
metagenomica, se obtendran los datos
necesarios de la informacion recopilada
con el fin de aportar una mejor comprension
a la utilizacion de la metagendmica para
futuros ensayos de biorremediacion de
hidrocarburos.

Identificacion de grupos microbianos y
marcadores moleculares: metagenomica

Se conoce como analisis metagendomico a
aquel estudio donde se secuencia el material
genetico de una muestra ambiental, en el
cual no se selecciona un gen especifico,
sino que se toma todo el material genético
de la muestra para su posterior analisis
con herramientas bioinformaticas®. Los
analisis metagendmicos constan de varias
fases, primero se debe tomar la muestra
del ambiente y posteriormente extraer
y purificar el DNA de esta. Una vez
se ha obtenido el material genético, se
procede a secuenciar el mismo, es decir,
establecer el orden de los nucleodtidos del
DNA. Existen numerosas técnicas para
realizar la secuenciacion del material
genetico, entre las cuales tenemos el
método de Sanger como la primera técnica
utilizada para secuencia, y las técnicas de
secuenciacion de la pirosecuenciacion,
como la secuenciacion 454, y que es uno de
los métodos mas utilizados en los ultimos
tiempos’. Una vez obtenidas las secuencias
de los genes de la muestra, se procedera a
compararlas con las presentes en bases de
datos cientificas para asi determinar a qué

especie conocida corresponde esta misma,
permitiendo asi la identificacion de los
organismos®.

Los analisis metagendomicos han sido de
gran utilidad en el andlisis de la microbiota
presente en suelos contaminados, ya
que permite conocer en su totalidad las
especies 0 géneros presentes en estos
sin afectar su proceso de degradacion
del hidrocarburo, pues estos organismos
funcionan asociandose para degradar estos
contaminantes’.

Otra gran ventaja de los analisis
metagendmicos €s que permite conocer €
identificaruna gran variedad de organismos;
ya sean procariotas como bacterias y
arqueas, Eucariotas como lo son hongos
y protozoos, o seres acelulares como
son los virus; ya sean cultivables o no, a
diferencia de la microbiologia tradicional®.
Para la identificacion de especies se usan
marcadores moleculares, de los cuales
los mas usados son los especificos para el
gen 16S para bacterias, el segmento ITS
para hongos y el gen 18S para protozoos
y algas. El gen del 16S es aquel segmento
genetico que codifica para el rRNA 16s de
los organismos procariotas, se trata de un
segmento genético altamente conservado
en los dominios bacteria y archea por lo
cual una pequefia variacion en su secuencia
puede interpretarse como una diferencia
entre especies.
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Debido a las caracteristicas de este gen es el
que usa comunmente para la identificacion
de especies pertenecientes a estos géneros
ya que permite la elaboracion de primers
universales que son utiles para numerosas
especies, ademas es un gen que se aisla
facilmente debido a que generalmente las
bacterias y arqueas contienen varias copias
de este ' .En el caso de los hongos la
identificacion de hongos se hace uso del ITS
(Internal Transcribed Spacebar), la cual es

unaregion de DNAno codificante altamente
polimorfica, ubicada en el operdon del RNA
ribosomal, con un tamano de entre 450 a
750 pb. Las ventajas del uso de esta es lo
sencillo de su proceso de amplificacion y la
gran cantidad de informacion en distintas
bases de datos''.

A continuacidn, se mostraran algunos de
los oligonucledtidos mas utilizados para la
identificacion metagenomica.

Cianobacterias

ORGANISMOS PRIMERS 5 — 3’ DESCRIPCION REFERENCIA
Bacteria 27F:5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ Primers universales,
ctetias y « 1525R: 5’ AAGGAGGTGATCCAGCC-3’ secuencias conservadas | DeLong EF (1992)

16S rRNA.

*EukAF:

Archaea FukBR:

5S’AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3"

S’TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3’

Primers universales,
secuencias conservadas
18S rRNA

Covacevich F.(2012)

Microalgas verdes

*UnivF15: S>CTCCCAGTAGTCATATGC 3°
*UnivR1765S:5’ ACCTTGTTACGACTT 3’

Primers universales,
secuencias conservadas 18S

Nejstgaard, J. (2003)

39

y rojas rRNA microorganismos
eucariotas.
*NSA3: 5’AAACTCTGTCGTGCTGGGGATA Primers universales
Hongos 3 region ITS 1-5.85 — Martin, K. (2005)

*NLC2: 5’GAGCTGCATTCCCAAACAACTC

ITS4 microorganismos
eucariotas

Enzimas degradadoras de hidrocarburo
y sus genes: bifenil dioxigenasa (bpdo-
bph), lacasa fangica (genes Icc),
peroxidasas (lip y mnp)

Debido a las enzimas que poseen, tanto
hongos, bacterias y otros microorganismos
como arqueas se han propuesto para ser
usados en ensayos de biorremediacion con
el fin de degradar hidrocarburos'®. En los
hongos se han utilizados para comprender la

estructura y mecanismo de accion diversas
enzimas como lacasa fingica, manganeso
peroxidasa y la lignina peroxidasa'’. La
accion de estas enzimas puede ser aplicada
en diferentes ensayos para probar su poder
biodegradador de  los diferentes

hidrocarburos que causan contaminacion
18

Sin embargo, la degradacion de
contaminantes con la ayuda de
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microorganismos es un proceso lento, que
hace de la biorremediacion un proceso mas
lento en la practica real '°. Por lo que, en
los ultimos anos, las enzimas microbianas
aisladas de sus células se han utilizado
para la biorremediacion Las enzimas son
macromoléculas biologicas complejas que
actlan como biocatalizadores de una serie
de reacciones bioquimicas implicadas en
las vias de degradacion de contaminantes
como los hidrocarburos. Las enzimas
pueden mejorar la velocidad de una
reaccion al reducir la energia de activacion
de las moléculas.

La lacasa fungica hace parte del grupo de
enzimas llamadas oxidasas del cobre azul,
el mecanismo de accion de estas consiste en
una transferencia de electrones del substrato
a una molécula de oxigeno molecular que
dara como resultado una molécula de agua,
los compuestos que tengan estructuras
similares a la lignina pueden oxidados por
esta enzima *. La manganeso y lignina
peroxidasas son enzimas que hacen parte
del grupo de las fenoloxidasas que usan
el peroxido de hidrogeno como cosustrato
aceptor de electrones, estan involucradas
en el proceso de la degradacion de la
lignocelulosa y tiene un alto potencial
biorremediador debido a su mecanismo
de accion frente a diferentes compuestos
organicos '*.

Estas enzimas biocatalizan las reacciones
de degradaciéon de los hidrocarburos
de maneras diferentes, por ejemplo, las
oxigenasas, como la bifenil dioxigenasa

(BPDO-Bph) catalizan la oxidacion
de compuestos aromaticos tales como
bifenilos clorados, incorporando una o dos
moléculas de oxigeno y haciendo a estas
mas propensas a una mayor transformacion
y mineralizacion.

Las lacasas tienen la capacidad de escindir
el anillo presente en compuestos aromaticos
y reduce una molécula de oxigeno en el
agua y produce radicales libres.

Las peroxidasas pueden catalizarlareaccion
de reduccion en presencia de perdxidos,
como el peroxido de hidrégeno (H,O,)
y generando radicales libres reactivos
despues de la oxidacion de los compuestos
organicos *'.

Herramientas bioinformaticas para la
identificaciondemicrobiotadegradadora
de hidrocarburos

Una vez obtenidas las secuencias de los
genes de interés, se procede a comparar
las mismas haciendo uso de herramientas
bioinformaticas. La bioinformatica puede
definirse como la ciencia que se encarga de
entender las correlaciones, las estructuras
y los patrones en los datos biologicos. Esta
implica el uso de tecnologias informaticas
y métodos estadisticos para manejar
y analizar un gran volumen de datos
bioldgicos sobre el ADN, el ARN y las
secuencias de proteinas, estructuras de las
proteinas, los perfiles de expresion genética
y las interacciones de la proteina .
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La bioinformatica juega un papel crucial en
los estudios metagendmicos ya que permite
el analisis de secuencias de DNA a traveés
de bases de datos cientificas y herramientas
de analisis de nucledtidos, permitiendo asi
la identificacion de las especies presentes
en la muestra. El analisis de secuencias de
DNA se basa en la alineacidn de secuencias,
la busqueda en la base de datos de
secuencias registradas, el descubrimiento
de patrones, la reconstruccion de las
relaciones evolutivas, y la formacion y la
comparacion del genoma. El proceso mas
fundamental de los analisis es la alineacioén
de secuencias, que es en el cual se comparan
las secuencias mediante la busqueda de
caracteres comunes y el establecimiento
de los residuos de correspondencia entre
las secuencias relacionadas *. Para estos
analisis se hace uso de bases de datos y
herramientas de analisis como son; el
Genbank, que cuenta con alrededor de
66.000 genomas procariotas y cerca de
3000 genomas eucariotas, disponibles para
su analisis *.

La transicion de la microbiologia clasica
a los estudios de metagendmica moderna
ha requerido que se desarrollen nuevas
ramas de conocimiento y especializacion.
La disponibilidad de tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento ha
transformado la microbiologia y la
bioinformatica y como abordar los desafios
computacionales inherentes que surgen de
la revolucion de la secuenciacion del ADN.

Sehanvenidodesarrollandoconstantemente
nuevos métodos computacionales para
recopilar, procesar y extraer informacion
biolodgica util de una variedad de muestras y
conjuntos de datos complejos, por estarazon
la metagendmica necesita la integracion de
varios de estos métodos computacionales
para poder llevar a cabo andlisis de mejor
exactitud y la presentacion de resultados
mas acertados .

La reduccion de costos junto con el
aumento en la cantidad de datos debido
al advenimiento de la secuenciacion
de proxima generacion condujo a una
demanda en rapido crecimiento de software
bioinformatica en metagendmica. El
centro Bielefeld-Gieen de bioinformatica
microbiana como parte de la Red Alemana
de Infraestructura Bioinformatica agrupa e
imparteconocimientosexpertosenelanalisis
de conjuntos de datos metagenomicos,
especialmente en la investigacion sobre
comunidades microbianas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la seleccion de los articulos utilizados
como referencia en estarevision, se utilizara
criterios de inclusion y de exclusion
de la informacion los cuales tendrian
que cumpliste para que lo informacion
se incluyese en el trabajo. Al realizar
la revision exhaustiva de 70 articulos
por medio de los criterios de seleccion
mencionados anteriormente se selecciono
un total de 50 que cumplian con estos. Los
criterios de seleccion estaran basados en:
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CRITERIOS DE INCLUSION:

e El tema de estudio del articulo debe
ser acerca del andlisis por medio
de técnicas moleculares de suelos
contaminados con hidrocarburos,
enzimas utilizadas para la
biodegradacion de hidrocarburos y
los andlisis bioinformaticos de las
secuencias génicas presentes en la
muestra y obtenidas por medio del
analisis metagendémico.

La informacion debe provenir de
articulos cientificos o de revision
relacionados con la  tematica
mencionada anteriormente

Criterios de exclusion:

® Que ¢l estudio fue llevado a cabo
antes del afio 2015.

e Si la informacién no proviene de una
revistaindexada, por ejemplo: Science
Direct, Nature, Science, Elsevier.

Al realizar el analisis de los articulos
que fueron seleccionados (50 en total),
se encontr6 que en 22 de estos se
hacia referencia a la distribucion de las
poblaciones de microorganismos en
suelos contaminados con hidrocarburos,
mostrando que:

e Con respecto al dominio Bacteria,
se evidencido la predominancia del
phylum Proteobacteria, seguido de
los phyla Actinobacreria y Firmicutes,
ofreciendo un paradigma de lo que se
esperaria encontrar con respecto a la

poblacion bacteriana en los suelos
contaminados con hidrocarburos.

Con respecto a el dominio Archaea
se evidenciaron resultados a nivel de
phyla, teniendo como los principales
Methanomicrobia, y Halobacteria.

Con respecto al dominio Eukarya se
obtuvo que el reino fungi fue el que
predomind con los phyla Ascomycota
y Basidiomycota.

Por parte del analisis a 12 estudios acerca
de enzimas que fueron revisados, se obtuvo
como resultado que las enzimas del tipo
lacasa fueron las que predominaron en
los estudios como las encontradas por los
investigadores, seguidos por la peroxidasa
y por ultimo las dioxigenasas.

Para la complementacion de este estudio
fueron revisados 6 articulos referentes

a la tematica de las herramientas
bioinformdaticas que son utilizadas para
complementar estos estudios con la

posibilidad de que los resultados puedan
ser analizados y depositados como recurso
para investigaciones que sean realizadas en
esta area. Como la herramienta CAMISIM
un software de simulaciéon de comunidades
microbianas y los estudios Fritz, A.,
Hofmann, P., Majda, S. et al. (2019). El
resto de los estudios fueron tomados para
el aporte de valiosa informacién la cual no
fue incluida en los analisis debido a que no
cumplian con los criterios de seleccion, sin
embargo, eran portadores de informacién
que podia nutrir este articulo
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CONCLUSION

La revision de estos estudios busca aportar
conocimiento actualizado con respecto a
la determinacion de la microbiota presente
en suelos contaminados con hidrocarburos.
Una vez revisada la informacion se puede
concluir que los grupos bacterianos mas
encontrados fueron los correspondientes
a los Phyla Proteobacteria, Firmicutes y
Actinobacteria; los hongos mas encontrados
fueron los pertenecientes a los Phyla
Ascomycota y Basidiomycota; las arqueas
que fueron identificadas por los diferentes
estudios fueron correspondientes a los
phyla Methanomicrobia, Halobacteria,
Thermoprotei, Thaurmachaeota,
Methanobacteria, Methanococci,
Thermococci. Por otra parte, las enzimas
identificadas en los analisis realizados por
distintos autores fueron la lacasa flingica,
la lignina peroxidasa, la manganeso
peroxidasa y la bifenil dioxigenasa. La
presencia y el mecanismo de accion
conocido para estas enzimas, sugiere que
juegan un papel crucial en el proceso
de degradacién del hidrocarburo por
parte de los microorganismos aislados
de suelos contaminados. Ademas, de
esta informacion, se tomaron como
referencia articulos que usaran técnicas
metagenomicas de secuenciacion y que
estuvieran en bases de datos cientificas,
con una publicacidon no mayor al afio 2015,
en su mayoria, ya que se tomaron algunos
articulos publicados con fecha anterior al
2015 debido a que contenian informacion
valiosa para este estudio.
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