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Resumen

La biorremediacién tiene hoy en dia gran aceptacion como una estrategia efectiva para la
recuperacion de suelos contaminados, sin embargo la falta de informacion sobre los factores que
rigen el funcionamiento metabdlico de las comunidades microbianas en los ambientes
contaminados hace que, aun en la actualidad, los procesos de biorremediacién tengan resultados
impredecibles. Las técnicas moleculares basadas en el estudio del DNA, han permitido la
identificacion de numerosos genes catabdlicos abriendo nuevas oportunidades en el desarrollo de
los procesos de biorremediacion. En esta nueva era post-gendmica, las emergentes
metatranscriptémica, metaprotedmica y metaboldmica resultan promesas notables como
herramientas para estudiar los mecanismos implicados en la regulacion de las vias de degradacion,
lo que en un futuro nos permitird desarrollar modelos predictivos sobre la actividad degradadora de
la comunidad microbiana del suelo en funcion de los distintos parametros biéticos y abidticos, y
establecer criterios especificos y claros sobre la eleccion y evaluacién de las estrategias de

biorremediacion.
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Abstract

Bioremediation is nowadays widely accepted as an effective strategy for the recovery of
contaminated soils; however the lack of information about the factors that govern the metabolic
functioning of microbial communities in contaminated environments means that, still at present, the
bioremediation processes have unpredictable results. The molecular techniques based on DNA
studies have allowed the identification of numerous catabolic genes opening new opportunities in
the development of bioremediation processes. In this new post-genomic era, emerging
metatranscriptomics, metaproteomics and metabolomics are remarkable promises as tools to study
the mechanisms involved in the regulation of degradation pathways, which in the future will allow us
to develop predictive models of degrading activity of the soil microbial community according to the
various biotic and abiotic parameters, establishing specific and clear criteria for the selection and

evaluation of bioremediation strategies.
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Introduccién

La biorremediacion, la explotacion de las capacidades metabdlicas de los microorganismos
para degradar contaminantes, tiene hoy en dia gran aceptacién como una estrategia efectiva,
costo-competitiva y ambientalmente amigable para la recuperacién de aguas, suelos y sedimentos
contaminados (Pandey y col. 2009, Desai y col., 2010) (Fig. 1). Los microorganismos, y en especial
las bacterias, son reconocidos por su amplia capacidad catabdlica y su actividad en los procesos de
biorremediacion, sin embargo la falta de informacién sobre los factores que controlan el crecimiento
y la actividad de los microorganismos en los ambientes contaminados hace que, aun en la
actualidad, los procesos de biorremediacion tengan resultados impredecibles y que la comunidad
microbiana responsable del proceso sea considerada como una “caja negra” (El Fantroussi y
Agathos, 2005). Idealmente, las estrategias de biorremediacion deberian ser disefiadas en base al
conocimiento de los microorganismos presentes en los ambientes contaminados, sus capacidades

metabdlicas, y la respuesta a los cambios en las condiciones ambientales (Chauhan y Jain, 2010).
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Figura 1: Imagen conceptual de la Biorremediacién

Esto ha conducido a los microbidlogos ambientales a reconocer al estudio de las comunidades
microbianas de ambientes contaminados como un parametro ecolégico imperativo para dilucidar los
mecanismos que determinan el éxito de la biorremediacion y definir entonces condiciones
operativas 6ptimas (Desai y col.,, 2010). Sin embargo, debido a su gran diversidad, variabilidad
metabdlica y las limitaciones de los métodos de cultivo; la caracterizacion, identificacion y analisis
cuantitativo de las comunidades microbianas de muestras ambientales continia siendo un gran
desafio (He y col., 2012).

Biorremediacion de suelos contaminados: abriendo la caja negra

Durante los procesos de biorremediacion la comunidad microbiana evoluciona a través de
sucesiones progresivas, desde la comunidad nativa hacia una comunidad degradadora adaptada a
las condiciones ambientales. La evolucién y adaptacién de la comunidad microbiana a través del

mantenimiento de una dinamica sucesional determinan la eficiencia de la biorremediacion (Paliwal
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y col., 2012). Entonces, ¢Cudles son los factores que afectan la evolucién de la comunidad
microbiana? s Cémo podrian éstos limitar la degradacion de un contaminante aun en presencia de
una comunidad microbiana con capacidades genéticas adecuadas?

En este contexto la historia de la biorremediacion podria ser dividida en tres eras: pre-
gendmica, gendmica y post-gendmica (Chauhan y Jain, 2010). Convencionalmente los estudios de
biodegradacion se reducian al aislamiento y caracterizacion de cepas o consorcios bacterianos con
potencial degradativo bajo condiciones controladas de laboratorio (Solari y Painceira, 1976;
Heitkamp y Cerniglia, 1988; Stolz y Knackmuss, 1993; Samanta y col., 1999). Estos estudios
fueron seguidos por la caracterizacion de las rutas metabdlicas de degradacion y sus mecanismos
de regulacion, presentes en los microorganismos aislados (Haggblom, 1990; Arai y col., 2000;
Solyanikova y Golovleva, 2004). Posteriormente el desarrollo de los métodos moleculares cultivo-
independiente, principalmente los basados en la determinacion de los perfiles de genes rRNA o de
genes catabdlicos especificos, permitieron el estudio de la diversidad y las capacidades
catabdlicas de las comunidades microbianas durante los procesos de biodegradacion (Del Panno y
col, 2005; Cébron y col., 2008; Ibarrolaza y col., 2009; Vazquez y col., 2009). Estas técnicas
hicieron posible la identificacion de los grupos microbianos mas sensibles, resilientes,
predominantes o activamente involucrados en los procesos de biorremediacion (Desai y col.,
2010). Actualmente, los estudios metagendmicos (analisis del genoma microbiano colectivo
contenido en una muestra ambiental), son considerados como una estrategia amplia que permitira
el descubrimiento de nuevos genes involucrados en la biodegradacion de contaminantes. La
construccion de bibliotecas metagendmicas, por clonacién de fragmentos de DNA extraidos de
muestras ambientales, en un adecuado vector (plasmido, césmico, fésmido, etc.) y el posterior
analisis del inserto (por secuenciacion directa o previo rastreo funcional), ha sido utilizada por
varios autores para identificar los genes involucrados en los procesos de biorremediacion
(Suenaga y col.,, 2007; Vasconcellos y col., 2010). Por otro lado la nueva generacién de
tecnologias de secuenciacion masiva tienen el potencial de revolucionar nuestra capacidad de
entender el mundo microbiano (Liu y col., 2008). El primer estudio en que se utilizé secuenciacién
masiva “shotgun metagenomics”, para estudiar la dindmica de la comunidad microbiana durante un
experimento de biorremediacion, fue publicado en el afio 2012 por Yergeau y col. Utilizando la
plataforma Roche 454 GS FLX pudieron demostrar que tanto la contaminacién con hidrocarburos
como las distintas estrategias de bioestimulacién ensayadas (aireacion y la fertilizacion) producen
cambios drasticos en la comunidad microbiana del suelo, observandose una prevalencia de
géneros de bacterias aerdbicas que han demostrado la capacidad potencial de degradar
hidrocarburos (Pseudomonas, Rhodococcus, Sphingomonas, Caulobacter); y que la dominancia
relativa de estos géneros bacterianos varia durante el tratamiento, probablemente como resultado
de cambios en la calidad y disponibilidad de los diversos hidrocarburos y demas nutrientes durante

la biorremediacion.
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Por otro lado, un método molecular clave para identificar los microorganismos directamente
involucrados en la degradacion de un contaminante es la utilizacién de sondas con is6topos
estables (SIP, del inglés “stable isotope probing”). Se utilizan microcosmos de suelo que son
contaminados con sustratos marcados (°C, %0, "N, etc.), luego de la incubacion se extrae elDNA.
El DNA que resulta marcado se separa del no marcado por ultracentrifugacion en un gradiente de
CsCl. Los microorganismos que asimilaron el sustrato son identificados a través del estudio de la

secuencia del DNA marcado (Woods y col., 2011).

La era posgenémica: oportunidades y desafios

Las técnicas independientes de cultivo, basadas en el estudio del DNA, han
permitido la identificacién de numerosos genes catabdlicos abriendo nuevas oportunidades en el
desarrollo de los procesos de biorremediacion (Chauhan y Jain, 2010). Sin embargo, estas
técnicas no nos permiten obtener conclusiones sobre el estado de expresion de los genes, por lo
que el rol funcional de los genes u organismos presentes en las muestras ambientales resulta
todavia incierto (Urich y col., 2008).

En el esfuerzo por dilucidar la relacion entre la estructura de la comunidad microbiana y la
funcion del suelo los estudios del metatranscriptoma y del metaproteoma proveerian una
informaciéon mas especifica acerca de la real funcionalidad de la comunidad (Nannipieri y col.,
2003), y en el caso de los procesos de biorremediacion especificamente en relacion a las vias de
degradacion de contaminantes y su cascada de regulacion (Wilmes y Bond, 2006; Benndorf y col.,
2007). Sin embargo, la aplicacion de estas técnicas se encuentra todavia en su infancia (Chauhan
y Jain, 2010).

Hasta este punto, los estudios sobre la respuesta de la comunidad microbiana a los
contaminantes habia sido centrada en los cambios en la diversidad microbiana (Sun y col., 2013;
Festa y col. 2015) o en las respuestas de un pequeio numero de genes especificos identificados
en base a la informacion obtenida a partir de cultivos puros (Cebron y col. 2008; Wang y col.,
2008). Los avances en las técnicas de extraccion directa de mRNA a partir de muestras de suelo
han permitido la obtencién del perfil de expresion de genes de la comunidad microbiana.
Recientemente, de Menezes y col. (2012) pudieron revelar por primera vez, a través de un analisis
metatranscriptémico, la respuesta global de la comunidad microbiana de un suelo frente a la
contaminacién con un hidrocarburo, demostrando que la respuesta a nivel de comunidad es
compleja, y tiene consecuencias generalizadas mas alla de los organismos involucrados en la
degradacion.

Por otro lado, el desarrollo de le metaproteémica ha resultado técnicamente complejo,
principalmente porque el suelo es una fuente pobre de proteinas, los métodos de extraccion de
proteinas a partir de muestras de suelo resultan dificultosos y han sido escasamente desarrollados,
y porque no hay informacion suficiente en las bases de datos de secuencias para permitir la

identificacion de proteinas a través de espectrometria de masa (Bastida y col., 2009). Por tales
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motivos, los estudios metaprotedmicos resultan actualmente un enfoque caro, en términos de costo
y tiempo, para la comprension de la funcionalidad de la comunidad microbiana. El desarrollo de
métodos que aumenten el rendimiento en la extraccion de proteinas a partir de suelos y permitan su
normatizacién, junto con los avances en la secuenciacion de genomas y su anotacién, nos
permitiran identificar proteinas indicadoras de los procesos del suelo, proporcionando algunas
respuestas sobre cudles son las proteinas responsable de la degradacién de un contaminante, qué
microorganismos las producen y en qué condiciones (Bastida y col., 2014).

Por ultimo, la metabolomica ofrece una definitiva y compuesto especifica verificacion del
metabolismo in situ permitiendo evaluar y predecir el impacto del contaminante en la funcion del
suelo mediante el seguimiento de un metabolito adecuado. Un biomarcador metabdlico adecuado
para el monitoreo de los procesos de biorremediacion debe ser especifico para el compuesto de
origen y para el proceso biolégico que se monitorea; debe estar ausente en el ambiente
contaminado debiendo ser liberado por las células microbianas como un intermediario de la
biodegradacién y no como un producto del cometabolismo (Callaghan, 2013). Actualmente la
metabolomica se encuentra limitada por las capacidades analiticas y depende del conocimiento de

las vias metabdlicas de degradacion.

Conclusiones

Un desarrollo eficaz y coherente de estrategias de biorremediacion requiere del
conocimiento profundo de los parametros que rigen las estructuras y funcionamiento metabdlico de
las comunidades microbianas (Desai y col., 2010).

Aunque las nuevas técnicas de la biologia molecular son herramientas emergentes, aun se
mantienen como notables promesas en el estudio de los procesos de biorremediacion. Uno de los
mayores inconvenientes de las «dmicas» es su aplicacion a ciegas, generando una gran cantidad
de datos, los que deben ser luego, organizados e interpretados. Si bien el objetivo de la
microbiologia ambiental no es el desarrollo de las nuevas técnicas moleculares, el avance cientifico
se consigue normalmente cuando las mismas son aplicadas a estudios con hipétesis claras

(Kowalczyk y col., 2015).
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Figura 2: Utilizacion de las tecnologias émicas, segun un enfoque bioldgico sistematizado aplicado

al estudio de las comunidades microbianas implicadas en el proceso de biorremediacion.

Definitivamente la biorremediacion ha entrado en la era de las dmicas (Fig. 2); desde la

genomica a la metabolémica estas nuevas metodologias nos brindan la posibilidad de realizar una

mirada aguda sobre las comunidades microbianas, lo que en un futuro nos permitira desarrollar

modelos predictivos sobre la actividad degradadora de la comunidad microbiana del suelo en

funcion de los distintos parametros bidticos y abioticos, y establecer criterios especificos y claros

sobre la eleccidn y evaluacién de la estrategia de biorremediacion; produciendo un enorme impacto

en nuestros esfuerzos para hacer de la biorremediacion una tecnologia mas fiable y segura.
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