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Abstract

With the progress of the new generation sequencing (NGS), nowadays it is possible to study the structure
of the microbial communities and estimate the diversity of microorganisms present in the ecosystem, as
well as to propose the possible interactions that take place in this community. In this review we briefly
explain the importance of metagenomics application, for the description of microbiomes, highlighting is
importance for the study of the microbial community structure and the estimation of the bacterial
diversity in diverse ecological environments , such as: the intestine of parasitic insects of Agave spp,
rhizospheric soil of milpas and parasitized wood decay for the Trametes fungi, as well as sediments and
hot spring in Geyser of Tecozautla in the State of Hidalgo.

Bacterial Diversity, Insect, Milpas, Thermophiles, Wood in Decomposition
Introduccion

Uno de los grandes retos de la Biologia ha sido estudiar la estructura poblacional y la diversidad de los
microorganismos presentes en cualquier ambiente, esto con el fin de entender las relaciones bioldgicas y
los procesos metabdlicos que ahi se presentan. En un principio, la identificacion de los microorganismos
dependia del cultivo in vitro y su posterior identificacion (microorganismos dependientes de cultivo).
Con el auge de las técnicas de biologia molecular y el desarrollo del método Sanger para la secuenciacion
de DNA (Sanger et al., 1977), se logré primeramente la identificacion de microorganismos utilizando
genes marcadores y posteriormente genomas completos (Alcaraz et al., 2008; Warren et al., 2008).

Se estima que el porcentaje de microorganismos dependientes de cultivo estudiados radica entre el
1y 3% del total de los microorganismos presentes en cualquiera ambiente (Whitman et al., 1998). El
97% restante de los microorganismos se consideran ain no cultivables, debido a que poseen exigencias
nutricionales especiales dificiles de reproducir en el laboratorio, por lo tanto, su estudio depende
unicamente del andlisis de DNA (Handelsman, 2004). En afios recientes, con la secuenciacion masiva
surge la metagendmica, definida como el analisis gendmico del DNA colectivo de los microorganismos
dentro de un ambiente, independientemente si pueden ser cultivados o no, enfocandose en la recopilacion
de informacion genética a través de las secuencias de DNA (Neethu et al., 2010; Forbes et al., 2017),
dejando de lado al organismo en su forma individual, para centrarse en los genes de una comunidad y
cdémo su presencia influye en las actividades de los demas. Junto con la metagendmica, también se
desarrollan métodos computacionales y bases de datos para la comprension de la composicion genética
y de las actividades de las comunidades microbianas que, al ser tan complejas, no han sido
completamente caracterizadas (Demain & Adrio, 2008).

Dentro de las técnicas de metagendmica se pueden describir dos vertientes. En la primera, se utiliza
secuenciacion de alto rendimiento que permite inferir la diversidad microbiana mediante analisis de
marcadores genéticos, que nos sirven como indicadores de la presencia de microorganismos. Los méas
utilizados son: 16S rDNA para procariotas e ITS y/o 18S rDNA para hongos (Jansson & Hofmockel,
2018), Las secuencias obtenidas se analizan bioinformaticamente para conocer la diversidad en un
ambiente (alfa diversidad), asi como para hacer comparaciones entre ambientes o condiciones de
muestreo diferentes (beta diversidad). La identificacion taxondmica de las secuencias se logra mediante
la comparacién con bases de datos que contienen grandes nimeros de secuencias del mismo marcador,
muchas de las cuales se encuentran ya identificadas. Ejemplos de dichas bases de datos son SILVA,
NCBI, Greengenes y Ribosomal Database Project (Quast et al., 2013).

La segunda vertiente es la metagenémica funcional, donde se realiza la secuenciacion masiva del
DNA extraido de la muestra, con el fin de lograr la mayor cantidad de genomas completos de los
microorganismos presentes, que posteriormente, con la ayuda de software y la comparacion de las
secuencias con bases de datos, se hace inferencia sobre las caracteristicas metabdlicas de los
microorganismos, asi como las funciones que realizan en el ambiente (Figura 3.1) (Hugenholtz, 2002;
Rappe & Geovanni, 2003; Hernandez-Leon et al., 2010).
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Figura 3.1 Flujo de trabajo para los analisis metagenomicos; a) secuenciacion de alto rendimiento; b)
secuenciacion tipo shotgun
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Con el impacto de la metagenémica, se han desarrollado técnicas novedosas para la obtencién de
miles de secuencias de fragmentos de DNA conocidas como secuenciacion de nueva generacion (NGS
por sus siglas en inglés). Con la aplicacion de estas técnicas es posible responder a preguntas
fundamentales de ecologia microbiana, que ademas en muchos casos involucran la relacion ecoldgica
microorganismo-huésped (Handelsman, 2004; Riesenfeld et al., 2004, Taylor et al., 2007; Brinkmann et
al., 2017; Choudhari et al., 2017). Entonces, la metagendmica ofrece un camino para el estudio de
comunidades microbianas enteras, que permite inferir en la composicion filogenética, conocer la
diversidad de especies y su capacidad metabdlica (Neethu et al., 2010; Choudhari et al., 2017). A
continuacion, se describe el uso de la metagenémica para conocer la diversidad bacteriana en diferentes
ecosistemas.

La metagendmica en el estudio del microbioma de los insectos

Los insectos representan uno de los grupos mas diversos de organismos en el planeta, capaces de
adaptarse a condiciones ambientales extremadamente diversas. En particular, los insectos herbivoros
pueden habitar y alimentarse de una amplia gama de especies vegetales y asi participar en una gran
variedad de interacciones con microorganismos (Despres et al., 2007; Shi et al., 2013). Entre las
principales relaciones insecto-microorganismo se pueden describir las relaciones benéficas como las
nutricionales o de defensa, proporcionados por los simbiontes a sus anfitriones. Ademas, al establecer
relaciones mutualistas, los microorganismos facilitan al huésped la obtencién de nutrientes como
aminoacidos y vitaminas, secretan enzimas digestivas que ayudan a la degradacion de los complejos
dietéticos o la desintoxicacion de metabolitos secundarios nocivos (Douglas, 2009; Berasategui et al.,
2016). En interacciones de defensa, los microorganismos protegen a su anfitrion contra patdgenos,
parasitos, parasitoides o depredadores, a menudo a través de la produccién de compuestos
antimicrobianos o toxinas (Florez et al., 2015; Berasategui et al., 2016).

Shi et al., en 2013 realizaron el anélisis comparativo del metagenoma de los simbiontes intestinales
en saltamontes, gusanos cortadores y termitas, revelando diferencias entre las tres especies de insectos
en la abundancia y la composicion taxondmica de las poblaciones de bacterias simbiontes presentes en
el intestino. Sin embargo, a pesar de las diferencias estructurales de estas comunidades microbianas,
comparten la caracteristica de degradar y utilizar los diferentes tipos de alimentos o sustratos consumidos
por sus huéspedes, principalmente los residuos vegetales (Shi et al., 2013).
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Las principales procariotas encontradas en el intestino de estos insectos estan asociadas a grupos
bacterianos de espiroquetas y Fibrobacter que a su vez se caracterizan por la produccién de enzimas que
hidrolizan celulosa y xilano (Warnecke et al., 2007). Asi mismo Russella et al., (2009) encontrd que
algunos de los microorganismos simbidticos del intestino de las hormigas estan relacionados con el
consumo de plantas como alimento, de los cuales destaca la presencia de bacterias de tipo Rhizobiales
(Russella et al., 2009). Los lepiddpteros constituyen el segundo orden de insectos més diverso. Algunos
de ellos son considerados como plagas agricolas, como Acanthoscelides obtectus (Gorgojo del frijol),
Acrobasis nuxvorella Neunzig (Gusano barrenador de la nuez), Aculops lycopersici (Acaro del bronceado
del tomate), Agrotis ipsilon (Gusano cortador), Aleurocanthus woglumi Ashby (Mosca negra de los
citricos), Anastrepha ludens (Mosca mexicana de la fruta), Anthonomus eugenii Cano (Picudo del chile).

De estos insectos, la mayoria de las investigaciones se centran en su efecto fitopatdgeno, pero poco
se sabe acerca de los géneros bacterianos asociados a diferentes partes anatomicas de ellos. Es un hecho,
que las bacterias juegan un papel fundamental en la biologia de ellos. Estudios indican que el hébitat, la
planta sustrato y la edad del insecto huésped pueden tener un gran impacto en el microbioma intestinal
(Paniagua et al., 2018). EI microbioma intestinal de los lepidopteros se ve afectado a lo largo del ciclo
de vida del insecto, como es el caso de Spodoptera littoralis, en estadios tempranos en el intestino
predominan géneros de bacterias como Enterococcus, Pantoea y Citrobacter, mientras que Clostridia
aumenta su poblacién en la Gltima etapa de metamorfosis del insecto. Curiosamente, solo los Enterococos
persistieron a través de la metamorfosis, algunas otras bacterias como Proteobacterias y Firmicutes se
mantienen junto con el insecto durante toda su vida. Ademas, se hizo la comparacién entre machos y
hembras, resaltando que para el caso de las hembras adultas estas albergan altas proporciones de
Enterococcus, Klebsiellay Pantoea, mientras que los machos albergan mayormente Klebsiella (Bosheng
etal., 2016).

En los altimos afios el interés por los insectos como alimento humano se ha ampliado, debido a su
alto valor nutricional (FAO, 2013). En el estado de Hidalgo se cuenta con una amplia variedad de insectos
comestibles, incluyendo las plagas comestibles del Agave, el gusano rojo (Comadia redtenbacheri) y
gusano blanco (Acetrocneme hesperiaris). Estas dos especies tienen caracteristicas bioldgicas y
gastrondmicas diferentes, pero ambas son ampliamente apreciadas debido a su exquisito sabor. El
consumo de estos gusanos es considerado una tradicion ancestral (Ramos-Elorduy et al., 2011). Por lo
general, se consumen fritos o asados, condimentando una salsa picante y servido en una tortilla (FAQ,
2013). EIl gusano blanco (Figura 3.2b) de Agave parasita las hojas carnosas grandes de A. atrovirens
Karw., A. salmiana, Otto ex Salm, A. mapisaga Trel, A. lehmanni. Jacobi, A. maximiliana, Baker. A.
americana. Debido al tamafio de las larvas, estas, se encuentran distribuidos en diferentes hojas del
Agave (Ramos-Elorduy, 2006). El gusano rojo de Agave (Figura 3.2a), parasita el tallo de A. atrovirens
K. ex SD, A salmiana O ex SD, A mapisaga T, creando una colonia de 40 a 60 gusanos ubicados en la
unioén con las hojas carnosas, por lo que el tallo y las hojas deben ser eliminados durante la recoleccion,
causando la muerte del Agave. Las larvas se encuentran en la misma etapa y tienen aproximadamente el
mismo tamafo, ya que provienen de la misma ovoposicion. Estas larvas también se usan para darle una
mejor presentacion al mezcal, adicionando un gusano en la botella o0 como sal de gusano (Hernandez et
al., 2005, Ramos-Elorduy, 2006).

Figura 3.2 Lepidopteros que habita Agave sp. a) Comadia redtenbacheri. b) Acetrocneme
hesperiaris.
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Debido a su importancia en la gastronomia mexicana, (Llanderal-Cazares et al., 2017), estudios
describen al gusano rojo como un barrenador de Agaves con un ciclo de vida largo. Los estudios del
microbiota del gusano blanco se han limitado al aislamiento del microbiota cultivable externa e interna
que compara diferentes modos de crianza (Herndndez-Flores et al., 2015).

De esta forma, se demostr6 una mayor diversidad de bacterias en las larvas obtenidas de
productores que en las obtenidas directamente de plantas de maguey en la naturaleza. En el caso de
gusano blanco, no se cuenta con estudios cientificos que describan las comunidades bacterianas asociadas
a este insecto. Considerando la importancia gastronomica y cultural, el creciente interés por el
aprovechamiento sustentable de los recursos naturales y tomando en cuenta la trascendencia de las
bacterias simbiontes en insectos, es adecuado realizar un andlisis metagenomico del microbioma
intestinal de estos gusanos, utilizando técnicas independientes de cultivos para obtener resultados sobre
la diversidad bacteriana intestinal.

La metagenomica en el analisis de diversidad bacteriana en milpas tradicionales

México es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo, su territorio alberga dos regiones
biogeograficas (neértica y neotropical) y un elevado nimero de endemismos, por lo que posee gran
variedad de ecosistemas y variacion genética en las especies que los habitan (Plascencia et al., 2011).
Asi mismo, México fue unos de los centros de desarrollo de la agricultura hace 10,000 afios (Ranere et
al., 2009), de manera que muchas de las plantas domesticadas son originarias de este pais (Plascencia et
al., 2011); como la calabaza (Cucurbita argyrosperma Huber), el maiz (Zea mays) y varios cultivos
arbdreos como jobo (Spondias purpurea), huaje (distintas especies del género Leucaena) y aguacate
(Persea spp.), por mencionar algunos, Posiblemente, de los cultivos desarrollados en México, el maiz es
el de mayor importancia, siendo la base de la alimentacion de millones de personas a nivel mundial,
particularmente en el continente americano (Ranere et al., 2009).

El maiz fue domesticado a partir su ancestro silvestre el teocintle, hace aproximadamente 9,000
afios, en la region suroeste del pais desde donde se expandid hacia todo el continente (Matsuoka et al.,
2002; Ranere et al., 2009). Las antiguas civilizaciones mayas, aztecas y olmecas de México, basaban su
dieta en el maiz y era su cultivo mas venerado. Hoy en dia, el maiz forma parte en la vida, historia y
tradicion, por lo que representa parte de la identidad de los mexicanos (O'Leary, 2016).

Los antiguos agricultores influyeron en la evolucion del maiz, dando lugar a una serie de sistemas
agricolas muy variados. Estas practicas agricolas tradicionales son resultado de procesos co-evolutivos
entre sistemas sociales y ecoldgicos, donde las variedades locales estdn adaptadas a condiciones
ecologicas, climaticas, y a las necesidades culturales de las comunidades que las realizan (Asturias,
2004).

La milpa es un sistema surgido en Mesoamérica (Lozada-Aranda et al., 2017), que constituye un
espacio dinamico de recursos geneéticos, con interaccion de la diversidad bioldgica y cultural. Se
caracteriza por ser un cultivo donde coexisten diferentes tipos de maiz, y plantas como el frijol, calabaza,
chile, tomate y otras plantas particulares de las diferentes zonas del pais (Figura 3.3), que se usan segun
la temporada o tradiciones culturales especificas (Eguiarte et al., 2017; Linares & Bye, 2011).

La diversidad de cultivos dentro de la milpa depende de cada region, no solo por el clima, pendiente
0 tipo suelo, sino por el grupo humano asociado a ella que, de acuerdo con sus necesidades,
conocimientos y tradiciones conforman milpas Unicas (Lozada-Aranda et al., 2017). Esta diversidad
vegetal, con el resto de la comunidad bioldgica, incluyendo sus microorganismos asociados, forman el
agroecosistema de milpa, el cual ha sido desarrollado y ha evolucionado durante miles de afios gracias a
las actividades de nuestros ancestros (Eguiarte et al., 2017).
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Figura 3.3 Milpa tradicional de maiz y frijol. Comunidad de Santo Domingo, Tepoztlan, Morelos,
Meéxico

La interaccion de una gran cantidad de especies convierte a la milpa en un ecosistema donde se
aprovechan de manera complementaria sus diferentes recursos. En este ecosistema se favorecen
interacciones ecoldgicas benéficas (control bioldgico de insectos, fertilidad del suelo y polinizacién),
favoreciendo no solo a las especies que en ella conviven sino a las comunidades humanas que las
manejan, dado que los productos que de ahi se obtienen, ya que forman parte de dieta diaria en algunas
regiones del pais siendo la base de su alimentacién. La milpa alberga una increible diversidad microbiana
con miles de adaptaciones y genes novedosos que representan posibles aplicaciones médicas,
agrondmicas y biotecnoldgicas (Eguiarte et al., 2017). Teniendo en cuenta los valores de la milpa, es
interesante investigar la microbiota asociada que puede ser la base de una agricultura libre de
agroguimicos y sostenible. Sin embargo, la estructura y la diversidad de las comunidades bacterianas
asociadas, ha sido poco estudiada (Rebollar et al., 2017).

Los microorganismos del suelo tienen una participacion importante en los procesos ecosistémicos
como formacion de suelo, crecimiento de las plantas, y los ciclos biogeoquimicos, y comprenden una
gran parte de la diversidad genética en la Tierra (Van Der Heijden et al., 2008). ElI microbioma que
participa en la fisiologia y desarrollo de las plantas se encuentra particularmente en la rizosfera. Entre
estos microorganismos benéficos para las plantas podemos encontrar a las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPB), fijadoras del nitrogeno, solubilizadoras de fosfato, y cepas con actividad de
biocontrol de plagas, por mencionar algunas (Hernandez et al., 2003).

Los estudios de secuenciacion de alto rendimiento permiten conocer la composicion y diversidad
microbiana del suelo en una variedad de habitats sin la necesidad de cultivo (Jansson y Hofmockel,
2018). En este sentido, VVogel et al., en el 2009 proponen que el suelo sea la proxima iniciativa global de
secuenciacion metagendmica, ya que representaria un gran valor economico y ambiental, debido a la
diversidad de vias y genes que podrian participar en procesos de biodegradacion de contaminantes,
sintesis de biocombustibles y produccidn de nuevos farmacos, ademas de proporcionar informacion sobre
la ecologia de los microorganismos que son benéficos o perjudiciales en la produccién de cultivos. De
esta manera, actualmente la metagenomica del suelo se ha planteado como una herramienta para la
agricultura sostenible (Goel et al., 2017).

Se han realizado varias investigaciones en el area de la microbiologia asociada a la agricultura. En
los ultimos afios se determinGd en cultivos de maiz, la presencia de los géneros Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Streptomyces y Lysobacter formando parte de la comunidad
microbiana de la rizosfera del cultivo, constituyendo Pseudomonas el género dominante. Se ha
determinado que distintas cepas de Pseudomonas, Lysobacter y Streptomyces favorecen el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Hernandez et al., 2003; Garcia-Salamanca et al., 2013).
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Otros estudios en leguminosas han determinado que algunas bacterias del orden Rhizobiales, asi
como algunos miembros de Betaproteobacteria (Burkholderiales) forman nodulos en las raices, dentro
de las cuales convierten el nitrégeno atmosférico (N2) en amonio (NHs) disponible, a cambio de
compuestos de carbono liberados por la planta. Algunas plantas, como Alder (Alnus spp.) y Casuarina
(Casuarina spp.), forman nodulos en asociacion con actinobacterias fijadoras de N2 del género Frankia,
también varias bacterias de vida libre y endofitas (p. Ej., Azotobacteraceae, Cianobacterias), pueden
fijar cantidades significativas de N2 (Tkacz y Poole, 2015).

En otros estudios en calabaza (Cucurbita sp.), se han determinado microbiomas dominantes de
Enterobacteriaceae, donde Lysobacter, Paenibacillus y Lactococcus son importantes para el
mantenimiento de la salud de la planta (Adam et al., 2018). En estudios de cultivos como el maiz se ha
encontrado, que la diversidad microbiana estd asociada con el tipo de suelo y las practicas de cultivo
(Peiffer et al., 2013). Los estudios de diversidad bacteriana para suelos agricolas se han centrado
principalmente en la caracterizacion de comunidades microbianas evaluadas en un solo punto de tiempo
y principalmente en monocultivos. Sin embargo, los policultivos, como la milpa son muy importantes
debido a su papel central en el desarrollo de la agricultura sostenible (Rebollar et al., 2017).

Con lo antes mencionado, se destaca que la milpa es un sistema agricola ancestral, en donde el
cultivo del maiz se complementa con el de otras especies de valor alimenticio y/o medicinal. Esta
diversidad vegetal, a su vez atrae una alta diversidad de otros organismos, por lo que las milpas son
consideradas agroecosistemas, en los cuales las plantas influyen el suelo por afectar las concentraciones
de nutrientes, exudar compuestos organicos, promover el crecimiento de microorganismos benéficos e
inhibir el crecimiento de otros potencialmente dafinos.

Las interacciones entre los componentes de la milpa, incluyendo el suelo, la vegetacion y las
bacterias, podrian tener beneficios para la productividad agricola de estos sistemas, por lo que es esencial
entender la dinamica de las poblaciones microbianas del suelo de la milpa a lo largo del ciclo de
produccion agricola. Para ello, se hace uso de herramientas bioinforméticas que permitan analizar el
DNA metagenomico de muestras de rizosfera en milpas, para examinar los cambios en la estructura y
diversidad de las comunidades bacterianas a lo largo de ciclos agricolas, mediante la secuenciacién de
alto rendimiento de los amplicones del gen 16S rDNA.

La metagenomica para el estudio de la biodiversidad termofila del géiser de Tecozautla e
identificacion de microorganismos con posible aplicacién biotecnoldgica

Los microrganismos extremdfilos son organismos adaptados para crecer bajo condiciones que, desde una
perspectiva humana, son hostiles y donde otros organismos no sobreviven. La resistencia de los
organismos a tales ambientes se debe principalmente a sus caracteristicas estructurales y fisioldgicas que
les permiten resistir a estas condiciones extremadamente selectivas.

Estas propiedades se deben a biomoléculas especificas incluyendo lipidos, enzimas, osmolitos,
polimeros y aminoacidos (de Champdoré et al., 2007; Aerts et al., 2014). Se consideran ambientes
extremos: manantiales calientes, sistemas hidrotermales submarinos poco profundos o sistemas de
aberturas termales abisales, suelos y mares polares frios, asi como glaciares alpinos, lagos salinos y
ambientes con valores de pH extremos, sea acido (zonas de solfataras, minas) o alcalino (fuentes
carbonicas, tierras y lagos alcalinos); y con relativa frecuencia, en zonas que combinan dos o mas factores
extremos, como en los manantiales acidos y calientes de zonas volcanicas, o baja temperatura y alta
presion, en los fondos marinos.

Dependiendo del ambiente los organismos se clasifican como: aciddfilos, alcalofilos, psicrofilos,
halofilos, barofilos, xerdfilos, osmofilos, oligotréficos y los termofilos, que se caracterizan por tener un
crecimiento 6ptimo a temperaturas de entre 45y 80 °C. Ademas de éstos se conocen a los hipertermofilos
que tienen temperaturas de crecimiento 6ptimo a >80 °C con capacidad de crecer a >90 °C. Por tltimo,
se denominan extremotolerantes y extremoresistentes, a aquellos microrganismos que pueden tolerar
valores extremos de uno o mas parametros fisicoquimicos, aunque crecen de manera Optima en
condiciones "normales”, por ejemplo, los metalotolerantes, radioresistentes y toxicotolerantes
(Canganella y Wiegel, 2014; Rampelotto, 2016).
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La importancia de los microrganismos extremofilos destaca en las diversas aplicaciones que
podrian tener sus enzimas, las cuales se utilizarian en el desarrollo de bioprocesos industriales,
enfocandose en la industria del papel, curtido de pieles, detergentes, textiles, productos farmacéuticos,
quimicos, alimentos, bebidas, biocombustibles, alimentacion animal y cuidado personal, entre otros
(Adrio y Demain, 2014).

Desde el descubrimiento pionero de Thomas Brock de microorganismos en las aguas termales del
Parque Nacional de Yellowstone, Wyoming en la década de 1960, se han descubierto organismos
termofilos, hipertermdfilos y arqueas. Estas a su vez, se encontraron en formas planctonicas, como
celulas dispersas en los fluidos geotérmicos, biofilms y biomats en las superficies y dentro de los
depdsitos minerales (Brock, 1967; Jahnke et al., 2001).

Una de las aplicaciones mas importantes de los organismos extremofilos ha sido la Taq polimerasa,
aislada de Thermus aquaticus, que tiene su principal aplicacion en la reaccion en cadena de la polimerasa
mejor conocida como PCR. Esta reaccion permite la amplificacion de fragmentos de DNA en pocas
horas. Actualmente, esta enzima se obtiene por expresion heter6loga en la bacteria Escherichia coli
(Lawyer et al., 1993).

La diversidad microbiana y las técnicas moleculares modernas, como la metagenémica, ha
permitido caracterizar la microbiota de ambientes termdfilos. Por ejemplo, en estudios recientes en la
fuente termal de Sungai Klah en Malasia (50-110 °C) se pudieron encontrar predominantemente los filos
de Aquificae, Thermotogae, Ignavibacteriae, Actinobacteria, Deinococcus-Thermus, Nitrospirae,
Spirochaetes, Thermodesulfobacteria, Acidobacteria, Euryarchaeota, Proteobacteria, Cyanobacteria,
Bacteriodetes, Planctomycetes, Verrucomicrobia y Chloroflexi.

Al hacer el andlisis de la diversidad microbiana de la fuente termal de Siloam Sudéfrica (63°C) se
encontr6 una similitud en filas, incluyendo Proteobacteria, Cyanobacteria, Bacteriodetes,
Planctomycetes, Verrucomicrobia y Chloroflexi, con la presencia adicional de Firmicutes. En el caso de
la identificacion de genes que codifican para enzimas novedosas mediante NGS se han identificado
enzimas tales como: lipasas, xilanasas, celulasas, endoxilanasas, [-galactosidasas, [-xilosidasas/a-
arabinofuranosidasas, 3-pectinasas, a-fucosidasas, fitasas, nitrilasas y polimerasas, entre muchas otras
que toleran o soportan condiciones extremas (Tekere et al.,2011; Chan et al., 2015; De Castro et al.,
2016).

Hoy en dia existe la necesidad de nuevas enzimas, mejoradas 0 mas versatiles para desarrollar
procesos de produccibn mas novedosos, sostenibles y econdémicamente competitivos. Las
investigaciones que se han llevado a cabo en ambientes terméfilos nos demuestran que estan presentes
los tres reinos de la vida y aunque se han hecho avances importantes, aln se siguen descubriendo nuevas
especies que contribuyen a dilucidar la gran diversidad microbiana del planeta; (De Castro et al., 2016).

Tomando en cuenta todo lo anterior, es importante realizar el analisis metagendmico de diversos
ambientes extremos. En el estado de Hidalgo, México, existe un géiser en el municipio de Tecozautla
(Figura 3.4) donde brota agua azufrada y alcalina a 95 °C. Por lo que estudios metagendmicos basados
en la secuenciacion 16S rDNA son necesarios para analizar, comprender y describir la diversidad y
estructura poblacional, asi como las vias metabdlicas utilizadas en estos ambientes, lo que
biotecnologicamente nos permitird posiblemente descubrir nuevos productos con aplicacion industrial
(Lewin et al., 2013).
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Figura 3.4 Géiser de Tecozautla, Hgo

Metagendmica en el estudio de las comunidades bacterianas asociadas a la degradacion de madera
en descomposicion

El 30 % de la superficie terrestre se encuentra cubierta por bosques (Keenan et al., 2015), donde se
albergan alrededor de 73 billones de toneladas de carbono, formando parte de la madera muerta (Pan et
al., 2011). El carbono se reincorpora a su ciclo biogeoquimico, gracias a la accion de organismos
saprofiticos que se encargan de degradar los polimeros de lignina, celulosa y hemicelulosa (Clausen,
1996; Arantes et al., 2011; Floudas et al., 2012; Hervé et al., 2013). La mayoria de las investigaciones
sobre degradacion de madera se centran en los hongos, clasificados de acuerdo con el tipo de pudricion
que provocan, las cuales se han caracterizado como podredumbre blanca, blanda o marrén (Hattaka,
2001; Morgenstern et al., 2008). Los hongos son considerados como los degradadores primarios de los
componentes de la madera, gracias a la produccion de enzimas que acttan sobre los polimeros de carbono
(Arantes et al., 2011; Hervé et al., 2013). Sin embargo, durante los procesos de degradacion, estos
necesitan de la presencia de bacterias, con las cuales establecen relaciones simbiéticas y mutualistas que
le permitan desarrollarse, colonizar y degradar la madera en descomposicion.

Dentro de las interacciones bacteria-hongo, se encuentra el cleptoparasitismo, fendmeno por el cual
las bacterias remueven los compuestos aromaticos generados por la degradacién fungica de la madera
(Seigle-Murandi et al., 2000), Asi mismo, las bacterias son capaces de producir vitaminas y realizar la
fijacion de nitrégeno para que el hongo pueda asimilarlo facilmente (Hoppe et al., 2014; WeilRhaupt et
al., 2011) Algunas bacterias también son capaces de realizar micofagia, ya que se alimentan de los
hongos, sin llegar a matarlo, es decir, se encuentran viviendo parasitamente de ellos (Leveau y Preston,
2008; Johnston et al., 2016).

Trabajos de investigacion han demostraron que, en ausencia de bacterias, los hongos desarrollan
menor cantidad de biomasa, comparado con el crecimiento acompafiado de bacterias (Blanchette y Shaw,
1978). De la misma manera, se ha evidenciado que algunas bacterias necesitan de los hongos para
sobrevivir. Burkholderia cepacia es una bacteria que presenta mayor crecimiento cuando el micelio del
hongo Pleorotus ostreatus esta presente (Yara et al., 2006). Aungue se ha comprobado la importancia de
las bacterias durante el proceso de degradacion de la madera, el nUmero de investigaciones enfocadas en
estos microorganismos es menor en comparacion con las investigaciones que se han realizado en hongos.
Las bacterias son los primeros microorganismos en comenzar el proceso de degradacion, acondicionan
el medio para que los hongos lleguen y se establezcan (Greaves, 1971; Van der Wal et al., 2007). El
medio por el cual las bacterias colonizan a la madera no es de todo claro, por lo que se considera que
éstas pueden proceder del aire, del agua, del suelo o de la madera misma (Green y Bohannan, 2006; Van
der Wal et al., 2007; Folman et al., 2008; Hervé et al., 2013; Johnston et al., 2016), o son arrastradas por
organismos que colonizan la madera como hifas de hongos o por los insectos (Greaves, 1971; Blanchette
y Shaw, 1978).
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Las bacterias también son capaces de degradar los polimeros que forman la madera. Se han
caracterizado bacterias con la capacidad de descomposicion de la lignina y celulosa (Bugg et al., 2011;
Brown y Chang, 2014; Johnston et al., 2016; Llado et al., 2016). Las lesiones causadas a la madera por
las bacterias se pueden observar como tuneles, cavitaciones o como la erosion en la superficie de los
troncos (Figura 3.5) (Kim y Singh, 2010). Las bacterias tienen menor capacidad para degradar la madera
en descomposicion en comparacion con la actividad degradadora de los hongos que crecen en forma
micelial sobre la madera (Greaves, 1971; Clausen, 1996). No obstante, se considera que las bacterias
poseen medios no caracterizados de metabolizar los polimeros de madera, pues de manera particular, en
las bacterias no se han encontrado enzimas habituales para la degradacién de celulosa (Lopez-Mondéjar
et al., 2016; Johnston et al., 2016). Otra caracteristica importante de algunas cepas bacterianas es la
degradacion de pectina, permitiendo el acceso a los polimeros de celulosa (Clausen, 1996; Lynd et al.,
2002).

Figura 3.5 Lesiones de la madera causada por bacterias a) tineles; b) cavitaciones; c) erosion

Fuente: (Modificado Kim y Singh, 2010)

La presencia de los hongos modifica notablemente las poblaciones bacterianas. Por ejemplo, en
cultivo in vitro de madera inoculados con el hongo de la podredumbre blanca Hypholoma fasciculare, se
observo que la presencia del hongo puede alterar la abundancia y la composicion de las comunidades
bacterianas (de Boer et al., 2010; Folman et al., 2008; Valaskova et al., 2009). Otros factores que afectan
la estructura de la diversidad bacteriana es el tipo de arbol, el contenido de agua, el pH vy la relacion C-
N (Folman et al., 2008, Hoppe et al., 2014). En un principio, el estudio de las relaciones bacteria-hongo
consistian en la aplicacién de técnicas de microbiologia tradicional.

Actualmente, con el uso de las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS), se ha logrado
un estudio mas amplio de los phylas de bacterias presentes en la madera en descomposicion, Estudios de
metagendmica realizados en arboles de Fagus sylvatica, Picea abies, Betula sp., Pinus sylvestris,
Keteleeria ecelynniana a diferentes estados de pudricion se encontraron principalmente los clases de
Alpha, Beta, gamma y Delta proteobacteria, asi como en los phyla Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes y Firmicutes (Zhang et al., 2008; Folman et al., 2008; Hervé et al., 2013; Hoppe et al.,
2014; Sun et al., 2014; Hoppe et al., 2015; Kielak et al., 2016; Rintha-Kanto et al., 2016; Johnston et al.,
2016). Gracias a estas técnicas hoy en dia se conocen un gran numero de bacterias tanto cultivables y no
cultivables que habitan la madera, lo que permite ademas hacer inferencias acerca de los procesos
metabolicos que se llevan a cabo en el proceso de la podredumbre de la madera en descomposicion. Sin
embargo, aln falta enfocar las investigaciones en dilucidar las rutas metabdlicas que involucren la
relacion hongo-bacteria para degradacion de la madera en descomposicion.
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Para ello, se pueden emplear herramientas omicas como la transcriptomica, protedmica o
metabolomica, sin mencionar que ain quedan muchos hongos de la podredumbre por estudiar (Johnston
et al., 2016). Por ejemplo, en México los bosques templados son el segundo bioma mas extenso del pais,
particularmente en la madera muerta crecen hongos del género Trametes, organismo saproéfito
caracteristico de especies de pudricion blanca, presentes practicamente en cualquier tipo de ecosistema,
el mas representativo de este género es Trametes versicolor, el cual presenta en su cuerpo fructifero una
variada gama de colores (Floudas et al., 2012). Hasta el momento no hay trabajos que apliquen técnicas
NGS para describir la relacion Trametes y las comunidades microbianas asociadas en el proceso de
degradacion de la madera muerta (Figura 3.6), esta es una potencial razén para generar estudios de
metagenomica que nos permita inferir la diversidad y estructura microbiana asociada a este hongo
ademas de analizar comparativamente cambios en su microbioma en diferentes zonas geogréaficas de la
republica mexicana.

Figura 3.6 Trametes sp. creciendo en madera muerta

Conclusiones

La diversidad de las comunidades microbianas esté estrechamente relacionada con el ambiente en el que
se encuentran, hasta el momento las investigaciones realizadas en cada uno de los ecosistemas
mencionados en este articulo no han permitido la caracterizacion de la estructura y funcional del
microbiota que en ellos habitan. La aplicacion de las técnicas de microbiologia convencional hoy dia no
es suficiente para entender lo que ocurre en cada ambiente, es por ello que al utilizar la metagenomica
para conocer la diversidad y funcionalidad de las comunidades microbianas se amplia el conocimiento
de la estructura, riqueza y funcionalidad de cada ecosistema.
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