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Abstract— Metagenomics is a novel tool for the study of microbial genes in a population. Discoveries made through its
experimental framework include new antibiotics, genes, enzymes, protein structures, metabolic pathways and population
dynamics of several habitats. Metagenomics studies have been performed in different human organs including intestine,
mouth and skin and have found interesting relationships between health state and microbiota. In this work, the theoretical
and technical bases of metagenomics are analyzed with special emphasis on the new possibilities to widen our current
genomic knowledge and reach novel biotechnological applications.

Keywords— Metagenomics, microorganisms, genes, enzymes, biocatalysts.

Resumen— La metagendmica es una herramienta novedosa que estudia los genes microbianos de una poblacion. Sus
alcances han sido soprendentes, ya que ha permitido el descubrimiento de nuevos antibidticos, genes, enzimas, estructuras
proteicas y rutas metabdlicas, asi mismo ha permitido conocer la dindmica poblacional de diversos habitats. En el humano
se han realizado estudios metagendémicos en diversos érganos: intestino, boca, piel, etc., encontrando una relacion
importante entre el estado de salud del comensal y la microbiota localizada. En este trabajo, se analizan los fundamentos
tedricos y técnicos de la metagendmica y las posibilidades que ofrece de ampliar el conocimiento genémico actual y la
obtencion de aplicaciones biotecnoldgicas novedosas.
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I. INTRODUCCION

Los microorganismos son una fuente importante de productos y procesos biotecnolégicos. Hasta hace
unos afos, estos procesos se basaban en el analisis de las capacidades metabdlicas de los
microorganismos que podian ser cultivados en el laboratorio mediante técnicas microbioldgicas
tradicionales. Los métodos clasicos de cultivo s6lo permiten recuperar entre el 0.1 y el 10% de los
microorganismos ambientales (microorganismos cultivables) [1, 2, 3]. Lo anterior se debe a que se
desconocen los requerimientos nutricionales necesarios de todos ellos, las condiciones fisicoquimicas
precisas de su ambiente natural y la informacion sobre las relaciones simbidticas, comensales o
parasitarias que se mantienen en una comunidad microbiana [1, 4, 5]. Debido a esta problematica, se han
buscado metodologias alternativas para determinar la diversidad de una poblacion que no dependan del
cultivo de microorganismos sino del estudio y andlisis de su informacion genética. Un método pionero
fue el analisis del gen 16S mediante el uso de la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y de
técnicas electroforéticas como DGGE (Electroforesis en Gel con Gradiente de Desnaturalizacion),
ARDRA (Anélisis de Restriccion de ADN Ribosomal Amplificado), RFLP (Polimorfismos de Longitud
de Fragmentos de Restriccion), RADP (Amplificacion Aleatoria de ADN Polimérfico), entre otras [6].

La evolucion metodolégica de las técnicas de aislamiento y purificacion de acidos nucleicos,
secuenciacion y de ensamblado de secuencias, han hecho posible el desarrollo de una metodologia
alternativa: la metagendémica. La metagendmica es el analisis del metagenoma, el cual es el conjunto del
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ADN de los diversos microorganismos presentes en un habitat [7, 8]. En la Ultima década, esta
tecnologia ha revolucionado el estudio de la diversidad microbiana, la obtencién de metabolitos y el
entendimiento de la dinamica de poblaciones microbianas.

Desde el punto de vista biotecnologico, la metagendmica es una herramienta importante en la
busqueda de nuevas actividades enzimaticas de interés industrial, que en conjunto con los avances en los
métodos de secuenciacion, permiten el escrutinio masivo de todo el conjunto de genomas de
microorganismos presentes en una muestra (cultivables y no cultivables).

El primer trabajo donde se demostré el potencial de la metagendmica en el descubrimiento de nuevos
genes fue realizado en el afio 2000 [9] donde a partir de suelos se identificaron nuevas enzimas con
diversas actividades hemoliticas, lipoliticas y amiloliticas. Posteriormente, se han identificado otros
productos y actividades de interés biotecnologico como antibidticos nuevos (turbomicina A y B),
enzimas (lipasas, esterasas, quinasas), proteinas de membrana, genes que codifican la ruta metabdlica de
sintesis de compuestos como el poli-hidroxibutirato (PHB) y vitaminas [9, 10]. En el afio 2003, se
identificaron en muestras de suelos, agarasas (de las cuales seis fueron totalmente nuevas), celulasas,
amilasas, pectato-liasas, lipasas, asi como diversas proteinas desconocidas en muestras de suelo [11].

A partir de estos primeros estudios, la metagenémica se diversifico en la blisqueda de nuevos
antibidticos, enzimas, rutas metabolicas y estudios de dindmica de poblaciones no caracterizadas y de
importancia biotecnoldgica. Estos trabajos también sentaron la base metodoldgica de la metagendémica
que consiste en la: seleccion de la muestra ambiental, extraccion de ADN, seleccion del método de
andlisis (secuenciacion, escrutinio funcional, etc.) e integracién de la informacion. El objetivo del
presente trabajo es dar a conocer al lector las estrategias de estudio del ADN metagenémico, los
alcances de la metagendmica en diversas areas del conocimiento, su impacto en estudios ecologicos y
aplicacion en el descubrimiento de enzimas con propiedades funcionales novedosas.

II. ESTRATEGIAS PARA EL ESTUDIO DE MUESTRAS METAGENOMICAS

Una vez seleccionada la muestra (suelo, agua, alimentos fermentados, sedimentos, tejidos humanos y
animales, entre otros), el ADN se aisla y se purifica (Figura 1a y b). Este proceso es crucial, ya que la
presencia de compuestos organicos como melanina, hematina, sales biliares, &cidos himicos o fulvicos,
inhibe la actividad de las enzimas que son utilizadas posteriormente en el analisis del ADN (ADN
polimerasas, ligasas y endonucleasas). Para purificar el ADN se requiere probar diversos productos,
optimizar las técnicas de purificacion, y/o utilizar resinas o silicas [12]. Para la purificacion de ADN de
muestras de ambientes extremos, los protocolos han tenido que modificarse, ya que los existentes han
sido disefiados para de ADN de muestras mesofilicas [13]. Estos problemas se han abordado con el
disefio de columnas de purificacion que excluyen o atrapan a los inhibidores mas comunes y con el
disefio de polimerasas mas eficientes. Asi mismo, desde el paso de purificacion es necesario tener altas
concentraciones de ADN porque el material genético se perdera en las maltiples etapas de manipulacion
subsecuentes.

Debido a que la concentracion, la cantidad total y la calidad del ADN metagenémico suele ser un
factor limitante, en estudios recientes se ha optado por amplificarlo utilizando la técnica de
amplificacion de desplazamiento multiple (MDA), la cual emplea a la ADN polimerasa $29 bacteriofaga
que produce amplicones 7-10 kb de longitud con una alta fidelidad [14, 15], con ello se puede obtener
cantidades suficientes de ADN. Al extraer un ADN metagenomico de calidad, se pueden seguir
diferentes rutas de andlisis no excluyentes (Figura 1).

En los inicios de la metagendémica, a partir del ADN purificado se construian librerias
metagenomicas con la finalidad de realizar un analisis funcional. Sin embargo, hoy en dia la
secuenciacion es el metodo mas comun de andlisis debido al bajo costo de las técnicas post-Sanger de
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secuenciacion entre las que se encuentran la pirosecuenciacion, la secuenciacion por sintesis (Illumina) y
por liberacion de protones (lon Torrent) [16], por lo tanto la tendencia es secuenciar el ADN
metagenomico, provocando que sea el método de analisis preferido. Entre las ventajas que presenta este
método es la obtencidn de terabites de informacion genética, no se involucra algin proceso de seleccion
(cultivo o enriquecimiento del medio) y se minimiza el sesgo de algunas metodologias (ej. amplificacion
de 16S rDNA). Sin embargo, una desventaja de la secuenciacion es el ensamblado bioinformaético de las
secuencias obtenidas (Figura 1e). ElI ensamblado se basa en el sobrelapamiento de las secuencias para
reconstruir secciones completas y contiguas de ADN (contigs), con la finalidad de armar genomas
completos. Muchas veces los “contigs” no son lo suficientemente grandes para abarcar toda una region
(es como si perdiéramos fichas internas de un rompecabezas) y por lo tanto no pueden ensamblarse. Es
preferible que los fragmentos producidos por la secuenciacion sean grandes, ya que su ensamblado sera
mas facil que si los fragmentos fueran méas pequefios.

Por otro lado, una vez obtenido el ensamblado, es necesario que las secuencias que conforman una
region se encuentren secuenciadas varias veces, a esto se le conoce como profundidad de la cobertura de
secuenciacion y un genoma completo se considera confiable si tiene mas de seis repeticiones (6X). El
esfuerzo computacional que requiere este proceso amerita instalaciones informaticas especiales, ademas
el ensamblaje automatico dista mucho de ser perfecto por lo que frecuentemente requiere la asistencia
humana [17]. Asi mismo, existe una gran cantidad de informacion depositada en las bases de datos (Gen
Bank, IMG, KEGG GENOME, GOLD, etc.) que no ha sido completamente identificada. En numerosos
estudios metagenomicos, cerca del 50% de las secuencias obtenidas no corresponde a genes previamente
identificados [18], lo que dificulta la asignacion de funcion, es decir ain nos encontramos generando o
descubriendo secuencias que no sabemos qué codifica. Sera interesante indagar la funcionalidad de estas
moléculas.

Otra estrategia de analisis del ADN metagenomico es el disefio de oligonucle6tidos degenerados
(Figura 1d), estos se crean mediante programas bioinformaticos, como primers4clades [19], a partir de
grupos de secuencias previamente alineadas del gen de interés, sin embargo hay varios inconvenientes.
El primero y méas importante, es el sesgo y la limitacion de la informacién, ya que el disefio de los
oligonucledtidos dependera sélo de las secuencias reportadas en las bases de datos, por lo que sera
dificil encontrar secuencias nuevas. Otra desventaja es que en el proceso de purificacion del ADN no se
eliminan por completo las sustancias inhibitorias que afectan la PCR, generando dificultades para
amplificar los genes de interés [20]. Finalmente, s6lo un fragmento del gen se logra clonar debido a que
los programas que crean los oligonucleétidos, sean degenerados o no, arrojan los mejores modelos con
base en contenido de GC, Tm, longitud, etc., y muchas veces estas caracteristicas no se cumplen para
que los oligonucle6tidos se anclen exactamente al inicio y al final del gen, por lo que después hay que
buscar el resto del gen por medio de disefio de nuevos oligonucle6tidos y amplificaciones sucesivas, lo
que puede tornarse complicado [21, 22, 23]. Sin embargo, este método tiene la ventaja de requerir
concentraciones bajas de ADN.

Finalmente, en el escrutino funcional, se debe elegir un sistema de clonacion y determinar el tamafio
de los insertos a clonar, los cuales dependeran de la integridad del ADN, el tamafio de los genes de
interés y la estrategia de escrutinio (Figura 1c, d y €). Los mas comunes son los plasmidos (15 kb), los
fagos (hasta 20 kb), los fosmidos y cosmidos (hasta 40 kb) y finalmente los Cromosomas Atrtificiales
Bacterianos (BACs) para fragmentos mayores [24]. Generalmente, para la busqueda de actividades
enzimaticas se utilizan librerias de insertos pequefios (4-12 kb) ya que un tamafio pequefio permite que
la mayoria de los genes sean influenciados por las sefiales de expresion del vector, por lo tanto tienen
buena posibilidad de ser expresados y detectados por escrutinio funcional [25]. En cambio para la
busqueda de “clusters” o vias metabdlicas completas, se requieren librerias con insertos de mayor
tamafo. Es importante colocar puntos de control durante la elaboracion de la libreria, para corroborar
una adecuada construccion. Una vez hecha la ligacion, y después de haber transformado bacterias
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competentes, es posible probar la funcionalidad de la libreria mediante expresion inducida de los genes
clonados. Esto se puede lograr mediante la deteccion fenotipica de la actividad deseada y/o por
complementacion heterdloga de mutantes o cepas hospederas [26]. Posteriormente, las clonas que
expresan la actividad deseada son caracterizadas bioquimicamente, secuenciadas y analizadas mediante
herramientas bioinforméticas (Figura 1c). Una de las principales desventajas de esta técnica es el
sistema de expresion, ya que muchas proteinas que requieran un plegamiento asistido o modificaciones
postraduccionales dificilmente expresaran su actividad. Ademas, en el escrutinio funcional se requiere
de un método robusto, reproducible y barato, ya que se requerira analizar millones de clonas. Asi
mismo, un reto de esta fase es el disefio cuidadoso del sistema de seleccion pues de ello dependera lo
novedoso de las secuencias que se aislen asi como las propiedades fisicoquimicas de las proteinas que se
detecten. Entre las ventajas que este método presenta es que no se requieren conocimientos previos de la
secuencia de los genes de interés, con ello hay mas posibilidades de obtener secuencias novedosas [27,
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Fig. 1.Estrategias para el estudio metagenémico de muestras ambientales.
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Actualmente los estudios metagenomicos son muy ambiciosos y suelen utilizar varios métodos de
andlisis con la finalidad de tener un panorama mas completo y entender fenémenos que van desde los
procesos biogeoquimicos en ambientes extremos, hasta el cambio del microbioma del cuerpo humano
por enfermedades cronicas como la diabetes. Hoy en dia los esfuerzos por lograr establecer los
protocolos adecuados para la realizacion de estudios metagenémicos no cesan, sin embargo mientras eso
sucede, el investigador decidird qué estrategia seguir, todo con la finalidad de entender con mayor
claridad y profundidad lo que ocurre en una comunidad microbiana.

I11. DESCUBRIMIENTO DE NUEVAS ENZIMAS MEDIANTE METAGENOMICA

El suelo (sobre todo el rizosférico), ha sido uno de los microambientes predilectos para realizar
estudios metagenomicos debido a su alta diversidad [29, 30]. No obstante, se han realizado estudios en
otros nichos ecoldgicos como superficies de sedimentos contaminados [31], agua de rios [32, 33], hielo
glaciar [13], suelo antartico [34] y rumen de bovinos [35], entre muchos otros. Algunos ejemplos de
nuevos biocatalizadores con capacidades enzimaticas diferentes a las reportadas son las lipasas con
aminoacidos cataliticos distintos a los comunes en este tipo de enzimas o enzimas con actividad a
temperaturas cercanas a la congelacion; o una glucosidasa que no es inhibida ni por agentes quelantes ni
por glucosa e incluso la actividad es incrementada a altas concentraciones de glucosa [36, 37].
Recientemente se reportd una esterasa (obtenida de metacultivos de naftaleno) [38] altamente
promiscua, capaz de hidrolizar a 44 ésteres con diferente estructura y niveles de enantioselectividad
[39]. Por otro lado, en suelo agricola se identificaron dos a-glucosidasas que no son inhibidas por
producto, incluso su actividad se incrementa a altas concentraciones de glucosa; ademas de ser estables a
surfactantes como SDS y triton [40].

En la actualidad se exploran ambientes extremos (medios hipersalinos, aguas termales, medios
acidos, drenajes de minas, hielo glaciar, etc.) utilizando herramientas metagenomicas con el fin de
identificar enzimas de utilidad industrial activas bajo esas condiciones. Los ambientes extremos de
temperatura (alta o baja) son los preferidos para este tipo de estudios. Recientemente, dos genes nuevos
con actividad lipolitica y estabilidad en detergentes y sales se aislaron de una poza térmica en la
peninsula de Kamchatka (Siberia, Rusia) [41]. Incluso se han identificado enzimas lipoliticas que
presentan tanto actividad esterasa como actividad lipasa [42]. Otro caso interesante es el de una lipasa
termolabil identificada en aguas termales de la India, cuya termoestabilidad fue mejorada por ingenieria
de proteinas, aumentando su estabilidad 144 veces a 60°C [43], este es un ejemplo donde la evolucién
dirigida (in vitro) en conjunto con la metagenémica puede mejorar las capacidades cataliticas de una
enzima.

En el caso de estudios metagendmicos en ambientes extremos con temperaturas bajas, se destaca la
construccion de la primera libreria metagendémica de suelo de la Antartica donde se descubrié una
esterasa con intervalo de actividad a temperatura muy amplia y con bajo porcentaje de identidad
aminoacidica con las esterasas ya reportadas [34]. A pesar de la aparente hostilidad ambiental de la
Antértica, se reportd una amplia diversidad filogenética [44]. La presencia de nuevas y diversas taxas
sugiere la potencialidad de esta zona como fuente de material genético para encontrar enzimas
industriales activas a temperaturas bajas [45]. Otro caso exitoso fue la construccion de una libreria
metagenomica a partir de hielo glacial, de la cual se lograron recuperar nueve ADN polimerasas tipo I,
las cuales mostraron poca identidad a las ya reportadas [13]. Aln son pocos los casos de construccion de
librerias de ambientes con condiciones extremas en comparacion con los de ambientes con condiciones
moderadas.

En la tabla | se muestran las enzimas recuperadas mediante metagendmica en los afios 2013 y 2014,
se puede observar que el suelo, es la muestra ambiental méas estudiada (69%). El suelo es uno de los
compartimentos ecologicos de mayor diversidad genética microbiana [46], debido a la riqueza de
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texturas y estructuras, determinadas principalmente por el contenido de arena, limo, arcilla, materia
orgénica, contenido de agua, y pH [47]. Tan solo, un solo gramo puede contener méas de 4000 especies
diferentes de microorganismos [48], principalmente procariotas, que a su vez poseen miles de enzimas
diferentes, constituyendo una reserva enorme de nuevas moléculas [47]. También se puede observar que
la clonacion en pldsmido y el escrutinio funcional son los métodos de andlisis méas frecuentes para la
recuperacion de enzimas. Las enzimas que cominmente se obtienen de metagenomas de suelos son
lipasas, esterasas y a-glucosidasas, éstas pueden hidrolizar enlaces C-C y C-O; desde una perspectiva
ecoldgica, pueden contribuir al ciclo del carbono y posiblemente por ello sus genes estan ampliamente
distribuidos en las comunidades microbianas [36].

La metagendmica es una herramienta poderosa para identificar enzimas con nuevas secuencias,
propiedades bioquimicas y cinéticas y proveer a la industria biocatalizadores que optimicen los
procesos. El descubrimiento de enzimas continua creciendo (Tabla 1), ahora el reto es la utilizacion de
éstas en procesos con impacto biotecnolégico.

IVV. ESTUDIOS DE ECOLOGIA MICROBIANA A TRAVES DE LA METAGENOMICA

La metagendmica se puede considerar como la técnica que define a la nueva microbiologia. Este
argumento se basa en que la metagenémica tiene una amplia incidencia en estudios ecoldgicos de
regiones poco comunes y/o de importancia ambiental como: aguas termales, regiones salinas, mar
Mediterraneo, regiones articas, compostas, suelos contaminados, regiones oligotréficas, etc.

Un ejemplo es el estudio de diversidad microbiana realizado en Cuatro Ciénegas, Coahuila, México
(CC). CC es un conjunto de 300 pozas de agua salada en el desierto de Chihuahua, muchas de ellas
termales (30-40°C) y algunas ricas en sales pero pobres en nutrientes (oligotréfico) con condiciones
ambientales semejantes a la tierra primitiva y a otros planetas como Marte [69, 70, 71]. Mediante el uso
de metagendmica se descubrié que la diversidad acuética encontrada en CC es sorprendentemente
comparable con la localizada en comunidades rizosféricas, las cuales son de las més diversas del planeta
[72]. Se destacan las comunidades formadoras de estromatolitos (cianobacterias), que fueron las
productoras de oxigeno masivo en la tierra primitiva y por lo tanto generadoras de la atmosfera oxidante,
y hoy en CC como hace 500 millones de afios, son la base de la cadena trofica [70, 71]. Se encontraron
38 filotipos encontrados son divergentes y de filiacion marina, en su mayoria de origen bacteriano, aun
cuando CC es un ambiente oligotréfico [70]. Por medio de metagendmica comparativa se estudié la
poblacion de dos comunidades de tapetes microbianos acuaticos (rojos y verdes) con nutrientes
limitantes distintos en CC. Se encontrd que a pesar de que el medio es pobre en distintos nutrientes, los
complejos microbianos utilizan distintas estrategias de sobrevivencia [73]. Otro de los resultados
trascendentes de este megaproyecto es la secuenciacion del genoma de Bacillus coahuilensis, una
bacteria aislada de CC. Bacillus coahuilensis que tiene el genoma mas pequefio para los Bacillus
secuenciados actualmente (3.35 Mb). Se propone que el genoma de B. coahuilensis refleja la adaptacion
de una bacteria marina ancestral a un ambiente nuevo a través de la transferencia horizontal de genes.
Por ejemplo, B. coahuilensis tiene genes relacionados con la optimizacion de uso del fosforo, ya que
produce sulfolipidos en lugar de fosfolipidos de membrana [74].

Las regiones frias del planeta como el Polo Norte, la Antartica, los Andes, regiones congeladas de
paises nordicos entre otros han sido de interés para estudiar la diversidad y la dindmica microbiana
debido a que son sitios interesantes desde distintos puntos de vista: estructura de proteinas, mecanismos
de supervivencia, aplicaciones industriales y astrobioldgico (astrobiologia: disciplina cientifica que
estudia el origen de la vida en el universo).
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Tabla I. Enzimas recuperadas mediante metagenémica en los afios 2013 y 2014,

Cadigo . L Método metagenémico de
(actividad anzimatica) Muestra ambiental y localizacién analisis
JMB19063 Composta adaptada de pasto varilla Secuenciacién al azar de libreria
(B-glucosidasa) [49] (switchgrass) de 31 dias de de plasmidos

fermentacién, California, E.U

LAE1L, LEA2, LEE3, LAE4, LEAS,

Sedimento, Lago Arreo, Espafia

Escrutinio funcional de libreria

LAES6, LAE7 (lipasas) [36] de fésmidos
11, 21, 31, 41, 61, 71 y 9l Suelo agricola contaminado con Escrutinio funcional de libreria

(catecol 2,3-dioxigenasas) [50] petrdleo, Ilhéus, Brasil de fésmidos
Tan410 Suelo sembrado con algodén, Escrutinio funcional de libreria

(feruloil esterasa) [51] Nanchang, China de plasmidos
Pbgl25-217 Sedimento de aguas residuales de un Escrutinio funcional de libreria

(6-fosfo-B-glucosidasa) [52] planta de celulosa, Shandong, China de plasmidos
GtfC Heces de elefante, Hamburgo, Escrutinio funcional de libreria

(Enzima modificadora de flavonoides) Alemania de fésmidos

[53]

Mxyl Composta, New Delhi, India Escrutinio funcional de libreria

(Xilanasa) [54] de plasmidos
MHIlip Suelo, Antartica Escrutinio funcional de libreria

(Esterasa) [55] de plasmidos
SBcas3.3 Suelo de bosque, Gembloux, Bélgica Escrutinio funcional de libreria

(serin proteasa) [56] de plasmidos
SCXyl Suelo sembrado con cafia de azucar, Escrutinio funcional de libreria

(endoxilanasa) [57] Sao Carlos, Brasil de plasmidos

CelEx-SF301, CelEx-SF309, CelEx-
BR12, CelEx-BR15
(exocelulasas) [58]

Suelo sembrado con papas dulces y
rumen, Jeonbuk, Korea

Escrutinio de libreria de
féosmidos mediante un sistema
robético de deteccidon de alto

rendimiento
TreS Suelo, Lop Nur, China Escrutinio funcional de libreria
(Trealosa sintetasa) [59] de plasmidos
ArmEst Suelo, zonas suburbanas y y rurales de PCR gen-especifico de
(Subfamilia de esterasas) [60] China metagenoma (MGS-PCR)
LipHim1 Suelo, Mahabubnagar, India Escrutinio funcional de libreria
(Lipasa) [61] de plasmidos
AS-Esc6 y AS-Esc10 Suelo sembrado con trigo, Gembloux, | Escrutinio funcional de libreria
(B-glucosidasas) [40] Bélgica de plasmidos
ATII-LCL Agua, Mar rojo Escrutinio funcional de libreria
(mercurio reductasa) [62] de plasmidos
MgCel44 Suelo de manglar, Hainan, China Escrutinio funcional de libreria
(endoglucanasa) [63] de plasmidos

Enzimas antibacteriales
(Peptidasas, lipasas y enzimas
glucoliticas) [64]

Suelo, Arizona, E.U

Escrutinio de libreria de
cosmidos con pruebas de
deteccion basados en el fenotipo

Glyt110 Suelo, Cuenca Turpan, China Escrutinio funcional de libreria
(B-glucosidasa) [65] de plasmidos
RB4 Suelo de bosque, Ghats, India Escrutinio funcional de libreria
(Pectinasa) [66] de plasmidos
AmBGL17 y AmBGL18 Suelo, Amazonia, Brasil Escrutinio funcional de libreria
(B-glucosidasas) [67] de plasmidos
Chi18H8 Suelo sembrado con col, Uppsala, Escrutinio funcional de libreria
(Quitinasa) [68] Sweden de plasmidos
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De los analisis metagendmicos y metatranscriptomicos (metatranscriptomica: estudio del ARN de
una comunidad ambiental) en ambientes hipersalinos de la Antartica se han identificado genes que no
corresponden a taxas conocidas de ambientes frios y que podrian ser nuevos representantes de estas
taxas capaces de sobrevivir en crioambientes halofilicos. En el mismo estudio se identificaron
numerosos genes relacionados con el estrés oxidativo y osmético cuya importancia reside en la
eliminacion de oxigeno disuelto, ya que a bajas temperaturas la solubilidad del oxigeno aumenta,
incrementando las reacciones de Oxido-reduccion que provocan dafio celular [14]. En cuanto a las
especies localizadas en estos ambientes, se han identificado bacterias de los grupos: Proteobacteria,
Cyanobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria, siendo los dos primeros los dominantes en distintas
zonas frias. Mientras que los grupos de Arqueas estan poco representados (menos del 2%) [14, 15]. En
estos estudios también se logrd reconstruir las vias metabdlicas responsables de los procesos
biogeoquimicos como nitrificacién/desnitrificacion/amonificacion y reduccion del sulfuro a partir de
organismos relacionados con estos ciclos [14].

Asi mismo, mediante metagendomica comparativa entre ambientes mesofilos y psicrofilos se han
observado diversas estrategias que los microorganismos utilizan para sobrevivir a bajas temperaturas.
Por ejemplo, los microorganismos psicrofilos producen metabolitos con actividad crioprotectora
(glicina, betaina, glicerol, etc), para disminuir el punto de congelamiento del citoplasma y estabilizar a
las proteinas presentes. En ese sentido, también generan proteinas con afinidad al hielo (IBPs, por sus
siglas en inglés) las cuales evitan el crecimiento de cristales y asi se evita el deterioro de proteinas y
estructuras celulares. También, incluyen en sus membranas &cidos grasos insaturados con la finalidad de
mantener fluida la membrana. En esas condiciones condiciones donde disminuye rapidamente la
temperatura, se encontré que numerosos genes llamados “cold-shock response” se activan para regular
el metabolismo a diferentes niveles, desde la proteccion del ADN, hasta la induccion de vias
metabolicas relacionadas con la sintesis de crioprotectores [15, 75].

Las enzimas de organismos psicréfilos comparadas con sus homologas provenientes de organismos
mesofilos muestran baja estabilidad térmica y alta eficiencia catalitica [15]. Lo anterior tiene
implicaciones cinéticas y de afinidad que la naturaleza ha resuelto incrementando la kcat y
disminuyendo la Km. Estos cambios cinéticos son atribuibles a una baja estabilidad conformacional (las
estructuras son mas flexibles), tienen sitios activos mas disponibles y por lo tanto el sitio catalitico
complementa mejor con el sustrato lo que se ve reflejado en la disminucion del costo energético de
activacion y por lo tanto en el aumento de la velocidad de reaccion [76]. Estos estudios proveen
evidencia de cdmo los microorganismos son exitosos en ambientes extremos de nuestro planeta y
plantear hipétesis de como podrian sobrevivir en otros sistemas exoplanetarios donde se ha encontrado
agua, como Marte y las lunas Europa y Encelado [14].

V. UNA NUEVA MIRADA A LOS RECOVECOS DE LAS CAVIDADES HUMANAS A TRAVES DE
LA METAGENOMICA

El ser humano cohabita con microorganismos presentes en las superficies y cavidades del cuerpo. En
2007 se inici6 el Programa del Metagenoma Humano (PHM) con el objetivo de construir un mapa
genético de los microorganismos que coexisten en diferentes tejidos [77]. Uno de los érganos mas
diversos es el intestino, por lo que ha sido estudiado de manera particular a través del proyecto MetaHit.
El objetivo es entender la dinamica de las poblaciones microbianas en diferentes estados de desarrollo
del ser humano, asi como su comportamiento en enfermedades cronicas como la diabetes, la enfermedad
de Crohn y el sindrome del colon irritado, entre otras.

Se estima que las células microbianas en el cuerpo humano ascienden a 100 trillones de células, 10
veces mas que el numero de células humanas, por lo que se sugiere que los microorganismos codifican
100 veces mas genes unicos que nuestro genoma [78, 79]. Asi, se puede considerar al microbioma
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(genoma colectivo de microorganismos que residen en un nicho) como otro érgano, un segundo genoma
e incluso investigadores colocan al humano como un “supraorganismo”, donde el metabolismo global
representa una mezcla de los atributos microbianos y humanos [78].

El microbioma intestinal esta colonizado por cerca de 1500 diferentes especies bacterianas, muchas
desconocidas hasta ahora, las cuales son las responsables de la sintesis de vitaminas como biotina,
filoquinona (vitamina K1), degradacion de ciertos compuestos xenobioticos, y desempefiar un papel
relevante en las funciones inmunitarias. Se ha demostrado que existen diferencias significativas en la
composicion del microbioma entre personas obesas o que sufren de enfermedades inflamatorias
intestinales e individuos sanos, de lo que se deduce, que los desequilibrios del microbioma digestivo
pueden facilitar la aparicion de enfermedades [79]. El suministro prolongado de antibidticos orales
también merma la poblacién microbiana afectando la diversidad y la cantidad, como consecuencia
disminuye la produccién de metabolitos benéficos para el huésped como acetato, propionato y butirato
los cuales son Utiles para diferentes érganos como el corazdn, higado, masculo, cerebro y eritrocitos
[80].

El andlisis del microbioma por metagenémica llevé a agrupar las comunidades bacterianas en tres
enterotipos (término recién acufiado que relaciona bacterias con rutas metabdlicas en comun):
Bacteroides, Prevotella y Ruminococcus. Los enterotipos no son dependientes ni de la edad, ni del sexo
o condicidn social. El primer enterotipo se caracteriza por ser rico en Bacteroides y Parabacteroides,
obtiene su energia principalmente de la fermentacion de carbohidratos y proteinas, por lo tanto, la
glucdlisis y la via de las pentosas son las rutas metabolicas predominantes. El segundo enterotipo se
caracteriza por ser rico en Prevotella y Desulfobivrio, degradan sinérgicamente la mucina, la cual es la
glicoproteina preponderante de la capa mucosa intestinal. En el tercer enterotipo dominan los géneros
Ruminococcus y Akkermansia, este grupo también es especialista en degradar mucina, ademas es rico
en transportadores de membrana, principalmente de azUcares, asi que la forma de producir energia es
mediante la hidrolisis de la mucosa y su rapida absorcion [81].

VI. LA METAGENOMICA Y OTRAS OMICAS

Como hemos descrito a lo largo de texto, los alcances de la metagendmica son diversos y permiten
analizar estructuralmente una comunidad, describir nuevas taxas relacionados con organismos no-
cultivables, elucidar cuales especies estan relacionadas con ciclos biogeoquimicos, hacer analisis
funcionales que abarcan el estudio de rutas metabolicas, sintesis de nuevos antibi6ticos y enzimas
hidroliticas. Sin embargo, la metagenémica también cuenta con herramientas adicionales de apoyo para
evaluar una perturbacion, tales como la metatranscriptomica, la metaproteémica y la metabolémica.

La metatranscriptomica determina cuales genes se estan transcribiendo en una determinada condicion
y asi podemos tener un panorama de un fendmeno en otro de los pasos de la transmision de la
informacion genética. Los resultados obtenidos en diversos estudios donde se ha utilizado tanto
metagenomica y metatranscriptomica indican que las comunidades bacterianas se activan de acuerdo a
una condicion en particular. Cabe sefialar que los estudios no deben ser excluyentes sino incluyentes, ya
que nos proporcionan informacion complementaria. Esto tiene implicaciones sobre todo en estudios
ecoldgicos, ayudando a entender la dindmica espacial y temporal de una comunidad o bien de genes
determinados [82]. En ese sentido en ecosistemas de suelos, agua dulce y de mar han encontrado que los
genes relacionados con la sintesis de ARN, proteinas, plegamiento de proteinas y reparacion de ADN
son los mas abundantes, sugiriendo la importancia de esta clase de genes [83].

Otra forma de relacionar la diversidad genomica con la funcional es a través de la metaprotedmica,
que es el estudio de las proteinas de una muestra ambiental. La metaprotedmica permite investigar qué
proteinas se estan expresando en una comunidad en un tiempo seleccionado. Debido a la complejidad de
extraccion, separacion y purificacion de proteinas, la metaprotedmica se ha utilizado poco en el anélisis
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de comunidades microbianas, a diferencia de la metagenémica y la metatranscriptomica [82]. No
obstante lo anterior, hay estudios de ecologia y dindmica de poblaciones donde se ha utilizado la
metaprotedmica y se han identificado a las proteinas méas abundantes, por ejemplo las relacionadas con
el metabolismo energético o con mantenimiento celular y dificilmente se han detectado enzimas
asociadas con procesos biogeoquimicos especificos [23]. Sin embargo, la metaprotedmica tiene gran
potencial de desarrollo en el descubrimiento de rutas metabdlicas para la sintesis de productos naturales
con interés famacoldgico e industrial, donde el marcaje de proteinas blanco en conjunto con
espectrofotometria de masas bidimensional y cromatografia liquida ayudan a la recuperacién del
metaproteoma [28].

VII. CONCLUSIONES

La metagendmica brinda la oportunidad de aislar nuevas secuencias de ADN que codifican para
enzimas y proteinas Utiles como farmacos o que participen en vias metabolicas. En conjunto con la
tecnologia del ADN recombinante y las diversas metodologias de evolucion molecular in vitro
permitirdn obtener biomoléculas con propiedades fisicoquimicas adecuadas para las mas demandantes
aplicaciones industriales. A nivel ecoldgico, la metagendmica busca ser capaz de estudiar con mayor
profundidad a las comunidades microbianas, tanto su estructura como diversidad y entender la sinergia
entre las especies, su relacion con los ciclos biogeoquimicos. En el caso particular de estudios de suelos,
tiene el proposito de comprender mejor los sitios ecoldgicos de relevancia biolégica y biotecnologica.
Del mismo modo, los datos generados por secuenciacion han permitido encontrar organismos no
reportados con anterioridad, como es el caso de Bacillus coahuilensis, lo cual es un ejemplo de que a
través de la metagendmica se ampliara y modificara el conocimiento que tenemos del arbol de la vida.

La metagendmica nos ayuda a entender la dinamica de las poblaciones microbianas no solo de nichos
ambientales sino de nuestro propio cuerpo en diferentes estados fisiologicos y de desarrollo que nos
Ilevan a la formulacién de preguntas: ¢quién esta ahi? ;qué esta haciendo ahi? ;como lo esta haciendo?.
Por otro lado, la metagendmica en conjunto con otras técnicas 6micas como la metatranscriptémica y
metaprotedmica, buscan entender desde un punto de vista holistico el metabolismo en una poblacion. El
conocimiento generado por estas técnicas tendra implicaciones no solo en la comprension de los
ecosistemas, también en la generacion de metabolitos de interés biotecnoldgico. Sin embargo, como
toda herramienta, la metagendmica tiene sus bemoles, en este caso, la utilizacion de técnicas novedosas
de secuenciacion genera mucha informacién que ain no ha podido ser clasificada o que no ha sido
anotada correctamente. También es necesario que los estudios ecoldgicos de una muestra ambiental
vayan acomparfiados de estudios metatranscriptomicos, con la finalidad de conocer las vias metabolicas
de la comunidad y se puedan proponer a posteriori medios de cultivos con los requerimientos
nutricionales necesarios con la finalidad de incrementar el cultivo de nuevos microorganismos.
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