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RESUMEN

La ingenieria genética representa uno de los mayores avances en la
degradacion de los contaminantes, su aplicacion en la biorremediacién ha
conllevado una mejora en la eficacia de la restauracion de los ambientes
contaminados con diferentes tipos de contaminantes.

En esta revisibn se estudia el papel que presentan los organismos
modificados genéticamente (OMG) en la mitigacion de los contaminantes, asi
como la reduccion de los efectos que causan los contaminantes al medio

ambiente.

ABSTRACT

Genetic engineering represents one of the greatest advances in the
degradation of pollutants, its application in bioremediation has led to an
improvement in the effectiveness of the restoration of environments
contaminated with different types of pollutants.

This review studies the role of genetically modified organisms (GMOS) in
the mitigation of pollutants, as well as the reduction of the effects that pollutants

on the environment.



1. INTRODUCCION.

La rapida industrializacion, el aumento de las actividades antropogénicas,
las précticas agricolas modernas y los métodos defectuosos de eliminacion de
residuos han aumentado las concentraciones de contaminantes elementales en
el medio ambiente.

El reconocimiento de los peligros ecoldgicos y para la salud humana ha
llevado al desarrollo de varias tecnologias para su remediacion (Eapen y Souza,
2004). Sin embargo, debido al coste prohibitivo de algunas de estas tecnologias,
la atencibon se ha desviado hacia el desarrollo de tecnologias
alternativas/complementarias como la biorremediacién (Schneegurt, 2001).

Desde la identificacion del ADN como unidad de la herencia y la base del
dogma central de la biologia molecular (Crick, 1970) de que el ADN produce ARN
y el ARN produce proteinas, los cientificos han realizado experimentos y
métodos para comprender como el ADN controla la herencia. Con el
descubrimiento de herramientas de biologia molecular como las enzimas de
restriccién, la secuenciacion del ADN y la clonacion del ADN, los cientificos se
dedicaron rapidamente a realizar experimentos para modificar el ADN

cromosomico en células y animales (Lanigan et al., 2020).

2. INGENIERIA GENETICA.

La ingeniera genética es el uso de tecnologia de biologia molecular para
modificar la/s secuencia/s de ADN en genomas. Aqui describimos los principios
de la ingenieria genética, con el foco puesto sobre las metodologias de principal

aplicacion en la biorremediacion.

2.1.Técnicas de modificacion genética.

La biotecnologia se utiliza comunmente para referirse a los nuevos
métodos de ingenieria genética de organismos mediando el uso de ADN
recombinante o ADNr (rDNA su acrénimo en inglés es Recombinant DNA). El
término OMG (GMO, es el acronimo en inglés de Genetically Modified organism)
se usa para referirse a un organismo modificado genéticamente, que ha sido
disefiado utilizando ADNr. El término OVM (LMO, es el acronimo en inglés de

Living Modified Organism), organismo vivo modificado, se refiere a un organismo



modificado genéticamente (GE es el acronimo en inglés de Genetically
Engineered) que esta vivo, como una fruta fresca, vegetales o una semilla que
ha sido creada utilizando ADNr (Lemaux, 2008).

Hay muchos tipos de modificaciones genéticas que pueden realizarse en
el genoma. La capacidad de apuntar especificamente a la ubicacion del genoma
ha ampliado nuestra capacidad para realizar cambios, incluyen “knockouts”
(deleciones de secuencias de ADN), “knockins” (inserciones de secuencias de
ADN) y reemplazos (sustitucibn de secuencias de ADN por secuencias
exogenas). Las deleciones cortas en el genoma se pueden utilizar para eliminar
elementos reguladores que anulen la expresion génica (Allan et al., 2019), activar
la expresion génica (Min et al., 2019) o cambiar la estructura/funcion de las
proteinas mediante el cambio de las secuencias de codificacion (Xiong et al.,
2018).

La insercion de nueva informacion gendmica se puede utilizar para
introducir diversos elementos genéticos. Al igual que las deleciones gendmicas
pueden utilizarse para cambiar la funcién del gen, los “knockins” pueden usarse
para bloquear la funcion de los genes insertando genes reporteros fluorescentes,
de tal manera que eliminen el gen en el punto de insercidon (Mizuhashi et al.,
2018; van Hummel et al., 2016). También es posible introducir genes reporteros
de proteinas fluorescentes sin anular el gen objetivo (Gu et al., 2018; Yang et al.,
2013). Al igual que las proteinas fluorescentes pueden utilizarse para etiquetar
proteinas y células, las etiquetas epitopicas cortas pueden utilizarse para
etiquetar proteinas para su deteccion con anticuerpos (Yang et al., 2013; Su et
al., 2017).

El reemplazo de secuencias de ADN en el genoma puede utilizarse para
lograr dos propdsitos al mismo tiempo, el bloqueo de la funcion de un gen y
activar la funcion de un nuevo gen como el lacZ reportero (Lai et al., 2015).

Las sustituciones de secuencias de gran tamafio son posibles con la
tecnologia de células madre embrionarias (ES, es el acronimo en inglés de
Embryonic Stem) de raton, como el reemplazo del locus de inmunoglobulina de
ratbn por el locus de inmunoglobulina humana para producir un ratdn
"humanizado" (Macdonal et al., 2014). Ademas, los reemplazos muy pequefios

de nucledtidos individuales pueden utilizarse para modelar mutaciones puntuales



gue se sospecha que causan enfermedades humanas (Cui et al., 2000; de Ligt
et al., 2013; Lubeck et al., 2014).

Un tipo especial de reemplazo de secuencia de ADN es el alelo
condicional. Los alelos condicionales permiten la expresion normal del gen hasta
que la Cre recombinasa, especifica del sitio, elimina un exon critico flanqueado
por loxP (locus de recombinacion) para producir un exén "floxado" (flanqueado
por loxP). Por lo tanto, la delecion del exdn critico provoca la aparicion de un
codon de terminacion prematuro en la transcripcion del ARNm, desencadenando
su descomposicién y su incapacidad para producir una proteina (Skarnes et al.,
2011; Popp et al., 2016).

Otras recombinasas especificas del sitio, como la FLP, la Dre y la Vika,
que funcionan segun el mismo principio también se han aplicado a modelos de
raton (Anastassiadis et al., 2009; Karimova et al., 2018; Raymond et al., 2007).
Los knockins de recombinasa pueden disefiarse para anular el gen endégeno o
preservar su funcion (Cacioppo et al., 2016; Pettibone et al., 2019). Una variacion
del alelo condicional es el alelo inducible, que permanece en silencio hasta que
Su expresion es activada por Cre recombinasa (Raymond et al., 2007).

2.2. Ingenieria genética con CRISPR/Cas 9.

La edicion del genoma con nucleasas especificas del sitio permite llevar
a cabo experimentos de genética inversa, ingenieria del genoma e integracion
de transgenes dirigidos de manera eficiente y precisa. Consiste en la
introduccién de roturas de doble hebra en el ADN (DSBs, es el acrénimo en
ingles de Double-Strand Breaks) mediante una nucleasa de ingenieria, que
estimula los mecanismos de reparacion del ADN celular (Bortesi y Fischer,
2014).

Hasta 2013, las herramientas de edicién del genoma dominantes eran las
nucleasas de dedos de zinc (ZFNs, es el acronimo en inglés de Zinc Finger
Nucleases) (Kim et al., 1996) y las nucleasas efectoras de tipo activador de la
transcripcion (TALENS, es el acronimo en inglés de Transcription Activator-Like
Effector Nucleasas) (Christian et al., 2010). Ambas son proteinas de fusion
artificiales que comprenden un dominio de union al ADN fusionado con el

dominio de la nucleasa inespecifica de la enzima de restriccion Fokl. Se han



utilizado con éxito en muchos organismos, incluidas las plantas (revisado en
Jankele y Svoboda, 2014; Palpant y Dudzinski, 2013).

El sistema mas utilizado actualmente es el sistema de repeticion
palindrobmica corta agrupada regularmente interespaciada (CRISPR)/Cas9
(asociado a CRISPR) en clusteres de tipo Il de Streptococcus pyogenes
(CRISPR, es el acrénimo en inglés de Clustered Regularly Intersppaced Short
Palindromic Repeat) (Jinek et al., 2012).

El sistema CRISPR/Cas forma parte del sistema inmunolégico adaptativo
de bacterias y arqueas, protegiéndolas contra los &cidos nucleicos invasores
como los virus, al escindir el ADN extrafio de manera dependiente de la
secuencia. La inmunidad se adquiere mediante la integracion de fragmentos
cortos del ADN invasor conocidos como espaciadores entre dos repeticiones
adyacentes en el extremo proximal de un locus CRISPR. Las matrices CRISPR,
incluidos los espaciadores, se transcriben durante encuentros posteriores con
ADN invasor y se procesan en pequefios ARN CRISPR (crRNA, es el acrénimo
eninglés de CRISPR RNA), que se combinan con el ARN CRISPR transactivante
(tracrRNA, es el acronimo en inglés de Transactivating CRISPR RNA) para
activar y guiar la nucleasa Cas9 (Barrangou et al., 2007). Esto escinde
secuencias homologas de ADN de doble hebra conocidas como
protoespaciadores en el ADN invasor (Barrangou et al., 2007).

Un requisito previo para la escision es la presencia de un motivo
adyacente al protoespaciador (PAM, es el acrénimo en inglés de Protospacer-
adjacent Motif) posterior del ADN diana, que normalmente tiene la secuencia 5'-
NGG -3' (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012) pero menos frecuentemente
NAG (Hsu et al.,, 2013). La especificidad viene dada por la denominada
“secuencia semilla”, aproximadamente 12 bases antes de la PAM, que debe
coincidir entre el ARN y el ADN diana (Fig. 2.1).
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Figura 2.1. Escisién de ADN guiado por ARN mediante Cas9. (a) En el sistema nativo,
la proteina Cas9 (azul claro) esté guiada por una estructura formada por un ARN CRISPR
(crRNA, en negro), que contiene un segmento de 20 nucleétidos (nt) que determina la
especificidad del objetivo, y un ARN CRISPR trans-activador (tracrRNA, en rojo), que estabiliza
la estructura y activa a Cas9 para que corte el ADN objetivo (protoespaciador). La presencia de
un motivo adyacente al protoespaciador (PAM, en amarillo), es decir, una secuencia NGG (o
menos frecuentemente NAG) posterior del ADN diana. Entre los 20 nt del ARN que determinan
la especificidad del objetivo, la denominada secuencia semilla de aproximadamente 12 nt (en
naranja) posterior del PAM se considera especialmente importante para el emparejamiento
entre el ARN y el ADN diana. (b) Cas9 puede reprogramarse para escindir el ADN mediante
una unica molécula de ARN guia (QRNA, en verde), una quimera generada por la fusién del
extremo 3 ' del crRNA con el extremo 5' del tracrRNA (Bortesi y Fischer, 2014).

2.3.Sistemas basados en Agrobacterium.

La especie bacteriana gramnegativa fitopatbgena Agrobacterium
tumefaciens es un agente causante de la enfermedad de la agalla en la corona
de las plantas, que va acompafiada de la formacion de tumores en las raices de
las plantas (Krenek et al., 2015). Agrobacterium emplea una estrategia de
virulencia Unica para inducir tumores; entrega la molécula de ADN virulento (ADN
transferido o ADN-T) a las células vegetales donde finalmente se integra en el
genoma del huésped (Chilton et al., 1977).

La capacidad de Agrobacterium para integrar su propio ADN en el genoma

del huésped esta determinada predominantemente por un plasmido Ti (inductor
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de tumores) (Gelvin, 2003). Dos regiones distintas albergadas por el plasmido
Ti, designadas como region ADN-T y regidn vir, son esenciales para la induccion
de tumores. Estas regiones contienen genes que codifican para las proteinas
involucradas en la biosintesis de las hormonas de tipo vegetal y de la opina
(Zupan et al., 2000).

En las plantas transformadas, la expresion de los genes de ADN-T induce
un desequilibrio hormonal que conduce a la hiperproliferacion celular y a la
produccién de opina. Las opinas son la Unica fuente de nitrdgeno y energia de
la Agrobacterium, lo que proporciona una ventaja selectiva sobre los parasitos
competidores (Chumakov, 2013). La region vir del plasmido Ti no se transfiere a
la célula huésped. Contiene siete loci (virA, virB, virC, virD, virE, virD y virG) que
codifican la mayoria de las proteinas de virulencia (proteinas vir) necesarias para
el transporte del ADN-T y la integracién en el genoma del huésped (Zupan y
Zambryski, 1995).

Inmediatamente después de su descubrimiento, la estrategia de virulencia
Unica de Agrobacterium atrajo la atencion de los biotecnélogos de plantas y
condujo a la adaptacidbn de Agrobacterium como una herramienta sin
precedentes para la transformacion genética de plantas. Esta adaptacion implico
el desarrollo de un sistema de vectores binarios que consiste en un plasmido Ti
desarmado y sin regién de ADN-T y un plasmido pequefio y facilmente manejable
al que se asigna la region de ADN-T desprovista de genes de Agrobacterium
(Gelvin, 2003). Dado que la regiéon del ADN-T se determina solo delimitando los
bordes izquierdo y derecho y no por ninguna otra secuencia de ADN, se puede
colocar practicamente cualquier tipo de ADN entre los bordes y utilizarlo para la
transformacion de la planta.

La transformacion estable de plantas mediada por Agrobacterium es
heredable en el caso de la transmisién de transgenes por la linea germinal, lo
gue proporciona una base para el desarrollo de plantas totalmente transgénicas,
en las que cada célula contiene una copia de ADN-T integrada en su genoma.
Ademas, las plantas transformadas de manera estable pueden utilizarse a lo
largo de muchas generaciones (Fagard y Vaucheret, 2000).

En las Ultimas décadas se ha dedicado un gran esfuerzo en el desarrollo
de protocolos de transformacion estable basados en Agrobacterium para

diversas especies vegetales, incluidos los cultivos. En consecuencia, la gran
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mayoria de los cultivos agricolas modificados genéticamente aprobados se han
desarrollado utilizando Agrobacterium (Hemmer, 2002). Los cultivos
transgénicos estan muy extendidos en EE.UU. y Asia, mientras que, en la Union
Europea, donde la normativa sobre los OMG es mas estricta, el maiz MON 810
es el unico cultivo transgénico aprobado para su comercializacion (Davinson,
2010; James, 2014). Un reciente y extenso analisis de metadatos global mostré
gue el uso de cultivos transgénicos redujo sustancialmente el uso de pesticidas
quimicos mientras aumentaba el rendimiento de los cultivos y las ganancias de

los agricultores (Klimpler y Qaim, 2014).

3. BIORREMEDIACION.

La biorremediacion es un proceso espontaneo o controlado en el que se
utilizan métodos biolégicos, principalmente microbioldgicos, para degradar o
transformar contaminantes en productos no toéxicos o menos, reduciendo la
contaminacion ambiental (Moreno et al., 2004).

En las ultimas dos décadas se han producido avances en las técnicas de
biorremediacion con el objetivo final de restaurar eficazmente los ambientes
contaminados con un enfoque ecolégico y a un coste muy bajo (Azubuike et al.,
2016). Los parametros para definir un sitio contaminado son: biodegradabilidad,
distribucién de contaminantes, grado de lixiviacion, reactividad quimica de los
contaminantes, tipo y propiedades del suelo, disponibilidad de oxigeno y
presencia de sustancias inhibidoras.

Los microorganismos autdctonos presentes en los ambientes
contaminados son la clave para resolver la mayoria de los problemas
relacionados con la biodegradaciéon y la biorremediacion de las sustancias
contaminantes (Verma y Jaiswal, 2016) siempre que las condiciones
ambientales sean adecuadas para su crecimiento y metabolismo.

La biorremediacion se puede definir también como un proceso que se
basa en mecanismos biolégicos para reducir (degradar, desintoxicar, mineralizar
o transformar) la concentracion de contaminantes a un estado inocuo. El proceso
de eliminacién de contaminantes depende principalmente de la naturaleza del

contaminante, que incluyen: agroquimicos, compuestos clorados, colorantes,
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gases de efecto invernadero, metales pesados, hidrocarburos, residuos
nucleares, plasticos y aguas residuales.

Segun se informa, teniendo en cuenta el lugar de aplicacion, las técnicas
de biorremediacién pueden clasificarse como: ex situ o in situ (Fig 3.1). La
naturaleza del contaminante, la profundidad y el grado de contaminacion, el tipo
de ambiente, la ubicacion, el coste y las politicas medioambientales son algunos
de los criterios de seleccion que se tienen en cuenta al elegir cualquier técnica
de biorremediacion (Frutos et al.,, 2012; Smith et al., 2015). Ademas de los
criterios de seleccion, los criterios de rendimiento (concentraciones de oxigeno
y nutrientes, temperatura, pH y otros factores abiéticos) que determinan el éxito
de los procesos de biorremediacion también se tienen en cuenta antes del

proyecto de biorremediacion.

— Biopilas

— Exsitu Hileras

| Biorreactor

Land Farming
Técnicas de —

biorremediacion . .
Biorremediacion

intrinseca ) ]
Bioslurping
— In situ —|: Bioventing
Biorremediacion . .
mejorada ——— Biosparging
L Fitorremediacion
Barrera reactiva

permeable

Figura 3.1. Técnicas de biorremediacion.

3.1.Técnicas de biorremediacion ex situ.

Estas técnicas implican la excavacion de los contaminantes de las zonas
contaminadas y su posterior transporte a otro lugar para su tratamiento. Las
técnicas de biorremediacion ex situ suelen considerarse en funcién del coste del
tratamiento, la profundidad de la contaminacion, el tipo de contaminante, el grado
de contaminacion, la ubicacion geografica y la geologia del lugar contaminado.

Una de las principales ventajas de las técnicas de biorremediacion ex situ

es que no requieren una amplia evaluacion preliminar del lugar contaminado
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antes de la remediacion; esto hace que la etapa preliminar sea corta, menos
laboriosa y menos costosa. En la mayoria de los casos, estas técnicas requieren
un gran espacio para su funcionamiento. En general, las técnicas de
biorremediacion ex situ tienden a ser mas rapidas, mas faciles de controlar y
pueden utilizarse para tratar una amplia gama de contaminantes (Prokop et al.,
2000).

3.1.1. Biopilas.

La biorremediacion mediada por biopilas implica el apilamiento en la
superficie de la tierra contaminada excavada, seguido de la enmienda de
nutrientes y, ocasionalmente, de la aireacion para potenciar la biorremediacion
aumentando la actividad microbiana (Fig 3.2). Los componentes de esta técnica
son: aireacion, irrigacion, sistemas de recogida de nutrientes y lixiviados y un
lecho de tratamiento.

El uso de esta técnica se esta considerando cada vez mas debido a sus
caracteristicas constructivas, incluyendo la rentabilidad, que permite una
biodegradacion efectiva a condicién de que los nutrientes, la temperatura y la
aireacion se controlen adecuadamente (Whelan et al., 2015). La aplicacion de
las biopilas en lugares contaminados puede ayudar a limitar la volatilizacién de
contaminantes de bajo peso molecular (LMW, es el acronimo en inglés de Low
Molecular Weight); también puede utilizarse eficazmente para remediar entornos
extremos contaminados, como en regiones muy frias (Dias et al., 2015; Gomez
y Sartaj, 2014; Whelan et al., 2015).

En relacion con esto, Gdmez y Sartaj (2014) estudiaron los efectos de
diferentes tasas de aplicacion (3 y 6 ml/m?® ) de consorcios microbianos y compost
maduro (5 y 10%) sobre la reduccion de hidrocarburos totales de petréleo (TPH,
es el acrénimo en inglés de Total Petroleum Hydrocarbon). Al final del periodo
de estudio (94 dias), se obtuvo una reduccion del 90,7% de TPH en las pilas
bioaumentadas y bioestimuladas, en comparacion, con las pilas de control con
un 48% de eliminacién promedio de TPH. El alto porcentaje de reduccion de TPH
se atribuyé a la interaccion sinérgica entre la bioaumentacion (introducir o
aumentar la poblacion microbiana con capacidad de degradacion) y la

bioestimulacion (afiadir nutrientes o sustratos a una muestra contaminada para
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estimular la actividad de los microbios autoctonos), demostrando asi la
flexibilidad de las biopilas para la biorremediacion.

Aungue los sistemas de biopila ahorran espacio, la ingenieria robusta, el
coste de mantenimiento y operacion, la falta de suministro de energia, son
algunas de las limitaciones de las biopilas. Adem4s, un calentamiento excesivo
del aire puede provocar la desecacion del suelo sometido a biorremediacion, lo
que provocara la inhibicibn de las actividades microbianas y promovera la

volatilizacion en lugar de la biodegradacion (Scanscartier et al., 2009).

Figura 3.2. Ejemplo de Biopila (Germaine et al., 2015).
3.1.2. Hileras.

Las hileras se basan en el volteo peridédico del suelo contaminado
apilado para mejorar la biorremediacion mediante el aumento de las
actividades de degradacion de las bacterias hidrocarbonoclasticas

autdctonas y/o transitorias presentes en el suelo contaminado.

El volteo periodico del suelo contaminado, junto con la adicion de
agua, produce un aumento de la aireacién, la distribucion uniforme de los
contaminantes, los nutrientes y las actividades de degradacién microbiana,
acelerando asi la tasa de biorremediacion, que puede llevarse a cabo
mediante la asimilacion, la biotransformacién y la mineralizacion (Barr, 2002).

No obstante, debido a los giros periddico asociados al tratamiento de
hileras, puede que no sea la mejor opcién a adoptar para remediar suelos
contaminados con volatiles toxicos. El uso del tratamiento en hileras se ha
visto implicado en la liberaciéon de CH, (gas de efecto invernadero) debido al
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desarrollo de una zona anaerébica dentro del suelo contaminado apilado, que

suele producirse tras la reduccion de la aireacion (Hobson et al., 2005).

3.1.3. Biorreactor.

El biorreactor, como su nombre indica, es un tanque en el que las materias
primas se convierten en productos especificos tras una serie de reacciones
bioldgicas. Las condiciones de un biorreactor apoyan el proceso natural de las
células imitando y manteniendo su entorno natural para proporcionar unas
condiciones de crecimiento Optimas. Las muestras contaminadas pueden
introducirse en un biorreactor como materia seca o como lodo (Fig 3.4).

El excelente control de los parametros del bioproceso (temperatura, pH,
tasas de agitacion y aireacion, concentraciones de sustrato e indculo) es una de
las principales ventajas de la biorremediacion basada en biorreactores.

Las aplicaciones de diferentes biorreactores para el proceso de
biorremediacién han dado lugar a la eliminacion de una amplia gama de
contaminantes (Tabla 3.1). La naturaleza flexible de los disefios de biorreactores
permite la maxima degradacion biolégica a la vez que minimiza las pérdidas
abidticas (Mohan et al., 2004).
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Figura 3.4. Ejemplo de un biorreactor (Gede et al., 2019).

I
Afluente que contiene contaminantes

El biorreactor es un sistema cerrado, por lo que los microorganismos
modificados genéticamente (GEM, es el acrénimo en inglés de Genetically
Engineered Microorganism) se pueden utilizar para la bioaumentacion, tras lo
cual el organismo (GEM) debe ser destruido antes de que los suelos tratados
sean devueltos al campo para su vertido. Este mantenimiento del GEM seguido
de su destruccion ayudard a garantizar que ningun gen extrafio se escape al
medio ambiente después de la biorremediacion.

La biorremediacién basada en biorreactores presenta varios motivos que
pueden reducir su eficiencia: 1) el volumen del suelo contaminado u otras
sustancias a tratar puede ser demasiado grande, requiriendo mas mano de obra,
capital y medidas de seguridad para transportar el contaminante al lugar de
tratamiento (Philp y Atlas, 2005), 2) cualquier parametro que no se controle y/o
mantenga en un nivel 6ptimo, puede reducir las actividades microbianas y 3) los

contaminantes pueden responder de forma distinta dependiendo del biorreactor.
Tabla 3.1. Algunos contaminantes eliminados por la biorremediacién basada en
biorreactores.
Tipo/modo de

% de
funcionamient Naturaleza de Naturaleza del Concentra imi Referenci
elimin
o del la muestra contaminante cion inicial » as
. acion
biorreactor
Biorreactor de Sedimento Hidrocarburos 19y 3,1
tanque de contaminado poliarométicos ppm 82.97 Chikere et
agitacion (2,5 con petréleo totales de respectiva al., (2016)
L) crudo petroleo (TPH) mente
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Manta de lodos Agua
Benceno, tolueno,

anaerobicos de contaminada ) Firmino et
. ) etilbenceno y 50 g VSS/L  51-86
flujo continuo con BTEX ] al.,, (2015)
o xileno (BTEX)
(3,3L) sintético
Reactor de
lecho Saravana
Lodos ) 0,2-1.2
compacto o Vapor de xileno 95-99 netal.,
farmacéuticos g/m?
(PRB, 100 cm x (2015)
5cm)
) Aguas
Biorreactor de ) )
residuales de la Naftalina y 10-200 mg/ Xu et al.,
membrana L o 48-98
gasificacion del nitrégeno total L (2015)
(MBR, 8 1) )
carbén

3.1.4. Land farming.

‘Land farming” es una de las técnicas de biorremediacion mas sencillas
debido a su bajo coste y a que requiere menos equipamiento para su
funcionamiento. Consiste en excavar y/o labrar los suelos contaminados,
provocando la aireacion y la adicion de nutrientes (nitrégeno, fosforo y potasio),
y junto con el riego son las principales operaciones que estimulan la actividad
microbiana.

Por lo general, los suelos contaminados excavados se aplican
cuidadosamente sobre un soporte de capa fija por encima de la superficie del
suelo para permitir la biodegradacién aerdbica del contaminante por parte de los
microorganismos autoctonos (Paudyn et al., 2008; Silva-Castro et al., 2015).

Del mismo modo, en un ensayo de campo, Paudyn et al., (2008)
informaron de la eliminacion del 80% de contaminantes (diésel) mediante la
aireacion utilizando un método de arado en una ubicacién remota del Artico
canadiense durante un periodo de estudio de 3 afios; esto demuestra que en la
técnica de "land farming”, la aireacion juega un papel crucial en la eliminacion de
contaminantes.

En general, esta técnica es muy simple de disefiar e implementar, requiere
poco capital y puede utilizarse para tratar grandes volimenes de suelo
contaminado con un impacto ambiental y un requerimiento de energia minimo
(Maila y Colete, 2004).

18



A pesar de ser la técnica de biorremediacion mas sencilla, tiene algunas
limitaciones, que incluyen: un gran espacio de operacion, la reduccion de las
actividades microbianas debido a condiciones ambientales desfavorables, el
coste adicional debido a la excavacién y una eficacia reducida en la eliminacién

de contaminantes inorganicos (Khan et al., 2004; Maila y Colete, 2004).

Figura 3.5. Ejemplo de Land Farming (Eten, 2013).

3.2.Técnicas de biorremediacién in situ.

Estas técnicas tratan las zonas y/o sustancias contaminadas en el lugar
de la contaminacién. No requiere ninguna excavacion; por lo tanto, se acompafa
de poca o ninguna alteracion de la estructura del suelo.

Algunas técnicas de biorremediacion in situ pueden ser mejoradas
(bioventing, biosparging y fitorremediacién), mientras que otras podrian proceder
sin ningun tipo de mejora (biorremediacion intrinseca o atenuacién natural). Las
técnicas de biorremediacion in situ se han utilizado con éxito para tratar
disolventes clorados, tintes, metales pesados e hidrocarburos (Folch et al., 2013;
Kim et al., 2014).

3.2.1. Biorremediacion in situ mejorada.

3.2.1.1. Bioventing.

Esta técnica, denominada bioventilacion, implica la estimulacion
controlada del flujo de aire mediante el suministro de oxigeno a la zona
insaturada (vadosa) con el fin de aumentar la biorremediacion, incrementando
las actividades de los microbios autéctonos. En este proceso, las enmiendas se
realizan mediante la adicion de nutrientes y humedad con el objetivo final de
lograr la transformacion microbiana de los contaminantes a un estado inocuo
(Philp y Atlas, 2005).
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La bioventilacibn ha ganado popularidad entre otras técnicas de
biorremediacion in situ, especialmente para la restauracibn de zonas
contaminadas con productos petroliferos ligeramente derramados (HOhener y
Ponsin, 2014).

Un estudio realizado por Sui y Li (2011) model6 el efecto de la tasa de
inyeccion de aire de un sitio contaminado con tolueno. Se observé que una alta
tasa de flujo de aire no produce un aumento de la tasa de biodegradacion ni hace
mas efectiva la biotransformacion del contaminante. Sin embargo, una baja tasa
de inyeccion de aire resultd en un aumento significativo de la biodegradacion.

Esto demuestra que, la tasa de inyeccion de aire es uno de los parametros
basicos para la dispersion, redistribucién y pérdida de superficie de los
contaminantes. Resultando evidente que, el éxito de la biorremediacion depende
del numero de puntos de inyeccion de aire, que ayuda a conseguir una

distribucion uniforme de los contaminantes.

Emision tratada de aire

 Instalacién para control de
emisiones

Superficie del
terreno

Hilera de pozos horizontales

4 . ]
Hilera de pozos verticales

Figura 3.6. Proceso de bioventing.

3.2.1.2. Bioslurping.

Esta técnica combina el bombeo mejorado por vacio, la extraccion de
vapores del suelo y la bioventilacién para lograr la recuperacién del suelo y las
aguas subterraneas mediante el suministro indirecto de oxigeno y la estimulacién
de la biodegradacion de contaminantes (Gidarakos y Aivalioti, 2007) (Fig 3.7).

La técnica esta disefiada para la recuperacion de productos libres, como
liquidos ligeros en fase no acuosa (LNAPLs, es el acronimo en inglés de Lignt
Non-Aqueous Phase Liquids), remediando asi zonas capilares, insaturadas y
saturadas. También puede utilizarse para remediar suelos contaminados con

compuestos organicos volatiles y semivolatiles.
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El sistema utiliza un "sorbedor" que se extiende en la capa de producto
libre, que extrae los liquidos (productos libres y gas del suelo) de esta capa de
forma similar a como una pajita extrae liquido de cualquier recipiente. El
mecanismo de bombeo provoca el movimiento ascendente de los LNAPL hacia
la superficie, donde se separan del agua y del aire. Tras la eliminacion completa
de los productos libres, el sistema puede funcionar facilmente como un sistema
de “bioventing” convencional para completar el proceso de remediacion (Kim et
al., 2014).

En esta técnica, el exceso de humedad del suelo limita la permeabilidad
del aire y disminuye la tasa de transferencia de oxigeno, reduciendo a su vez las
actividades microbianas. Aunque la técnica no es adecuada para remediar
suelos con baja permeabilidad, ahorra costes debido a la menor cantidad de
agua subterranea resultante de la operacion, lo que minimiza los costes de

almacenamiento, tratamiento y eliminacién (Philp y Atlas 2005).

Valvula
Tornillos de

com preS|on‘\~\~\
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metalicas

/, '
H ~\\J-:y3uperﬁc|e del suelo
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aspiracion L bioventilacion
[a
Pantalla
Producto d_g___ v
fase libre 1550 ul Nivel freatico

Figura 3.7. Sistema de bioslurping (Kittel et al., 1994).

3.2.1.3. Biosparging.

Esta técnica es muy parecida a la bioventilacion en el sentido de que se
inyecta aire en el subsuelo para estimular las actividades microbianas. Sin
embargo, a diferencia de la bioventilacion, el aire se inyecta en la zona saturada,
lo que puede provocar un movimiento ascendente de los compuestos organicos

volatiles hacia la zona no saturada para promover la biodegradacion (Fig 3.8).
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La eficacia depende de dos factores principales: la permeabilidad del
suelo, que determina la biodisponibilidad del contaminante para los
microorganismos, Y la biodegradabilidad del contaminante (Philp y Atlas 2005).
La biodispersion se ha utilizado ampliamente en el tratamiento de acuiferos
contaminados con productos derivados del petrdleo, especialmente diésel y

queroseno.

Kao et al., (2008) informaron de que el “biosparging” de una pluma de un
acuifero contaminado con benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX) dio
lugar a un cambio de las condiciones anaerébicas a aerébicas. El descenso
generalizado de la reduccién de BTEX (>70%) indica ademas que este proceso
se puede utilizar para remediar las aguas subterrdneas contaminadas con BTEX.
Sin embargo, la principal limitacién es la prediccion de la direccion del flujo de

aire.
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Figura 3.8. Técnica de biosparging (EPA, 2006).

3.2.1.4. Fitorremediacion.

Esta técnica se basa en el uso de interacciones vegetales (fisicas,
bioguimicas, biolégicas, quimicas y microbiolégicas) en sitios contaminados para
mitigar los efectos toxicos de los contaminantes. Dependiendo del tipo de
contaminante (elemental u organico), existen varios mecanismos (acumulacion
0 extraccion, degradacion, filtracion, estabilizacion y volatilizacion) involucrados
en la fitorremediacion. Los contaminantes elementales (metales pesados toxicos
y radionucleidos) se eliminan principalmente por extraccion, transformacion y

secuestro. Por otro lado, los contaminantes organicos (hidrocarburos y
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compuestos clorados) se eliminan predominantemente por degradacion,
rizorremediacion, estabilizacion y volatilizacion (Meagher, 2000; Kuiper et al.,
2004).

Algunos factores importantes a tener en cuenta a la hora de elegir una
planta como fitorremediador son: el sistema radicular, la biomasa aérea, la
toxicidad del contaminante para la planta, la supervivencia de la planta y su
adaptabilidad a las condiciones ambientales imperantes, la tasa de crecimiento
de las plantas, la monitorizacion del lugar y, sobre todo, el tiempo necesario para
alcanzar el nivel de limpieza deseado.

El éxito de cualquier enfoque de fitorremediacién depende principalmente
de optimizar los potenciales de remediacion de las plantas nativas que crecen
en sitios contaminados, ya sea por bioaumentacién con rizobacterias vegetales
enddgenas o exdgenas, 0 por bioestimulacion. Se ha informado de que el uso
de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, es el acronimo en
inglés de Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) podria desempefiar un papel
importante en la fitorremediacion, ya que las PGPR tienden a mejorar la
produccion de biomasa y la tolerancia de las plantas a los metales pesados y
otras condiciones edéficas desfavorables (Yancheshmeh et al., 2011; de-Bashan
et al., 2012).

Por ejemplo, durante la fitorremediacion de estuarios contaminados por
metales con Spartina maritima, la bioaumentacién con rizobacterias endégenas
dio lugar a un aumento de la biomasa subsuperficial de las plantas, de la
acumulacion de metales y de la eliminacion de éstos (Mesa et al., 2015). Se ha
informado de que diferentes especies de plantas tienen la capacidad innata para
eliminar los contaminantes organicos y elementales de sitios contaminados
(Tabla 2).

Tabla 3.2. Algunas plantas con potencial de fitorremediacion.

Naturaleza

Concentracion Mecanismo de % de
Planta del Referencias
) inicial remocion eliminacién
contaminante
o _ y Almansoory
Ludwigia . 2,07,800 mg/ Rizodegradacion
_ Gasolina _ 93.5 et al.,
octovalvis kg de TPH mejorada
(2015)
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Amaranto lori et al.,

_ Ni 25-150 uM Fitoacumulacion 25-60
paniculatus (2013)
Spartina As, Cu, Pb, 5-2153 mg/ Rizoacumulacion G Mesa et al.,
maritima Zn kg bioaumentada (2015)
Phragmites 229 + 15,56 _ y Gregorio et
_ PAHSs Rizodegradacion 58,47
australis Mg /g al., (2014)

La tecnologica del acido desoxirribonucleico (ADN) recombinante se ha
utilizado para regular la expresién de algunos genes especificos de las plantas
con el fin de aumentar el metabolismo y la tolerancia a los metales pesados
(Dowling y Doty, 2009).

Algunas ventajas de la fitorremediacién incluyen: el bajo coste, el respeto
por el medio ambiente, operaciones a gran escala, el bajo coste de instalacion y
mantenimiento, la conservacion de la estructura del suelo, la prevencion de la

erosion y la lixiviacion de metales (Van Aken, 2009; Ali et al., 2013).

3.2.2. Biorremediacion intrinseca.

La biorremediacion intrinseca, también conocida como atenuacion
natural, consiste en la remediacion pasiva de lugares contaminados, sin ninguna
fuerza externa (intervencidbn humana). Esta técnica se basa en procesos
microbianos aerdbicos y anaerdbicos para biodegradar las sustancias
contaminantes, incluidas las recalcitrantes. La ausencia de fuerza externa
implica que la técnica sea menos costosa en comparacion con otras técnicas.
Sin embargo, el proceso debe ser monitoreado para establecer que la
biorremediacion es continua y sostenible, de ahi el término atenuacién natural
monitoreada (MNA, es el acronimo en inglés de Monitored Natural Attenuation).

Segun el Consejo Nacional de Investigacion de los Estados Unidos (US
NRC, es el acrénimo en inglés de United States National Research Council), hay
tres criterios que deben cumplirse: 1) demostrar la pérdida de contaminantes de
las zonas contaminadas, 2) demostrar mediante un analisis de laboratorio de que
los microorganismos aislados de las zonas contaminadas tienen el potencial
innato de biodegradar o transformar los contaminantes presentes en la zona vy,
3) evidencia de la realizacion del potencial de biodegradacién en el campo (Philp
y Atlas, 2005).
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De acuerdo con estos criterios, M’rassi et al. (2015) aislaron bacterias
degradantes de hidrocarburos a partir de suelos contaminados con petréleo de
refinerias, y demostraron el potencial de biodegradacion de los aislados
cultivandolos en un medio de sales minerales con sustratos de hidrocarburos
saturados e insaturados como Unicas fuentes de carbono, y también por su
capacidad para reducir las concentraciones de hidrocarburos.

Una de las principales limitaciones de la biorremediacién intrinseca es que
puede llevar mas tiempo alcanzar el nivel objetivo de concentracion de
contaminantes, dado que no se incorpora ninguna fuerza externa para acelerar
el proceso de remediacion. Por lo tanto, antes de aplicar la atenuacion natural,
es necesario realizar una evaluacién de riesgos para garantizar que el tiempo de
remediacion sea inferior al tiempo estipulado para que el contaminante alcance
el punto de exposicion en relacion con las poblaciones humanas y animales més
cercanas.

3.3. Barrerareactiva permeable (PRB).

Esta técnica se utiliza para remediar las aguas subterraneas
contaminadas, debido a su disefio y mecanismo de eliminacion de
contaminantes (Tabla 3.3). Se compone de una barrera reactiva permanente o
semipermanente compuesta principalmente por un hierro cero-valente (ZVI, es
el acronimo en inglés de Zero-valent Iron) (Garcia et al., 2014; Zhou et al., 2014)
se sumerge en la trayectoria de las aguas subterraneas contaminadas. A medida
gue el agua contaminada fluye a través de la barrera bajo su gradiente natural,
los contaminantes quedan atrapados y sufren una serie de reacciones que dan
como resultado agua limpia en el flujo de paso (Thiruvenkatachari et al., 2008;
Obiri-Nyarjo et al., 2014).

La eficacia de esta técnica depende sobre todo del tipo de medio utilizado,
en el que influyen: el tipo de contaminantes, las condiciones biogeoquimicas e
hidrogeoldgicas, la influencia ambiental y sanitaria, la estabilidad mecanica, y el
coste (Obiri-Nyarko et al., 2014; Liu et al., 2015).

Recientemente, los investigadores se han centrado en acoplar la PRB y
otros métodos como la electrocinética para el tratamiento de diferentes clases

de contaminantes (Garcia et al., 2014; Ramirez et al., 2015).
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Se informdé que el 90% de la eliminacién de nitrato de un suelo arcilloso
contaminado se logré en una semana cuando se combinaron las técnicas de
electrocinética y PRB (Garcia et al., 2014). Aparentemente, las técnicas
combinadas permitieron que el suelo contaminado mantuviera las condiciones
ambientales apropiadas (pH, temperatura, nutrientes) para el crecimiento

microbiano.

Tabla 3.3. Algunos contaminantes eliminados mediante la técnica de barreras reactivas
permeables (PRB).

Concentr Mecanismo % de

. Naturaleza del g o Referen
Reactivo ; acion de elimin .
contaminante o LT e cias
inicial eliminacion acion
De
_ 105 Bq / » Pourcq
Arcilla Cs-137 Sorcion -
m3 etal.,
(2015)
Hierro de valencia y Baric et
_ 1,2- Degradacion
cerajunto con . 10mg/L o 20-80 al.,
o o dicloroetano biologica
polihidroxibutiraro (2014)
Biobarrera ) ) ) Ferreira
Hidrocarburos Biodegradaci
(Arthrobacter . " 100 uM ) >80 et al.,
_ poliaroméaticos on
viscosus) (2013)
Sustratos Metales 15,20y Gilbert
organicos y hierro pesados (Al, 1,2mg/ Precipitacion >95 et al.,
cero-valente (ZVI) Zny Cu) L (2013)

4. EMPLEO DE ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE PARA
LA MITIGACION DE CONTAMINANTES.

Las ultimas décadas han sido testigo de un crecimiento demogréafico
acelerado y un nivel sin precedentes de la revolucion industrial que no solo ha
mejorado el nivel de vida, sino que también ha comprometido la calidad de
nuestro medio ambiente (Zhao et al., 2017a; Jacob et al., 2018). Ademas, la
rapida industrializacion exhibe desventajas en la liberacion de una serie de
contaminantes nocivos en el medio ambiente como pesticidas, petroleo,
hidrocarburos, metales pesados, bifenilos policlorados y colorantes sintéticos
(Fulekar et al., 2009; Bilal et al., 2017a, 2019a; Rasheed et al., 2018a).
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Debido a las caracteristicas de dificil degradaciéon, alta toxicidad y
acumulacion biologica, estos contaminantes no solo pueden causar efectos
toxicos, cancerigenos, teratogénicos y mutagénicos en humanos u organismos,
sino que también representan una seria amenaza para la sostenibilidad
ambiental (Bilal et al., 2019b). Por lo tanto, es muy deseable degradar estos
contaminantes y evitar su dispersion en el entorno para mantener un medio
ambiente mas saludable.

La biorremediacion asistida por microbios depende principalmente de la
secrecion de enzimas que participan en las vias metabdlicas (Dangi et al., 2019)
para la degradacion eficiente de contaminantes peligrosos (Tabla 4.1). En
biorremediaciéon, varios géneros de bacterias como Achromobacter,
Dehalococcoides, Pseudomonas, Burkholderia, Rhodococcus, Comamonas,
Alcaligenes, Sphingomonas y Ralstonia, pueden convertir los contaminantes en
compuestos no téxicos y, por tanto, reducir o eliminar finalmente los
contaminantes del medio ambiente (Lloyd et al., 2003).

Con el desarrollo de las tecnologias de ADN recombinante e ingenieria
genética en la cria de microbios, se construyé un gran nimero de bacterias de
ingenieria con capacidades aumentadas para mejorar la eficiencia de
degradacion de los contaminantes (Tropel y Van Der Meer, 2004; Zhao et al.,
2017b). Ademas del cribado de cepas por mutagénesis natural o fisicoquimica,
se han utilizado diversas estrategias para construir cepas de ingenieria para
acelerar el proceso de gobernanza ambiental: 1) cribado y clonacion de genes
degradadores altamente eficaces; 2) aumento de la expresion de enzimas con
funciones de degradacion en los microorganismos; 3) expresion de genes de
degradacion de diferentes contaminantes en un recipiente para construir
bacterias de ingenieria; y 4) la fusion de protoplastos combinando las ventajas

de ambos progenitores para la degradacion de la contaminacion (Fig 4.1).

Tabla 4.1. Hoja de ruta conceptual paso a paso que puede aplicarse para los analisis de
evaluacion del riesgo ambiental y la degradacion del contaminante de alta preocupacion relacionada con

el medio ambiente utilizando bacterias modificadas genéticamente.

Pasos a seguir Observaciones
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01

02

03

04

05

Identificacion

Evaluacion

Modificacion

Reevaluacién

Deteccion

‘. ~

Contaminantes de gran *

@ preocupacion

*e.9,0°4

Ingenieria genética

La identificacion es un proceso cuidadoso y sistematico que

permite encontrar las bacterias con los rasgos requeridos.

Este paso evalla la eficiencia del gen de interés a partir de los
rasgos identificados y su tasa de supervivencia en presencia

del contaminante.

Este paso promueve el uso de estrategias de ingenieria para
modificar el gen bacteriano de interés para inducir la

degradacién y la supervivencia.

Este paso reevalla la eficacia de la degradacién del
contaminante, la tasa de eliminacion y la tasa de

supervivencia de las bacterias modificadas genéticamente.

Se trata de herramientas analiticas para detectar y/o
cuantificar los productos de reaccién. Los elementos

importantes son la exactitud, la precision y la fiabilidad.

Bacterias autoctonas

Supervivencia
bacteriana baja o nula

Eficacia de eliminacion
minima

& Tasa de degradacion

Eficacia maxima de
eliminacion
7~ Alta supervivencia
bacteriana

A W
Contaminantes de gran
@ preocupacion

® e =

@ Cribado y clonacion de genes degradantes de gran eficacia.

@ Incrementar la expresion de enzimas con funciones de degradacion en microorganismos.

@ Fusion de protoplastos combinando las ventajas de ambos padres para la degradacion de la contaminacion.

Expresar genes de degradacion de diferentes contaminantes para construir bacterias de superingenieria.

Figura 4.1.

Inducir la degradacién de contaminantes de gran preocupacion por

microbios modificados genéticamente. Los nimeros 1 a 4 muestran estrategias de

ingenieria genética.
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4.1. Relacion ecoldgica de los microorganismos en la biorremediacion.

Los microorganismos, como parte de la comunidad ecoldgica superior,
tienen una relacibn compleja con otros organismos. Un microorganismo no
puede utilizar directamente la energia producida por su propio metabolismo
en la mayoria de los casos, por lo que el co-metabolismo es el principal
mecanismo de degradacién de contaminantes (Mekuto et al., 2018).

La estructura de la poblacion microbiana contribuye a predecir el
destino de los contaminantes en el medio ambiente, a disefiar diferentes
esquemas de biorremediacion en funcién de los diferentes contaminantes del
medio ambiente y a cultivar comunidades microbianas degradadas

especiales.

4.2. Productos quimicos agricolas: herbicidas, pesticidas vy

fertilizantes.

En la actualidad, los plaguicidas se emplean ampliamente en la
produccién agricola para prevenir y controlar las plagas de los cultivos y las
enfermedades asociadas para mantener una alta calidad del producto con
una pérdida minima de rendimiento (Damalas y Eleftherohorinos, 2011). Sin
embargo, el uso excesivo de plaguicidas/fertilizantes quimicos en las
practicas agricolas modernas ha llevado a la contaminacion de diferentes
medios, incluyendo el aire, la tierra y el agua (Craig, 2019; Li, 2018), y las
consecuencias negativas para la salud humana y los animales (Fig 4.2).

En la actualidad se han descubierto varios genes con capacidad de
degradacion de plaguicidas en diferentes especies (Tabla 4.2), lo que ha
proporcionado la posibilidad de construir bacterias de ingenieria genética. Por
ejemplo, la clorhidrolasa de atrazina codificada por el gen atzA tiene una alta
actividad de degradacion hacia la atrazina, uno de los herbicidas mas
utilizados y potencialmente peligroso para los organismos (Neumann et al.,
2004).

Para la sostenibilidad medioambiental y el crecimiento armonioso
entre el ser humano y la naturaleza, el desarrollo de pesticidas biolégicos
(productos ecologicos que contienen ceélulas vivas que se utilizan para

controlar plagas y enfermedades, Torracchi et al., 2020) se han convertido en
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una tendencia importante para salvaguardar la salud humana y el desarrollo

sostenible de la agricultura.

Carcindgenos,
citotoxicos, genotoxicos,
efectos sobre:

sistema inmunolégico,
sistema respiratorio,
sistema reproductivo,
sistema cardiovascular
y sistema nervioso
central.

3* #Re)-usd'gara riego y‘/%domésbco
&% {uso didrio), con/sin tratamiento.

I .'.'.'_.'.-' “ -

Pesticidas

Absorbidos por 105 Cullivos e V3POriZ2G0S 3 la AtMOSIEEEN

-—p Se filtran por debajo de la zona de las raices, y en ultima instancia, a los cursos de agua
~p Plaguicidas que contienen escorrentia superficial del suelo/erosion a las masas de agua
—p S€ vuelven a depositar a través de la lluvia, antes absorbidos por las nubes desde la atmésfera.

Figura 4.2. La deriva de plaguicidas y las consecuencias adversas del uso excesivo de
plaguicidas/fertilizantes quimicos en las practicas agricolas modernas que pueden llevar a

la contaminacion de diferentes medios, incluyendo (1) el aire, (2) la tierra 'y (3) el agua.

Tabla 4.2. Lista de genes de diferentes especies implicados en la degradacion de
plaguicidas.
Sustrato de

Enzima Gen Especie y Referencia
degradacién

Atrazina Pseudomonas _ Neumann et al.,
_ atzA Atrazina
clorohidrolasa sp. cepa ADP (2004)
) Sphingomonas Chen et al.,
Oxigenasa CndA Acetocloro
sp. DC-6 (2014)
Organofosforo Burkholderia i Ekkhunnathan
_ mph _ Organofosforos
hidrolasa cepacia et al., (2012)
Pseudomonas
Organofosfato _ ) . Gotthard et al.,
ophc2 pseudoalcaligen  Metil paration
S (2013)
es

4.3. Contaminantes peligrosos a base de colorantes.

Numerosas industrias, como la textil, la del cuero, la alimentaria, la de los
productos farmaceéuticos, los detergentes, la de los cosméticos, etc., utilizan

diversos tipos de materiales y/o tintes sintéticos. Aproximadamente entre el 10 y
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el 15% de los colorantes empleados en las industrias se vierten en las aguas
residuales durante las maniobras de tefido (Selvakumar et al., 2013; Bilal et al.,
2017a, 2018d).

Se ha demostrado que los colorantes sintéticos, junto con sus productos
intermedios y metabolitos de degradacion, son capaces de generar compuestos
aromaticos altamente téxicos, cancerigenos, mutagénicos o teratogénicos (Bilal
et al., 2016a, 2018d; Ahmed et al., 2017). Debido al alto nivel de DQO (COD es
el acrénimo en inglés de Chemical Oxygen Demand), demanda quimica de
oxigeno, la presencia de colorante reduce la transparencia del agua y la
solubilidad del oxigeno, lo que a su vez interfiere potencialmente con la evolucion
y el desarrollo de la biota acuatica y el equilibrio ecolégico del agua (Bilal et al.,
2016a).

Un ejemplo como, la enzima azobenceno reductasa o azorreductasa
codificada por el gen azoA es una enzima clave para degradar los colorantes
azoicos, la categoria principal de las aguas residuales tintéreas (Saratale et al.,
2011). Para degradar los tintes de forma més meticulosa y completa, se ha
aplicado el consorcio mixto de bacterias autoctonas en la decoloracion de tintes,
gue mostré mejores efectos en el proceso de decoloracién en comparacion con
las bacterias individuales (Kurade et al., 2012; Sylvine y Veenagayathri, 2016).
Por lo tanto, el consorcio bacteriano de bacterias modificadas genéticamente
puede tener una mayor perspectiva de aplicacion en la decoloracion de los

contaminantes de los tintes.

4.4. Metales pesados potencialmente toxicos.

La emisibn de metales pesados a la atmosfera, debido a la rapida
expansion de la tecnologia industrial, se ha convertido en una amenaza global,
ya que la contaminacion por metales pesados esta amenazando seriamente la
salud y la supervivencia de la humanidad (Fig 4.4) (Jacob et al., 2018).

El uso de bacterias modificadas genéticamente, para la eliminacion de
metales pesados, se caracterizan por tener una gran adaptabilidad y una alta
eficiencia de tratamiento. Los metales pesados presentes en el medio ambiente,
como el Cu, el Co, el Cr, el Ni, el Mo, el Fe, el Zn y el Mn, pueden producir

diversos efectos bioquimicos, fisiolégicos o genotdxicos en todo tipo de
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microorganismos (Emamverdian et al., 2015; Rasheed et al., 2019b), cuando se
supera una determinada concentracion, inhibiendo sus funciones metabdlicas, el
proceso de transcripcion o dafiando los materiales genéticos (Guandacker et al.,
2010; Sobol y Schiestl, 2012).

Sin embargo, algunos microorganismos pueden desarrollar resistencia a
la toxicidad de los metales pesados mediante la desintoxicacion biolégica. Como
por ejemplo, la metalotioneina de la levadura y de los mamiferos y la exo-
proteina Lamb se expresaron en E.coli para desarrollar una cepa modificada
genéticamente, cuya capacidad de captacion de iones de cadmio (Cd?*) era 15-

20 veces superior a la de las cepas madre (Sousa et al., 1998).

~  Plomo (Pb)
e Varios efectos adversos de los metales pesados
Niquel (Ni)

v

_ Trastomos Anomalias en el Fibrosis Trastomos

§ 1> Cobalto (Co) inmunolégicos desarrollo neurolégicos
2 Inhibicién Enfermedad  Alterarlaviade
g - Cobre (Cu) enzimatica  vascular periférica ALerosclerosis  <efalizacin celular
' I : Initacion : Fiebre de humos
E 1> Arsénico (As) | Cardiovascular Hillicon Anemia A

PO Depresion A et Trastornos
g P AR respiratoria Estrés oxidaivo  Genofixicidad neurodegenerativos
8 :
i) t>  Cadmio (Cd) Alteracion de la p— .
g Letargo reparacion del ADN Supresion de p53 Impotencia

>  Cromo (Cr) Problemas

relacionados con el Ictericia Adenocarcinomas ROS
rinon y el higado

> Manganeso (Mn)

Figura 4.4. Varios efectos adversos de los metales pesados.

4.5. Petréleo y compuestos aromaticos.

Con el desarrollo del transporte maritimo y la continua explotaciéon de
petréleo en alta mar, la contaminacion por petréleo ha afectado gravemente al
medio ambiente marino y se ha convertido en una de las preocupaciones
mundiales (Carpenter, 2018).

El vertido de petroleo crudo o hidrocarburos de petrdleo en el medio
ambiente, es decir, en las aguas costeras y en la tierra, suele ser el resultado de
actividades antropogénicas cotidianas, influyen en el medio ambiente al provocar
cambios fisicos y ecoldgicos, asi como toxicidad quimica. Los efectos de la

toxicidad pueden ser breves o duraderos para los seres vivos y dependen de la
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concentracion y la duracion de la exposicion al derrame de petréleo (Ndimele,
2017).

Debido a los dafios del suelo y la vegetacion por el petroleo crudo, se ha
convertido en una cuestion crucial la limpieza de estos suelos. Dado que el
petrdleo es una mezcla de varios hidrocarburos (n-alcanos, hidrocarburos
aromaticos e hidrocarburos aromaticos policiclicos), la construccién de bacterias
de ingenieria capaces de degradar varios hidrocarburos del petroleo mediante la
tecnologia de ingenieria genética es una direccion de desarrollo para controlar
la contaminacion del petroleo en alta mar.

La degradacion de algunos componentes del petréleo por parte de los
microorganismos esta controlada por un plasmido extracromosomico; por lo
tanto, se pueden construir superbacterias introduciendo plasmidos con
capacidad para degradar diferentes componentes en una sola célula. Se
construy6 un Acinetobacter baumanni S30 pJES recombinante insertando el gen
lux en el cromosoma del A.baumannii S30, una cepa con la eficiencia de
biodegradacion para el hidrocarburo total del petréleo (TPH) del crudo. Asi, la
persistencia de la cepa A.baumannii S30 pJES puede ser monitoreado en el sitio
de biorremediacién (Mishra et al., 2004).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs, es el acronimo en inglés
de Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) son compuestos organicos hidrofébicos
predominantes, que constan de dos o mas anillos de benceno fusionados, y
compuestos aromaticos heterociclicos (HACs, es el acrénimo en inglés de
Heterocyclic Aromatic Compounds), en los que el oxigeno y el nitrégeno
sustituyen a uno o mas atomos de carbono del anillo de benceno. Estos
compuestos aromaticos suscitan una profunda preocupacion medioambiental
debido a sus potenciales efectos toxicos, cancerigenos y mutagénicos sobre los
seres humanos y otros organismos (Hu et al., 2014; Nguyen et al., 2014).

En las ultimas décadas, se ha avanzado en la investigacion para la
exclusion de estos compuestos hidrocarburos aromaticos (PAHs y HACs) de los
sitios contaminados. Se han recogido y analizado una gran variedad de aislados
bacterianos con marcadas capacidades de degradacion de PAHs en aguas y
suelos. Entre un conjunto de aislados bacterianos, las cepas pertenecientes a
los géneros Sphingobium y Sphingomonas han recibido una amplia
consideracion debido a su potencial capacidad de biodegradacion y sus diversas
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adaptaciones ecolégicas (Aylward et al., 2013). Las cepas pertenecientes a
estos dos géneros han demostrado un gran potencial para degradar una serie
de compuestos aromaticos, incluyendo dioxinas, bifenilo, naftaleno, m-xileno,
tolueno, etc., y muchos otros compuestos metilo-, cloro- hidroxilo y

nitroaromaticos (Zhao et al., 2017a).

Tabla 4.3. Lista de cepas modificadas genéticamente para la biodegradacién del petréleo e
hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Sustrato de

. Cepas de ingenieria Gen/enzima Referencia
degradacion
A. baumannii S30 Mishra et al.,
TPH -
pJES (2004)
Streptomyces alkB/ alqueno Gallo et al.,
n-alcanos _ . :
coelicolor M145-AH hidroxilasa (2012)
PAHs F14 - Lu et al., (2014)
_ bphA2cAlc/ Cho et al.,
PAHs E. coli o _
salicilato oxigenasa (2005)

4.6. Bifenilos policlorados.

Los bifenilos policlorados (PCBs, es el acrénimo en inglés de
Polychlorinated biphenyls) son productos sintéticos compuestos por un grupo de
hidrocarburos aromaticos clorados. Debido a las caracteristicas recalcitrantes, la
fuerte capacidad de acumulacion, la contaminacion generalizada y los
potenciales efectos biolégicos cancerigenos, los PCB causan una destruccion
duradera de la ecologia y la salud humana (Aldhafiri et al., 2018).

La aparicion de cepas de degradacion altamente eficientes construidas
mediante ingenieria genética puede mejorar en gran medida la eficiencia de la
degradacion de los PCB. La bifenil 2,3- dioxigenasa (BDO) codificada por el gen
bphA es una importante enzima responsable de la biodegradacion de los PCB
(Shumkova et al., 2015). Dada su capacidad de utilizar el bifenilo como Unica
fuente de carbono/energia, Sphingobium yanoikuyae B1 puede descomponer
eficazmente una serie de PAHs monociclicos y heterociclicos (antraceno,
bifenilo, naftaleno, tolueno, etc.) como unica fuente (Cho et al., 2005; Zhao et al.,
2017b).
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4.7. Fenazinas.

Las fenazinas son metabolitos secundarios bacterianos que contienen
nitrégeno con un amplio espectro antibidtico y una extensa aplicacion como
agentes de control biolégico frente a un conjunto de patdégenos fungicos de las
plantas (Pierson y Pierson, 2010; Jin et al., 2015).

Sin embargo, estos compuestos han presentado un impacto toxico y
peligroso para la salud humana y su destino de degradacién en el medio
ambiente sigue siendo desconocido. Tiene una notable capacidad para unirse y
fotoclavar el ADN genético. Por consiguiente, es significativo explotar las
caracteristicas de biodegradaciéon y biotransformacion de los derivados de la
fenazina (Peng et al., 2018d).

Joyce et al., (2010) revelaron que la fenazina tiene efectos toxicos hacia
los fibroblastos de la piel y Zhou et al., (2013) en las células del higado y la
vejiga, cuando se utilizaron como subproducto desinfectante en la
cloraminacion del agua. Zhao et al., (2017b) informaron de que la cepa B1 de
S. yanoikuyae puede consumir fenazina como Unica fuente de energia de

carbono para su crecimiento y desarrollo.

5. CONCLUSIONES.

El avance de la biotecnologia ambiental ha conllevado la identificacion de
una gran cantidad de genes con potencial aplicado en la degradacion de los
contaminantes ambientales. Esto supone un gran progreso en la eficacia de las
técnicas y/o tratamientos de biodegradacion.

Con el crecimiento de las industrias estdn surgiendo nuevos
contaminantes, y con ello la necesidad de utilizar técnicas que sean respetuosas
con el medio ambiente y que ahorren en costes. Estas técnicas denominadas de
biorremediacion ayudan a restaurar las zonas contaminadas degradando y
reduciendo la toxicidad de los contaminantes, para mejorarlas. Dado el
espectacular avance en las técnicas de Ingenieria Genética, hoy dia se pueden
desarrollar organismos modificados genéticamente (OMG) que contribuyan al
proceso de biorremediacion. Asi, contaminantes, como el petr6leo, metales
pesados, pesticidas, herbicidas, etc., que generan efectos negativos al ser

humano, a organismos y a los ecosistemas, pueden ser extraidos y/o eliminados
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mediando los OMGs. Concreto los OMG presentan capacidades aumentadas
para minimizar estos efectos.

A pesar de que las investigaciones del desarrollo y utilizaciéon de los
organismos modificados genéticamente sean positivas, su aplicacion todavia
presenta algunas dudas, ya que son vulnerables a los cambios y todavia generan
controversias sobre su posible impacto sanitario, social y ambiental.

Por lo tanto, la ingenieria genética aplicada en la biorremediacion ha
mejorado considerablemente la situacién en la que se encontraba el medio
ambiente. Estas tecnologias siguen en continuo estudio, por lo que se seguiran
mejorando y actualizando conforme mejoren las nuevas herramientas de edicion
genética, asi como nuestra compresion sobre el funcionamiento de los genes 'y

genomas en multiples especies.
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