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Resumen

Hasta el momento, el estudio de las particulas biolégicas en el aire que respiramos, se ha dirigido, principalmente, al conocimiento
y control del polen y esporas, aeroalérgenos cuyo impacto en salud es bien conocido. Recientemente la comunidad cientifica ha
sugerido que el aire es un ecosistema en si mismo, que tendria su propia “aerobiota’, compuesta principalmente por virus, bacterias,
esporas de hongos y polen. Para estudiar en conjunto toda esta biodiversidad en el aire urbano en la Comunidad de Madrid, surge
el consorcio pluridisciplinar AIRBIOTA-CM, que integra a cinco grupos de investigacion de dreas muy diferentes, que pretenden
obtener una visién conjunta sobre la composicion y dindmica de las particulas bioldgicas del aire, optimizando los sistemas de
muestreoy andlisis. Las propuestas mas novedosas de las investigaciones iniciadas por este consorcio, son la utilizacién de técnicas
innovadoras de génetica molecular como la secuenciacién masiva aplicada en metagendmica (“Next Generation Sequencing’,
NGS) y el uso de nuevas estrategias de captacion, como el empleo de aeronaves no tripuladas, para muestrear a diferentes alturas
y en localizaciones geograficas urbanas que a priori puedan tener una composicion diferente de la biota y tengan una actividad
humana relevante.

Rev. salud ambient. 2016;16(1):71-7



72 Andlisis por técnicas morfoldgicas y secuenciacion de ADN del polen atmosférico de la Comunidad de Madrid: estudios preliminares

El proyecto se inicia en otofio de 2014, y los resultados preliminares que presentamos son los obtenidos mediante el analisis
morfoldgico tradicional y el andlisis del ADN del polen de una misma muestra procedente de un captador Burkard. Estos resultados
evidencian que los captadores tipo Hirst utilizados por las redes aerobiolégicas pueden emplearse también en los estudios de
metagendmica, y que los datos obtenidos mediante la aplicacion de ambos métodos de andlisis coinciden a grandes rasgos, lo
que revela que esta nueva metodologia constituye una buena aproximacién y posible alternativa al analisis morfolégico, aunque
se necesitan mas estudios comparativos para adaptar bien esta tecnologia.

Palabras clave: aerobiologia; metagenémica; polen; Madrid.
Abstract

So far, the study of the biological particles in the air we breathe has been mainly directed at knowing and controlling pollen and
spores, aeroallergens with a well-known health impact,, It has been recently suggested that the air is an ecosystem in itself, and
that it probably has its own biota, which would be composed mainly of viruses, bacteria, fungal spores, and pollen. The main
objective of the AIRBIOTA-CM project is to study this diverse set of biological particles present in the urban air in the Community
of Madrid using a multidisciplinary, innovative and integrative approach.

The project s collaboration between five research groups in very different fields, which aim is to get an overview on the composition
and dynamics of biological particles in the air to optimize the methods of sampling and analysis.

As a methodological innovation, there is an attempt to apply the breakthroughs in metagenomics to the study of bioaerosols. In
addition, new collection strategies have been used, such as the use of unmanned aerial vehicles by designing or adapting new
samplers for these vehicles, to sample at different altitudes and in urban geographic locations that might presumably have a
different composition of the biota and relevant human activity.

The project started in autumn 2014. The preliminary results presented here refer to the comparison of results obtained by means
of traditional (light microscopy) and metagenomics methods on atmospheric pollen in the Community of Madrid.

The data obtained by both analyses coincide broadly, revealing that the molecular methodology is a good and possible alternative
approach to morphological analysis, although more comparative studies to adapt well this technology are needed.

Keywords: aerobiology; metagenomics; pollen; Madrid.
Resumo

Até ao momento o estudo das particulas bioldgicas no ar que respiramos tem sido principalmente dirigido ao conhecimento e
controlo de poélen e esporos, alergénicos cujo impacto na satide é bem conhecido. Recentemente a comunidade cientifica tem
sugerido que oar é sé por sium ecossistema, que tem a sua prépria“aerobiota”composta principalmente por virus, bactérias, esporos
de fungos e pdlen. Para estudar em conjunto toda esta biodiversidade no ar urbano, surge na Comunidade de Madrid o consoércio
pluridisciplinar AIRBIOTA-CM que integra cinco grupos de investigacao de dreas muito distintas, visando obter uma visdo conjunta
sobre a composicdo e dinamica das particulas bioldgicas do ar, otimizando os sistemas de amostragem e analise. As propostas
mais recentes de investigacgdo iniciadas por este consoércio séo a utilizacdo de técnicas inovadoras de genética molecular como a
sequenciacao massiva aplicada em metagendmica (“NextGenerationSequencing’, NGS) e o uso de novas estratégias de captacéo,
como a utilizagdo de aeronaves nao tripuladas para obtencdo de amostras em diferentes alturas e localizagdes geogréficas urbanas
que a priori podem ter uma composicao diferente da biota e tenham uma atividade humana relevante. O projeto foi iniciado no
outono de 2014 e os resultados preliminares apresentados sdo os obtidos pela analise morfoldgica tradicional e a pela anélise do
ADN do pdlen de uma mesma amostra procedente de um captador polinico Burkard. Os resultados evidenciam que os captadores
tipo Hirst utilizados pelas redes aerobioldgicas podem utilizar-se também em estudos de metagendmica e que os dados obtidos
mediante a aplicagdo de ambos os métodos de andlise coincidem amplamente, o que revela que esta nova metodologia constitui
uma boa aproximacgao e possivel alternativa a anélise morfoldgica, ainda que sejam necessarios mais estudos comparativos para
uma melhor adaptacédo desta tecnologia.

Palavras-chave: aerobiologia; metagenémica; pélen; Madrid.

INTRODUCCION algas), unidades de dispersién (polen, esporas, semillas
diminutas), fragmentos de hongos, plantas y animales,

En el bioaerosol atmosférico podemos encontrar asi como excreciones de los organismos bioldgicos.
una gran diversidad de materiales y estructuras Generalmente el estudio de cada grupo o categoria se
biolégicas como microorganismos (virus, bacterias, aborda por separado y con métodos muy diversos. Por
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ello, actualmente, el nivel de conocimiento que tenemos
de cada una de las categorias de particulas biolégicas
atmosféricasy de sus posibles impactos es muy diferente’.

El polen procedente de las plantas con flores y las
esporas generadas por diversos hongos saproéfitos
(mohos) que degradan la materia organica, son
actualmente las particulas atmosféricas mas estudiadas
por su importancia como aeroalérgenos. La evidente
relacion entre la presencia de polen en el aire
ambiente y las afecciones alérgicas, estd en el origen
de las redes aerobioldgicas para el control rutinario del
polen atmosférico, que desde los anos 80 del pasado
siglo se han desarrollado principalmente en Europa
(https://www.polleninfo.org/) y América del norte
(http://www.aaaai.org/global/nab-pollen-counts).
Estas redes generalmente utilizan una metodologia
estandarizada. Cada estacién aerobioldgica, equipada
con un captador volumétrico tipo Hirst, realiza un
muestreo continuo de las particulas atmosféricas. Se
obtiene una muestra diaria, que es una preparacion
microscopica, que posteriormente se analizard al
microscopio 6ptico, identificando y contando, tanto los
granos de polen como las esporas fungicas presentes
en la muestra. La identificaciéon se basa en la morfologia
de estas particulas, que es especifica de determinados
grupos de plantas u hongos; como resultado del
andlisis de cada muestra obtenemos una relacién de
tipos morfolégicos de polen o esporas (espectro diario)
cuantificados mediante el valor medio diario por metro
cubico de aire.

Algunos estudios recientes*® sugieren que el
conjunto de microorganismos del aire constituyen
un ecosistema propio, la “aerobiota’; complejo vy
parcialmente desconocido. Por ello, desde AIRBIOTA-CM
nos propusimos como objetivo determinar la cantidad
y diversidad de la aerobiota en la atmosfera urbana,
desde un planteamiento pluridisciplinar, innovador e
integrador’. El consorcio AIRBIOTA-CM estd integrado
por cinco grupos de investigacion de la Comunidad
de Madrid especializados en diferentes areas: virologia
(INMUNOVIR, CSIC), bacterias y hongos (BIO-MAT, UPM),
poleny redes aerobiolégicas (AER-MAD-UCM), aeronaves
no tripuladas o RPAS (CVG-UPM) y biologia de sistemas
(BioSysBio, UAM). Los aspectos mds innovadores de
nuestro proyecto residen en el estudio de la diversidad
de particulas atmosféricas (virus, bacterias, hongos y
polen) en su conjunto, como comunidad de organismos
del aire y en la metodologia a utilizar, que incluye
la utilizacién de técnicas innovadoras de génetica
molecular como la secuenciacién masiva aplicada en
metagenomica (“Next Generation Sequencing’, NGS).
Dicha técnica permite la identificacion de organismos a

partir de muestras ambientales complejas empleando
el andlisis del material genético (ADN) presente en ellas.
Una gran ventaja frente a los métodos tradicionales
es que la metagendmica no requiere el aislamiento y
cultivo previo de los agentes biolégicos, realizando la
extracciéon del ADN directamente a partir de las muestras
recogidas. Ademas de la diversidad pretendemos analizar
también las variaciones en la composicion y cantidad del
bioaerosol atmosférico en las diferentes estaciones del
ano y en diferentes localidades de la Comunidad, con
la finalidad de modelizar dicha aerobiota y establecer
mapas de distribucién. Para el muestreo de las particulas
biolégicas atmosféricas a diferentes alturas o en lugares
de dificil acceso, proyectamos utilizar aeronaves no
tripuladas (RPAS, drones), equipadas con captadores
adaptados a las caracteristicas de estos aparatos®.

En el presente trabajo presentamos los resultados
de un ensayo preliminar realizado con un captador tipo
Hirst (de uso general en los estudios de aerobiologia)
para comprobar si la muestra obtenida con el mismo,
permitia la extraccién del ADN de las particulas bioldgicas
retenidas, para su posterior secuenciacion eidentificacién
por NGS. También hemos querido comparar y valorar los
resultados obtenidos mediante el andlisis morfolégico
tradicional y los aportados por la secuenciaciéon del ADN.

MATERIAL Y METODOS

TOMA DE MUESTRAS

Para la toma de muestras se empled un captador
volumétrico tipo Hirst (Burkard’) instalado en la terraza
del edificio de la Facultad de Farmacia, Universidad
Complutense de Madrid (Madrid, Espaia), perteneciente
a la Red Palinolégica de la Comunidad de Madrid
desde 1993 (Red Palinocam). Se recolecté una muestra
de 7 dias (2-9 de marzo de 2015). La cinta de Melinex
sobre la que se recoge la muestra, se corté por la mitad
longitudinalmente, una mitad se destind al analisis
morfoldgico tradicional por microscopia dptica y la otra
mitad se utilizo para la identificacion del polen mediante
NGS. La muestra analizada corresponde a una semana
completa porque es necesario muestrear un volumen de
aire suficiente para poder extraer el ADN.

ANALIsIs MORFOLOGICO

Con la mitad de la muestra semanal se realizaron
las preparaciones microscopicas sobre las que
posteriormente se hizo el recuento e identificacién de los
granos de polen presentes siguiendo el procedimiento
habitual en este tipo de analisis®.
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ExtrAccion b ADN Y PCR

La extraccion de ADN a partir del material biolégico
retenido en la cinta captadora, se realizé siguiendo las
indicaciones del kit comercial de purificacion PowerSoil’
DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories). La deteccidn
de ADN de origen vegetal en las muestras se realizo
por PCR empleando la siguiente pareja de primers:
rbcla-F:  5’ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC37, y
rbcLa-R: 5’GTAAAATCAAGTCCACCRCG3®, que amplifican
parcialmente el gen rbcL (ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa oxigenasa, RuBisCO). Usando como molde 1 pL
del ADN purificado, la reaccion de PCR se realizé mediante
el siguiente programa: 5 min de desnaturalizacién a 94 °C,
seguidos de 30 ciclos de 1 mina 94°C, T mina52°Cy 1
min de extension a 72 °C, mas 10 min a 72 °C de extension
final. 10 yL de cada reaccién fueron cargados en un gel de
agarosa 1 % para visualizar los resultados.

SECUENCIACION MASIVA

El ADN purificado se analizd generando
amplicones del gen 185 empleando los primers
563f: 5'GCCAGCAVCYGCGGTAAY3; y 1132R:
5'CCGTCAATTHCTTYAART3”. Estos amplicones fueron
secuenciados mediante la tecnologia de /llumina” Miseq
en la Unidad de Gendmica del Parque Cientifico de
Madrid (Madrid, Espafa). El andlisis bioinformatico de las
secuencias obtenidas se realizé mediante el software de
acceso libre Qiime™ incorporando la base de datos Silva'
para la asignacion taxonomica.

RESULTADOS
Exponemos a continuacion los  resultados
preliminares obtenidos en este primer muestreo

realizado del 2 al 9 de marzo de 2015 en la Facultad de
Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid,
perteneciente a la Red Palinocam, con el objetivo de
verificar si los captadores de tipo Hirst, ademas de su
uso tradicional pueden emplearse para la obtencion de
muestras utilizables en estudios metagendémicos del aire.

Los resultados del andlisis morfologico del polen
al microscopio 6ptico para la semana del muestreo se
recogen en la tabla 1.

Se han identificado doce tipos polinicos diferentes,
referidos a diversos rangos taxonémicos. En la mayoria de
los casos la identificaciéon se ha hecho a nivel de género,
entres casos (Pinaceae, Poaceae, Urticaceae) el polen solo
ha podido reconocerse como perteneciente a una familia
y por ultimo el tipo morfolégico Cupressaceae/Taxaceae
que incluye el polen procedente de varias familias y que
resulté el tipo polinico mayoritario, representando el
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48,41 % del polen total semanal. El siguiente polen mas
abundante fue el de los chopos (Populus) que alcanzé el
28,27 % del polen total.

Tabla 1. NUumero de granos de polen/semana (N°GP/S)
de cada uno de los tipos morfolégico identificados y
porcentaje de cada uno de ellos sobre el polen total

Cupressaceae/Taxaceae 1846 48,41
Pinaceae 3 0,08
Poaceae (=Gramineae) 40 1,05
Alnus 71 1,86
Corylus 1 0,29
Quercus 6 0,16
Fraxinus 209 5,48
Plantago 1 0,03
Populus 1078 28,27
Salix 10 0,26
Ulmus 451 11,83
Urticaceae 85 2,23
No identificados 2 0,05
Polen total 3813 | 100,00

En cuanto a los estudios de identificacion mediante
ADN, primero se comprobo si es posible purificar ADN
del polen de las plantas empleando este método de
muestreo. Para ello, se traté de detectar el gen rbcL
(subunidad grande de la enzima Ribulosa 1,5 bifosfato
carboxilasa oxigenasa, conocida como RuBisCO presente
en las plantas e implicada en la fijaciéon del CO, y en la
fotorrespiracion) por PCR a partir del ADN purificado de
dicha muestra. Como se observa en lafigura 1, obtuvimos
un producto de amplificacion de dicho gen (calle 2),
confirmando que es posible la extraccion de material
genético vegetal usando este procedimiento.

A continuacién, el material genético purificado se
empled para la identificacion de plantas mediante
técnicas de secuenciacién masiva del ADN y su posterior
asignacién taxondémica (ver Material y Métodos). Como
se muestra en la tabla 2, se han identificado de forma
precisa hasta 12 6rdenes de espermatofitos, siendo
Coniferales y Malpighiales los grupos mayoritariamente
detectados mediante secuenciacion de su ADN. Ademas
un 1% de secuencias fueron asignadas a la clase Liliopsida
(monocotileddneas) sin precisar érdenes.
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Figura 1. Deteccion de ADN de plantas en una muestra semanal obtenida con el captador tipo Hirst. Calle 1: marcador
de peso molecular de ADN; Calle 2: amplificacién parcial del gen rbcL en la muestra; Calle 3: control negativo (captador
sin conectar)

Marcador
tamano

ADN

600 pb —p

Calle: 1

Tabla 2. Asignacién taxonémica y abundancia relativa
de los resultados obtenidos por NGS referentes a
espermatofitos

e
Coniferales 69
Malpighiales 17
Myrtales 6
Fagales 2
Rosales 2
Fabales 0,1
Malvales 0,05
Lamiales 0,02
Saxifragales 0,006
Santalales 0,002
Solanales 0,002
Geraniales 0,0008
Liliopsida 1
Sin asignar 3
Total 100

Plantas Control -

Puesto que los resultados de la secuenciacion de ADN
se refieren principalmente a 6rdenes las comparaciones
de los resultados obtenidos por el analisis morfoldgico
del polen y por secuenciacion las haremos a nivel
del rango taxondémico orden. Para ello presentamos
la tabla 3. Queda en evidencia que los dos tipos
polinicos mayoritarios en el analisis morfolégico fueron
Cupressaceae/Taxaceae (Orden Pinales) y Populus (Orden
Malpighiales) y que el mayor porcentaje de ADN de
espermatofitos fue el asignado a estos dos 6rdenes. Los
siete 6rdenes no detectados en el analisis morfoldgico
del polen y detectados mediante secuenciacién, lo
fueron con porcentajes de secuencias muy bajos.
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Tabla 3.Resultados del analisis morfolégico del polen al microscopio 6ptico y resultados obtenidos mediante

la secuenciacion de ADN

. ANAUSSMORFOLOGIO SECUENCIACION
Tipo polinico Orden % PT %PT % ADN espermatofitos Orden
Cupress/Taxac Coniferales 48,41
48,49 69 Coniferales
Pinaceae Coniferales 0,08
Alnus Fagales 1,86
Corylus Fagales 0,29 2,31 2 Fagales
Quercus Fagales 0,16
Fraxinus Lamiales 5,48
5,51 0,02 Lamiales
Plantago Lamiales 0,03
Populus Malpighiales | 28,27
28,53 17 Malpighiales
Salix Malpighiales 0,26
Ulmus Rosales 11,83
14,06 2 Rosales
Urticaceae Rosales 2,23
Poaceae Poales 1,05 1 1 Liliopsida (Poales)
Fabales No detectado 0,1 Fabales
Geraniales No detectado 0,0008 Geraniales
Malvales No detectado 0,05 Malvales
Myrtales No detectado 6 Myrtales
Santalales No detectado 0,002 Santalales
Saxifragales No detectado 0,006 Saxifragales
Solanales No detectado 0,002 Solanales
No identificado 0,05 3 Sin asignar
DISCUSION referencias de su utilizacion en metagendmica.

Los resultados expuestos permiten constatar, en
primer lugar, que los captadores volumétricos tipo
Hirst se pueden utilizar, ademas de para el muestreo
rutinario del polen atmosférico, para la obtencién
del ADN del bioaerosol atmosférico, a partir de una
Unica muestra semanal. Esto tiene la ventaja de que
nos permite comparar los resultados de la aplicacién
de ambas metodologias en la identificacion del polen
atmosférico (tabla 3). Hasta el momento estos captadores
volumétricos han sido utilizados en multitud de estudios
aerobioldgicos y en el control rutinario del polen
atmosférico que llevan a cabo las redes aerobioldgicas,
pero el andlisis de las muestras siempre se ha realizado
mediante la identificacién visual del polen y esporas de
las mismas al microscopio éptico. En los tltimos anos se
han publicado algunos articulos que utilizaron este tipo
de captadores en estudios genémicos'* pero no tenemos

Rev. salud ambient. 2016;16(1):71-7

El recuento e identificacién del polen al microscopio
Opticoesun procedimiento largoy costoso, que no puede
realizarse de forma automatica y necesita personal con
una formacion especifica. En cambio el NGS no requiere
estaformacién especializaday laidentificacion de nuevos
grupos/taxones es relativamente facil incorporando
las secuencias a la base de datos para la asignacion
taxonomica. Se evitan asi las dudas en la identificacion
y las limitaciones del andlisis morfolégico y se ahorra
tiempo de trabajo frente al microscopio.

La metodologia de NGS estd muy desarrollada y es
fiable para bacterias, pero su uso esta menos extendido
en hongosy plantas, por lo que se requieren mas estudios
para ajustar y afinar los resultados. En este sentido, uno
de los principales inconvenientes es que la identificacion
recae sobre una base de datos. Asi, por ejemplo, en el
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analisis morfoldgico se detecta un alto porcentaje de
polen de Ulmus (olmos) y Urticaceae, plantas situadas
actualmente en el orden Rosales, al que el NGS le asigna
s6lo un 2 % de secuencias. Una posible explicaciéon es
que no existen secuencias de Ulmus en la base de datos
empleada en este analisis (Silva release 111"). Otro
interrogante es el planteado por el orden Myrtales con
un 6 % de secuencias asignadas y que no aparece en el
analisis morfoldgico. Por los datos que tenemos sobre
polen atmosférico en la Comunidad de Madrid, sabemos
que el Unico tipo polinico detectado en el aire de este
orden es el de Eucalyptus (Myrtaceae, Myrtales), que solo
aparece en los meses de verano y con niveles muy bajos
con totales anuales que varian entre 10 y 200 granos de
polen aio. En Madrid la presencia de Eucalyptus es escasa
por lo que no es esperable el resultado obtenido, y nos
evidencia la necesidad de mas estudios comparativos.

Como la identificaciéon en NGS se hace por caracteres
genéticos (ADN) y no por caracteres morfoldgicos (tipos
polinicos), se puede llegar a una asignacién taxonémica
mas precisa siempre que la regién del ADN analizada
lo permita. Como puede verse en la tabla 3, el analisis
morfoldgico identifica seis 6rdenes mientras que los
resultados de NGS identifican estos seis érdenes, mas
otros seis no detectados por morfologia, es decir, se ha
detectado mayor biodiversidad. Aunque la identificacion
a nivel de orden no es lo deseable por el momento, no
ha sido posible precisar mas debido a las carencias de
la base de datos actual y a que el 185 no es el mejor
marcador para la identificacion de especies de plantas.

Un ultimo inconveniente en la comparacion de los
resultados, es que los valores obtenidos por NGS son
abundancias relativas, no granos de polen, lo que puede
dificultar su interpretacién. Una mejor aproximacion
seria la secuenciacion denominada en la bibliografia
especializada “shotgun”, pero su coste es todavia elevado
para estos estudios.

CONCLUSION

Estos resultados preliminares confirman que, en
principio, las técnicas de secuenciacion masiva del ADN
pueden emplearse para laidentificaciony caracterizacion
del polen atmosférico utilizando los captadores tipo Hirst,
de uso habitual en las redes aerobioldgicas. Aunque los
resultados son prometedores, todavia son necesarios
considerables avances para la incorporacion de NGS
como una alternativa fiable. En concreto, se requiere
la elaboracién de una base de datos de secuencias
depurada y fiable para la identificacion taxondémica, asi
como el desarrollo de una metodologia que permita una
extrapolacién entre las abundancias relativas estimadas

por metagendmica y la abundancia real en granos de
polen. Ademas, se hace imprescindible la elaboracién de
mas trabajos comparativos de identificacion entre estas
nuevas metodologias y los estudios tradicionales para
poder alcanzar una caracterizacién precisa y suficiente
de la aerobiota en su conjunto.
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