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RESUMEN

En la dltima década se han incrementado los estudios de la
microflora de suelos debido a que se ha reconocido su rol
fundamental en el soporte de las funciones vy servicios
ecosistémicos. Por esto, el analisis de la estructura de estos
ecosistemas permitiria el monitoreo y prediccién de los cambios en
la calidad del suelo. Sin embargo, este analisis estructural no ha
podido llevarse a cabo por la falta de informacién sobre la
biodiversidad de estos ecosistemas, especialmente, luego de que
Torsvik y colaboradores (1980, 1990) constataran la ineficiencia y
poca representatividad del método microbiologico tradicional. En
estos Ultimos afios se han desarrollado métodos nuevos para el
estudio de los cambios estructurales de los ecosistemas
microbianos edaficos que, si bien se han desarrollado para la
evaluacion de impactos ambientales, su uso en ésta area ha sido
reducido. Este articulo revisa las ventajas y desventajas de los
principales métodos que hoy existen; analizados desde las
necesidades de un pais en vias de desarrollo que requiere evaluar
sus impactos ambientales sobre el suelo y relevar su biodiversidad
microbiana, como recurso biotecnolégico para el pais
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ABSTRACT

The last decade has seen an increase in the studies of soil
microbes due to the recognition of its main role in supporting the
functions and services of ecosystems. Therefore, the analysis of the
structure of these ecosystems would allow the monitoring and
prediction of soil quality changes. However, such structural analysis
has not been carried out for lack of knowledge about the biodiversity
of these ecosystems, especially after Torsvik et al. (1980, 1990)
found the inefficiency and inadequate representation of classical
microbiological studies. In recent years, new methods have been
developed to study the structural changes of soil microbial
ecosystems, which although developed as an assessment tool to
determine environmental impacts, its use in this field has been
minimal. This article reviews the advantages and disadvantages of
the main methods used today from the perspective of the needs of
developing countries that require: (i) to assess its environmental
impacts on soil quality; and (ii) to screen soil microbial biodiversity as
a biotechnological resource of the country.

De los compartimientos ambientales principales, el suelo es el méas
complejo de estudiar y analizar, debido a su complejidad
estructural y carencia de métodos eficientes para su evaluacion, especialmente
su componente biol6gica. Ademas, presenta los mayores desafios cientificos,
en términos ambientales, dada la gran cantidad de servicios y funciones
ecosistémicas que presta a la Humanidad (descomposicion de material vegetal
y animal, ciclos biogeoquimicos, sumidero de carbono, soporte para la
produccion vegetal y animal, etc.) (Turco et al., 1994; Widmer et al., 2001).
Por lo que, actualmente, un elemento central del estudio de los suelos es la
evaluacion de los cambios de su calidad, donde la componente bioldgica ha
mostrado ser de gran relevancia. Especialmente la flora microbiana (Stenberag,
1997; Stenberg, 1999), ya que es la encargada de sustentar las diferentes
funciones del suelo, por lo cual una alteracion de ésta - por cambios de
cobertura vegetal u otro tipo de impacto ambiental - puede desencadenar
cambios drasticos en las propiedades globales del suelo, como su fertilidad
(Baath et al., 1998; Bossio et al., 1998; Di Giovanni et al., 1999; Haldeman et
al., 1995; lbekwe Abasiofiok & Kennedy, 1998; Ovreas et al., 1998;
Rundgren et al., 1998; Zoqq et al., 1997).

A pesar de estos antecedentes, los estudios microbioldgicos del suelo
fueron a menudo subvalorados, principalmente por ser engorrosos Yy
complejos (Turco et al., 1994; Widmer et al., 2001); lo cual, los dejé en
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desventaja respecto a los analisis de parametros fisicoquimicos (contenido de
arcilla, limo y arena; acidez; capacidad de retencion de agua, capacidad de
intercambio cationico, carbono y nitrogeno total, etc.). Sin embargo, éstos
altimos no han permitido explicar los cambios generados por los diferentes
tipos de impactos ambientales en la calidad del suelo (Turco et al., 1994;
Widmer et al., 2001); ya que, los cambios de la calidad responden
principalmente a los cambios de su componente bioldgica (Dick, 1994). Un
analisis mas profundo de ésta componente del suelo se ha intentado realizar a
través de la evaluacién de las propiedades funcionales del ecosistema
microbiano, mediante la determinacion de: la biomasa microbiana, tasa de
respiracion microbiana, la tasa de transformacion de nutrientes especificos
(actividades  enziméticas generales y especificas), y parametros
ecofisioldgicos (Insam & Ohlinger, 1995). Y aunque, este tipo de estudios
logré6 mostrar su validez en el monitoreo de los cambios de la calidad del
suelo, no ha permitido develar el funcionamiento interno del ecosistema
microbiano edafico, manteniendo a éste en una condicién de "caja negra”. Lo
cual, impide comprender cémo los diferentes impactos ambientales afectan la
fragilidad y sustentabilidad de estos ecosistemas (Insam, 2001; Tiedje et al.,
1999). Por esta razdn, en la ultima década, en diferentes trabajos, se ha
planteado como prioritario el estudio de los cambios provocados por los
impactos ambientales en la estructura de los ecosistemas microbianos
edaficos; de manera de poder evaluar y predecir los cambios futuros de la
calidad de los suelos, basados en los cambios de caracteristicas del ecosistema
(como cambios en la riqueza y equitatividad) y en el hallazgo de
bioindicadores y biomarcadores (Rundgren et al., 1998; Schutter & Dick
2000;Tiedje et al., 1999; Turco et al., 1994).

El principal motivo que obstaculizd un mayor avance de los estudios
de la microflora del suelo fue el empleo del método microbioldgico clasico,
que era muy lento y engorroso; debido al gran nimero de etapas requeridas
para lograr el aislamiento e identificacion taxondmica de los diferentes
organismos (Turco et al., 1994). Esta metodologia se empleo hasta mediados
de los afios 80, cuando el desarrollo de estudios de biologia molecular de la
microflora del suelo constataron que el método clasico habia evaluado menos
del 1% de los microorganismos (Tiedje et al., 1999; Torsvik, 1980; Torsvik et
al., 1990; Turco et al., 1994). Estos hallazgos, conjuntamente con el auge de la
biotecnologia y nuevas metodologias de la biologia molecular - como la
amplificacion de ADN con PCR -, conllevé al desarrollo de nuevas areas de la
ciencia, como la Ecologia Molecular Microbiana (Rosado et al., 1997), que
incrementaron los estudios taxondémicos de la microflora del suelo (Insam,
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2001; Tiedje et al., 1999; Turco et al, 1994; Zelles, 1999).
Desafortunadamente, la mayor parte de estos estudios no han logrado
apartarse de los objetivos biotecnoldgicos, existiendo un avance pobre en
entender los mecanismos internos de la "caja negra”, y sus relaciones con la
calidad del suelo y los impactos ambientales.

Este ensayo tiene por objetivo revisar y analizar las nuevas
metodologias desarrolladas para el estudio de los cambios estructurales de los
ecosistemas microbianos de suelos, asi como sus potencialidades en estudios
con objetivos ambientales, tanto para el diagndstico como para la prediccion
de los cambios de la calidad de los mismos.

Estudios por métodos tradicionales

El estudio del suelo es un problema complejo, debido a dos grandes
causas: primero por ser de una gran complejidad estructural, ya que presenta
fases solidas, liquidas y gaseosas, mas sus respectivas interfases; y segundo,
por la carencia de métodos de analisis desarrollados para evaluar
adecuadamente las bases bioldgicas que sustentan sus funciones y servicios
(Turco et al., 1994).

Entre los métodos empleados para el estudio de los suelos, los analisis
fisicos son los de mayor eficiencia y confiabilidad, dado que fueron
especificamente desarrollados para el analisis de este compartimiento
ambiental. En un grado intermedio de confiabilidad, se encuentran los analisis
quimicos del suelo, donde los principios de la quimica de sistemas acuosos
son validos, en la mayor parte de los casos, si se logra obtener soluciones
homogéneas del analito buscado. En otros casos, como la determinacion de la
acidez, el suelo actia como un coloide, por lo cual dependiendo de la
distancia entre el electrodo y el sedimento se obtendran valores diferentes,
afectando la reproducibilidad del método (McLean, 1982). Por estas razones,
en la década del 60, cuando se realizaron los relevamientos de suelos del
mundo, se emplearon esencialmente métodos fisicoquimicos (Falkowski et al.,
2000; Scholes et al., 1995).

El método microbioldgico clasico que se empleo en el estudio del
suelo, originalmente desarrollado para muestras acuosas, consta de cinco
etapas: (i) dilucion de la muestra (paso optativo); (ii) cultivo en medios de
cultivo generales, que idealmente proporcionan las condiciones de
crecimiento para todos los microorganismos de la muestra; (iii) cultivo en
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medios especificos, para la seleccion de grupos de organismos; (iv) conteo; e
(v) identificacién taxondémica, mediante la evaluacion de parametros
bioguimicos, como la fermentacion de diferentes substratos (Parkinson et al.,
1971; Schinner et al., 1996). A pesar de ser una metodologia eficiente en
estudios de microbiologia humana y de sistemas acuaticos, su empleo en el
estudio de suelos se realiz6 con ciertos reparos, ya que se asumia que sus
premisas no se cumplian totalmente. Primero, porque el supuesto de una
dilucién homogénea de la muestra en el caso de los suelos es irreal, ya que
nunca se logra alcanzar dicha condicién; segundo, debido a que los
organismos estan estrechamente unidos a las particulas del suelo, no se puede
lograr una dilucidn representativa de todas las especies; y tercero, las
condiciones del medio de cultivo general, no aseguran el crecimiento de todos
los microorganismos presentes en la muestra de suelo, ya que las condiciones
aerobicas, asi como las concentraciones de los substratos, no seran optimas
para todas las comunidades microbianas. Por lo cual, se aceptaba que la
metodologia clasica solo lograba la identificacion de una submuestra
“representativa” de los organismos aerdbicos presentes en las muestras
analizadas (Rosado et al., 1997; Turco et al., 1994; Van Elsas et al., 1998;
Zelles, 1999). Con los hallazgos de Torsvik et al. (1980, 1991), que sefialaban
que entre el 99,5 a 99,9 % de los microorganismos de suelo no eran
cultivables por el método microbiolégico clasico, se establecié la poca
representatividad estadistica del método clasico. A lo que se sumaron
posteriormente, las discordancias entre las clasificaciones taxondmicas
realizados mediante el método clasico y los estudios del ADN (Jarvis &

Tighe, 1994).

Nuevas metodologias

La creciente preocupacion por desarrollar bioindicadores para
monitorear los cambios en la calidad del suelo, provocados por: derrames y
disposicién de xenobidticos, contaminacion por plaguicidas, procesos de
erosion o el incremento periodico del uso de fertilizantes para lograr mantener
las producciones agricolas; hicieron que la investigacion de suelos se volviese
prioritaria, y que la mayor parte de la investigacion se haya realizado tan sélo
en la pasada década (Insam, 2001), especialmente sobre los cambios
estructurales de los ecosistemas microbianos edaficos vinculados impactos
ambientales (Baath et al., 1998; Bossio et al., 1998; Di Giovanni et al., 1999;
Haldeman et al., 1995; Ibekwe Abasiofiok & Kennedy, 1998; Ovreas et al.,
1998; Zogg et al., 1997). Aunque mediante el analisis funcional del
ecosistema microbiano edafico se logré definir relaciones con los cambios en
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la calidad del suelo; estos hallazgos son dificiles de interpretar en términos
ecosistémicos (Schinner et al., 1996), por lo cual, su interpretacion y uso se ha
realizado en forma reduccionista. Un ejemplo de esto es la evaluacién de la
fertilidad del suelo basada en relacion carbono nitrogeno (Schinner et al.,
1996), lo cual no explicaba las pérdidas de productividad e incrementos en los
requerimientos de fertilizantes; situacion que solo fue criticado desde al
ambientalismo, especialmente por visiones holisticas como la Agroecologia,
que siempre insistieron en una evaluacién de los suelo como un ecosistema y
no como un simple soporte inerte (Altieri, 1999).

Los nuevos estudios de la estructura del ecosistema microbiano han
generado informacion importante para la comprension de los mecanismos que
dan origen a las funciones y servicios de la "caja negra”. Lamentablemente, la
mayor parte de estos estudios se ha centrado en casos de contaminacion
quimica (Rosado et al., 1997; Zelles, 1999), y ultimamente en la evaluacién de
los efectos de plantas transgénicas (Germida et al., 1998a; Germida et al.,
1998b; Siciliano et al., 1998; Siciliano & Germida, 1999; Tiedje et al., 1999);
reduciendo la potencialidad de las nuevas herramientas, al circunscribirlas en
la basqueda o monitoreo de organismos degradadores de los contaminantes,
debido a la alta influencia de intereses econdmicos sobre nuevos recursos
biotecnoldgicos; por esto, la evaluacion de los indices de diversidad u otros
descriptores ecologicos de las comunidades y el efecto de los impactos
antropicos sobre ellas ha sido escaso, exceptuando estudios de Degens
(Sparling & Degens, 1999; Degens & Vojvodic-Vucovik, 1999) y Zelles
(1999).

Actualmente existe una gran variedad de estudios sobre
microorganismos del suelo, que se pueden agrupar en cinco grandes areas: (i)
reclasificacion taxonémica (Graham et al., 1995; Jarvis & Tighe, 1994); (ii)
monitoreo de genes en el ambiente (Van Elsas et al., 1998); (iii) monitoreo de
especies transgénicas (Siciliano et al., 1998); (iv) relevamiento de
microorganismos de interés biotecnoldgico; y (v) estudios de caracter
ambiental (Maire et al., 1999; Van Elsas et al., 1998). Para estos propositos se
han desarrollado cuatro diferentes metodologias: (a) analisis de uso de
substratos in vitro, (b) analisis del uso de substratos in situ, (c) analisis de
patrones de acidos grasos y (d) analisis de patrones de ADN (Insam, 2001).
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Anélisis del uso de substratos in vitro

El analisis de patrones de uso de substratos a nivel comunitario
(abreviado en inglés como CLSU fingerprint [1], de la expresion "community
level substrate utilization fingerprints™) consiste en analizar el
comportamiento de las comunidades microbianas del suelo en 96 medios de
cultivo diferentes en forma simultanea (dispuestos en una placa de
microtitulacion). En si es una variacién del método microbioldgico clésico,
introduciendo como innovaciéon el uso de medios de cultivo diferentes, cada
uno con una substancia indicadora coloreada, que sefiala el tipo y grado de
actividad realizada en cada medio de cultivo. Este método se puede emplear
tanto para especies bacterianas aisladas como para comunidades completas.
Esta técnica estd patentada bajo el nombre de BIOLOG, empresa que
comercializa dichas placas de microtitulacién. En si el método es muy simple,
y permite identificar diferencias en la reactividad con los substratos, ya que se
puede evaluar colorimétricamente (Siciliano et al., 1998; Waldrop et al., 2000;
Widmer et al., 2001).

La caracteristica mas relevante de este método es permitir identificar y
cuantificar un patrén metabolico, en forma rapida y poco costosa, que permite
el relevamiento de grandes cantidades de muestras y el agrupamiento de
suelos, en funcion de los patrones encontrados (Wildmer et al., 2001). Esta
técnica ha demostrado su capacidad de realizar identificaciones taxonomicas,
ya que existen patrones de reaccion definidos por especie. A pesar de estas
ventajas, el método presenta problemas similares al método clasico, ya que:
utiliza una dilucion del suelo; sus condiciones de cultivo sélo detectan
actividades de algunos microorganismos aerobicos de la muestra, con lo cual
su representatividad estadistica es cuestionables (Insam, 2001). Ademas, a
pesar que esta metodologia se denomina patron de uso de substratos, revela
poco sobre las alteraciones ocurridas en el ambito fisioldgico o estructural en
el ecosistema microbiano, porque en el suelo existen actividades catabolicas
redundantes, es decir, sustentadas por mas de un tipo de microorganismo, de
esta forma podrian existir reducciones en la riqueza de los ecosistemas y no
ser detectadas a través de esta metodologia (Dick, 1994; Dick et al., 2000);
asimismo, las actividades de los consorcios microbianos, realizados para la
complementacién de los metabolismos microbianos, no pueden detectarse, ya
sea su desagregacion fisica (en la etapa de dilucion) o porque las condiciones
son restrictivas para algunos de los integrantes del consorcio.
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Anélisis del uso de substratos in situ

Como solucién a los problemas de del anélisis del patron de uso de
substratos in vitro (BIOLOG), un grupo de investigacién de Nueva Zelandia,
cre6 una forma optimizada de éste, mediante su evaluacion in situ (Degens,
1999). Este andlisis consiste en agregar al suelo estudiado una mezcla de
substratos conocidos que posteriormente es recuperada y evaluada. De esta
manera, se puede determinar cual ha sido la catabolizacion de cada substrato
en el suelo - lo que se ha denominado diversidad funcional catabdlica - . Esta
estrategia de evaluacion de la diversidad es muy interesante, aunque mas
compleja y costosa que BIOLOG, y quizas esto explique que el unico pais
donde se utiliza es Nueva Zelandia, lugar donde se creo esta metodologia. La
desventaja principal de este método es no permitir evaluar los cambios en la
estructura del ecosistema microbiano en términos taxonémicos, ya que no es
posible asignar las funciones catabdlicas a grupos microbianos especificos
(Degens & Sparling, 1996; Degens & Harris, 1997; Degens 1998a; Degens
1998b; Degens, 1999; Degens & Vojvodic-Vucovik, 1999; Degens et al.,
2000; Degens et al., 2001). Ademas existe la posibilidad de interferencia en
los resultados por la actividad catalitica de las sustancias humicas (Klavins et
al., 2001) o enzimas libres del suelo [2] (Dick, 1994).

Analisis de patrones de acidos grasos

El analisis de &cidos grasos se basa en el estudio de los acidos grasos,
componentes esenciales de la membrana celular de las células vivas, que en
condiciones naturales son una proporciéon relativamente constante de la
biomasa de los organismos (Lechevalier, 1977). De esta manera, es posible
obtener un patron representativo de especies aisladas o de ecosistema
microbiano enteros (Zelles, 1999), ya que sélo las células vivas viables poseen
membranas no alteradas, con é&cidos grasos como los fosfolipidos
(denominados en la literatura inglesa como PLFA [3]). El analisis del patron
de éstos &cidos grasos, que se realiza a traves de la identificacion y
cuantificacion de sus ésteres metilicos (denominados en la literatura inglesa
como FAME [4]), mediante cromatografia gaseosa o de capa fina; cuyo patron
es caracteristico para cada género y especie (Liu, 1994; MIDI, 1990; Turco et
al., 1994). Este tipo de andlisis de los ecosistemas microbianos se ha utilizado
con tres variantes: (i) aplicacion a microorganismos aislados mediante
técnicas microbioldgicas tradicionales (métodos FAME-MIDI) (Figura 1),
donde la identificacion se realiza mediante el empleo de una base de datos
(como la MIS [5]) (MIDI, 1990); (ii)identificacion de relaciones entre grupos
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de microorganismos basado en acidos grasos caracteristicos de especies o
géneros, como el caso de las evaluaciones de ergosterol (4cido graso propio de
hongos) (Grierson & Adams, 2000; Joergensen, 2000; Kato & Wickner, 2001;
Ruzicka et al., 2000); y (iii) el analisis de ecosistemas microbianos enteros,
sin etapas de aislacion de especies, donde se estudian &cidos grasos que
identifiqguen comunidades u organismos especificos, con fines ambientales
(Tabla 1 y Figura 2) (Jansa et al., 1999; Nielsen & Petersen, 2000; Olsson et
al., 1999; Olsson & Persson, 1999; Schutter & Dick, 2000). Esta Gltima
estrategia permite definir y agrupar suelos con las caracteristicas funcionales
determinadas (niveles de carbono, fertilidad, actividades enzimaticas, etc.)
(Maire et al., 1999), asi como la identificacion de las comunidades de
microorganismos (Zelles, 1999).

Tabla 1. Resumen de los patrones mas importantes de fosfolipidos que pueden ser utilizados
para determinar la composicién comunitaria de la microbiota del suelo (Zelles, 1999).

Grupo microbiano Patron de fosfolipidos
Archaebacteria Residuos grasos con una union éter a glicerol
Bacterias Anaerobicas Contienen esfingolipidos que estan ausentes en
los aerobicos

Bacterias en general Acidos grasos saturados y monoinsaturados con
union éster a glicerol

Bacterias gram negativa Contienen mayor cantidad de &cidos grasos
hidroxilados

Bacterias gram positiva Contienen mayor cantidad de &cidos grasos
ramificados.

Cyanobacteria(y eucariotas) | Contienen acidos grasos poli-insaturados.

Hongos Presentan un fosfolipidos especifico, como:
18:2 w 6 0 ergosterol.
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Figura 1. Procedimiento general seguido por el método de analisis FAME: (1) cultivo
microbiol6gico puro; (2) saponificacion / metilacion; (3) extraccion de ésteres metilicos;
(4) andlisis por cromatografia gaseosa con detector FID; (5) etapa de integracion; (6)
denominacién de sefiales y comparacion del patrén con una base de datos; (7)
Identificacién de la especie microbiana (MIDI, 1990).

Figura 2. Diferentes
etapas de extraccion y
separacion de los
meatanalisis en fosfolipidos, mediante
medio alcaling columnas de extraccion
: en fase sélida (CEFS)
con grupos de: silica
(SI), aminopropil

Lpoé Glico e
neutras  -lipidos (NH2) y acido
s bencensulfénico
Fosfolipidos
{polares) (SCX). Para separar

acidos grasos
hidroxilados (EL-
HYFA), saturados (EL-
SATFA),

2|

CEFS

' B s |
.-écii:ios grasos EL-HYFA |

SO Sy monosaturados (EL-
no sustituidos r%%l s%?mnlﬁcahles MUFA),
poliinsaturados (EL-
PUFA) y de 4cidos

grasos no esterificados
no hidroxilados (NEL-
UNSFA) e hidroxilados
(NEL-HYFA) (Zelles,
1999).

EL-SATFA EL-MUFA  EL-FUFA

5 &l
MNEL-UMSFA MEL-HYFA
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Analisis de patrones de ADN

El desarrollo de las técnicas para el analisis de patrones ADN ha ido
de la mano con la evaluacion del riesgo asociado a la liberacion (deliberada o
involuntaria) de organismos transgénicos al medio ambiente. Las diferentes
técnicas presentan basicamente cuatro etapas fundamentales: (i) aislamiento
de los &cidos nucleicos (ADN y/o ARN) microbianos del suelo; (ii)
amplificacion, mediante PCR; (iii) anlisis de los patrones de restriccion; y
(iv) cuantificacién. Ademas, como etapa complementaria esta la posibilidad
del clonamiento del material aislado para la identificacion de sus funciones,
dependiendo de los objetivos de la investigacion (Tiedge et al., 1999). Debido
a la gran cantidad de las variantes de cada etapa, cada una con una
denominacién propia (Figura. 3), que explicarlas en detalle esta fuera de los
objetivos de este articulo, por lo cual se recomienda revisar los trabajos del
grupo de van Elsas (van Elsas et al., 1998; Rosado et al., 1997), donde se han
resumido la mayor parte de todas las variantes conocidas de esta metodologia.

Sobre este tipo de analisis, Insam (2001) ha argumentado, que debido
a sus capacidades taxonomicas en el futuro reemplazaran a los andlisis de
patrones de ésteres metilicos de acidos grasos. Esto porque los estudios de
acidos nucleicos pueden asociar directamente la informacion encontrada con
genotecas microbianas, permitiendo la identificacion a nivel de género y
especie; lo que permitiria la clasificacion taxondémica en casos de especies
desconocidas. Sin embargo, esta metodologia sélo ha demostrado su
eficiencia en sistemas simplificados, donde las interferencias en la deteccion
de genes (o grupos de genes) especificos han sido eliminadas mediante la
amplificacion por PCR con sondas especificas para el material buscado
(Germida et al., 1998a; Germida et al., 1998b; Siciliano et al., 1998; Siciliano
& Germida, 1999). Pero, en el analisis de muestras de suelo crudas, sin
aislamiento previo de las especies, surgen problemas serios para que se
mantengan los niveles de eficiencia logrados con genes y microorganismos
aislados (Harry et al., 1999; Harry et al., 2000; Harry et al., 2001; Roose-
Amsaleg et al., 2001). Primero, porque en la etapa de extraccion del ADN o
ARN desde el suelo se co-extraen sustancias humicas (dada sus similitudes
estructurales y fisicoquimicas), que inhiben la actividad de la PCR reduciendo
la eficiencia de la amplificacion. Segundo, el ADN extraido del suelo es una
mezcla de ADN gendmicos, por lo que existira competencia favorable por los
primers [6] para aquellos genomas que dominen en ecosistema, en la etapa de
amplificacion con PCR. Esto plantea el riesgo de no poder amplificar ni
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detectar el ADN de especies poco representadas en el ecosistema, ni de poder
asignar los fingerprints de ADN del suelo a especies microbianas especificas.
Por lo tanto, las aplicaciones ambientales de este tipo de técnicas presentaran
resultados potenciales muy similares a los actuales analisis de patrones de
ésteres metilicos de acidos grasos de muestras de suelo entero.

AMBIENTE qr\
"in sitn"-PCR
Hibridizacidn "m sty i
extraccidn

Cinética de Electroforesis de ARN

reasociacidn de de baja masa
ADN v molecular
ADMN ARN

Ezpresién génica
PCR RT-PCR — B PR E
Analisis de la DGGE/TGGEARDRA
hibridizacidn ete
Dotfcolony —#  Clonamiento de
Southern blot productos de PCR
secuenciamiento hibridizacidn

Secuencia v analisis con base de datos

v

Andlisis filogenético

v

Disefio de sonda
génica

Figura 3. Diagrama esquematico que muestra en general las diferentes técnicas de biologia
molecular empleadas para la caracterizacion de microorganismos de muestras ambientales
(Rosado et al., 1997).
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Aplicaciones ambientales

El estudio de las comunidades microbianas con objetivos ambientales
se ha centrado en el andlisis de efectos del cambio de cobertura vegetal,
andlisis de la rizosfera, evaluacion del estrés ambiental causado por
xenobidticos, y en la optimizacion de procedimientos para el andlisis de
microorganismos del suelo, sin etapas intermedias de cultivo.

El anélisis de patrones de sustrato in situ se ha empleado para evaluar:
efecto de enmiendas (Degens, 1998b); modulaciones de la diversidad
catabdlica provocadas por los niveles de carbono orgéanico del suelo (Degens
et al., 2000); y cambios en la diversidad funcional y su fragilidad en diferentes
coberturas vegetales (bosque nativo, pasturas, cultivos y plantaciones de pino)
(Degens & Vojvodic-Vukovic, 1999; Sparling & Degens, 2000); En esta
ultima aplicacion se destaca el célculo de indices de riqueza y equitatividad,
basados en la diversidad funcional catabdlica; con lo cual se ha intentado
evaluar los cambios en fragilidad del ecosistema edafico frente a nuevos
impactos ambientales. Sin embargo, este andlisis de la diversidad catabolica,
aun no ha logrado mostrar su correlacion con analisis taxondmicos,
especificamente con el PLFA (Degens 1998a; Wildmer et al., 2001).

Por otra parte, los andlisis de patrones de ésteres metilicos de acidos
grasos han mostrado su mayor amplitud en sus aplicaciones ambientales,
utilizdndose en casi todas las areas mencionadas al comienzo de esta seccion.
Se han empleados con éxito en el andlisis de cambios de cobertura vegetal,
como bosque tropical por tierras de cultivo (Waldrop et al., 2000), para
evaluar diferentes tipos de cultivo agricolas (Bossio et al., 1998; Maire et al.,
1999; Zelles et al., 1992) y sus relaciones con propiedades funcionales,
especialmente actividades enzimaticas (Grierson & Adams, 2000, Kandeler et
al., 1998; Stenberg, 1997; Stenberg, 1999; Sundh et al., 2000). Asimismo se
han ocupado en el estudio del funcionamiento de la rizosfera (Jansa et al.
1999; Joergensen, 2000; Olsson & Persson, 1999; Olsson et al., 1999) y las
alteraciones provocadas, en este contexto, por especies transgénicas (Germida
et al., 1998a; Germida et al., 1998b; Siciliano & Germida, 1999; Siciliano et
al., 1998). En el estudio de xenobidticos, las evaluaciones se han focalizado en
el analisis de los efectos de la contaminacion por cadmio, cobre, niquel,
plomo y zinc (Baath et al., 1998; Frostegard et al., 1993). Donde se ha logrado
definir un patron especifico de PLFA, para este tipo de contaminacion, que
esta directamente relacionado con el grado de contaminacion (Zelles, 1999).
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Por otra parte, el analisis de patrones de &cidos nucleicos se ha
empleado hasta el momento en el andlisis taxondmico de comunidades
relacionadas a contaminaciones especificas por metales (Brim et al., 1999) y
pesticidas (Ka et al.,1994, Tiedge et al., 1999). Sin existir aun una proyeccion
ambiental de este tipo de estudios, ya que son demasiado reduccionistas; por
lo cual, la mayor parte de las publicaciones de esta metodologia tratan sobre
optimizaciones de las técnicas (Insam, 2001; Krsek & Wellington, 1999;
Rosado et al., 1997; Tiedge et al., 1999; van Elsas et al., 1998).

En general, analizando los patrones dados por los resultados de
BIOLOG, PLFA y de ADN, empleados en forma simultanea para un mismo
tipo de suelo, Wildmer et al. (2001) demostraron que los resultados, de cada
tipo de andlisis, eran concordantes, ya que generaban un resultado similar en
el agrupamiento de los suelos. Sin embargo, al realizar el analisis de la
estructura del ecosistema edafico, mediante un anélisis de clusters de los
resultados obtenidos con cada método, los agrupamientos dados por cada
método no fueron similares. Esto demostré que los métodos, si bien, evaltan
aparentemente la misma variable del suelo; no lo hacen de la misma forma.

Conclusiones

El estudio de los cambios estructurales en el ecosistema microbiano,
desde un punto de vista ambiental, tiene como objetivos: evaluar la calidad del
suelo y definir bioindicadores y/o biomarcadores. A esto se debe agregar, que
estos estudios deben permitir tanto la evaluacion del estado actual de los
ecosistemas edaficos, como permitir predecir los cambios que se provocarian
en diferentes escalas de trabajo, Unica forma de poder integrar esta
informacion con otros antecedentes del problema ambiental. En este contexto,
aunque todos los métodos revisados han sido planteados y usados con fines
ambientales, se destacan entre ellos el analisis de patrones de ésteres metilicos
de acidos grasos y de patrones de &cidos nucleicos; ya que, en términos
taxonomicos permitirian comprender los cambios estructurales 'y
simultaneamente realizar un relevamiento de la biodiversidad, informacién de
utilidad para la restauracion o evaluacion de suelos con caracteristicas
edafoldgicas similares. Por otro lado, los estudios realizados mediante la
evaluacion de utilizacion de substratos, aunque generan resultados aceptables,
en términos agrondmicos, para el agrupamiento de suelos; no lo son en
términos ambientales. Esto, porque la informacidn que proporcionan no dejan
de ser un analisis elegante de las propiedades funcionales de la “caja negra”.
Lo Unico rescatable de este ultimo tipo de analisis son las tentativas del grupo
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de Nueva Zelandia (Degens & Vojvodic-Vukovic, 1999) para calcular
parametros ecologicos (riqueza y equitatividad), situacion que no se ha dado
en el resto de los métodos.

En el actual escenario de trabajo que dominan el andlisis de los
cambios en la calidad de los suelos, provocados por los diferentes impactos
ambientales, donde no existe informacién de la biodiversidad microbiana de
los suelos; los métodos a emplear requieren tanto evaluar los cambios de la
calidad como proporcionar informacion de base sobre los suelos dominantes
de cada pais. Lo cual, plantea una gran exigencia a la evaluacién ambiental de
la calidad de los suelos, por la escasez de investigadores y laboratorios
capaces de llevar a cabo esta tarea, especialmente en América Latina.

Por esta razon, es que el analisis de los patrones de ésteres de acidos
grasos se presenta con ventaja sobre los analisis de acidos nucleicos, ya que:
generan resultados similares en el analisis de muestras crudas de suelo; y el
costo del anadlisis de &cidos nucleicos, en términos de infraestructura y
personal capacitado puede llegar a ser prohibitivo en paises con bajo
presupuesto de investigacion. Ademas, el problema de la interferencia de las
sustancias humicas que se incrementa en suelos de interés agricola, por su
mayor contenido de materia organica; hacen prudente no utilizar estos
métodos hasta que se terminen de estandarizar y determinar las condiciones
Optimas de trabajo.

Por su parte, los analisis de FAME, plantean como otra ventaja la
posibilidad de realizar inferencias a escalas de trabajo superiores a las
microbioldgicas, sin una identificacién taxondémica. Un ejemplo de esto, es
que la definicion de un incremento del dominio de las poblaciones de hongos
en un ecosistema (situacion de suelos forestados), permite asumir eventos de
“water repellency” [8] que podrian provocar cambios en la geomorfologia del
paisaje por: disminucién de la tasa de percolacién y recarga de acuiferos;
incremento de la escorrentia y, de esta manera, de las tasas de erosion.

En resumen, en paises latinoamericanos cuya biodiversidad
microbiana se desconoce, asi como las alteraciones provocadas por los
impactos ambientales, y en un escenario de trabajo con recursos humanos e
infraestructura limitada; los estudios de la calidad del suelo, a través de la
evaluacion de las alteraciones en la estructura de los ecosistemas microbianos,
deberian iniciarse en base a analisis de FAME. Los que en el futuro deberian
ser complementados con el andlisis de patrones de &cidos nucleicos, con el
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objeto de registrar dicha biodiversidad, en términos taxonémicos. Porque en
un futuro no muy lejano esta sera una nueva forma de valoracidén econdémica
de los suelo, dada su potencialidad en recursos biotecnoldgicos. Los cuales
solo podran ser capitalizados por cada pais si son estudiados en un contexto
nacional, y no por empresas transnacionales.

Notas

[1] Fingerprints: es un término inglés cuya traduccion es huella digital, pero
que la biologia molecular lo utiliza con el significado de patron de
identificacion.

[2] En el suelo existe la posibilidad de encontrar enzimas estabilizadas por su
unién a la arcilla o las sustancias himicas, que no corresponden neo-sintesis
de células, que se denominan enzimas libres.

[3] PLFA: phospholipids fatty acids, expresion en inglés que significa, acido
graso fosfolipidico.

[4] FAME: fatty acids methyl esters, expresidn en inglés que significa ésteres
metilicos de &cidos grasos.

[5] MIS: microbial identification system, perteneciente a la empresa MIDI.

[6] Primers: secuencias cortas de acidos nucleicos, que complementan trozos
especificos en el ADN, y que permiten el enganche e inicio de la copia de la
hebra complementaria del ADN que se desea amplificar por PCR.

[7] Water repellency: es un estado, en el cual el suelo presenta un
comportamiento hidrofébico.
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Sitios WWW de interés

Uso de BIOLOG para definir patrones de utilizacion de substratos [texto en
inglés].

Un método para el perfilamiento de comunidades microbianas basado en el
ensayo del nimero mas probable que emplea BIOLOG. [texto en inglés].

Patrones caracteristicos de microorganismos que oxidan metano atmosférico
en los suelos. [texto en inglés]

Composicion del perfil de fosfolipidos y la tolerancia a metales pesados de las
comunidades microbianas del suelo a lo largo de dos gradientes de bosques
de coniferas contaminados con metales pesados. [texto en inglés]

Estudio de la dindmica de las comunidades microbianas de los puntos de
acopio del estiércol mediante el analisis del perfil de fosfolipidos
microbianos. [texto en inglés]

Cambios en los perfiles de fosfolipidos microbianos durante fases de
hambruna o desecacion de suelos. [resumen en inglés]

Asociacién de microorganismos al metabolismo del fenantreno en suelos
mediante el analisis de lipidos marcados con **C. [texto en inglés]

Estudio basado en el patron de acidos nucleicos, para evaluar el efecto de la
diseminacion de la capacidad degradadora plasmidial del 2,4-D sobre la
degradacion del 2,4-D y la estructura comunitaria bacterial en dos
horizontes diferentes del suelo. [texto en inglés]

Estudio basado en el patrdn de acidos nucleicos, para evaluar los efectos de la
acidez del suelo sobre la biodegradacion de Chlorpyrifos y el aislamiento de
bacterias degradadoras de Chlorpyrifos. [texto en inglés]

Estudio sobre si el tipo de suelo es el primer determinante de la composicion
de las comunidades totales y activas de las bacterias en suelos arables.[texto

en inglés]
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Libro sobre los Microorganismos como indicadores de la salud del suelo.
Informe realizado por el Instituto Nacional de Investigacion Ambiental,
Dinamarca (en inglés).

Trabajo sobre el flujo de carbono desde las raices a la microbiota del suelo,
realizado por la Universidad de California (poster en inglés).

Glosario

Analito - elemento o compuesto que se desea determinar mediante un analisis
quimico.

Antropicos - término empleado para denominar aquellas acciones o productos
derivados y/o asociados a la actividad Humana.

Cluster - método estadistico que permite la agrupacion y el ordenamiento de
muestras (suelos, en el caso mencionado en el articulo) basado en los
resultados obtenidos para un grupo de variables definidas. En el caso citado,
el patron de resultados de BIOLOG, PLFA o ADN de cada suelo estudiado
corresponderia al grupo de variables utilizadas para realizar este tratamiento
estadistico.

Ecosistema - unidad fundamental de la biosfera que representa un nivel de
organizacion que funciona como un sistema en el que se manifiestan
conjuntamente los factores abioticos - fisicos y quimicos -, asi como los
factores bidticos (los que provienen de los seres vivos).

Edafico - (del griego "edafos", que significa suelo o tierra) término empleado
para calificar aquello vinculado con el suelo.

Holistica - que pertenece o esta asociado con el Holismo. Forma de analisis
que indica que las partes no pueden comprenderse separadamente del todo
y que los todos son diferentes de la suma de sus partes.

Patron de restriccion - es un conjunto de trozos de ADN, cada uno con
diferente tamafio. El patron de restriccion es el producto del ataque de un
segmento de ADN con enzimas especiales (Ilamadas enzimas de restriccion)
capaces de realizar cortes sobre secuencias especificas de nucleétidos
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presentes en este ADN. Por lo cual, se espera que de dos ADN idénticos se
obtengan patrones de restriccion similares.

Transgénicos - término que se emplea para denominar a todas aquellas formas
de vida que han sido genéticamente modificadas por el hombre, empleando
técnicas de biologia molecular.

Xenobiotico - calificativo utilizado para denominar a todos los productos,
fisicos y quimicos, que son solo sintetizados por Hombre y que se han
introducido en un ecosistema (por ejemplo: plaguicidas, envases plasticos,
residuos solidos urbanos, basura radioactiva).
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