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SUMMARY

Background. Bibliometric analysis and the study of the state of the art are two essential tools to understand the research
in the field of analysis of microorganisms in soils. Objective. To analyze, through a literature review, the different
methods that exist to study soil microbial diversity. Methodology. The review was carried out in two phases. The first
phase consisted in carrying out a state of the art on the main biological and molecular-based methods that have been
used to analyze soil microbial diversity, the second phase consisted in a bibliometric analysis, carried out with the help
of two software, where revealed the main trends and contributions of the publications, as well as the most influential
authors in the field. Results. The main lines of research where techniques are used to analyze edaphic communities
are: bioremediation, phylogenetic relationships, agricultural productivity, phytoremediation, nitrification,
actinobacteria, molecular ecology and sustainable agriculture. It was found that 358 articles on biological methods and
1468 articles on molecular basis have been published and the latter are the most cited. Implications. Molecular
techniques standout as the most frequently used due to their greater precision and great diversity of microorganism
identified in soils. Conclusions. China is the most innovative country in this field and is focusing on molecular-based
methods.

Key words: edaphic communities; traditional techniques; molecular techniques.

RESUMEN
Antecedentes. El anélisis bibliométrico y el estudio del estado del arte son dos herramientas esenciales para
comprender la investigacion en el campo de analisis de microorganismos en suelos. Objetivo. Analizar mediante una
revision de literatura los diferentes métodos que existen para estudiar la diversidad microbiana del suelo. Metodologia.
La revision se llevo a cabo en dos fases. La primera fase consistio en un analisis bibliométrico que se realiz6 con ayuda
de dos softwares, VOSviewer y Biblioshiny, donde se revelaron las principales tendencias y contribuciones de las
publicaciones, asi como los autores mas influyentes en esta area y en la segunda fase se elaboro el estado del arte sobre
los principales métodos biologicos y de base molecular que se han utilizado para analizar la diversidad microbiana del
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suelo. Resultados. Las principales lineas de investigacion donde se usan técnicas para analizar a las comunidades
edaficas son: biorremediacion, relaciones filogenéticas, productividad agricola, fitorremediacién, nitrificacion,
actinobacterias, ecologia molecular y agricultura sostenible. Se contabilizaron 320 articulos de métodos bioldgicos y
1095 articulos de base molecular y éstos ultimos son los més citados. Implicaciones. Destacan las técnicas moleculares
como las mas frecuentemente usadas por su mayor precision y por la gran diversidad de microorganismos identificados
en suelos. Conclusiones. China es el pais con méas innovacidn en este campo y se esta centrando en los métodos de

base molecular.

Palabras clave: comunidades edéaficas; técnicas tradicionales; técnicas moleculares.

INTRODUCCION

Los microorganismos que habitan los suelos
desempefian funciones de fertilidad y salud que se ve
reflejado en los ecosistemas. Son vitales para el
crecimiento de toda expresiéon viva que se presenta
sobre él, ya que intervienen en multiples procesos
biogeoquimicos que se dan simultaneamente en la
tierra como, por ejemplo, los ciclos del carbono,
nitrogeno, fosforo o azufre entre otros. Dentro de los
microorganismos se encuentran las bacterias, virus y
hongos, que forman comunidades especializadas que
cumplen mdaltiples funciones o servicios ambientales
como es el mantenimiento de la fertilidad a partir de la
descomposicion de la materia organica y contribuir en
la disponibilidad de nutrientes que se encuentran en el
suelo. Su presencia y participacion es esencial en el
mantenimiento de la sustentabilidad como respuesta a
la intensidad en el uso del suelo, lo que ha llevado a la
degradaciéon y disminucion de la biodiversidad de
microorganismos. (Bender et al., 2016). Esto se ha
intentado contrarestar con el uso de los Ilamados
biofertilizantes, que son microorganismos formulados
que ayudan a mejorar la disponibilidad de nutrientes en
el sueloy son una alternativa para la agricultura cuando
el suelo tiene una baja poblacién de microorganismos
benéficos (Afanador, 2017; Yafetto, 2022).

Es de suma importancia conocer c6mo se encuentran
constituidas las comunidades de los microorganismos
gue estan en el suelo, esto debido a que su presencia es
critica para el buen funcionamiento de los procesos
ecoldgicos y agricolas (Bender et al., 2016). En el
marco de la Agenda 2030 donde la sostenibilidad es el
eje principal para el manejo adecuado de recursos
naturales, el estudio de los microorganismos es un
tema de prioridad para abordar desafios como la
degradacion del suelo, la seguridad alimentaria y la
remediacion del cambio climatico, temas cruciales
para tener un futuro viable para las préximas
generaciones (Dong et al., 2023; Wang et al., 2023).
Los suelos poseen una inmensa diversidad bacteriana,
que habia sido poco explorada con las técnicas

tradicionales o también llamadas de base biolégica,
que debido principalmente al caracter no cultivable de
una gran cantidad de microorganismos diversas
comunidades quedaban sin poder ser identificadas
(Jansson et al., 2023). Esta limitativa entre otras se han
ido compensado por el desarrollo de técnicas de base
molecular que permiten la extraccién de material
genético (Lozada et al, 2004).

El objetivo de este trabajo fue describir el panorama
general de la produccion de literatura sobre las
principales técnicas tradicionales y de base molecular
a nivel mundial. Esta revision implico la integracién de
métodos bibliométricos y cualitativos para medir y
analizar la literatura. Se encontraron las principales
lineas de investigacion, paises, investigadores y
centros de investigacion que se enfocan en torno a la
identificacion de microorganismos.

METODOLOGIA

El presente estudio representa una investigacion
cuantitativa-descriptiva de produccién de documentos
referentes a los distintos métodos para el analisis de
microorganismos edéaficos. Se realiz6 en dos etapas: 1)
estudio bibliométrico; 2) estado del arte sobre los
principales métodos bioldgicos y de base molecular.

Se utilizé un diagrama de flujo PRISMA para presentar
las diferentes fases de la revision sistematica. Esta
metodologia brinda informacion a través de las
diferentes fases de una revision sistematica y traza el
nimero de articulos identificados, incluidos o
excluidos, y las razones por estas exclusiones (Koutsos
et al., 2019). Para recopilar los metadatos de ambas
fases se utilizaron dos cadenas de busqueda dentro del
titulo, resumen o palabras clave (Figura 1). Se
adoptaron los operadores booleanos (OR) y (AND). La
busqueda se llevo a cabo en Scopus de Elsevier en
diciembre del 2023 e incluyo todos los documentos
publicados antes de esa fecha. Se utilizd este
repositorio digital ya que de acuerdo con Forliano et
al. (2021) es una de las bases de datos mas importantes.
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Figura 1. Diagrama de flujo esquematico de los pasos clave de la revision sistematica. Basado en Moher et al. (2009).

Estudio bibliométrico (fase 1)

Para la realizacion del analisis bibliométrico se
utilizaron principalmente dos técnicas: analisis de
desempefio de los principales autores y mapeo
cientifico (Esquivel-Marin et al., 2023). El analisis de
desempefio tomé como indicador el nimero de
publicaciones y citas de los documentos dentro del
conjunto de datos y se clasificd por autor y se utilizd
Biblioshiny, que es una aplicacion basada en R para
generar mapas y graficos bibliométricos basado en
archivos bibtex o excel (Aria'y Cuccurullo, 2017).

El mapeo otorga al investigador los vinculos o
patrones ocultos en las estructuras conceptuales
proporcionando una vision general sobre las
investigaciones mas importantes (Malanski et al.,
2021). Para realizar este mapeo se utilizo el software
con relevancia en la cienciometria VOSviewer (van
Eck y Waltman ,2010). VOSviewer permitid ejecutar
el andlisis de co-ocurrencias que es una técnica que se
basa en agrupar el nimero de articulos en los que
aparecen juntas dos palabras clave. El tamafio del
nodo de la palabra clave, indica el peso; es decir, en
cuantos documentos aparece una palabra clave. Las
palabra clave que se encuentran en un mismo color del
nodo significan que pertenecen al mismo cluster, lo

gue permite la descripcién de lineas de investigacion
(Martinho, 2018). Las palabras clave fueron “Bio
method” or “biochemical” and “microbial diversity”
and “soil”, en la busqueda de “métodos biologicos” y
en “métodos moleculares” fueron las palabras clave
“molecular” and “microbial diversity” and “soil”,
todas fueron ingresadas en idioma inglés (Figura 1),
por lo que los diagramas resultantes se presentan en ese
idioma.

Estado del arte (fase 2)

La segunda fase consistié en realizar un estudio del
estado del arte sobre los principales métodos
bioldgicos y de base molecular que se han utilizado
para analizar la diversidad microbiana del suelo. Los
articulos de base biolégica incluyen investigaciones
experimentales centradas en organismos Vivos,
procesos fisiolégicos y estudios genéricos. En
contraste, los articulos de base molecular se enfocan en
mecanismos bioquimicos, genéricos y procesos a nivel
molecular. Se tomaron en cuenta los trabajos que se
realizaron en los ultimos afios. Se identificaron y
revisaron a mayor detalle 15 documentos respecto a los
métodos biologicos tradicionales y 35 documentos
referentes a investigaciones de base molecular. Esto
con la finalidad de identificar las metodologias
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utilizadas en los documentos analizados en el analisis
bibliométrico.

RESULTADOS
Bibliometria
Analisis de estudios que utilizan métodos bioldgicos
Se encontraron 320 documentos relacionados con este
tema (Figura 2), con una linea de tiempo de 1989 al
2023, con una tasa de crecimiento anual del 10.63%.
Los documentos se distribuyen en 177 fuentes. En total

se encontraron 1718 autores que han colaborado en
este tema. En promedio cada articulo tiene 26.58 citas.

50
40

30

20

Articles

10

1989
1991
1993
1995
1997
1999

2001

2003

Esquivel-Marin et al., 2025

En cuanto a los autores mas proliferos son Wang
Jianing y Wang Ying (Figura 3). Ambos autores
colaboran y realizan trabajos sobre el desempefio del
material biolégico maultiple, la biorremediacién,
microbiologia de suelo y el uso de macro hongos como
mejoradores de suelos contaminados con cadmio.
Wang J. se encuentra en el laboratorio clave de
recursos biolégicos y medio ambiente ecolégico del
ministerio de educacion, facultad de ciencias de la
vida, universidad de Sichuan, China, mientras que
Wang Y se encuentra en el laboratorio provincial clave
de microbiologia aplicada de Shandong, instituto de
ecologia, universidad tecnolégica de Qilu Jinan,
China. De los 10 principales autores ocho son de
China. Dos de Polonia Wyszkowska y Kucharski del
departamento de microbiologia, universidad de
Warmia, Polonia.
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Figura 2. Cronologia de los articulos publicados sobre métodos quimicos. Fuente: Biblioshiny, basado en el conjunto

de datos de Scopus 2023.
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Figura 3. Produccion de los autores con mayor impacto en a lo largo del tiempo. Nota: cuanto mayor sea el circulo,
mas articulos ha publicado el autor en ese afio. Cuanto mas oscuro es el circulo, mas citas se han recibido por afio.
Fuente: Biblioshiny, basado en el conjunto de datos de Scopus 2023.
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Se encontraron siete grupos principales (Figura 4) que
corresponden a lineas de investigacion: 1) relaciones
filogenéticas (amarillo), 2) hongos microscopicos
(rojo), 3) fertilidad (azul), 4) biomasa (celeste), 5)
productividad agricola (verde), 6) fitorremediacion
(naranja) y 7) biorremediacién (morado).

Andlisis de estudios que utilizan métodos de base
molecular

Se encontraron 1095 documentos relacionados con
este tema (Figura 5), con una linea de tiempo de 1994
al 2023. Los documentos se distribuyen en 417 fuentes.
En total se encontraron 6278 autores que han
colaborado en este tema. En promedio cada articulo
tiene 54.01 citas.

En cuanto a los autores mas proliferos son Zhang
Xiaoyan y Wang Yutao (Figura 6). Provenientes del
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instituto de ecologia aplicada, academia China de
ciencias, Shenyang y universidad normal del sur de
China, Guangzhou, China. Estos autores versan sus
estudios principalmente en la respuesta de la
diversidad microbiana a factores abioticos y bioticos.
Realizan pruebas de andlisis de 4&cidos grasos
fosfolipidos, reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR) y mdltiples andlisis ecoldgicos.
Asi como los efectos de los fertilizantes nitrogenados
y fertilizantes orgénicos sobre la calidad del suelo y el
rendimiento de los cultivos. Los diez principales
autores son de China. Aunado a esto, en la figura 2 se
pudo observar el dominio de los autores provenientes
de China, por lo que se puede concluir que los métodos
tanto de bases quimicas como de bases moleculares
son empleadas y dominadas por las investigaciones
que se llevan cabo en China.

bacterialig@mmunity

biodiyersity

enzjjines

a . 1 sequencing
% VOSviewer

agriaylture
dgh soil f@ptility

L 4

per

functionglidiversity

plfa

phytoremediation heavy/metals

bioremediation

L
soil teria
& pesticide

Figura 4. Enlaces de co-ocurrencia con todas las palabras clave (en inglés), considerando 5 palabras como el nimero
minimo de ocurrencias de una palabra. Fuente: VOSviewer, basado en el conjunto de datos de Scopus.
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Figura 6. Produccion de los autores con mayor impacto en a lo largo del tiempo. Nota: cuanto mayor sea el circulo,
maés articulos ha publicado el autor en ese afio. Cuanto méas oscuro es el circulo, mas citas se han recibido por afio.
Fuente: Biblioshiny, basado en el conjunto de datos de Scopus 2023

Las principales lineas de investigacion. Se dividen en
cinco principales grupos: nitrificacion, actinobacterias,
ecologia molecular, agricultura y biorremediacién
(Figura 7).

Grupo verde o nitrificacion. Esta linea de investigacion
parte de la teoria microbiana que indica que, en funcion
de la disponibilidad de C y N, las poblaciones
microbianas transforman el N en el suelo. No obstante,
como mencionan Montafio y SAnchez-Yafiez (2014) se
sabe que otros factores quimicos y fisicos regulan la
interaccion entre las poblaciones microbianas
heterotrofas y nitrificantes por lo que las
investigaciones en este grupo se centran en analizar
dichas interacciones. Grupo amarillo o actinobacterias,
se basa en estudios que se enfocan en aislar

cyanolacteria
nitrifigation -

denaturing graglient gel electr

>
high-throughiut sequencing

actinobacterias del suelo, ya que éste es el principal
reservorio de la diversidad de especies de estas
bacterias. De acuerdo con Evangelista-Martinez y
Enriquez (2017) las actinobacterias son fuente de
nuevos antimicrobianos o de bioactivos con diversos
potenciales biotecnolégicos. Grupo morado o ecologia
molecular, esta linea de investigacion se utiliza para
investigar problemas ecoldgicos con ayuda de técnicas
moleculares que recién se han desarrollado. Estas
nuevas metodologias abren la puerta a la exploracion
de nuevas aproximaciones al estudio de las
comunidades microbianas, pues permiten el analisis
simultdneo de la caracterizacion taxondmica de las
especies contenidas en la comunidad y las funciones
que pueden desempefiar (Bonilla-Rosso et al., 2008).
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Figura 7. Enlaces de co-ocurrencia con todas las palabras clave, considerando 7 palabras como el nimero minimo de
ocurrencias de una palabra. Fuente: VOSviewer, basado en el conjunto de datos de Scopus.
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Grupo azul o agricultura estas investigaciones se
centran en analizar la diversidad microbiana que tiene
repercusiones en la agricultura. Es una linea primordial
ya que como indican Higa y Parr (2013) los
microorganismos benéficos son un elemento clave
para una agricultura y medio ambiente sostenibles.
Grupo rojo o biorremediacion se basan en estudios que
estudian el potencial metabdlico de microorganismos
como bacterias y hongos para la descontaminacion.
Por ejemplo, como indican Covarrubias et al. (2015)
son necesarios estudios sobre la diversidad microbiana
en sitios contaminados con metales pesados para
encontrar cepas mejor adaptadas y con mayor
capacidad de biorremediacion de estos contaminantes.

Meétodos para analisis de microorganismos

Meétodos bioldgicos para estudiar la diversidad
microbiana del suelo

Meétodo de recuento en placa

Esta técnica tradicional se utilizé por primera vez a
finales del siglo XIX, por Robert Koch. La
metodologia es ampliamente utilizada y también se le
conoce como recuento de unidades formadoras de
colonias (Olsen y Bakken, 1987). La técnica, como
primer paso consiste en la toma de la muestra que se
desea analizar, posteriormente de la toma de muestra
se hace una serie de diluciones a fin de obtener
diferentes concentraciones de esta. EIl objetivo de
realizar las diluciones es para favorecer el andlisis,
dado que las poblaciones contenidas en la muestra
pueden ser numerosas Yy puede haber una
superposiciéon lo que ocasiona inconvenientes para
realizar el analisis. De tal forma, una vez que se inocula
la muestra para diluirla, se sigue con la incubacion y
asi después el conteo de las colonias que hayan crecido
sobre el agar dentro de las cajas de cultivo (Amy y
Morita, 1983; Torrellay Morita, 1981). Una desventaja
de esta técnica biologica es que existe una amplia
posibilidad de que se superpongan entre si las colonias
(a pesar de la dilucién de la muestra), aunado a que se
debe tener especial cuidado en las condiciones de
incubacién ya que son determinantes para el
crecimiento de las colonias. Es importante mencionar
gue los microorganismos que se pueden aislar y
cultivar en placas con agar nutritivo son apenas una
parte infima, ya que solo el 1% de la flora bacteriana
natural pueden ser cultivados (Mink et al., 1982; Li et
al., 2008).

Perfil fisioldgico a nivel comunitario (CLPP)

Garland y Mills en 1991 fueron los primeros en utilizar
la metodologia de perfil fisiolégico de nivel
comunitario, la cual se basa en la capacidad de los
microorganismos para metabolizar diferentes sustratos

Esquivel-Marin et al., 2025

de carbono (Garland y Mills, 1991). Cada
microorganismo que compone una comunidad posee
diferentes destrezas de catabolizar sustratos, de tal
modo que suministrando diferentes sustratos se
consigue una huella catabélica de la comunidad
analizada, Ilamada como la técnica de CLPP, por sus
siglas en inglés (Degens y Harris, 1997). Para esta
técnica se toma la muestra que se desea analizar, se
hacen diluciones las cuales son inoculadas en unos
tubos que poseen diferentes fuentes de carbono, y
después de ello se incuban, para asi finalmente hacer
su analisis. Por mencionar una desventaja de la técnica
es que pueden existir sesgos en la caracterizacion de la
diversidad metabdlica, ademéas de que los resultados
estan sujetos al adecuado muestreo, asi como al estado
fisiol6gico de las células que son inoculadas y al
crecimiento de ellas (Konopka et al., 1998; Ramsey et
al., 2006).

Anédlisis de ésteres metilicos de &cidos grasos
(FAME)

Esta técnica de andlisis se fundamenta en que los
microorganismos poseen una gran variedad de acidos
grasos en los lipidos que los constituyen, y a su vez
estos acidos presentan diferentes formas de
combinarse, debido a que los acidos se volatilizan con
gran facilidad después del proceso de esterificacion, lo
gue resulta factible para el andlisis de la técnica de
cromatografia de gases (Vestal y White, 1989). Asi
pues, la técnica consiste en extraer los lipidos de la
muestra mediante la ayuda de solventes organicos, por
ejemplo, cloroformo o metanol (Miura et al., 2017).
Una vez que se realiza la extraccion de los lipidos estos
se someten a transesterificacion usando un catalizador.
Esto significa quimicamente que ocurre una reaccion
donde los lipidos presentes son transformados en
ésteres metilicos de acidos grasos (Mrozik et al.,
2008). Los ésteres metilicos de acidos grasos que se
generan se separan y cuantifican por cromatografia de
gases 0 bien, por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC). Los esteres metilicos de &cidos
grasos se separan de acuerdo con la longitud de la
cadena de carbonos y el grado de insaturacion (Nazih
et al., 2001). Una vez realizado el andlisis por
cromatografia se procede con la etapa de identificacion
y de cuantificacion, en este punto los picos se
identifican por comparacion mediante el uso de
bibliotecas de referencia (Lerch et al., 2009). Los
analisis de los perfiles de ésteres metilicos de acidos
grasos permiten el analisis de la composicion de la
comunidad de microorganismos en suelos y la
comparacion de comunidades microbianas entre otras
muestras. Una limitacion de esta técnica es que no se
identifican directamente a los microorganismos, solo a
sus cidos grasos y debido a que muchos acidos grasos
son comunes a varios microorganismos esta técnica
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resulta poco precisa (Viljoen et al., 1986; Zelles et al.,
1992).

Métodos de base molecular para estudiar la
diversidad microbiana del suelo

Los métodos moleculares en esencia son técnicas para
realizar estudios a partir de moléculas que forman parte
del material genético, por ejemplo, el A&cido
desoxirribonucleico (DNA), &cido ribonucleico (RNA)
y las proteinas. Estas técnicas hacen uso de varias
ramas de estudio, como lo son la biologia molecular,
bioguimica y la genética. Sus ventajas respecto de las
técnicas tradicionales es que son altamente sensibles,
precisas y rapidas. Dentro de las limitaciones son que
ocupan equipo especializado, son complejas y
costosas. A continuacidn, se describen éstas.

Guanina més citosina (G+C)

Esta técnica molecular se fundamenta en saber en qué
proporcion estan distribuidas la guanina y la citosina
en el contenido de material genético de los
microorganismos de la muestra de interés. El
porcentaje de las bases nitrogenadas, guanina y el
porcentaje de la base de la citosina (% G+ %C) resultan
ser rasgos distintivos que poseen los microorganismos,
debido a que estos pueden presentar una variacion
amplia entre especies. Este método molecular es usado
principalmente para tener informacion en cuanto a la
composicion taxondémica de las comunidades de los
microorganismos de las muestras que se estan
analizando, ademas de que nos brinda informacién de
la diversidad genética contenida en el material que se
esta estudiando (Griffiths et al., 1997).

Esta técnica extrae el DNA, posteriormente se
amplifica y se secuencia, con lo que se obtiene un
indice de las bases guanina mas citosina que estan
presentes en la muestra que se desea obtener
informacion y nos sirve para formar un perfil de %
G+C y asociarlo a grupos de microorganimos. Los
microorganismos presentan variaciones en los perfiles
de % G+C, lo que nos conduce a conocer la estructura
de la comunidad de los microorganismos de la muestra
que se esta estudiando. De este modo, se tiene que los
perfiles de fusién individuales se normalizan en una
escala porcentual del 0-100%, es asi como los perfiles
obtenidos son parametrizados, ajustando una ecuacion
general logistica con respecto a los datos y
trasformando las curvas resultantes a perfiles de estas
bases nitrogenadas, el indice de guanina mas citosina
se puede obtener de modo directo, esto mediante la
secuenciacion 'y con ayuda de programas
bioinforméticos se obtiene el cociente de la suma de
las bases guanina mas citosina dividido entre el total
de las bases. Los parametros de la curva estan
relacionados con los datos genéticos de grupos de
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microorganismos. Una limitante de esta técnica
molecular es que no es posible identificar como tal a
los microorganismos de manera directa, Unicamente el
contenido de guanina y citosina. Ademas de que los
resultados pueden verse afectados por la calidad del
ADN extraido de la muestra (Clegg et al., 2000).

Reasociacién de acidos nucleicos

Esta técnica molecular fundamentalmente consiste en
que separa las dos hebras complementarias que forman
al DNA mediante desnaturalizacién, una vez que se
separa se procede con la reasociacion especifica de las
dos hebras y se analizan los productos de la
reasociacion. La técnica es conveniente para obtener
informacion en cuanto a las relaciones filogenéticas
entre diferentes microorganismos. El analisis se
efectla extrayendo el DNA de la muestra, luego se
procede a la desnaturalizacion, con lo que la doble
hélice es separada en sus cadenas individuales. Una
vez que se ha desnaturalizado el DNA, éste se reasocia,
es decir, se une mediante condiciones especificas
(Gzay y McCalla, 2021). Cuando se reasocian se
forman nuevas moléculas, las cuales dependen del
nivel de homologia entre las secuencias de ADN
(Johnson, 1985). Una vez que se ha llevado a cabo de
reasociacion de los acidos nucleicos se procede con la
deteccidn de ésta, utilizando diferentes métodos, como
la hibridacion con sondas, absorbancia con UV,
electroforesis en gel. Esta técnica sirve para establecer
la abundancia de las secuencias que se estan
estudiando, con lo que se obtiene informacion acerca
de la diversidad de los microorganismos (Miller et al.,
1994; Ritz et al., 1997). Dentro de las limitantes de esta
técnica es su elevado costo, asi como que se debe tener
especial cuidado durante el proceso para que no vaya a
surgir algun tipo de contaminacion del DNA (Moore,
1974; Smith et al., 1975).

Hibridacion del DNA total extraido en micro
arreglos

Esta técnica molecular fue usada por primera vez a
finales de 1990, y fue desarrollada por varios grupos
de investigacion que simultdneamente dieron a
conocer publicaciones utilizando esta técnica
molecular (Weisburg et al., 1991; Stokke et al, 1995).
La técnica consiste en fragmentar al azar el DNA de la
muestra y colocar estos fragmentos en un portaobjetos,
para luego ser hibridado (Cho y Tiedje, 2001). Para
realizar esta técnica, se extrae DNA contenido en la
muestra de interés y éste es colocado en microarreglos,
éstos son superficies sélidas, por mencionar algunos
ejemplos, puede ser un portaobjetos de vidrio
tradicional o bien, un chip de silicio (Haosagul et al.,
2021). A cada molécula de DNA monocatenario
utilizado para detectar una secuencia especifica de
DNA de la muestra de interés (también conocida como
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sonda) que se encuentra dispuesta en microarreglo le
corresponde una region del genoma de un
microorganismo. Una vez que se tienen a los
microarreglos, se continua a realizar la hibridacidn,
esta etapa del proceso, el DNA se marca, por ejemplo,
con una tintura fluorescente, y para ser hibridado con
sondas en el microarreglo (Jae-Chang, 2000). Los
perfiles que se obtienen después de la hibridacion se
utilizan en procedimientos estadisticos para identificar
cepas. Para realizar el andlisis se usan programas
especializados con la finalidad de obtener
interpretacion de los resultados. Cabe mencionar, que,
en la mayoria de los microarreglos de DNA se basan
en la deteccion de marcadores taxondémicos tales como
16S rDNA. Si bien la interpretacion resulta algo
compleja, su mayor limitacion es que utiliza equipos
especializados y costosos (Lander, 1999; Avarre et al.,
2007)

Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
(DGGE) vy electroforesis en gel con gradiente de
temperatura (TGGE)

Estos métodos moleculares en esencia son
separaciones electroforéticas, la electroforesis en gel
de gradiente desnaturalizante y electroforesis en gel
con gradiente de temperatura (DGGE y TGGE por sus
siglas en inglés) son métodos con los que se obtiene
una huella genética, es decir, un perfil de la comunidad
de microorganismos (Nkongolo y Narendrula-Kotha,
2020).

La técnica DGGE fue usada por primera vez por el
investigador Fischer y Lerman en (1983), con una
publicacién en la revista Nature. La técnica consiste en
separar fragmentos de DNA en funcion a la secuencia
de los nucleétidos que conforman la muestra, la técnica
hace uso de un gel de gradiente desnaturalizante
(Muyzer y Smalla,1998). En primera instancia se
extrae el DNA de la muestra que se desea analizar,
posteriormente mediante la reaccion de PCR se lleva a
cabo la amplificacion, en este punto se usan primers
concretos, posteriormente se utiliza el gel con
gradiente de desnaturalizacion, con el propésito de
desestabilizar las uniones entre el hidrogeno y las bases
nitrogenadas, originando un gradiente para llevar a
cabo la separacion electroforética, de modo que al
aplicar corriente eléctrica las moléculas de DNA
migran, con lo que se logra la separacion (Myers et al.,
1985). Las moléculas que se desnaturalizan con mas
facilidad migran mas rapido respecto a las que lo hacen
con mayor dificultad. Para interpretar los resultados el
gel es tefiido, lo que conduce a la formacion de bandas
una vez que se realiza espectroscopia UV, aqui las
diferentes bandas de cada regién del UV
corresponderan a diferentes secuencias y por ende a
diferentes comunidades microbianas. Dentro de las
desventajas o limitaciones de esta técnica molecular es
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que la preparacion del gel desnaturalizante y la
interpretacion de las bandas resulta compleja.

Por otra parte, la técnica molecular TGGE al igual que
la técnica anterior también hace una separacion de las
moléculas de DNA en funcién de las secuencias de los
nucleétidos que la componen, sin embargo, difiere en
el modo de la separacidn, puesto que aqui en lugar de
usar un gradiente desnaturalizante lo que se usara es un
gradiente de temperatura, en esencia, también se extrae
el DNA de la muestra de interés el cual es purificado y
amplificado con la reaccion de PCR, para
posteriormente llevar a cabo la separacién con un gel
de gradiente de temperatura, el cual aumenta de un
extremo al otro (Muyzer, 1999; Chadalavada y
Bevilacqua, 2009). En cuanto a la interpretacion de los
resultados es el mismo que la metodologia DGGE. Por
Gltimo, cabe mencionar que ambas técnicas permiten
el analisis de las comunidades de microorganismos, sin
embargo, la técnica TGGE al ser més sensible la hace
una técnica mas precisa respecto a la técnica de DGGE
(Grammatico et al., 1992).

Polimorfismo de conformacién monocatenaria
(SSCP)

Este método también se le conoce como polimorfismo
de cadena de una sola hebra, es una técnica molecular
que se bhasa en el principio de la movilidad
electroforética de una molécula de DNA
monocatenario sobre un gel que no se va a
desnaturalizar. La metodologia de SSCP involucra la
amplificacion por PCR del fragmento objetivo, con la
sucesiva desnaturalizacion del producto generado por
la reaccion de PCR bicatenario con calor y formamida
(u otros desnaturalizantes, por ejemplo, hidroxido de
sodio, urea e hidréxido de metilmercurio). Asi mismo,
la movilidad electroforética de la separacion afecta la
forma de las moléculas monocatenarias plegadas
(Konstantinos et al., 2008). Incluso si la diferencia en
la secuencia entre la muestra natural (ADN normal) y
el fragmento examinado (mutado) es solo un
nucleétido, se adoptara una movilidad electroforética
Unica. Como consecuencia, inclusive una alteracion de
una sola base puede dar lugar a un cambio
conformacional, que puede detectarse por la movilidad
alterada de la molécula de ADN monocatenaria en esta
metodologia. Por lo tanto, para cada fragmento de
DNA de cadena simple, el nimero de conformaciones
estables, que dan lugar a bandas de diferente movilidad
durante la  electroforesis debe determinarse
experimentalmente bajo condiciones controladas. Las
conformaciones originadas poseen una relacién de
acuerdo con la longitud de la cadena, la secuencia, asi
como a la ubicacion y al nimero de zonas de
apareamiento de bases. De manera que, si se presenta
una mutacién en una posicion especifica de
nucleétidos en la secuencia primaria es posible que se
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modifique la conformacidén de la molécula. Con esta
técnica molecular es posible identificar diferencias
entre poblaciones microbianas, sin embargo, su uso
mas popular como ya se mencion6 es para detectar
mutaciones en posiciones especificas de los
nucleétidos (Junca y Pieper, 2004).

Analisis de Restriccion del DNA Ribosémico
Amplificado (ARDRA) y el Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP)

El método de Anadlisis de Restriccion del DNA
Ribosémico Amplificado (ARDRA) y método de
Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccion (RFLP) son técnicas de biologia molecular
gue se usan para investigar diferencias genéticas en
microorganismos, ademas de que ambas técnicas usan
enzimas de restriccion para dividir el DNA y separar
los fragmentos generados de acuerdo con su longitud.

La técnica de ARDRA es una técnica de biologia
molecular ampliamente utilizada en estudios
ambientales, la técnica involucra la amplificacion de
regiones especificas del DNA ribosdmico (rDNA)
también se le puede encontrar con el nombre de 16s-
rDNA (Brightwell y Horvath, 2018). La muestra de
interés se somete a la reaccion en cadena de la
polimerasa, cominmente conocida como PCR, esta
reaccion se lleva a cabo con ayuda de cebadores que se
utilizan para marcar a las regiones conservadas por los
microorganismos que se estan analizando, para
después llevar ese DNA a una digestion con enzimas
de restriccion, al término de la digestion se obtienen
fragmentos de restriccion los cuales se separan por
electroforesis en gel (Viti y Giovannetti, 2004). Con
los pasos anteriores se genera un perfil de restriccion,
estos resultados se analizan con el fin de distinguir
variaciones genéticas en el DNA ribosémico, esta
técnica molecular se usa por lo general es estudios de
ecologia microbiana para identificar diferencias entre
especies microbianas (Ingianni et al., 1997).

En la técnica molecular RFLP se aisla el DNA de la
muestra el cual es digerido con enzimas de restriccion
especificas que cortan el DNA en sitios de
reconocimiento especificos, lo que genera un conjunto
de fragmentos de DNA, una vez generados los
fragmentos  éstos son  separados  mediante
electroforesis. Posteriormente es usada una sonda, la
cual viene marcada, esta sonda debe de tener la
caracteristica que debe de ser complementaria a la
region analizada para de este modo detectar la sefial.
En lo que se refiere a la deteccién puede ser
identificada mediante rayos X. Finalmente, se generan
patrones de bandas los cuales son analizados a fin de
detectar diferencias entre cepas de microorganismos
(Abastabar et al., 2022; Didehdar et al., 2016).
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Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de
Restriccién Terminal (T-RFLP)

La técnica de Polimorfismo de Longitud de
Fragmentos de Restriccion Terminal es una técnica
molecular de utilidad para la descripcion de
comunidades de microorganismos complejas en alta
resolucién es muy usada en estudios para caracterizar
comunidades de microorganismos (Pesaro et al.,
2004). Ademas de reducir la complejidad de las huellas
genéticas, esta técnica molecular presenta ventajas
respecto de otras técnicas moleculares basadas en
DNA, por citar algunos ejemplos de las ventajas, una
de ellas es que la técnica T-RFLP con electroforesis
capilar tiene una resolucién considerablemente mayor
gue la cominmente utilizada por sistemas
electroforéticos de gel. Ademaés, la cantidad y el
tamafio de los fragmentos de restriccion se detectan
mediante fluorescencia inducida por laser y la salida es
digital lo que facilita el manejo de datos, ya que se
convierte con facilidad a datos numéricos que permiten
anélisis estadisticos posteriores. Asi mismo, ofrece la
posibilidad de comparar datos obtenidos con datos
almacenados en base de datos de secuencias
(Hartmann et al., 2005). Esta técnica se utiliza con
mayor frecuencia para amplificar genes de ARNr de
sub unidades pequefias (16s o 18s) a partir de DNA
total mediante la reaccion de PCR. Como primer paso
se extrae el DNA de la muestra, posteriormente se
realiza una amplificacién por PCR con ayuda de
primers especificos para cada region de DNA. Uno de
los primers es marcado con un fluoréforo (por ejemplo,
fluoroceina, cianina etc.) Luego el DNA marcado se
digiere con enzimas de restriccion especificas.
Finalmente, los fragmentos que fueron generados
después de la digestién se analizan por electroforesis
capilar (Schitte et al.,2008). Los fragmentos
representan a los  diferentes  taxones de
microorganismos y son detectados en funcion de sus
etiquetas fluorescentes. Al finalizar el proceso, en
esencia se genera una huella genética, que sirve para
caracterizar a los microorganismos (Hartmann et al.,
2005; Lukow, 2000).

Anélisis de Amplificacion  del
Intergénico Ribosomal (RISA)

Espaciador

Esta técnica molecular posee la cualidad que permite
distinguir entre especies de microorganismos
estrechamente relacionados. Ademas, la técnica RISA,
a diferencia de la anterior, T-RFLP, requiere menos
mano de obra y es menos costosa porque solo requiere
amplificacion por PCR sin posterior restriccion
enzimética. La técnica en esencia se fundamenta en la
amplificacion de regiones especificas entre los genes
ribosomales, generalmente el ARNr 16S, donde los
espaciadores Inter génicos presentan una variabilidad
en su secuencia (Hartmann et al., 2005). En esta



Tropical and Subtropical Agroecosystems 28 (2025): Art. No. 052

técnica al material genético que es extraido de la
muestra de interés se le realiza una reaccion en la
cadena de polimerasa con la finalidad de amplificar los
espaciadores Inter génicos entre los genes ribosomales
16S mediante cebadores especificos. La reaccién va a
originar fragmentos de DNA con diferentes longitudes
correspondientes a los espaciadores Inter génicos. Los
fragmentos que se generan se separan por
electroforesis en gel para obtener perfiles. Los perfiles
que se crean al ser amplificados presentan bandas en
diferentes localizaciones en el gel de acuerdo con la
longitud de los espaciadores Inter génicos. Asi mismo,
también es preciso mencionar que, a cada banda en el
perfil de amplificacién le corresponde un espaciador
Inter génico con una longitud especifica. Los perfiles
gue han sido amplificados indican diferencias, asi
como similitudes en la composicion de las
comunidades de los microorganismos, para esto se
necesitan herramientas estadisticas. Con los datos
anteriores se obtiene informacion en cuanto a la
estructura, asi como a la diversidad de los
microorganismos contenidos en la muestra de
analizada (Selenska-Pobell et al., 2001).

Automatizado de Espaciadores
Ribosdmicos (ARISA)

Inter génicos

La técnica ARISA, se basa en el analisis de secuencias
espaciadoras transcritas internamente. Esta técnica fue
por primera vez usada para caracterizar la estructura de
microorganismos de agua dulce por Fisher y Triplett
(1999). Y gracias a la versatilidad se usé en muchos
otros estudios de sistemas ecolégicos. Esta técnica
extrae el material genético a partir de la muestra que se
desea estudiar. Luego se hace la PCR usando
cebadores especificos, esto con la finalidad de
amplificar las regiones de espaciadores Inter génicos
ribosdmicos. Estos cebadores se marcan para facilitar
la deteccién y la cuantificacion de las regiones
amplificadas. Los productos que se crean por la
reaccion se separan y analizan con la electroforesis
capilar automatizada. Esta técnica confiere alta
resolucidn, asi como precisidn en la determinacion de
la magnitud de los fragmentos que han sido originados
a partir del material genético extraido. Con los perfiles
generados se consigue informacién para analizar e
interpretar, y asi evaluar la comunidad de
microoganismos de la muestra de interés. Los patrones
de los perfiles de ARISA de diferentes muestras se
comparan y se analizan para ver si existen similitudes
y diferencias en la composiciéon de los
microorganismos que se estan investigando (Cherif et
al., 2008). Esta técnica molecular se relaciona con la
técnica molecular RISA, pero diverge en aspectos
clave, por ejemplo, la técnica de ARISA se usan en
estudios de nivel género o especie, ademas brinda
mayor resolucion y el analisis de datos es méas sencillo.
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Sin embargo, la técnica RISA es una técnica mas
econdémica y Util a nivel comunidad (Jami et al., 2014).

CONCLUSIONES

Las técnicas para analizar a los microorganismos han
ido avanzando, desde el tradicional recuento en placa
hasta estudios de analisis molecular. Actualmente las
técnicas moleculares son mas frecuentes en las
investigaciones debido a su precision y dado que tiene
el potencial de dar reconocimiento de una gran
diversidad de microorganismos en suelos, que
resultaban desconocidos debido a que no se habian
obtenido en cultivos de laboratorio. Existe una gran
diversidad de técnicas, tanto biolégicas como
moleculares, y cada una presenta ventajas, asi como
limitantes. El uso de una técnica u otra dependera de
los recursos con los que se cuente, asi como del
objetivo de la investigacion. Asi mismo, se puede
concluir que los métodos tanto de bioldgicos como
moleculares son dominados por las investigaciones
que se llevan cabo en China, ya que los autores mas
proliferos son de centros de investigacidn provenientes
de esa nacion.

Las principales lineas de investigacién donde se usan
técnicas para analizar a las comunidades edéaficas son:
biorremediacion, relaciones filogenéticas,
productividad agricola, fitorremediacién, nitrificacion,
actinobacterias, ecologia molecular y agricultura
sostenible.

Para la comunidad cientifica es s6lo el comienzo de
una nueva era en la microbiologia molecular, con
grandes retos futuros que se tienen que superar para
gue estos microorganismos sean aliados en desarrollar
una agricultura mas sostenible y mejorar la salud de los
ecosistemas.
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