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RESUMEN

La ecologia microbiana se encarga del estudio de las interac-
ciones de los microorganismos entre ellos y con su ambiente,
cuyo conocimiento permite comprender la estructuray compo-
sicion de las comunidades microbianas en un habitat determi-
nado, como ecosistemas extremos poco explorados o ambien-
tes del entorno humano. Mas auin: permite asociar los procesos
metabdlicos de algunos microorganismos con aplicaciones bio-
tecnoldgicas en industrias como la alimenticia, la farmacéutica
o la agricultura. Estas aplicaciones tecnoldgicas sélo son posi-
bles cuando se conoce a detalle laidentidad y funcién de las co-
munidades microbianas que realizan estos procesos, dmbito de

estudio de la ecologia microbiana.
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ABSTRACT

Microbial ecology is responsible for the study of the interactions
of microorganisms among themselves and with their environ-
ment, whose knowledge allows understanding the structure
and composition of microbial communities in a given habitat,
such as little explored extreme ecosystems or environments of
the human domain. Moreover, it allows the association of the
metabolic processes of some microorganisms with biotechno-
logical applications in industries such as food, pharmaceuticals
or agriculture. These technological applications are only possi-
ble when the identity and function of the microbial communi-
ties that carry out these processes, the field of study of micro-

bial ecology, are known in detail.
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El mundo microbiano

Los microorganismos o microbios son seres vivos diminutos imperceptibles a simple vista.
Su tamano se ubica en magnitudes correspondientes a un micrémetro (um), unidad de lon-
gitud que equivale a una millonésima parte de un metro y que en notacién cientifica corres-
ponde a 10°m. El didmetro promedio de un cabello humano se encuentra entre 20y 40 um,
mientras que el didmetro promedio de una bacteria esta entre 0.5 y 4 umy el tamano de al-
gunas biomoléculas, como las proteinas, es de aproximadamente 0.01 um.

Siguiendo la actual organizacién de los seres vivos propuesta por Carl Woese (Woese et al.,
1990), los microorganismos se encuentran principalmente en los dominios Bacteria y Archaea
(Adam et al., 2017). También pueden encontrarse algunos ejemplos en el dominio Eukaryota,
entre los que se incluyen los hongos, las microalgas y el zooplancton. Los microorganismos
constituyen el grupo de seres vivos mas abundante en la Tierra. Se ha estimado que cerca del
60% de la biomasa de nuestro planeta estd constituida por microbios (Whitman et al., 1998), lo
que equivale aproximadamente a 1.2 x 10°° de células microbianas (Flemming y Wuertz, 2019).

El nimero de células microbianas en la Tierra es nueve érdenes de magnitud mayor que
la cantidad de estrellas estimadas en el universo observable (Knight et al., 2012). En contras-
te, en la actualidad sélo se han descrito y reconocido 99 phylum bacterianos y 14 phylum ar-
queanos (Parks et al., 2018). Un phylum es un nivel taxonémico que sucede al dominio, segun
los siete niveles de clasificacion de los seres vivos. Los ultimos dos niveles de esta clasifica-
ciénson el géneroy la especie. Algunas organizaciones internacionales, como el Proyecto del
Microbioma de la Tierra (Earth Microbiome Project) (Gilbert et al., 2014) y la Fundacién Tara
Oceanos (Tara Oceans Fundation) (Sunagawa et al., 2020), realizan esfuerzos para caracteri-
zar la diversidad filogenética y metabdlica microbiana de nuestro planeta.

Los microbios constituyen una parte esencial de los ecosistemas, ya que se encuentran
presentes en la atmosfera, en los suelos y en los cuerpos de agua. Su presencia y actividad
estd intimamente relacionada con la biogeoquimica de la Tierra y favorece, por ejemplo, el
reciclaje de los denominados bioelementos, es decir, aquellos elementos quimicos funda-
mentales para todos los seres vivos, entre los que se encuentran el carbono, el nitrégeno, el
hidrégeno, el oxigeno, el fésforo y el azufre (CHONPS).

Este reciclaje se centra en la transformacion de algunas moléculas existentes en el entor-
no, que son incorporadas por los microrganismos para utilizarlas como alimento. En este pro-
ceso, las degradan, toman los elementos quimicos que les son de utilidad y desechan, como
parte de otras moléculas diferentes, aquellos elementos que no utilizan. Estas transforma-
ciones son la base de los ciclos biogeoquimicos, como el de la fijacién del carbono, el de fi-
jacion de nitrégeno o la degradacidon de materia organica, por mencionar algunos ejemplos

(Falkowski et al., 2008).
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Las capacidades metabdlicas de los microorganismos son amplias, ya que algunos utili-
zan el oxigeno atmosférico (O,) para sustentar su metabolismo, es decir, son organismos ae-
robios como los seres humanos, que necesitamos respirar oxigeno para subsistir. Otros mi-
croorganismos pueden respirar metano (CH)) y utilizan la energia extraida de esta molécula
para vivir. Existen otros que pueden respirar compuestos derivados del azufre, como el sulfu-
ro de hidrégeno (H,S), o del nitrégeno, como aquellos que metabolizan el ion nitrato (NO,).
Inclusive algunos microorganismos pueden obtener energia de compuestos, como los pesti-
cidas, hidrocarburos o metales pesados, que para otros organismos representan agentes t6-
xicos (Madigan et al., 2004).

Los virus son otro tipo de organismos diminutos; no obstante, existe una amplia discu-
sion acerca de si deben o no considerarse seres vivos. El principal argumento en contra de
considerarlos como tales es que dependen de otro organismo, distinto a ellos, para replicar-
se, es decir, para generar mas virus. También los virus se encuentran distribuidos en los eco-
sistemas y cuando llegan a estar en contacto con las células de otro ser vivo, identificado de
manera genérica como hospedero, desarrollan un proceso denominado infeccion. Ese con-
tacto les permite introducir su material genético en la célula hospedera y aprovechar la ma-
quinaria genética de ésta para reproducirse, provocando que la célula hospedera muera.
Existen virus que pueden infectar exclusivamente a algunos microrganismos, como las bac-
terias, a los que se les denomina bacteriéfagos (Madigan et al., 2004). También existen virus
que afectan la salud de los seres humanos, como el de la influenza o el SARS-Cov-2, responsa-

ble del coviD-19 (Esakandari et al., 2020).

Los primeros pasos de la microbiologia
Los microorganismos fueron descubiertos gracias a la invencién del microscopio. Anton van
Leeuwenhoek, un comerciante de telas holandés, construyé el primer microscopio en el si-
glo xvi. Originalmente, Leeuwenhoek deseaba observar los detalles de las costuras y los te-
jidos de sus telas, pero su curiosidad lo llevd a exponer diferentes muestras bajo su micros-
copio. Observo agua, sangre, semen —él descubrié los espermatozoides— y un sinfin de
materiales. Con sus observaciones se revel6 la existencia de los microorganismos y su abun-
dancia en la naturaleza y, ademas, se definieron diferentes morfologias microbianas, como
los cocos, bacilos o espiroquetas. Leeuwenhoek no contaba con formacién cientifica; fue su
propia curiosidad lo que le llevé a ser uno de los mas grandes naturalistas de todos los tiem-
pos (Karamanou et al., 2010).

El quimico francés Louis Pasteur fue uno de los pioneros en cultivar microorganismos en la-
boratorio, al haber trabajado con la industria del vino en 1864. Con sus experimentos, Pasteur
demostrd a la comunidad cientifica de su época que la fermentacién del mosto de las uvas, el

proceso en el que azlicares como la glucosa son trasformados en etanol, era provocada por
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microorganismos vivos. También demostré que el deterioro y el mal sabor que el vino adqui-
ria por el aflejamiento eran provocados por microorganismos. Para eliminar este problema,
desarrollo el proceso conocido como pasteurizacién, al calentar el vino a 6o °C para extermi-
nar a los pequenos seres. Esta innovacién revoluciond no sélo la industria del vino sino tam-
bién la de produccidn de cerveza y la de muchos otros alimentos, como la leche, miel, pepini-
llos, entre otros (Smith, 2007).

Por otro lado, los médicos alemanes Robert Koch, Julius Richard Petri y Walter Hesse
contribuyeron significativamente en el area de la salud humana. Sus estudios permitieron
descubrir que algunos microorganismos eran los causantes de ciertas enfermedades. Par-
ticularmente, trabajaron con la tuberculosis y el antrax, e identificaron a las bacterias Myco-
bacterium tuberculosis y Bacillus anthracis como las causantes de estas infecciones. Los me-
dios de cultivo que se utilizaron para alimentar a microorganismos de este tipo contenian
sangre, liquido linfatico o liquidos biliares de animales como borregos, cerdos o vacas. En
ese tipo de medios, los microbios se reproducian y era posible tenerlos disponibles para es-
tudiarlos en el laboratorio.

Koch contribuyé desarrollando postulados que permiten identificar de manera inequivo-
ca cuando un microorganismo es el causante de una enfermedad. Petri desarrollé una peque-
Aa caja de vidrio circular en la que podia colocarse un medio de cultivo para hacer crecer a los
microorganismos y estudiarlos. Hesse incorporé el uso del agar —una sustancia utilizada para
preparar gelatinas— en los medios de cultivo liquidos para convertirlos en medios de cultivo
sélidos. Esta sencilla pero util implementacion permitio aislar cultivos puros de microorganis-
mos a través de la técnica de siembra en estriado, en la cual una muestra se va arrastrando so-
bre la superficie del medio de manera tal que se diluye sistematicamente para permitir el cre-
cimiento de colonias aisladas que idealmente se originan a partir de un Unico microorganismo.
Esta técnica es bastante utilizada en los actuales laboratorios de microbiologia (Kruif, 1997).

Los medios de cultivo intentan simular el ecosistema natural en el que viven los microorga-
nismos. Sin embargo, las estimaciones actuales indican que sélo el 1% de la diversidad micro-
biana existente en la naturaleza se ha podido cultivar en el laboratorio. Esto se debe a que los
microorganismos poseen requerimientos nutricionales muy especificos, dificiles de replicar
artificialmente (Stewart, 2012). Los microorganismos que atiin no han logrado cultivarse se co-
nocen como materia oscura microbiana. Afortunadamente, es posible acceder a ellos a través
de técnicas de biologia molecular, también llamadas técnicas independientes de cultivo, en las

cuales no es necesario cultivar alos microorganismos in vitro para estudiarlos (Jiao et al., 2021).

Técnicas de biologia molecular en el desarrollo de la microbiologia
En 1953, el bidlogo James Watson y el biofisico Francis Crick, ambos estadounidenses, anun-

ciaron la elucidacion de la estructura de doble hélice del acido desoxirribonucleico (ADN), logro
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al cual contribuyé sustancialmente el trabajo de rayos x de la cristalégrafa inglesa Rosalind
Franklin. A partir de entonces se revolucioné el estudio de la biologia en el mundo. En los
anos siguientes se demostrd que el ADN es un cédigo que lleva consigo las instrucciones ne-
cesarias para el desarrollo metabdlico de los seres vivos. Con ello, se formaron subdisciplinas
de la microbiologia, la biologia molecular y la genémica microbiana (Madigan et al., 2004).

En 1969, el microbiélogo estadounidense Thomas D. Brock estudié algunos de los géiseres
termales del Parque Nacional Yellowstone, en Estados Unidos, y reportd, por primera vez, la
existencia de microorganismos capaces de vivir en temperaturas cercanas a 80° C. Este des-
cubrimiento llamé la atencién hacia esos seres microscdpicos extremos, actualmente identi-
ficados como organismos hipertermofilos. El estudio detallado de las estrategias de adapta-
cién del microorganismo Thermus aquaticus (Brock, 1997) condujo al aislamiento de la enzima
Taqg polimerasa, pieza clave en el desarrollo de una de las técnicas mas poderosas utiliza-
das en genética: la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por polymerase chain reaction).

La enzima Taq polimerasa participa en la replicaciéon del ADN de estos organismos hiper-
terméfilos. Esa funcion es la que se aprovecha en los laboratorios de investigacion en gené-
tica, ya que esta enzima se utiliza para duplicar el ADN de algun otro organismo, logrando
con ello la produccién de cientos de miles de copias de un mismo gen. Esto es necesario por-
que los acidos nucleicos son moléculas muy pequenas que se encuentran en una baja pro-
porcion en las células.

Con esta herramienta es muy practico replicar y magnificar los genes de una célula para
estudiarlos con mayor facilidad. La técnica de Pcr fue desarrollada por el bioquimico esta-
dounidense Kary Mullis, galardonado en 1993 con el Premio Nobel de Quimica precisamen-
te por este desarrollo. Actualmente, la PCR tiene diversas aplicaciones, por ejemplo, para el
descubrimiento de genes asociados a enfermedades especificas como el cancer, la genética
forense e incluso para la rdpida deteccién de agentes patégenos, como el virus SARS-CoV-2.

Una de las herramientas mas utilizadas para el estudio, no sélo de las poblaciones micro-
bianas sino inclusive de organismos multicelulares, se basa en la caracterizacion de los ge-
nes ribosomales 16s y 18s. Estos genes son piezas del ADN que codifican para la elaboracion
de ribosomas, que son estructuras que participan directamente en la sintesis de aminodci-
dos, por lo cual son esenciales para el correcto funcionamiento celular. Es particularmente
util identificar al gen 16s en los dominios Bacteria y Archaea, asi como al gen 18s en el domi-
nio Eukaryota, ya que son genes altamente conservados, es decir, que se han mantenido sin
cambios durante millones de generaciones.

Tanto en el gen 165 como en el 185 existen regiones conocidas como hipervariables que,
como su nombre lo indica, presentan una alta variabilidad en la secuencia de nucleétidos.
Esta caracteristica ayuda a establecer una correspondencia inequivoca con cierta especie bio-

l6gica, es decir, lainformacién contenida en la regién hipervariable de un organismo permite
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establecer si se trata de un pez, un mamifero o una bacteria. Al mismo tiempo, permite dife-
renciar con un alto nivel de confianza una bacteria de otra o un mamifero de otro. En el len-
guaje de la taxonomia de los seres vivos, la informacion de la regién hipervariable permite
llegar al ultimo nivel de clasificacion al definir la especie de un organismo, lo que implica un
alto grado de especificidad (Patwardhan et al., 2014).

Esto es practico en el estudio de las poblaciones microbianas para conocer con precisién
la identidad de los microorganismos investigados. Asi, se considera que existen genes que
son como un codigo de barras en el ADN que identifica a cada organismo. Esta idea susten-
ta la creacion de la organizacién denominada The International Barcode of Life Consortium,
que pretende mapear y almacenar el ADN de todos los seres vivos de la Tierra (Valentini et al.,
2009). De manera complementaria, la principal base de datos que almacenay actualiza la in-
formacion de los genes 165 y 18s ribosomales se denomina siLvA Database Project (Quast et
al., 2013), nombrada asi por la palabra silva, que en latin significa bosque.

Entre 1980y 1990 se popularizaron las técnicas conocidas como huellas digitales molecula-
res o molecular fingerprints, las cuales se basan en el estudio de comunidades de microorga-
nismos mediante el andlisis de fragmentos de su ADN que contienen la informacién necesaria
para sintetizar en las células a los genes 165 y 185 de ARN ribosomales. Estas técnicas propor-
cionan una visién parcial de la identidad y el nimero de individuos especificos para cierta
comunidad microbiana, es decir, resultan en la huella digital genética para esa comunidad.

La principal ventaja de estas técnicas es que se genera una gran cantidad de informa-
cion en un tiempo corto, con la que es posible realizar analisis estadisticos de la comunidad
en estudio, los cuales permiten definir aspectos como el indice de biodiversidad, el de simi-
litud entre muestras o el de riqueza de especies (Marzorati et al., 2008). Aunque estas técni-
cas son muy utiles para conocer a los individuos de una comunidad microbiana, aun tienen
limitaciones para determinar con precisién el tipo de organismos presentes y su abundan-

cia relativa, es decir, la composicion y la estructura de la comunidad microbiana de interés.

Secuenciacion masiva de genes y su analisis a través de la bioinformatica

Frederick Sangery Alan Coulson, ambos bioquimicos britanicos, propusieron en 1977 un mé-
todo para conocer el orden en el que se presenta cada uno de los nucleétidos que forman
una cadena de ADN. Este método se conoce como secuenciacién y su desarrollo fue posible
gracias al desarrollo de moléculas modificadas llamadas dideoxinucleétidos terminales, que
ayudan a detener la incorporacién de nucleétidos en lugares especificos de las cadenas de
ADN durante el proceso de replicacién. Con el paso del tiempo, este método se automatizé y
permitié la elucidacién de genomas completos, inicialmente de genomas pequeios, como

el del bacteriéfago Ms2, que contiene sélo 3,600 pares de bases (pb).

Ao 18, nim. 46, 2022 6
ISSN: 2448-9026 (digital) | por: 10.30973/inventio/2022.18.46/6



http://doi.org/10.30973/inventio/2022.18.46/6

En 1998 se logré la secuenciacion del material genético del nematodo Caenorhabditis ele-
gans, que ronda los cien millones de pb, y para el afo 2001 se logré la secuenciacién del geno-
ma humano, el cual contiene cerca de 3.2 billones de pb (Pereira et al., 2020). La primera técnica
de secuenciaciéon masiva surgié en 2004 y fue desarrollada por la empresa Life Sciences-Ro-
che 454. Esta técnica permite leer en paralelo millones de fragmentos de ADN con la ayuda de
sefales luminiscentes que indican la incorporacion de los nucleétidos, mientras un equipo va
capturando la sefal de la secuencia. Actualmente, la secuenciacion o lectura del ADN se ha con-
vertido en un proceso muy convencional gracias a la reduccién en costo y tiempo de analisis.

En ecologia microbiana, la secuenciacion masiva puede apoyar en la elucidacion de frag-
mentos pequenos de ADN, como los genes 165 y 185 ARN ribosomales, para determinar la iden-
tidad de los microorganismos. La secuenciacion metagendmica o shotgun es una variante que
consiste en secuenciar el ADN total de una muestra ambiental, es decir, permite elucidar to-
dos los genes contenidos en una muestra dada. Con ello es posible reconstruir genomas no
sélo de un organismo, sino de comunidades completas de microbios que habitan en un am-
biente especifico. Independientemente del tipo de secuenciacién que se utilice, es necesa-
rio aplicar un analisis masivo a los datos obtenidos, lo cual ocurre a través de la informatica.

La informatica se define como el tratamiento automatizado de datos por computadora.
La informética aplicada a la biologia se conoce como bioinformética. Esta area del conoci-
miento combina las herramientas de la estadistica y los procesos de programacién compu-
tacional. Convencionalmente, se utiliza software de codigo libre o propietario, como Linux
y MacOS, basado en algun lenguaje de programacién, como Python, R o Bash. Esto permi-
te que cualquier usuario pueda, potencialmente, convertirse en desarrollador, ya que los
nuevos algoritmos creados son de libre acceso para la comunidad interesada en este tipo
de analisis.

Asimismo, una consecuencia de la creciente generacién de informacion es la creacién de
bases de datos en las que se resguarda la informacion relativa a los genes, las enzimas y las
rutas metabdlicas de los microorganismos, entre las que se reconoce el Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI), la Enciclopedia de Kioto de Genes y Genomas (KEEG) Y la
Anotacion de Genoma de Procariontes (Prokka) (Hernandez et al., 2020). La informacion res-
guardada en estas bases de datos también es de libre acceso para la comunidad interesada,

lo cual permite el desarrollo de investigaciones a nivel mundial.

Conclusiones

Los microorganismos son un componente importante de los ecosistemas naturales y tam-
bién impactan en nuestra vida cotidiana. Las diferentes técnicas que se utilizan en micro-
biologia permiten colectar informacién relevante de un microorganismo o de una comu-

nidad microbiana. Estas técnicas se complementan entre si y por sus aportes se mantienen
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vigentes, aunque algunas hayan sido desarrolladas hace cerca de cuatrocientos afos, como
es el caso del microscopio. El desarrollo y la constante actualizacién de las distintas técnicas
microbioldgicas en el laboratorio y en el campo computacional permiten comprender con
mayor profundidad la funcién de los microorganismos en la naturaleza y generar aplicacio-

nes biotecnoldgicas para beneficio de la sociedad.
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