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RESUMEN 

La diversidad y dinámica de comunidades microbianas ante cambios        
ambientales y nutricionales, así como las relaciones metabólicas que se es-
tablecen resultan de especial interés para entender el funcionamiento de 
los ecosistemas. En este trabajo se describen las principales técnicas mole-
culares utilizadas para determinar la estructura, diversidad, dinámica, o la 
identificación microbiana en una muestra ambiental, ya sea de un ambiente 
natural (suelo agrícola) o de un ambiente construido (digestor anaerobio). 
Además, se proponen estrategias de combinación de métodos moleculares 
bajo enfoque polifásico basado en experiencias exitosas. Teniendo en consi-
deración las comunidades de diversas bacterias, arqueas y hongos que habi-
tan los ambientes citados, se proponen desde los cebadores a utilizar para 
aislar genes consevados, las secuencias de sondas de ADN marcadas, hasta 
las combinaciones de técnicas utilizables para caraterizar una comunidad 
microbiana bajo enfoque polifásico, según su dinámica, diversidad, cuantifi-
cación e identificación. Las técnicas metagenómicas clásicas y de última 
generación constituyen herramientas poderosas para monitorear muestras 
ambientales, con un costo beneficio aceptable para países como Cuba.  

Palabras clave: métodos moleculares, 16S ARNr, metagenómica, microbio-
logía del suelo, digestores anaerobios 

ABSTRACT 
The diversity and dynamics of microbial communities during environmental and 
nutritional changes, as well as the metabolic relationships established, are of spe-
cial interest to understand the functioning of ecosystems. This paper describes the 
main molecular techniques used to determine the structure, diversity, dynamics, or 
microbial identification in an environmental sample, either from a natural environ-
ment (agricultural soil) or from a built environment (anaerobic digester). In addi-
tion, strategies for the combination of molecular methods under a polyphasic   
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INTRODUCCIÓN 

 El estudio de poblaciones microbianas en sedimen-
tos marinos y ambientes contaminados de suelo y 
agua, ha sido crucial para elucidar las evidencias cientí-
ficas del cambio climático. A su vez, el creciente desa-
rrollo de tecnologías ambientales para el tratamiento 
de residuales y/o su aprovechamiento bioenergético 
(obtención de bioetanol, biogás, biometano, biohidró-
geno) ha conllevado al estudio de la microbiota res-
ponsable de estos procesos. En estos ambientes las 
comunidades microbianas resultan complejas dado 
por la diversidad de especies de bacterias, arqueas y 
hongos que coexisten e interaccionan en un mismo 
ecosistema.  

 La dinámica de estas poblaciones ante cambios am-
bientales y nutricionales, así como las relaciones meta-
bólicas que se establecen resultan de especial interés 
para entender el funcionamiento de estos ecosistemas 
y los ciclos biogeoquímicos (Nazaries et al., 2013). Los 
estudios de caracterización de estos ambientes basa-
dos en técnicas microbiológicas dependientes de culti-
vo no satisfacen las necesidades actuales ya que única-
mente entre 0,1 y 10% de las bacterias en el ambiente 
son cultivables (Handelsman et al., 2002). Por ello, se 
hizo necesaria la búsqueda de métodos de evaluación 
independientes del cultivo, como los métodos molecu-
lares, que permiten analizar la diversidad taxonómica 
y estructura espacial de comunidades microbianas 
complejas, identificar poblaciones microbianas especi-
ficas en su hábitat natural, generando resultados con-
fiables y en un corto período de tiempo. El aislamiento 
de genomas de diferentes especies a partir de una 
muestra (metagenoma) ha permitido la caracteriza-
ción filogenética de diversos microbiomas, la identifi-
cación de nuevos genes, incluso elucidar relaciones 
metabólicas (Escalante-Lozada et al., 2004). 

 En Cuba, se han informado muy pocos estudios am-
bientales donde se apliquen las técnicas metagenómi-
cas, en especifico aquellos ambientes de suelos conta-
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minados o sistemas de descontaminación construidos 
como los digestores anaerobios (Jiménez et al., 2014; 
Jiménez et al., 2015; Jiménez et al., 2016; Jiménez et 
al., 2017). La apropiación de estas técnicas moleculares 
de avanzada, en países en vías de desarrollo, ha estado 
limitada a los costos de adquisición de equipos, reacti-
vos y consumibles además, al análisis costo beneficio, 
pues muchos se preguntan si es necesario o no la iden-
tificación microbiológica de estas comunidades com-
plejas. Es por ello, que este trabajo pretende describir 
las principales técnicas moleculares utilizadas para 
determinar la estructura, diversidad, dinámica, o la 
identificación microbiana en una muestra ambiental, 
ya sea de un ambiente natural (suelo agrícola) o de un 
ambiente construido (digestor anaerobio). Para estos 
casos se proponen estrategias de selección de métodos 
moleculares bajo enfoque polifásico basado en la expe-
riencia exitosa de estudios previos de los autores. 

 

Comunidades microbianas de importancia ambiental: 
microbiota en suelo y en digestores anaerobios 

 La diversidad genética del metagenoma de muestras 
de suelo ha permitido conocer a profundidad su diver-
sidad metabólica, incluyendo la de aquellos microorga-
nismos considerados cultivables y de los aún no descri-
tos (Escalante-Lozada et al., 2004). Algunos estudios 
han demostrado que en un suelo agrícola coexisten 
principalmente bacterias y hongos. Borneman et al., 
(1996) obtuvieron en muestras de suelo una composi-
ción dada por Proteobacterias (16,1%), y del grupo 
Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides (2,18%); 21,8% del 
grupo de bacterias Gram (+) con bajo porcentaje de 
G+C, 39,4% distribuidas en grupos desconocidos den-
tro del Domino Bacteria. Otros autores detectaron baja 
proporción de Firmicutes, α-Proteobacterias en compa-
ración con la representación de las Subdivisiones β- y γ
-Proteobacteria en otro tipo de suelo agrícola; y        
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presencia de secuencias relacionadas con subdivisio-
nes que carecen de representantes cultivables (Liles 
et al., 2003). Los hongos, por su parte, están represen-
tados por una amplia variedad de familias según los 
estudios de diversidad, teniendo en cuenta que tie-
nen importantes funciones en el suelo. Por ejemplo, 
tienen la capacidad de establecer asociaciones sim-
bióticas con las plantas, descomponer materia orgáni-
ca, catalizar procesos fermentativos, producir molécu-
las bioactivas (Floudas et al., 2012; Raja et al., 2017), 
entre otras. Con el empleo de marcadores molecula-
res en hongos, se han llegado a identificar numerosas 
especies que forman parte de la microbiota del suelo. 
Entre los géneros identificados se icluyen Fusarium, 
Trichoderma, Ceratocystis, Colletotrichum, Melampso-
ra, Monilinia, Mycosphaerella, Phoma, Phytophthora, 
Puccinia, Stenocarpella, Thecaphora, Verticillium y 
Aspergillus (Singh et al., 2006; Raja et al., 2017). 

 Sessitsch et al., en 2001 estudiaron, por técnicas 
moleculares, cómo el tamaño de partícula de suelo 
tiene mayor impacto sobre la diversidad bacteriana 
que el pH y el tipo y cantidad de compuestos orgáni-
cos. Otros estudios también mostraron el predominio 
de bacterias Gram (+) y pocos miembros del grupo de 
las proteobacterias y bacterias verde-sulfurosas (15% 
y 5%) (Smit et al., 2001). Este autor logró aislar espe-
cies de los géneros Micrococcus, Arthobacter y Cory-
nebacterium (presentes todo el año), y especies de 
Bacillus (sólo en julio). Además, detectó especies de 
Acidobacterium, Proteobacteria, Nitrospora, ciano-
bacterias y bacterias verde-sulfurosas. 

 Por su parte, en ambientes construidos como los 
digestores anaerobios coexiste una compleja y varia-
da comunidad microbiana, cuya interacción sinérgica 
de diferentes grupos de bacterias, hongos y arqueas, 
permiten convertir la materia orgánica en metano y 
dióxido de carbono. En general, se informan diferen-
tes bacterias como los que pertenecen al phylum Fir-
micutes y los miembros de los géneros Clostridium y 
Bacillis y los que pertenecen al phylum Bacteroidetes 
de amplia distribución en el medio ambiente, donde 
la clase Bacteroidetes es una de las más importantes 
pues incluye el género Bacteroides, (Madigan et al., 
2010). Además, pueden encontrarse, Bacteroidetes, 
Chloroflexi, Firmicutes y Proteobacteria predominan-
tes (Wang et al., 2018). En cuanto a las arqueas meta-
nógenas se han notificado más de 60 especies perte-
necientes a 3 órdenes, 7 familias y 19 géneros como 
Methanobacterium, Methanococcus, Methanobrevi-

bacter y Methanomicrobium (Wang et al., 2018). De 
igual forma se han identificado y descrito hongos en 
sistemas anaerobios pertenecientes a los géneros 
Neocallimastix, Piromyces, Caecomyces, Buwchfa-
wromyces, Oontomyces, Anaeromyces, Cyllamyces y 
Orpinomyces fundamentalmente (Callaghan et al., 
2015; Dagar et al., 2015; Griffith et al., 2010; Grunin-
ger et al., 2014; Haitjema et al., 2014; Dollhofer et al., 
2016).  

Técnicas moleculares utilizadas para el monitoreo de 
muestras ambientales 

El uso del análisis comparado de la secuencia del gen 
ARNr 16S ha sido muy importante para el desarrollo 
de la taxonomía moderna de los procariotas. En el 
caso de los hongos se utiliza el gen 18S (Baker et al., 
2003). Los genes ribosomales constituyen un marca-
dor evolutivo dado por su distribución universal, su 
función constante y su cambio con suficiente lentitud 
como para permitir detectar relaciones muy antiguas. 
El gen 16S ARNr es de un tamaño relativamente pe-
queño (1,5 kb) y tiene una estructura de mosaico que 
alterna regiones hipervariables altamente conserva-
das en el reino Procariota. El gen rrs conocido común-
mente como gen ARNr 16S, ha sido el más utilizado 
como marcador molecular (Madigan et al., 2010).  

 Con el desarrollo de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR, del ingles Polymerase Chain Reac-
tion) y la secuenciación, se han agilizado los análisis 
mediante la clonación y posterior secuenciación clási-
ca (método Sanger) del gen ARNr 16S usando cebado-
res universales que permiten un análisis más profun-
do de las comunidades microbianas (Cortés, 2010). 
Para el monitoreo de las comunidades microbianas 
anaerobias, las herramientas moleculares más usadas 
pueden agruparse en dos categorías: sondas molecu-
lares, usadas con mayor eficiencia cuando se tiene un 
conocimiento previo de la población microbiana, y 
análisis de fragmentos de ADN, usada cuando no se 
conoce la estructura de la comunidad microbiana 
(Anneli et al., 2007). Las técnicas basadas en sondas 
moleculares más usadas, incluye a la Hibridación in 
situ de fluorescencia (FISH, del ingles Fluorescence In 
Situ Hybridization) y la FISH combinada con la amplifi-
cación enzimática de la señal de fluorescencia 
(deposición de la preoteína fluorogénica catalizada) 
(CARD-FISH, del ingles Catalyzed Reporter Depositin- 
Fluorescence In Situ Hybridizatin) (Sanz y Kochling, 
2007; Amann y Fuchs, 2008).  
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se presentan los detalles de las técnicas moleculares 
más utilizadas para el monitoreo de muestras ambien-
tales las cuales pueden agruparse en forma del esque-
ma siguiente (fig. 1). 

Las técnicas basadas en el análisis de fragmentos de 
ADN, parten de la necesidad de extraer el ADN y am-
plificar las secuencias por PCR y se diferencian en 
cuanto a la separación de los fragmentos amplificados 
y su visualización (Anneli et al., 2007). A continuación 
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Hibridación in situ de fluorescencia (FISH)  

 La técnica de FISH utiliza sondas marcadas con fluo-
rescencia y se basa en la hibridación específica de dos 
secuencias de ácidos nucleicos complementarios, don-
de la sonda marcada forma un híbrido con secuencias 
específicas de la célula diana. La señal de la sonda se 
observa mediante un microscopio de fluorescencia y la 
muestra se clasifica según la presencia o ausencia de 
la señal (Wagner et al., 2002; Rodríguez, 2011). Ha 
sido muy utilizada en estudios filogenéticos o la cuan-
tificación de poblaciones, pues es una técnica confia-
ble y rápida, además de no requerir extracción ni   
amplificación y de ser útil en la identificación de mi-
croorganismos filamentosos, los cuales acumulan lodo 
y forman espuma lo que dificulta el tratamiento de 
aguas residuales (Wilderer et al., 2002). Además, las 
sondas fluorescentes se pueden marcar con coloran-
tes de diferente emisión de longitud de onda, permi-
tiendo de esta manera detectar varios tipos de sondas 
en un mismo experimento (Pernthaler y Amann, 
2004). 

 Una variante de esta metodología es la técnica de-
nominada CARD-FISH, en la cual la sonda no está uni-
da directamente a un fluorocromo, sino que está aco-
plada a la enzima peroxidasa revelándose su hibrida-
ción mediante la adición de un sustrato fluorescente 
para la peroxidasa y permite amplificar la señal de las 
células hibridadas, facilitando su visualización al mi-
croscopio de fluorescencia (Pernthaler et al., 2002; 
Zwirglmaier, 2010). En ambos casos, las desventajas 
de estas técnicas radican en el muestreo, las repeticio-
nes biológicas y la adecuada fijación de la muestra. 

 

Polimorfismo de longitud de fragmetos terminales de 
restricción (T-RFLP) 

 El análisis de T-RFLP es una herramienta molecular 
efectiva para determinar la composición de la comuni-
dad microbiana y la abundancia relativa de las pobla-
ciones respectivas (Liu et al., 1997; Schütte et al., 
2008). El TRFLP utiliza fragmentos marcados con fluo-
rescencia que también han sido amplificados por    

Figura 1. Resumen de las técnicas moleculares clásicas más usadas en muestras ambientales  

Figure 1.  Summary of the most commonly used classical molecular techniques in environmental samples 
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Librerías de clones  

 Una librería de ADN genómico, es un conjunto de 
fragmentos de ADN de un organismo que han sido 
clonados en vectores (plásmidos), que son almacena-
dos en células bacterianas. Las bibliotecas genómicas 
tienen diversas aplicaciones como: secuenciar un gen 
entero o una región de un cromosoma, secuenciación 
de genomas o para identificar promotores (Posadas, 
2014). Las librerías de comunidades microbianas con-
tienen información acerca de las propiedades funcio-
nales y la distribución filogenética de un ecosistema. 
Dependiendo del propósito de investigación, dichas 
bibliotecas pueden ser construidas por fragmentos de 
bajo o alto peso molecular; aquellas construidas con 
insertos de bajo peso molecular (1-10 Kb) pueden ser 
usadas para la búsqueda individual de la función de un 
gen “function screening”. En contraparte existen méto-
dos que utilizan ADN de alto peso molecular, que lle-
van a la construcción de bibliotecas con insertos de 
gran tamaño (20-100Kb) favoreciendo de este modo el 
descubrimiento de genes múltiples u operones, ade-
más, insertos que pueden contener marcadores filoge-
néticos dentro del mismo (Henao, 2013). 

 

Polimorfismo de conformación de una sola hebra (SSCP) 

 Esta técnica se basa en el análisis del polimorfismo a 
través de las diferencias conformacionales de los frag-
mentos de ADN de una sola hebra. Las diferentes con-
formaciones son detectables como un cambio de mo-
vilidad en geles de poliacrilamida no desnaturalizan-
tes. Es especialmente útil cuando las PCR producen 
bandas de ADN grande, o bandas de tamaño muy simi-
lar; Permite distinguir cambios de pocos nucleótidos. 
El análisis SSCP se usa ampliamente para comparar la 
diversidad microbiana en respuesta a los cambios en 
las condiciones ambientales o de operación del proce-
so, especialmente cuando la diversidad es baja 
(Cabezas et al., 2015). 

Análisis del espaciador intergénico ribosomal (RISA) 

 RISA (del ingles Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) 
es un método de análisis de la comunidad microbiana 
que proporciona estimaciones de la diversidad micro-
biana y la composición de la comunidad. El método se 
basa en la amplificación de la región intergénica, loca-
lizada entre los genes ARNr de la subunidad 16S y 23S. 
Esta región se caracteriza por una variabilidad         

medio de PCR. Utiliza las tecnologías de secuencias 
automatizadas para separar los fragmentos terminales 
polimórficos después de la digestión con enzimas de 
restricción, donde se detectan las bandas fluorescen-
tes. Los fragmentos resultantes son separados por 
electroforesis capilar acoplados a moléculas de peso 
molecular correspondiente para determinar el largo 
de los fragmentos marcados fluorescentes (Contreras 
Medina, 2011). Esta herramienta ha sido aplicada exi-
tosamente en diferentes ecosistemas como los bio-
reactores anaerobios (Padmasiri et al., 2007; Radema-
cher et al., 2012, Jiménez et al., 2014, Jiménez et al., 
2016).  

 

Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante 
(DGGE) o gradiente de temperatura (TGGE) 

 La DGGE (del ingles denaturing gradient gel elec-
trophoresis)  es un método que permite distinguir la 
composición de una comunidad microbiana particular, 
con base en las diferencias en secuencia genética de 
fragmentos de ADN generados por PCR cuando se 
sujetan a un gradiente desnaturalizante, lo que conlle-
va la separación de los fragmentos con base en su 
composición nucleotídica. Las diferentes secuencias 
de ADN (de diversos microorganismos) se desnaturali-
zan a distintas concentraciones del desnaturalizante, 
lo que resulta en un patrón de bandas específico. Cada 
banda representa, teóricamente, una población micro-
biana específica presente en la comunidad (Andrade 
Ochoa et al., 2015). Esta es una técnica simple que 
posee altas tasas de sensibilidad y detección, sin em-
bargo, su principal dificultad es que especialmente en 
comunidades complejas las bandas pueden originarse 
a partir de dos o más fragmentos que migran simultá-
neamente en el gel, por eso el proceso de extracción y 
amplificación son claves para el éxito de los resultados 
(Schramm y Amann, 1999). 

 La TGGE (del inglés temperature gradient gel elec-
trophoresis) se basa en el mismo principio que la 
DGGE pero en este caso la separación de los fragmen-
tos de ADN ocurre en un gradiente de temperatura 
lineal. La DGGE y la TGGE tienen algunas limitaciones 
específicas, por ejemplo, se pueden utilizar para sepa-
rar solamente los fragmentos relativamente pequeños 
(Myers et al, 1985) y exhiben solamente los amplico-
nes del ADNr obtenidos de las especies predominan-
tes (Murray et al, 1996; Myuzer y Smalla 1998).  
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cas evitan el paso previo por procedimientos basados 
en la clonación y/o cultivo, que antes eran necesarios, 
con sus sesgos asociados, permitiendo que las comuni-
dades microbianas puedan ser investigadas con una 
mayor resolución e identificando taxones que son me-
nos abundantes (Maccaferri et al., 2011).  

 El desarrollo de enfoques metagenómicos basados 
en la secuenciación de próxima generación (NGS, del 
ingles Next Generation Sequencing), ha sido uno de los 
grandes avances en biología molecular, especialmente 
para explorar microbiomas que participan en el recam-
bio de biomasa y redes funcionales tanto en hábitats 
naturales como en sistemas de ingeniería biotecnoló-
gica. Metagenómica es el análisis del material genético 
microbiano total recuperado directamente de mues-
tras ambientales, que permite el análisis de genomas 
de las especies microbianas más abundantes sin la 
necesidad de aislar y cultivar especies microbianas 
individuales (Vélez, 2009; Hernández-León et al., 
2010). En resumen, mediante la aplicación de estrate-
gias metagenómicas, muchos problemas se vuelven 
factibles, por ejemplo: i) la caracterización filogenética 
de la estructura de la comunidad microbiana, ii) la ca-
racterización de genomas de especies microbianas no 
caracterizadas hasta la fecha, iii) la identificación del 
potencial metabólico de una comunidad microbiana 
en términos de la presencia de genes que codifican 
enzimas involucradas en vías metabólicas específicas 
presentes o incluso nuevas vías metabólicas (Bosi et 
al., 2017; Bedoya et al., 2019); iv) la identificación de 
mecanismos biológicos de resistencia a compuestos 
contaminantes (p. ej., toxinas) y factores estresantes 
bióticos (p. ej., fagos y especies microbianas competiti-
vas).  

 El rápido desarrollo de las tecnologías NGS ha per-
mitido la identificación de una gran cantidad de taxo-
nes de bacterias difíciles o incluso no cultivables, me-
diante la secuenciación del amplicón del gen 16SARNr, 
a costos comparativamente bajos (Maccaferri et al., 
2011; Heather and Chain 2016). Mediante el análisis 
de metagenomas, es decir, la aplicación de estrategias 
de ensamblaje y agrupación, es posible determinar 
casi todo el potencial genético de esas especies micro-
bianas no caracterizadas (Maus et al., 2018). 

 Entre estas tecnologías se encuentran la pirosecuen-
ciación (454 Life Sciences) (Ronaghi et al., 1996), la 
secuenciación masiva utilizando el sistema Illumina 
(Lazarevic et al., 2009; Qin et al., 2010; Oulas et al., 
2015), la secuenciación por ligadura (SOLiD) y          

significativa en la longitud y la secuencia de nucleóti-
dos entre diferentes genotipos microbianos (Fisher y 
Triplett, 1999). Es un método robusto que permitió el 
análisis detallado de la estructura de la comunidad 
arqueal durante la conversión de biomasa orgánica en 
biogás (Ciesielski et al., 2013). 

 Posteriormente el proceso de separación del ADN 
amplificado se mejoró al involucrar un cebador oligo-
nucleotídico marcado con fluorescencia para la ampli-
ficación por PCR y la posterior electroforesis en un 
sistema automatizado; es decir, Análisis Automatizado 
del Espaciador Intergénico Ribosomal (ARISA, por sus 
siglas en inglés automated approach for ribosomal 
intergenic spacer) (Ciesielski et al., 2013). ARISA es una 
técnica rápida y eficaz para evaluar la diversidad y la 
composición de la comunidad microbiana que puede 
ser especialmente útil en las escalas espaciales y tem-
porales en los estudios ecológicos (Fisher y Triplett, 
1999).  

 

Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (q-
PCR) 

 Los enfoques cuantitativos de PCR se aplican am-
pliamente en la ecología microbiana para cuantificar la 
abundancia y la expresión de marcadores genéticos 
taxonómicos y funcionales en el medio ambiente 
(Smith y Osborn 2009). Aunque se puede usar para 
detectar y cuantificar especies individuales en un en-
torno determinado en tiempo real, no es posible cuan-
tificar a toda la población si la comunidad no se cono-
ce previamente (Yu et al. 2005). En consecuencia, en 
ecosistemas complejos como la digestión anaeróbica, 
se requieren otros enfoques de metagenómica para 
identificar los dominantes o las especies clave. 

Técnicas moleculares de tercera y cuarta generación: 
técnicas metagenómicas  

 Para abordar un análisis del complejo y denso eco-
sistema microbiano, los métodos anteriores propor-
cionan una visión incompleta de la composición micro-
biana, revelando solo la existencia de los taxones más 
abundantes. En los últimos años, el rápido desarrollo 
de las técnicas de secuenciación de última generación 
ha permitido secuenciar un gran número de taxones 
mediante el gen 16S ARNr de bacterias no cultivables, 
con un coste económico y de tiempo mucho más bajo 
que la secuenciación tipo Sanger. Además, estas técni-
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(Ortiz y Carrara, 2017). Sin embargo, como limitación, 
carecen de estabilidad y tienen un tamaño y perfil de 
poros constantes. Además, las celdas de flujo y los 
consumibles para este sistema son aproximadamente 
de $ 500 a $ 900 (Nanopore Store 2018), lo que sigue 
siendo demasiado costoso y, por lo tanto, no es de 
fácil acceso para, por ejemplo, laboratorios en países 
en desarrollo. 

Estrategias para el monitoreo de muestras ambienta-
les bajo enfoque polifásico 

La taxonomía polifásica no es más que el consenso de 
utilizar varios métodos para distinguir especies en base 
a su genética y fenética. Esta incluye la taxonomía nu-
mérica, la clasificación de los organismos basado en su 
similitud, morfología o en cualidades observables, ade-
más incluye el análisis de los genes codificantes del ARN 
ribosómico (ribotipado), la hibridación ADN-ADN,  el 
análisis de ácidos grasos de la membrana externa y la 
pared celular, la filogenia o relación evolutiva, etc.
(Madigan et al., 2010). El análisis polifásico consiste en 
determinar a la vez diferentes indicadores como la diná-
mica, la diversidad la cuantificación y la identificación 
que describa a una misma muestra. Por tanto, no es 
más que la combinación de diferentes técnicas molecu-
lares para monitorear una misma muestra.  

¿Qué cebadores utilizar? 

 El importante papel de los genes ARNr 16S y ARNr 18S 
como marcadores filogenéticos, el uso de genes espe-
cíficos como mcrA (para detectar metanogenas) o GH5 
(para detectar hongos celulolíticos podría considerarse 
para monitorear la respuesta de los microbiomas en 
ambientes como el suelo agrícola o biodigestores an-
aerobios. La Tabla 1 muestra varios cebadores diseña-
dos para detectar especies de bacterias, archaeas y 
hongos en ecosistemas naturales de un suelo agrícola, 
o en un biodigestor anaerobio. 

¿Qué estrategia a seguir para monitorear la pobla-
ción microbiana de biodigestores anaerobios? 

 Las técnicas basadas en las sondas moleculares más 
utilizadas en la digestión anaeróbia, incluyen FISH y 
CARD-FISH, descritas anteriormente y representadas en 
la Tabla 2 (Sanz y Köchling, 2007; Amann y Fuchs, 2008). 
Estas técnicas permiten la visualización directa de mi-
croorganismos no cultivados, su cuantificación y el co-
nocimiento de si están activos en su propio hábitat na-
tural (Sanz y Köchling, 2007; Amann y Fuch,s 2008).  

secuenciación basada en la detección de pH (Ion To-
rrent) (Pennisi, 2010). En los últimos años, la platafor-
ma de secuenciación de Illumina se aplica más amplia-
mente y, por lo tanto, se puede considerar que ha 
hecho la mayor contribución a la segunda generación 
de secuenciadores de ADN (Heather y Chain, 2016). 

Tecnologías de tercera generación  

 Las tecnologías de tercera generación consideran las 
secuencias de nucleótidos que se leen a nivel de una 
sola molécula, evitando los requisitos de amplificación 
de ADN que se exigen en todas las tecnologías anterio-
res (Heather y Chain, 2016). Al permitir la secuencia-
ción directa de moléculas de ADN individuales, las 
tecnologías de secuenciación de tercera generación 
tienen la capacidad de producir lecturas más largas 
que la secuenciación de la segunda generación 
(Bleidorn, 2016). Sin embargo, debido a varios desa-
fíos técnicos, la secuenciación de tercera generación 
tiene índices de error en niveles casi irreparables, lo 
que hace que las tecnologías no sean prácticas para 
ciertas aplicaciones como el ensamblaje del genoma 
de novo (Gupta, 2008). La secuenciación de tercera 
generación supera los métodos existentes, especial-
mente si se combina con otras tecnologías de NGS con 
bajo índice de errores (Eid et al.,  2009; Ortiz y Carrara, 
2017). 

La secuenciación de nanoporos  

 Esta una de las tecnologías más prometedoras que 
se está desarrollando como una alternativa más eco-
nómica y más rápida con respecto a los métodos de 
secuenciación convencionales (Rhee y Burns, 2006; 
Schneider y Dekker, 2012). Los nanoporos biológicos, 
también llamados canales de proteínas transmembra-
na, generalmente se insertan en un sustrato, como 
bicapas lipídicas planas, liposomas u otras películas de 
polímeros. Hay dos áreas principales de secuenciación 
de nanoporos en desarrollo: nanoporos de estado 
sólido sintético y nanoporos biológicos (Buermans y 
den Dunnen, 2014). Sus ventajas incluyen su estructu-
ra y tamaño bien definidos y altamente reproducibles, 
y su fácil modificación mediante técnicas moleculares 
modernas, por ejemplo, cambiando el residuo de ami-
noácido en un sitio específico por una mutación de 
nucleótido específica, dirigida a identificar y cuantifi-
car una amplia variedad de muestras (Feng et al.,  
2015). Se espera que esta tecnología reduzca el costo 
de la secuenciación (Torre et al., 2012), haciéndolo 
accesible para laboratorios pequeños o individuales 
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Dominio Especificidad Sonda Sequencia (5’- 3’) Referencia 

Bacteria 

Bacteria Totales EUB338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT (Amann et al. 1990b) 

Bacteroides BAC1080 GCACTTAAGCCGACACCT (Doré et al. 1998) 

Alpha-proteobacteria ALF968 GGTAAGGTTCTGCGCGTT 
(Manz et al. 1996) 
  

Beta-proteobacteria BET42a GCCTTCCCACTTCGTTT 
Gamma-proteobacteria GAM42a GCCTTCCCACATCGTTT 

Bacterias Sulfato reductoras SRB385 CGGCGTCGCTGCGTCAGG (Amann et al. 1990a) 

Desulfosarcina, Desulfococcus DSS658 TCCACTTCCCTCTCCCAT 
(Manz et al. 1998) 

Desulfovibrio DSV698 GTTCCTCCAGATATCTACGG 

bajo GC Gram-positiva LGC354A TGGAAGATTCCCTACTGC (Meier et al. 1999) 

Alto GC Gram-positiva HGC69A TATAGTTACCACCGCGT (Roller et al. 1994) 

Archaea 

Methanobacteriales (excepto 
Methanothermaceae) 

MEB859 GGACTTAACAGCTTCCCT 
(Boetius et al. 2000) 

Methanosarcinaceae MSSH859 TCGCTTCACGGCTTCCCT 
Metanococcales MC1109 GCAACATAGGGCACGGGTCT 

(Raskin et al. 1994) 

Metanomicrobiales (excepto 
Methanosarcinaceae) 

MG1200 CGGATAATTCGGGGCATGCTG 

Methanosarcinaceae (excepto 
Methanosaeta) 

MS1414 CTCACCCATACCTCACTCGGG 

Methanosaeta MX825 TCGCACCGTGGCCGACACCTAGC 

Eucarya Hongos 

PF2 
Ap665 
U519 

Doh299 
Oil845 

Eur1108 

CTCTGGCTTCACCCTATTC 
TTCGTTTAGTTATTATGAATC 
GAA TTA CCG CGG CTG CTG 
TCT CTC CGG TAT CGT ACC C 
TCG TAC GGT GCC GAT GGA 
TTT AAG GGC CGA GGT CTC 

(Scupham et al. 2006) 
(Li et al. 1997; Spear 
et al1999) 
(Greuter et al. 2016) 
  

Tabla 2. Sondas de ADN diseñadas para detectar bacterias, archaeas y hongos con la tecnica de FISH.  

Table 2: DNA probes designed to detect bacteria, archaea and fungi with the FISH technique. 

 En otro sentido, las técnicas basadas en el análisis 
de fragmentos de ADN difieren en términos de la 
separación de los fragmentos de ADN amplificados y 
su posterior visualización (Petersson et al., 2007). 
Entre ellos, el T-RFLP se ha utilizado para examinar la 
composición y dinámica de las comunidades micro-
bianas, así como la abundancia relativa de las pobla-
ciones (Schütte et al., 2008). La clonación y secuen-
ciación del gen ARNr 16S (biblioteca de clones) ha 
permitido caracterizar la comunidad microbiana ana-
eróbica durante la digestión anaeróbica de diferen-
tes sustratos (Sanz y Köchling, 2007; Klocke et al., 
2007; Talbot et al., 2008; Nettmann et al., 2008). 
También permite identificar especies que prevalecen 
en ciertas condiciones operativas (Nettmann et al., 
2010; Zhu et al., 2011).  

La combinación de T-RFLP con la clonación y secuen-
ciación del gen 16S rRNA también demostró una mejor 
comprensión de la respuesta interna de la comunidad 
en condiciones de estrés (Rademacher et al., 2012). La 
amplificación de estos genes (16S rRNA) también se 
puede llevar a cabo mediante el método de q-PCR, 
para cuantificar grupos específicos de la comunidad, 
especialmente grupos metanógenos arqueales predo-
minantes en ciertas condiciones operativas o puesta 
en marcha de sistemas de reactores (Jiménez et al., 
2017). Además, q-PCR se ha utilizado con éxito para 
determinar la dinámica de los metanógenos durante la 
digestión anaeróbica de diferentes sustratos a escala 
industrial, pero siempre como una técnica comple-
mentaria (Jiménez et al., 2016).  
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Proceso Sustrato Técnica (s) Molecular (es) Resultado Referencia 

Cultivo 
 aerobio 

Agua dulce y marina 
Análisis filogenético, libre-
ría de clones del gen ARNr 

16S, PCR-DGGE 

Se demostró que los mé-
todos independientes de 
cultivo son más exactos en 
la caracterización de una 
comunidad microbiana 
que los métodos depen-
dientes de cultivo más 
tradicionales. 

(Chang et al., 
2000) 

Digestión 
 anaerobia 

Aguas residuales 
municipales 

TGGE, PCR-RFLP 

El análisis molecular per-
mitió determinar como se 
afecta la comunidad me-
tanógenas del suelo con la 
aplicación de lodos de 
depuradoras 

(Sheppard et 
al., 2005) 

Biorreactores  
de membrana 

Aguas residuales 
municipales e indus-

triales 
PCR–TGGE 

Se encontraron Archaeas 
metanógenas formando 
gránulos en biorreactores 
anaerobios, pero no se 
logró determinar su papel 
en la función o estabilidad 
del proceso, por ello in-
vestigaciones futuras de-
ben incluir FISH o RTNA-
RT basado en TGGE. 

(Gómez-Silván 
et al., 2010) 

Digestión  
anaerobia 

Estiércol porcino 
PCR, librería de clones de 

los genes ARNr 16S y mcrA 

Se determinó que Met-
hanoculleus spp. constitu-
ye un ente clave en la 
degradación de estiércol 
porcino. Sin embargo, se 
requiere investigar la va-
riabilidad filogenética de 
los metanógenos activos, 
teniendo en cuenta las 
variaciones espaciales y 
temporales y las condicio-
nes ambientales. 

(Barret et al., 
2013) 

Co-digestión  
anaerobia 

Estiércol porcino, 
paja residual agríco-

la con adición de 
arcillas 

T-RFLP, Q-PCR librería de 
clones de los genes 16S 

ARNr 

Se determinó la dinámica 
de bacterias y archaeas, se 
identificaron especies no 
informadas y se determi-
nó la interaccion entre 
baterias y archaeas en 
diferentes condiciones 
nutricionales y operacio-
nales. 

(Jiménez et al., 
2016) 

Tabla 3. Ejemplos de técnicas moleculares o la combinación de estas, aplicadas al estudio de comunidades microbianas de 
diferentes ecosistemas para la obtención de resultados concretos. 

 

Table 3: Examples of molecular techniques or the combination of these, applied to the study of microbial communities of 
different ecosystems to obtain concrete results. 
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Sustrato Tipo de Reactor Temperatura 

Ordenes, Familias,  
Géneros y Especies  

identificadas  
predominantes 

Técnica  
molecular 

Referencia 

Aguas  
residuales  
cerveceras 

UASB (escala de 
laboratorio) 

Condiciones 
mesofílicas 

Oleomonas, Azospirillum, 
Arcobacter sp.,  

Methanosaeta concilii 

FISH, DGGE,  
clonaje de las 
secuencias del 
gen ARNr 16S 

Fernández et al., 
2008 

Aguas  
residuales do-

mésticas 
UASB 

Condiciones 
mesofílicas 

Methanoculleus,  
Methanosphaera,  

Methanobacterium 

Librería de clo-
nes de los genes 
ARNr 16S y mcrA 

Cardinali-
Rezende et al., 

2009 

Lodo de  
depuradoras 

Digestor Anae-
robio de doble 
fase (escala de 

laboratorio) 

Acidogénico-
termofílico 

(55°C) 
Metanogénico

-mesofílico 
(35°C) 

Methanobacterium,  
Methanosarcina,  

Methanothermobacte 
Methanobrevibacter 

PCR, TGGE Lueneberg, 2009 

Aguas 
 residuales 

lácteas (suero 
de queso) 

Batch 
Condiciones 
mesofílicas 

Methanosarcina,  
Methanofollis 

PCR, DGGE Lee et al., 2010 

Sedimentos del 
subsuelo 

Bioreactor de 
flujo continuo 

Condiciones 
psicrofílicas 

Methanobacterium,  
Methanococcoides,  

Methanosarcina 

Análisis  
Filogenético 

 basados en el 
gen ARNr 16S, 

FISH, 

Imachi et al., 
2011 

Estiércol  
porcino, pulpa 
de mandioca y 

mezcla de  
ambos  

sustratos 

CSTR 
Condiciones 
mesofílicas 

Bacteroidetes Clostridia 
Methanosaeta sp., Metha-
nosaeta concilii Methanos-

pirillum hungatei 

Librería de clo-
nes del gen ARNr 
16S, PCR-DGGE 

Panichnumsin et 
al., 2012 

Mezcla  de lodo 
porcino y aguas 

residuales de 
un mercado de 
frutas y vegeta-

les 

Cultivo continuo 
de dos reactores 

CSTR en serie 

Condiciones 
termofílicas 

Firmicutes, Bacteroidetes, 
Synergistes, Clostridium 
sp., Methanosarcina sp. 

PCR-DGGE, T-PCR 
Merlino et al., 

2013 

Estiércol  
porcino, paja 

residual  
agrícola con 
adición de  

arcillas 

Batch 
Condiciones 
mesofílicas y 
termofílicas 

Orden Methanosarcinales 
(géneros Metanosarcinas 
y Metanosaetas) a 35 ºC, 
órdenes Methanomicro-

biales y Methanobacteria-
les a 55°C 

T-RFLP 
Jiménez et al., 

2014b 

Estiércol  
porcino y silage 

de cultivos 
energéticos 

Fed-Batch 
Condiciones 
mesofílicas 

Bacillus coagulans,  
Bacillus subtilis, Pseudo-

monas fluorescens 

Extracción y  
secuenciación de 

ADN, qPCR 

Kovács et al., 
2015 

Tabla 4. Grupos microbianos identificados en ecosistemas anaerobios bajo diferentes condiciones, caraterizados median-
te la aplicación combinada de diferentes técnicas moleculares.  

 

Table 4: Microbial groups identified in anaerobic ecosystems under different conditions, characterized by the combined 
application of different molecular techniques. 
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En general, diferentes técnicas moleculares o la com-
binación de estas, han sido aplicadas al estudio de 
comunidades microbianas de diferentes ecosistemas 
para la obtención de resultados concretos como se 
muestra en la Tabla 3, aunque en esos trabajos tam-
bién se remarca la necesaria combinación de técnicas 
para lograr la caracterización desde diferentes puntos 
de vista. Así, el uso combinado de estas técnicas, bajo 
enfoque polifásico ha permitido la identificación de 
grupos específicos en ecosistemas anaerobios (Tabla 
4), lo que a su vez es un paso de avance en la búsque-
da de la relación entre la dinámica microbiana y su 
respuesta a los cambios ambientales, nutricionales y 
operacionales en sistemas construidos.  

Consideraciones finales 

 La diversidad presente en un ecosistema es una he-
rramienta útil para descifrar las sucesiones microbioló-
gicas dadas, las rutas de degradación de sustratos y las 
condiciones de operación que interfieren en los proce-
sos de las comunidades microbianas implicadas y por 
tanto en el funcionamiento del ecosistema. La utiliza-
ción de técnicas moleculares y dentro de estas       
aquellas más avanzadas y sensibles está ayudando a 
entender cómo los microorganismos no cultivables o 
desconocidos, se adaptan e interactúan con factores 
bióticos y abióticos en el suelo y ambientes construi-
dos. Lo realmente importante para elegir una técnica u 
otra depende de si es más práctico y económico em-
plear una de ellas o la combinación de varias, también 
se tiene en cuenta la utilización de aquellas que pro-
yecten los resultados en el menor tiempo posible. Es-
tas han sido progresivamente aplicadas también para 
caracterizar el desarrollo y la diversidad de una comu-
nidad microbiana en reactores anaerobios, dado al 
auge de estas tecnologías bioenergéticas en el contex-
to actual del impulso de las fuentes renovables de 
energía. Así, este conocimiento resulta crucial para 
prevenir fallas en los sistemas implantados, para pre-
decir la producción de biogás o metano bajo determi-
nadas condiciones o sustratos, o incluso para ejecutar 
procesos de optimización del proceso.  

En este trabajo se describieron las principales técni-
cas moleculares utilizadas para determinar la estructu-
ra, diversidad, dinámica, o la identificación microbiana 
en una muestra ambiental, ya sea de un ambiente 
natural (suelo agrícola) o de un ambiente construido 
(digestor anaerobio). Además, se proponen estrategias 
de combinación de métodos moleculares bajo enfoque 

polifásico basado en experiencias exitosas de estudios 
previos y de los autores. Teniendo en consideración 
las comunidades de diversas bacterias, archaeas y 
hongos que habitan los ambientes citados, se propo-
nen desde los cebadores a utilizar para amplificar ge-
nes conservados, las secuencias de sondas de ADN 
marcadas, hasta las combinaciones de técnicas utiliza-
bles para caracterizar una comunidad microbiana bajo 
enfoque polifásico, según su dinámica, diversidad, 
cuantificación e identificación. Las técnicas molecula-
res avanzadas y las recientes técnicas metagenómicas, 
constituyen herramientas poderosas para monitorear 
muestras ambientales, con un costo beneficio acepta-
ble para países en vías de desarrollo como Cuba, don-
de los análisis costo beneficio pueden acercarse a 1 a 
medida que se logren un mayor número de resultados 
relevantes en cortos períodos de tiempo. 
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