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RESUMEN

Los suelos poseen una inmensa diversidad bacteriana, poco
explorada debido principalmente al caracter no cultivable de
una gran cantidad de microorganismos. Esta limitativa se ha
reducido por € desarrollo de técnicas que permiten la extrac-
cion de material genético (ADN), directamente de los microor -
ganismos en e suelo (metagenoma) sin necesidad de un cultivo
previo. El objetivo de esta revison fue presentar las
metodologias mas comunes para el andlisis de las comunidades
bacterianas en € suelo. Se discuten aquellas que permiten la
clonacion de moléculas de ADN provenientes de metagenomas
y su analisis, con €l proposito de identificar genes que codifican
para enzimas con una potencial aplicacion biotecnologica.
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INTRODUCCION

la diversidad bacteriana en diferentes ambientes

se basan en la suposicién de que las técnicas de
cultivo permiten recuperar la mayor parte de los micro-
organismos en una muestra. Sin embargo, Unicamente
entre 0.1y 10% de las bacterias en el ambiente son ahora
cultivables (Rondon et al., 1999; Watts et al., 1999;
Tiedjey Stein, 1999; Handelsman et al., 2002; Torsvik
y @vress, 2002; Torsvik et al., 2002).

Para explicar este fenébmeno se ha arguido que se
desconocen os requerimientos nutricionales y las con-
diciones fisicoquimicas necesarias para el desarrollo de
un gran nimero de grupos microbianos en su ambiente
natural. Ademas, hay poca informacion sobre las rela-
ciones simbidticas, comensales o parasitarias que man-
tienen los miembros de una comunidad microbiana
(McDougald et al., 1998; Tiedjey Stein, 1999; Zengler
et al., 2002; Keller y Zengler, 2004).

Tradicionalmente los estudios para caracterizar
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ABSTRACT

Soil sustains an immense bacterial diversity, which remains
mostly unexplored due mainly to the large amount of
microorganisms being uncultivable. This limitation has been
reduced because of the development of techniques which allow
the isolation of genetic material (DNA), directly from soil
microorganisms (metagenome) without requiring a previous
culture. The objective of this review was to summarize the most
methodologies analyzing bacterial
communities. A discussion is conducted about methodologies
that permit cloning of DNA molecules from metagenome and

common for sail

their analysis, with the purpose of identifying genes which codify
for enzymes with potential for biotechnological application.

Key words: Biotechnology, bacterial diversity, metabolic diversity,
metagenome.

INTRODUCTION

Traditionally, the studies for characterizing
bacterial diversity in different environments are
based on the supposition that based culture
techniques allow to recover most of the microorganisms
in asample. However, only between 0.1 and 10% of the
bacteria in the environment are actually cultivable
(Rondon et al., 1999, Wattset al., 1999; Tiedjeand Stein,
1999; Handelsman et al., 2002; Torsvik and @vress,
2002; Torsvik et al., 2002).

To explain this phenomenon it has been assumed
that the nutritional requirementsand the physicochemical
conditions necessary for the development of a large
number of microbial groupsin their natural environment
are not known. Besides, there islittle information about
symbiotic, parasitic, and commensal relations sustained
by the members of amicrobial community (McDougald
etal., 1998; Tiedjeand Stein, 1999; Zengler et al., 2002;
Keller and Zengler, 2004).

It has also been suggested that non-cultivable
bacteria are microorganisms phylogenetically similar to
the cultivable ones, but in a physiological state that
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También se ha propuesto que las bacterias no culti-
vables son microorganismos filogenéticamente simila-
res a los cultivables, pero en un estado fisiol6gico que
los hace recalcitrantes a ser cultivados. La base de esta
explicacion es que algunas bacterias cultivables pue-
den convertirse en viables, pero no cultivables en condi-
cionesambientalesadversas, y revertirseaun estado cul-
tivable al restaurarse las condiciones favorables
(McDougald et al., 1998). Por tanto, 90.0 299.9% delas
bacterias no cultivables estan representadas por su con-
traparte cultivable (Rondon et al., 1999). No hay una
explicacion satisfactoria para entender la baja propor-
cion de bacterias cultivables, y este fendmeno ha sido
una seria limitacion para estudiar la diversidad
microbiana del suelo.

Ahora hay herramientas moleculares que permiten
realizar la ingenieria genética molecular o tecnologia
del ADN recombinante (Bolivar, 2004). Con ellaesposi-
ble e aislamiento, la modificacion y la caracterizacion
del ADN de cualquier organismo. Estatecnologiaesfun-
damental paracomprender un niimero importante de pro-
cesos hiolégicos, y para el estudio de la diversidad bio-
|6gica (Torsvik et al., 2002).

Para estudiar la diversidad bacteriana, las técnicas
del ADN recombinante permiten superar la limitacion
de no poder cultivar la mayoria de las bacterias de un
ambiente particular. La necesidad de cultivar |as bacte-
rias presentes en una muestra, ha sido substituida por la
capacidad de aislar y caracterizar el material genético
presente. Al conjunto de los genomas de microorganis-
mos en una muestra de un nicho ecol 6gico determinado,
selellamametagenoma(Handelsman et al., 2002). Asi, se
puede hablar del metagenoma bacteriano correspondien-
te amuestras especificas de suelos o de otros ambientes.

El andlisis del metagenoma bacteriano por técnicas
moleculares ha permitido determinar que algunos gru-
pos bacterianos no son féciles de cultivar y que ladiver-
sidad de estamayoriano cultivablees muy amplia(Keller
y Zengler, 2004). En este ensayo se presentan diferentes
metodol ogias moleculares no dependientes del cultivo,
que se han utilizado para e estudio de las bacterias del
suelo, incluyendo las consideradas como no cultivables.
Se discute también las aplicaciones de algunas de estas
técnicas en el estudio de la composicion y variacion de
comunidades bacterianas en muestras de suel os, asi como
¢l potencia biotecnolégico del estudio de la diversidad
bacteriana y metabdlica.

ANALISISDE LA DIVERSIDAD BACTERIANA
POR METODOSNO DEPENDIENTES
DEL CULTIVO MICROBIANO

La primera aproximacion metodol gica para deter-
minar la diversidad bacteriana no cultivable en e suelo

makes them difficult to being cultivated. This
explanation is based on the fact that some cultivable
bacteriamay becomeviable, but not cultivablein adverse
environmental conditions, and revert to acultivable state
when favorable conditions are restored (McDougald et
al.,1998). Therefore, 90.0 to 99.9% of the uncultivable
bacteria are represented by their cultivable counterpart
(Rondon et al., 1999). There is no satisfactory
explanation to make the low proportion of cultivable
bacteria understandable, and this phenomenon has been
a serious limitation for the study of soil microbial
diversity.

Nowadays, there are molecular tools alowing to
perform molecular genetic engineering or recombinant
DNA technology (Bolivar, 2004). This makes isolation,
modification, and description of DNA of any organism
possible. This technology is fundamental for the
comprehension of an important number of biological
processes and for the study of biological diversity
(Torsvik et al., 2002).

For studying bacterial diversity, the recombinant
DNA techniques permit to overcome the limitation of
not being able to cultivate most of the bacteria in a
particular environment. The need of cultivating the
bacteria present in a sample has been substituted by the
capacity of isolating and describing the genetic material
present. The mixture of microorganism genomes in a
sample of a certain ecological niche is called
metagenome (Handelsman et al., 2002). Thus, it is
feasible to speak of the bacterial metagenome
corresponding to specific soil samples or other
environments.

The analysis of the bacterial metagenome through
molecul ar techniques has allowed to determinethat some
bacterial groups are not easy to cultivate and that the
diversity of this uncultivable majority is very broad
(Keller and Zengler, 2004). In this essay, different
molecular culture-independent methodologies are
presented, which have been utilized for the study of soil
bacteria, including those considered uncultivable.
Furthermore, applications of some of these techniques
in the study of composition and variation of bacterial
communitiesin soil samplesarediscussed, aswell asthe
biotechnological potential of the study of bacterial and
metabolic diversity.

ANALYSISOF BACTERIAL DIVERSITY BY
MICROBIAL CULTURE-INDEPENDENT METHODS

The first methodological approach to determining
uncultivable bacterial diversity in soil was developed
by Torsvik and Goksoyr at the end of the 1970’s (quoted
in Torsvik and @vreds, 2002), comparing the bacterial
metagenome reassociation rate of a sample of thermally
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fue desarrollada por Torsvik y Goksoyr a finales de la
décadade 1970 (citado en Torsvik y @vreds, 2002), com-
parando la tasa de reasociacion del metagenoma
bacteriano de una muestra de suelo desnaturalizada
térmicamente con ladel ADN gendmico de una cantidad
conocida de células de Escherichia coli. Los resultados
de dicho estudio indicaron que la complejidad genética
de la muestra es una funciéon del nimero de genomas
presentes en ella. Unamuestrade metagenomabacteriano
extraida de un suelo sin perturbar posee una complgji-
dad equivalente entre 6000 a 10 000 genomas de E. coli
(el genoma de E. coli corresponde a 4.6x 10° pares de
bases); de 350 a 1500 genomas para unamuestrade sue-
lo agricola contaminado por metales, donde la comple-
jidad de los microorganismos cultivables muestra equi-
vale sdlo a 40 genomas de E. coli (Qvreds et al., 1998;
Torsvik y @vreds, 2002).

Se han desarrollado técnicas cadavez més eficientes
para extraer metagenomas bacterianos de diversos am-
bientes. L os métodos se dividen en dos grupos: microor-
ganismos lisados directamente en una suspension amor-
tiguada de la muestra a analizar (Zhou et al., 1996;
Rondon et al., 2000; Berry et al., 2003); o microorganis-
mos primero separados del substrato para luego ser
lisados (Courtois et al., 2001; Courtois et al., 2003).

Los métodos directos permiten la extraccion rapida
de ADN debuenacalidad (p.e. paraarcilla, eficienciade
lisis bacteriana de 26 a 92% y rendimientos de 2.5 a
26.9 mgADN g~! suelo; Zhou et al., 1996). Sin embar-
go, en el metagenoma obtenido se ha detectado ADN no
bacteriano (mitocondrial y de cloroplasto; Zhou, et al.
1996), que esta contaminado con sustancias asociadas a
la muestra ambiental que interfieren con la manipula-
cion enziméticadel ADN extraido (p.e. &cidos hiimicos,
gue interfieren con la actividad de enzimas de restric-
cién 0 ADN polimerasas) (Frostegard et al., 1999; Rondon
et al. 2000). El método basado en € aislamiento preli-
minar decélulasy su posterior lisis, permite obtener ADN
con integridad y pureza mayores, aunque la eficiencia
de lisis y los rendimientos son menores (7.3 a 23% y
hasta4 mgADN g~!suelo) (Holbenet al., 1998; Krsek y
Wellington, 1999).

L os estudios actuales pretenden caracterizar tanto a
los microorganismos cultivables, como alos no cultiva-
bles, basandose en € andlisis del metagenoma por me-
dio de técnicas moleculares y comparaciones
filogenéticas (Figura 1). Esto se complementa en algu-
nos casos con €l andlisis de | as propiedades metabdlicas
delamuestra, p.e. el uso de microplacas paradeterminar
la capacidad de utilizacion de diferentes fuentes de car-
bono y nitrégeno por los microorganismos presentes
(placa EcoPlateVR de BIOLOG), o mediante la determi-
nacion de actividades enzimédticas especificas a partir
de suspensiones de muestras de suelo (Rondon et al.,

denaturalized soil with that of the genomic DNA of a
known amount of Escherichia coli cells. The results of
that study indicated that the genetic complexity of
the sample is a function of the number of genomes
present in the sample. A bacterial metagenome sample
extracted from an unperturbed soil has a complexity
equivalent between 6000 and 10 000 E. coli genomes
(the E. coli genome corresponds to 4.6x10° base
pairs); 350-1500 genomes for a sample of metal-
contaminated agricultural soil, where the complexity
of cultivable sample microorganismsisequivalent only
to 40 E. coli genomes (@vress et al., 1998; Torsvik
and @vreas, 2002).

More and more efficient techniques have been
developed to extract bacterial metagenomes from
diverse environments. The methods are divided into
two groups: microorganismsdirectly lysed in abuffered
suspension of the sampleto analyze (Zhou et al., 1996;
Rondon et al., 2000; Berry et al., 2003) or
microorganisms firstly separated from the substratum
to be lysed later on (Courtois et al., 2001; Courtois et
al., 2003).

Thedirect methods permit rapid extraction of good-
quality DNA (e.g. for clay, efficiency of bacterial lysis
from 26 to 92%, and yields from 2.5 to 26.9 mg DNA
g~! soil; Zhou et al., 1996). Nevertheless, in the
obtained metagenome nonbacterial DNA has been
detected (mitochondrial and chloroplast DNA; Zhou
et al., 1996), contaminated with substances associated
to the environmental sample interfering in enzymatic
manipul ation of extracted DNA (e.g. humic acids, that
interferein the activity of restriction enzymesor DNA
polymerases) (Frostegard et al., 1999; Rondon et al.,
2000). The method based on preliminary cell isolation
and their subsequent lysis allows to obtain DNA with
higher integrity and purity, though lysis efficiency
and yields are lower (7.3 to 23% and up to 4 mg DNA
g~*soil) (Holben et al., 1998; Krsek and Wellington,
1999).

Recent studies try to characterize cultivable as well
as uncultivable microorganisms, based on metagenome
analysisthrough molecul ar techniques and phylogenetic
comparisons (Figurel). In some cases, this is
complemented by analysis of metabolic sample
properties, for example the use of micro plates to
determine the capacity of utilizing different carbon and
nitrogen sources by present microorganisms (BIOLOG
EcoPlateMR), or through the determination of specific
enzymatic activities, dstarting from soil sample
suspensions (Rondon et al., 1999; Osborn et al., 2000;
Ranjard et al., 2000; Theron and Cloete, 2000; McCaig
etal., 2001; Wu et al., 2001; Morriset al., 2002; Torsvik
and @vress, 2002; Liu and Sthal, 2002).
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Unicas y reamplificacion por PCR

Figura 1.Técnicas moleculares no dependientes del cultivo microbiano utilizadas en el andlisis de la diversidad bacteriana de suelos.
Abreviaciones: NCBI, National Center for Biotechnology Information; RDP, Ribosomal Database Project; FISH, hibrida-
cién fluorescente in situ; PCR, reaccién en cadena de la polimerasa; ARDRA, andlisis de restriccion de ADN ribosomal
amplificado; RAPD, amplificacion aleatoria de ADN; T-RFLP, polimorfismo de fragmentos de restriccién terminales;
DGGE, electroforesis desnaturalizante de gradiente en gel; RT-PCR, PCR en tiempo real.

Figurel.

Microbial culture-independent molecular techniques utilized in the analysis of soil bacterial diversity. Abbreviations: NCBI,

National Center for Biotechnology |nformation; RDP, Ribosomal Database Project; FISH, in situ fluorescent hybridization;
PCR, polymerase chain reaction; ARDRA, amplified ribosomal DNA restriction analysis; RAPD, random amplification of
DNA; T-RFLP, terminal-restriction fragment length polymorphism; DGGE, denaturalizing gel gradient electrophoresis;

RT-PCR, real time PCR.

1999; Osborn et al., 2000; Ranjard et al., 2000; Theron
y Cloete, 2000; McCaig et al., 2001; Wu et al., 2001;
Morris et al., 2002; Torsvik y @vress, 2002; Liuy Sthal,
2002).

Implicaciones biolégicas del andlisisdela
diver sidad bacteriana del suelo por técnicas
molecular esno dependientesdel cultivo

El estudio de la diversidad bacteriana con estas téc-
nicas permitio ha permitido obtener informacién sobre
la composicion y estructura de poblaciones y comuni-
dades bacterianas, establecer e impacto de los factores
ambientales sobre la diversidad bacteriana, y disefiar de
marcadores con fines de diagndstico e identificacion
tanto de bacterias cultivables como no cultivables (Wu
et al., 2001; Sebat et al., 2003; Morris et al., 2002;
Torsvik y @vreds, 2002).

El andlisis de las secuencias de | os genes que codifi-
canlosARN ribosomales 16S (ADNr 16S) ha permitido

Biological implications of the analysis of soil
bacterial diversity by culture-independent
molecular techniques

The study of bacterial diversity with thesetechniques
has alowed to obtain information about composition
and structure of bacterial populations and communities,
to establish the impact of environmental factors on
bacterial diversity, and to design markers with the
purpose of diagnosing and identifying cultivable aswell
as uncultivable bacteria (Wu et al., 2001; Sebat et al.,
2003; Morris et al., 2002; Torsvik and @vreds, 2002).

The analysis of gene sequences codifying ribosomal
RNA 16S (rRN 16S) has allowed the generation of
molecular signatures at various taxonomic levels, that
can be utilized as a base of bacterial identification by
phylogenetic comparison (Theron and Cloete, 2000).
This approach has been utilized to characterize bacterial
diversity in different types of soils (Borneman et al.,
1996; Smit et al., 2001; Lileset al., 2003) and sediments
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establecer firmas moleculares a varios niveles
taxondmicos, utilizadas como la base de una identifi-
cacion bacteriana por comparacion filogenética
(Therony Cloete, 2000). Esta aproximacion se ha uti-
lizado para caracterizar la diversidad bacteriana en
diferentestipos de suelos (Borneman et al., 1996; Smit
etal., 2001; Lileset al., 2003) y sedimentos (Urakawa
et al., 1999; Yanagibayashi et al., 1999; Bowman y
McCuaig, 2003).

Los resultados de este andlisis permitieron determi-
nar que la diversidad bacteriana de muestras de suelos
esta conformada por bacterias conocidas y por nuevos
grupos, tanto relacionados como no relacionados
filogenéticamente alas ya conocidas. Por iemplo, en el
andlisis del metagenoma de un suelo agricola se deter-
mino que 98.4% delas secuenciasde ADNr 16Sidentifi-
cadas pertenecen a Dominio Bacteria; de ellas, 16.1%
son Proteobacterias, 2.18% del grupo Cytophaga-
Flexibacter-Bacteroides, 21.8% del grupo de bacterias
Gram + con bagjo porcentagje de G+C, 39.4% estan distri-
buidas en grupos desconocidos dentro del Domino Bac-
teria (Borneman et al., 1996). En otro tipo de suelo
agricola se determind una baja proporcién de
Firmicutes, a-Proteobacterias en comparacion con la
representacion delas Subdivisiones- y y-Proteobacteria;
ademés hubo ausencia de Archaeas y presencia de se-
cuencias relacionadas con subdivisiones que carecen de
representantes cultivables (Liles et al., 2003).

La aplicacion de algunas técnicas moleculares para
determinar el impacto del ambiente sobre la composi-
cion deladiversidad bacteriana, ha permitido demostrar
que el tamafio de particulade suelo tiene mayor impacto
sobre ladiversidad bacterianaque el pH y €l tipo y can-
tidad de compuestos organicos (Sessitsch et al., 2001).
El andlisisde polimorfismo de fragmentos de restriccion
terminales (T-RFLP) (Osborn et al. 2000; Scalay Kerkhof,
2000) y de las secuencias de los ADNr 16S del
metagenoma en suelos con un tamafio de particula pe-
quefio (arcillay cieno/fango/aluvion), demostré unagran
diversidad de bacterias de las divisiones Halophaga/
Acidobacteriumy Prosthecobacter; pero en suelos con
tamafio de particula mayores (arena) hubo una bgja di-
versidad de bacterias de la division Halophaga/
Acidobacterium, predominando las de la subdivision y-
Proteobacteria (Sessitsch et al., 2001).

El estudio deladiversidad y ladinamicabacterianas,
en una muestra de suelo agricola, por cuentas viablesy
por andlisis de perfiles de acidos grasos de membrana,
permitio determinar bacterias Gram + (~80% del total
cultivado) y pocos miembros del grupo de las
proteobacteriasy bacteriasverde-sulfurosas (15% Yy 5%).
De los géneros aislados, Micrococcus, Arthobacter y
Corynebacterium estan presentes todo el afio, mientras
gue Bacillus sbélo se encuentra en julio, cuando la

(Urakawa et al., 1999; Yanagibayashi et al., 1999;
Bowman and McCuaig, 2003).

The results of this analysis made it possible to
determine that the bacterial diversity of soil samplesis
made up of known bacteria and new groups,
phylogenetically related as well as not related to the
already known groups. For example, in the analysis of
the agricultural soil metagenome, it was established that
98.4% of the identified rRNA 16S sequences belong to
the Domain Bacteria; 16.1% of them are Proteobacteria,
2.18% are of the Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides
group, 21.8% belong to the Gram+ bacteria with low
percentage of G+C, 39.4% are divided up in groups
unknown within the Domain Bacteria (Borneman et
al.,1996).In another type of agricultural soil, a low
proportion of Firmicutes and a-Proteobacteria compared
to the representation of the Subdivisions 8- and -
Proteobacteria, was discovered; besides, there were no
Archaeas, but presence of sequences related to
subdivisions lacking cultivable representatives (Liles
et al., 2003).

The application of some molecular techniques to
estimate the effect of environment on the composition
of bacterial diversity, has demonstrated that soil particle
size has greater impact on bacteria diversity than pH
and the type and amount of organic compounds
(Sessitsch et al., 2001). The analysis of terminal-
restriction fragment length polymorphism (T-RFLP)
(Osborn et al., 2000; Scala and Kerkhof, 2000) and 16S
rDNA sequences of the metagenome in soils with small
particlesize (clay and silt/mud/alluvium) showed agreat
bacterial diversity of Halophaga/Acidobacterium and
Prosthecobacter divisions; but in soils with larger
particlesize (sand), therewasalow bacterial diversity of
the Halophaga/Acidobacterium division, predominating
those of y-Proteobacteria subdivision (Sessitsch et al.,
2001).

With the study of bacterial diversity and dynamics
in an agricultural soil sample, by viable counts and
profile analysis of membranefatty acids, Gram+ bacteria
(~80% of the cultured total) and few members of the
proteobacteria and the sulfurous-green bacteria groups
(15% and 5%) were determined. Of the isolated genera,
Micrococcus, Arthobacter, and Corynebacterium are
present all the year, whereas Bacillus is only found in
July, when cultured diversity was lowest (Smit et al.,
2001). Themolecular analysis of thissoil sample showed
that the diversity obtained from cloned 16S rDNA
sequences was greater than the cultured diversities,
detecting members of five bacteria divisions:
Acidobacterium, Proteobacteria, Nitrospora, cyano
bacteria and sulfurous-green bacteria. Gram + bacteria,
the most abundant in the cultivated diversity, were not
observed. Although both methodologies used for the
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diversidad cultivada fue més baja (Smit et al., 2001). El
analisismolecular de esamuestrade suelo mostro quela
diversidad obtenidaapartir delas secuenciasdelosADNr
16S clonados fue mayor que la diversidad cultivada,
detectédndose miembros de cinco divisiones bacterianas:
Acidobacterium, Proteobacteria, Nitrospora, cianobac-
teriasy bacterias verde-sulfurosas. No se detectaron bac-
terias Gram + que fueron las méas abundante en la diver-
sidad cultivada. Aunque las dos metodologias usadas
para €l andlisis de la diversidad bacteriana mostraron
variaciones importantes en los tipos bacterianos identi-
ficados, fue posible observar el mismo patron de varia-
cion temporal: una bgja diversidad y nimero de grupos
bacterianos en enero debido probablemente a la baja
temperatura en esa época del afio; un incremento en nd-
meroy diversidad en mayo y septiembre debido al apor-
te de nutrientes a suelo por fertilizacion (primavera) y
por el aporte a suelo de material vegetal durante la co-
secha (otofio). Los resultados del estudio de diversidad
bacteriana permitieron establecer una relacion entre la
variacion de ladiversidad de las proteobacterias con los
niveles troéficos del suelo (Borneman et al., 1996;
Fantroussi et al., 1999; Smit et al., 2001).

CLONACION MOLECULAR DEL ADN
METAGENOMICO COMO UNA ESTRATEGIA PARA EL
ANALISISY EXTRACCION DE LA DIVERSIDAD
METABOLICA DEL SUELO: IMPLICACIONES
BIOTECNOLOGICAS

Otro enfoque metodolégico para estudiar de la di-
versidad bacteriana de suelos es la utilizacion de siste-
mas de clonacidn, con lo cua es posible ligar fragmen-
tos de ADN metagendmico para su propagacion dentro
de un hospedero bacteriano y su andlisis.

Algunas bacterias poseen moléculas de ADN circu-
lar llamadas plasmidos, las cuales se replican indepen-
dientemente del cromosoma. Estas moléculas (tamafios
entre 3y 10 kb), son significativamente menores que un
cromosoma bacteriano. Desde la década de 1970 se han
utilizado estas moléculas como receptoras de fragmen-
tosdeADN provenientes del mismo o de otro organismo
(Bolivar, 2004); por tanto, a los plasmidos también se
lesllama vehiculos moleculares o vectores de clonacion
molecular.

El desarrollo de vectores especializados como algu-
nos cosmidosy cromosomas bacterianos artificia es, que
pueden ligar fragmentosde ADN dehasta39 kby 100 kb,
permite clonar fragmentos de ADN metagendmico que
contengan varias docenas de genesy, tedricamente, po-
drian codificar rutas biosintéticas completas (Rondon et
al., 1999; Handelsman et al., 2002; Berry et al., 2003;
Lorenz et al., 2002; Voget et al., 2003). Unavez obtenido
el ADN metagendmico de una muestra, se construye un

analysis of bacterial diversity showed important
variations in the identified bacterial types, the same
pattern of temporal variation could be observed: low
diversity and number of bacterial groupsin January, due
probably to the low temperature at thistime of the year;
an increase in number and diversity in May and
September, due to the nutrient supply to the soil by
fertilization (spring), and because of the supply of
vegetal material to the soil during the harvest (fall). The
results of the study of bacterial diversity allowed for
establishing a relation between the variation of
protecbacteria and the trophic soil levels (Borneman et
al., 1996; Fantroussi et al.1999; Smit et al., 2001).

M OLECULAR CLONING OF METAGENOMIC DNA AS
A STRATEGY FOR SNALYSISAND EXTRACTION OF
METABOLIC SOIL DIVERSITY.
BIOTECHNOLOGICAL IMPLICATIONS

Another methodological approach to study soil
bacteria diversity isthe utilization of cloning systems,
which make it possible to ligate metagenomic DNA
fragments for their propagation within a bacterial host
and for their analysis.

Somebacteriapossesscircular DNA moleculescalled
plasmids, which replicate independently of the
chromosome. These molecules (sizes between 3 and
10 kb) are significantly smaller than a bacteria
chromosome. Since the decade of the 70's this type of
molecules have been utilized as DNA fragment
recipients, originating from the same or another organism
(Bolivar, 2004); therefore plasmids are also called
molecular vehicles, or molecular cloning vectors.

The development of specialized vectors, such as
artificial bacterial chromosomes and cosmidswhich may
bind DNA fragments up to 39 kb and 100 kb, permitsto
clone metagenomic DNA fragments containing several
dozensof genesand theoretically might codify complete
biosynthetic paths (Rondon et al., 1999; Handel sman et
al., 2002; Berry et al., 2003; Lorenz et al., 2002; Vogel
et al., 2003). Once metagenomic DNA obtained from a
sample, a metagenomic bank is constructed and
analyzed, based on two approaches: 1) Search of cloned
genesfunction in the bank; 2) analysis of gene nucleotide
sequence represented in the bank.

The analysis of the bacterial metagenome through
these two approaches has been applied to different
microbiological problems and has led to (Handelsman
et al., 2002; Schloss et al., 2003; Keller and Zengler,
2004): 1) The phylogenetic characterization of microbial
diversity; 2) the characterization of new genomes; 3) the
elucidation of new metabolic pathways for the synthesis
of primary and secondary metabolites; 4) the
identification of biological systems of resistance to
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banco metagenémico y se analiza con base en dos enfo-
ques: 1) Busgueda de la funcion de los genes clonados
en el banco; 2) andlisis de la secuencia nucleotidica de
los genes representados en el banco.

El andlisisdel metagenoma bacteriano mediante esas
dos aproximaciones se ha aplicado a diversos proble-
mas microbiol égicosy hapermitido (Handelsman et al.,
2002; Schloss et al., 2003; Keller y Zengler, 2004): 1)
La caracterizacion filogenética de la diversidad
microbiana; 2) la caracterizacion de nuevos genomas,
3) laelucidacion de nuevas vias metabdlicas paralasin-
tesis de metabolitos primarios y secundarios; 4) laiden-
tificacion de sistemas biolégicos de resistencia a com-
puestos contaminantes; 5) el descubrimiento de nuevas
enzimas y biopolimeros.

Aislamiento de genesclonadosen un banco deADN
metagendmico que codifiquen par a proteinascon
aplicaciones biotecnolégicas

Esta estrategia se basa en laidentificacién de clonas
conteniendo ADN metagendmico que expresan una ca
racteristica de interés (p.e. una actividad enzimatica o
antimicrobiana), seguida de la secuenciacion del inser-
to de ADN en las clonas positivas y del andlisis del pro-
ducto o actividad (Rondon et al., 1999, 2000;
Handelsman et al., 2002; Voget et al., 2003).

Laprincipal limitacion de este método es que se re-
quiere la expresion de los genes presentes en €l
metagenoma por la maquinaria enziméti ca transcripcio-
nal de la célula hospedera, generalmente E. coli. Ade-
mas, cuando € producto de interés resulta de una ruta
metabdlica, se requiere que todos los genes que la con-
forman se encuentren en e fragmento de ADN
metagendmico clonado. Otro aspecto importante que
determinala capacidad de identificar actividades o pro-
ductos de interés, es la disponibilidad de ensayos de
deteccion desarrollados ad hoc, y que permitan el andli-
sis de bancos formados por varios miles de clonas. Se
han desarrollado diferentes metodologias y esta dispo-
nibles una gran variedad de cepas de E. coli (principal
microorganismo utilizado como hospedero) con carac-
teristicas especificas (auxotrofias, mutaciones especifi-
cas, etc), que permiten expandir €l rango del andlisis de
la expresion del ADN metagendmico (Rondon et al.,
1999; Gillespie et al., 2002; Handelsman et al., 2002).

El andlisis funciona de bancos de ADN metageno-
mico ha permitido identificar una gran diversidad de
productos y actividades de interés biotecnoldgico:
antibi6ticos nuevos (turbomicina B) y previamente des-
critos, lipasasy esterasas capaces de sintetizar precurso-
res de importancia farmacéutica y agroquimica,
quitinasas, proteinas de membrana, genes que codifican
la sintesis de compuestos como € poli-hidroxibutirato

polluting compounds; 5) the discovery of new enzymes
and biopolymers.

I solation of cloned genesin a metagenomic DNA
bank which codify for proteinswith
biotechnological applications

This strategy is based on the identification of clones
containing metagenomic DNA, that express a
characteristic of interest (e.g. an enzymatic or
antimicrobial activity), followed by the sequencing of
DNA insert in positive clones and by the characterization
of the product or activity (Rondon et al., 1999, 2000;
Handelsman et al., 2002; Voget et al., 2003).

Themain limitation of thismethod isthe requirement
of the expression of the genes present in the metagenome
by the transcriptional enzymatic machinery of the host
cell, generally, E. coli. Furthermore, when the product of
interest results from ametabolic route, it isrequired that
all the genes forming this route be present in the cloned
metagenomic DNA fragment. Another important aspect,
that determines the capacity of identifying activities or
productsof interest, isthe availability of detection assays
developed ad hoc, and allowing the analysis of banks
consisting of up to several thousands of clones. Different
methodol ogies have been developed and a great variety
of E. coli strains (principal microorganism utilized as
host) are available with specific characteristics (auxo-
trophies, specific mutations, etc.), which allow to expand
the range of analysis of metagenomic DNA expression
(Rondon et al., 1999; Gillespieet al., 2002; Handelsman
et al., 2002).

With the functional analysis of metagenomic DNA
banks it has become possible to identify a great variety
of products and activities of biotechnological interest:
new antibiotics (turbomycin B) and previously described
ones, lipases and esterases able to synthesize precursors
of pharmaceutical and agro-chemical importance,
chitinases, membrane proteins, genes that codify the
synthesis of compounds, such as poly-hydroxybutyrate
(biodegradable polymer), genes codifying the
biosynthetic route of vitamins, etc (Rondon et al., 2000;
Gillespieet al., 2002; Courtois et al., 2003; Schloss and
Handelsman, 2003). Besides analysis and utilization of
the soil metagenome, the analysis of the metagenome
and the extraction of metabolic diversity of the oceans
are of biotechnological relevance. A diversity of
1.3%x10% Archagas and 3.1x10%® Eubacteria are
estimated, coming from subterranean communities,
geothermal zones, hydrothermal ventilation shafts, hyper-
saline environments, such with extreme pH content, and
polar regions (Keller and Zengler, 2004); (in the bacterial
metagenome analysis of the Sargasso Sea, 1.2 millions
of genes codifying for enzymes with diverse functional
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(polimero biodegradable), genes que codifican la ruta
biosintética de vitaminas, etc (Rondon et al., 2000;
Gillespie et al., 2002; Courtois et al., 2003; Schloss y
Handelsman, 2003). Ademés del andlisis y aprovecha-
miento del metagenoma del suelo, tiene relevancia
biotecnol6gica € andlisis del metagenomay la extrac-
cién de la diversidad metabdlica de océanos. Se calcula
una diversidad de 1.3x10% Archaeas y 3.1x10%
Eubacterias (en € andlisis del metagenoma bacteriano
del Mar del Sargaso se identificaron 1.2 millones de
genes que codifican para enzimas con diversas catego-
rias funcionales, incluyendo 782 nuevos fotorrecepto-
res tipo rodopsinas; Venter et al., 2004), procedentes de
comunidades subterraneas, zonas geotérmicas, ventilas
hidrotermal es, ambientes hipersalinos, ambientes con pH
extremosy deregiones polares (Keller y Zengler, 2004).

Andlisisdela secuencia delosgenesclonadosen un
banco deADN metagendmico

Lafinalidad de esta estrategia es determinar toda la
secuencia nucleotidica de segmentos especificos del
ADN metagendmico, para establecer relaciones
filogenéticas y funcionales entre las proteinas codifica-
das por genes presentes en el metagenomay secuencias
de aminoécidos depositadas en bancos de datos (Venter
et al., 2004). GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) es el
archivo de secuencias de ADN més importante y exten-
so. Esta base de datos contiene secuencias de ADN de
diversos organismos en una cantidad equivalenteavein-
temil millones de pares de bases. Esta cantidad deinfor-
macion equivale aproximadamente a 20 millones de
genes 0 4000 genomas bacterianos compl etos de tama-
fio similar a de E. coli. Mediante programas computa-
cionales es posible determinar si el ADN clonado tiene
similitud significativa con alguna secuencia en el ban-
co de datos. Si se determina que existe dichasimilitudy
se conoce la funcion de la secuencia depositada en el
banco, entonces la secuencia clonada podria tener una
actividad bioldgicaidénticao similar. Este dato serviria
para definir enfoques experimentales que establecerian
las propiedades bioguimicas de la proteina codificada
en el metagenoma estudiado.

CONCLUSIONES

L os microorganismos del suelo tienen una gran im-
portancia para mantener de la vida en nuestro planeta.
El estudio de su diversidad es importante, porque estos
organismos forman parte de comunidades complejas y
dindmicas conformadas por numerosas especies. Para
comprender su funcion en sus nichos especificos, esesen-
cial identificar y cuantificar cada uno de los miembros
gue conforman estas comunidades.

categorieswereidentified, including 782 new rhodopsin-
type photoreceptors among them; Venter et al., 2004),

Analysisof thecloned genessequencein a
metagenomic DNA bank

This strategy has the purpose to determine the entire
nucleotide sequence of gspecific segments of
metagenomic DNA, in order to establish phylogenetic
and functional relationships between the proteins
encoded by genes present in the metagenome and amino
acid sequences deposited in data banks (Venter et al.,
2004). GeneBank (www.nchi.nim.nih.gov) is the most
important and extensive file of DNA sequences. This
data base contains an amount of DNA sequences of
different organisms equivalent to 20 000 million pairs
of bases. This amount of information is equivaent to
approximately 20 million genes or 4000 complete
bacterial genomes of similar size as that of E. coli. By
means of computer programsit is possible to determine
if the cloned DNA has significant similarity to any
sequence in the data bank. If it is confirmed that said
similarity exists, and the function of the sequence
deposited in the bank is known, then the cloned
sequence might have an identical or similar biological
activity. This piece of information would serveto define
experimental approaches, aimed at establishing the
biochemical properties of the protein encoded in the
studied metagenome.

CONCLUSIONS

Soil microorganisms are of great importance for the
conservation of life on our planet. Studying their
diversity isimportant dueto the fact that these organisms
form part of complex and dynamic communities made
up by numerous species. In order to comprehend their
function in their specific nichesit is essential to identify
and quantify each and every one of the members
constituting these communities.

Itispossibleto characterize the uncultivable diversity
present in different environments through analysis of
the bacterial metagenome. The information generated
will permit to understand the function of the bacterial
communities in the bio-geochemical cycles of the
biosphere, and how local and global human activity can
alter microbial diversity. Counting on a more complete
description of diversity makes it possible to expand our
knowledge of biochemical and physiologica
mechanisms devel oped by Eubacteriaand Archaeawhich
allow their propagation in the extreme environments of
the planet.

The analysis of genetic and metabolic diversity of
the bacterial metagenome of soil sampleshasallowed to
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Es posible caracterizar la diversidad no cultivable
presente en diferentes ambientes por medio del andlisis
del metagenoma bacteriano. La informacion generada
permitird comprender la funcion de las comunidades
bacterianas en los ciclos biogeoquimicos que mantie-
nen a la biosfera, y como la actividad humana local y
global puede aterar la diversidad microbiana. Contar
con unadescripcién mas completade ladiversidad hace
posible ampliar nuestro conocimiento sobre los meca-
nismos bioguimicos y fisiologicos desarrollados por
Eubacterias y Archaeas, que permiten su desarrollo en
los ambientes extremos del planeta.

El andlisis de la diversidad genética y metabdlica
del metagenoma bacteriano de muestras de suel o ha per-
mitido extraer y explotar su diversidad metabdlica, in-
cluyendo la de aquellos microorgani smos considerados
cultivables, y de aquellos alin no descubiertos. Estame-
todologia permitira identificar actividades bacterianas
novedosas con aplicaciones biotecnoldgicas potencia-
les. Sin embargo, apesar de los avances en el estudio de
la diversidad bacteriana, persisten algunas preguntas
fundamentales:

¢Qué factores determinan que nUMerosos microorganis-
mos del suelo y de otros ambientes no sean cultivables?
¢Qué fraccion de los microorganismos no cultivables
representan nuevas especies y nuevos linges?

¢Cudl es su funcién biologica en la bidsfera?

¢Qué especies bacterianas aln no descubiertas podrian
tener relevancia biotecnol 6gica?
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