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RESUMEN

Considerando que la diversidad microbiana es afectada por cambios del ambiente
y que los patrones temporales de diversidad pueden ser sensibles indicadores del
funcionamiento del ecosistema y a la vez herramientas utiles en la evaluacion de
ecosistemas perturbados o contaminados, en este trabajo se contextualizan los
fundamentos teoéricos del analisis funcional de las comunidades microbianas.
Este analisis permite reducir el espacio real de las intrincadas relaciones
microbianas a un espacio menos complejo y facilita la interpretacion de datos
microbiologicos. Se resenan las principales metodologias del analisis funcional de
microorganismos, basadas en la caracterizacion del perfil metabédlico de la
comunidad microbiana y el manejo estadistico de los datos para la delimitacion de
grupos funcionales microbianos, lo cual permite evaluar su estructura y
diversidad funcional. Se incluyen experiencias de aplicacion de esta herramienta
en diferentes ambitos de investigacion de ecologia microbiana en Venezuela.
Finalmente, se concluye que el analisis funcional constituye una herramienta
ventajosa en ecologia, que permite a) determinar cambios espacio-temporales que
ocurren en las comunidades microbianas, b) vincular los procesos del ecosistema
y los microorganismos activos en los mismos y c¢) abrir una ventana al
conocimiento del funcionamiento del ecosistema que permita formular estrategias
de manejo sustentables.
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Microbial Functional Analysis: A estimator of
community structure and diversity

Abstract

Considering that microbial diversity is affected by changes in the environment and
that temporal patterns of diversity can be sensitive indicators of ecosystem
functioning, as well as a tool for assessing disturbed or contaminated ecosystems,
in this paper we undertake a theoretical contextualization of functional analysis of
microbial communities. This analysis reduces the real space of intricate microbial
relationships to a less complex space, thus making it easier to interpret
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microbiological data. An overview of the main methodologies used for analyzing
microorganisms is provided based on the characterization of the metabolic profile
of the microbial community and the statistical assessment of the data that is used
for delimitating microbial functional groups, thus allowing for the evaluation of
the microbial community structure and functional diversity. Experiences
regarding the application of this tool in different areas of microbial ecology
research in Venezuela are included. Finally, we conclude that functional analysis
in ecology is a tool that enables us to a) determine the spatiotemporal changes in
microbial communities, b) link ecosystem processes with the microorganisms
active in said ecosystems and c) open a window to the understanding of ecosystem
functioning, which will improve the formulation of sustainable management
strategies.

Keywords: Microbial Community, Functional Analysis, Functional Groups,
Functional Diversity Index, Microbial Ecology.

INTRODUCCION

La comunidad microbiana es definida por Atlas y Bartha (2002)
como un ensamblaje de poblaciones de microorganismos que
interaccionan entre ellas y con el ambiente, espacial y
temporalmente. Dichas interacciones dependen de las
poblaciones que la conforman y la distribucion de las mismas en
el espacio, confiriéndole a la comunidad atributos mediante los
cuales es caracterizada: estructura y funcion (Begon y col., 2006).
La estructura de la comunidad puede ser medida y descrita en
términos de composicién de especies (diversidad), las cuales
cumplen con funciones especializadas dentro del ecosistema
(Atlas y Bartha, 2002).

Cuando se pretende realizar un analisis microbiano a nivel de
comunidad, surge un problema al intentar determinar Ila
estructura de la misma, debido a que esto implica la
identificacion taxonémica de sus integrantes, lo cual involucra un
gran numero de pruebas, tanto bioquimicas como fisiologicas que
toman un tiempo considerable. Este tiempo puede ser tan largo
que sobrepase la duraciéon del estudio, o al menos, el tiempo en el
cual pueda dar una respuesta a un problema determinado
(Ramos, 1996).

Por otra parte, la identificacion a nivel de especie no siempre
garantiza que una determinada propiedad, por ejemplo, la
degradacion de un sustrato, sea caracteristica de la especie y no
de una cepa en particular (Ramos, 1996). A este respecto suele
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encontrarse en la literatura que el reporte taxonémico genérico o
especifico es acompanado del cédigo de la cepa en cuestion
(Omori y col., 1992; Kéhler y col., 1994). Asimismo, aunque entre
otros factores la estructura comunitaria es importante, su
determinacién a altos niveles de precision en un estudio
particular puede ser superflua o inalcanzable dentro de los
objetivos del mismo (Ramos, 1996). Por tanto, el analisis
funcional de comunidades microbianas surge no solo como una
alternativa viable, sino también poderosa, pues involucra el otro
atributo comunitario: la funcién.

La estructura funcional de la comunidad se puede considerar
como una alternativa para la estimaciéon de la diversidad, debido
a que ademas de apoyar el desarrollo de la identificacion
taxonomica, se basa en las caracteristicas metabodlicas de los
microorganismos y, por tanto, constituye una herramienta util,
pues, es consecuencia de la diversidad genética taxo-especifica,
de los efectos ambientales sobre la expresién genética y de las
interacciones ecologicas con otros taxa (Zak y col., 1994).

En los ultimos anos se ha utilizado en ecologia microbiana el
analisis funcional como indicador de la diversidad y estructura de
las comunidades microbianas, a través del uso de diferentes
fuentes de carbono estableciendo asi el perfil metabdlico de los
microorganismos y su comportamiento (Garland y Mills, 1991;
Zak y col.,, 1994; Grayston y Campbell, 1996; Malaver y Ramos,
1997; Griffiths y col.,, 1997; Bending y col., 2004; Garcia y col,
2004; Hernandez y col., 2006; Zamora y col., 2012a; Frac y col.,
2012).

Seguin Childress y Sharpe (1992) para abordar los estudios de
a ecologia poblaciones y comunidades microbianas, se requiere
conocer como el genoma de las células bacterianas cambia en el
tiempo (diversidad genética), mientras que, al mismo tiempo estos
organismos responden a las condiciones ambientales. En este
sentido, Zak y col.,, (1994) y Trevors (1998) consideran que la
diversidad de la comunidad microbiana podria ser interpretada
desde tres enfoques: la diversidad taxonémica, la diversidad
genética y la diversidad funcional.

La diversidad taxonémica se refiere a la riqueza o ntmero total
de especies de microorganismos que se encuentran en un lugar

59



ACTA BIOLOGICA VENEZUELICA VOL. 32 (1)

determinado (Alexander, 1997). Este enfoque es poco utilizado
debido a las dificultades existentes en la identificacién de los
microorganismos a nivel de especie, mas bien esta basado en
relaciones filogenéticas y evolutivas de los microorganismos.

El segundo enfoque es la diversidad genética, que se refiere al
conjunto total de genes presentes en los microorganismos de un
lugar determinado que expresan un potencial de las capacidades
metabdlicas de ese ambiente; puede estimarse segin el ntimero
de genomas distintos en un ambiente. Los estudios en diversidad
genética han permitido obtener informacion sobre la composicion
y estructura de poblaciones y comunidades microbianas,
establecer el impacto de los factores ambientales sobre la
diversidad microbiana, y diseflar marcadores para el diagnéstico
e identificacién de bacterias cultivables y no cultivables (Torsvik y
@vreas, 2002; Nichols, 2007).

Finalmente, la diversidad funcional comprende el conjunto de
capacidades metabodlicas presentes en un ambiente (Trevors,
1998); esta es una informacién que no repara en taxa y no
requiere de conocimientos detallados acerca de la identidad de los
microorganismos involucrados, pero expresa su actividad
fisiolégica dentro del ecosistema. Tilman (2001) plantea que se
puede generalizar la diversidad funcional como el conjunto de
caracteristicas de los organismos que influyen en las propiedades
del ecosistema. Esta definicion sugiere que un ecosistema con
una alta diversidad funcional opera mas eficientemente en
términos de productividad, resiliencia y resistencia (Ricotta,
2005; Tilman y col., 1997).

El planteamiento alude al concepto de resiliencia, la cual se
considera como el indicador mas general del funcionamiento del
ecosistema, y se refiere a la capacidad de una comunidad para
resistir o recuperarse ante una perturbacion (Griffiths y col.,
1997). De manera que si ocurre una perturbaciéon en la cual la
diversidad disminuye, pero el sistema mantiene un rango de
funciones claves, entonces el sistema es resiliente; y el tiempo
que tarda la comunidad en recuperarse de dicha perturbacion
hasta una condiciéon similar a la que se encontraba antes de la
perturbacién, es una medida de resiliencia (Griffiths y col., 1997).
Esto podria indicar que si una comunidad tiene suficiente
diversidad de especies, pudiese perder algunas de ellas durante
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una perturbacién, y sin embargo, no se afectaria
significativamente el funcionamiento, entonces el nivel de
resiliencia es alto y el funcionamiento del ecosistema no sera
afectado a largo plazo (Ricotta, 2005).

Sin embargo, la relacion existente entre diversidad genética
(taxonomica) y la diversidad funcional es muy compleja. Los
estudios realizados en este respecto sugieren que puede haber un
nivel critico de riqueza de especies por debajo del cual el
funcionamiento del ecosistema se ve afectado negativamente
(Griffiths y col., 1997). No obstante, ésto esta lejos de poder
definir y caracterizar cual es ese nivel, y debido a las complejas
interacciones que ocurren, es poco probable que algin marco
tedrico o conceptual pueda relacionar de forma simple y directa la
diversidad genética (taxonémica) con funciones especificas del
ecosistema (Zak y col, 1994; Emmerson y col, 2001).
Adicionalmente, la necesidad de estudiar la diversidad funcional
de los microorganismos en su totalidad y no de forma individual,
permite enfatizar en el sinergismo de las especies; es decir,
cuando dos o mas especies conducen a la transformacion que
una sola no puede llevarla a cabo o cuyo proceso al conducirse
por diferentes especies interactuando es mas rapido que la suma
de los indices de las reacciones efectuadas por separado (Laine y
col., 1997).

En funcion de lo antes expuesto, en este trabajo se
contextualizan fundamentos teoricos sobre los cuales se utiliza el
analisis funcional de la comunidad microbiana como una
herramienta que permite delinear claramente el efecto de los
grupos funcionales y la respuesta de estos grupos en un dado
ecosistema, de manera que si se planifica realizar un manejo del
mismo, se cuente con rasgos que caractericen el funcionamiento
del ecosistema.

FUNDAMENTOS DEL ANALISIS FUNCIONAL

Las condiciones ambientales (temperatura, humedad, pH,
recursos) pueden afectar la actividad microbiana sin alterar la
diversidad de especies, modificando la velocidad de los procesos,
manteniendo la diversidad a corto plazo. Es por tal motivo, que la
estructura funcional de comunidades microbianas ha sido
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ampliamente utilizada como indicador biolégico, debido a la
sensibilidad a los cambios y a su capacidad de proveer
informacién que integre diversos factores ambientales (Alkorta y
col., 2003).

La estructura de las comunidades microbianas puede ser
determinada al definir las capacidades metabdlicas de los
microorganismos 'y sus consecuencias  biogeoquimicas
(heterétrofos, nitrificadores, desnitrificadores, fijadores de
nitréogeno, entre otros) y/o participacion en procesos del
ecosistema (descomposiciéon, biodegradacién, oxidacién, entre
otros), delimitando grupos funcionales como unidades
estructurales de la comunidad (Hooper y col., 2002).

Grupos Funcionales. Las interacciones entre las poblaciones
que conforman la comunidad determinan la distribucion espacial
de las especies en funcién de la forma en céomo los recursos del
habitat son utilizados. Por tanto es frecuente encontrar grupos de
especies diferentes que utilizan los mismos recursos, y a estos
grupos de especies se les denomina gremio (Madigan y col.,
2003).

El concepto de gremio es muy utilizado en estudios de
ecologia, incluso se encuentran en la literatura estudios
orientados a determinar la estructura de gremios de la
comunidad (Atlas y Bartha, 2002), ya que un analisis gremial se
trata de un analisis del nicho de especies parecidas (Pianka,
1979). Sin embargo, este concepto esta referido sdlo a aquellas
poblaciones que utilizan los mismos recursos pero no a la forma
en como estos recursos son utilizados. Como ejemplo de analisis
gremial microbiano, se tiene el patron de utilizacion de sustratos
en el que se describe a la comunidad en funciéon de su estructura
de gremios: nitrificadores, celuloliticos, proteoliticos, entre otros.
(Bastardo, 1991; Bastardo, 2005). Un analisis de este tipo
permite estudiar los mecanismos de estructuracion comunitaria;
sin embargo, con este enfoque es dificil hacer comparaciones
entre comunidades muy diferentes (Pianka, 1979).

Analogamente, existe el concepto de grupo funcional, que se
refiere al conjunto de organismos que muestran una respuesta
similar al ambiente o tienen un efecto similar sobre la mayoria de
los procesos del ecosistema (Gitay y Noble, 1997; Bastardo,
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2005). Cada grupo funcional esta constituido por un numero
variable de especies, caracterizadas por la utilizacion de los
recursos disponibles de manera similar y, por lo tanto, compiten
entre ellas (Huston, 1994). Para delimitar un grupo funcional se
hace una caracterizacion del perfil fisiolégico de la comunidad, el
cual refleja el potencial bioquimico del microorganismo para
responder ante diversos sustratos o la presencia de enzimas
particulares y rutas metabédlicas (Buyer y Drinkwater, 1997;
Bending y col.,, 2004). Por tal motivo, los grupos funcionales
microbianos generalmente son interpretados como gremios; sin
embargo, los gremios mno discriminan entre macro y
microorganismos, mientras que, los grupos funcionales pueden
incluir varios gremios (Hooper y col., 2002). Por ejemplo, el grupo
funcional constituido por nitrificadores incluye todos los
microorganismos nitrificadores heterotroficos, autotréficos y
mixotréficos.

La identificacion de grupos funcionales en un determinado
ecosistema permite hacer una evaluacion precisa de sus
propiedades, tales como capacidad de recuperaciéon y
regeneracion, potencial degradativo, produccion de materia
organica y resistencia a cambios ambientales. Ademas, la
estimacion de la diversidad de grupos funcionales permite
determinar la complejidad estructural, y comprender las
interacciones entre los componentes bibdticos (Gitay y Noble,
1997; Hooper y col., 2002).

Uno de los principios mas aceptados en ecologia de sistemas
establece que una mayor diversidad de especies dentro de los
grupos funcionales de un ecosistema lo hace mas resistente a
cambios ambientales mas o menos abruptos. La homeostasis del
sistema, es decir, su capacidad de mantenerse dentro de ciertos
limites en sus propiedades funcionales (productividad, ciclaje de
nutrientes) y estructurales (dominancia y proporcion de formas
de vida), esta relacionada aparentemente con la riqueza de
especies dentro de los grupos funcionales (Griffiths y col., 1997).

Este principio no tiene comprobaciones experimentales
(Tilman y col.,, 1997) pero se admite conceptualmente, que las
especies de un cierto grupo funcional no son idénticas, sino que
difieren de una manera cuantitativamente moderada en sus
requerimientos, resistencias a stress ambientales, tasas de
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crecimiento relativo, y otras propiedades relacionadas con su
capacidad competitiva.

En la literatura se han planteado diversas teorias ecolégicas
que tratan de explicar los diferentes procesos que permiten el
mantenimiento de los ecosistemas, tanto terrestres como
acuaticos, y todas ellas coinciden en el papel relevante que tienen
las comunidades microbianas en el funcionamiento de los
ecosistemas (Colwell, 1997). El concepto del microbial loop (Sherr
y Sherr, 1988) plantea que son las comunidades microbianas y
no el plancton, la base de las cadenas troficas en los fondos
pelagicos. De la misma forma, el enfoque utilizado por Junk y col.
(1989) para explicar la importancia ecolégica de los pulsos de
inundacién en el régimen hidrolégico de los grandes rios, implica
el rol fundamental de los microorganismos en la biogeoquimica
variable de estos sistemas.

En este sentido, Lawton y Brown (1993) consideran que si
todos los grupos funcionales estan representados en un
ecosistema, el funcionamiento de éste no depende la diversidad
de especies. En otras palabras, dentro de los grupos funcionales
las especies son redundantes o sustituibles. Esto puede ocurrir
cuando las especies que quedan dentro de un grupo funcional
son capaces de compensar a las especies desaparecidas. Estos
autores proponen ademas la hipotesis de remaches, en la cual se
sugiere que todos los grupos funcionales tienen una significativa
contribucion al funcionamiento del ecosistema al igual que cada
remache tiene contribucion al funcionamiento de un aeroplano
(Lawton y Brown, 1993; Lawton, 1994).

Por tanto, la identificacion de los grupos funcionales del
ecosistema, y de las especies que lo constituyen, es un elemento
de gran potencia para estimar el valor relativo de las especies
para la estabilidad del mismo.

Estimacion de la Estructura Comunitaria. Las comunidades
cambian a lo largo del tiempo tanto en estructura como en
organizacion (sucesion). Es decir, una comunidad puede
convertirse en otra de forma gradual, debido a que son sistemas
abiertos con flujos de materia, energia y organismos; por lo que
se habla de variabilidad espacio-temporal (Begon y col., 2006).
Los cambios en las condiciones abiéticas (temperatura, humedad,
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disponibilidad de recursos, entre otras) se reflejan en la respuesta
fisiolégica de la comunidad microbiana, y en consecuencia, se
modifica la direccion y velocidad de los procesos en los cuales
participan, puesto que se modifica la estructura de la comunidad.
La Figura 1 representa un esquema hipotético de las relaciones
que existen entre la comunidad microbiana, el ambiente y el
ecosistema.

\}

Estructura
N Funconal de
la Comunidad
Estructura de &7

7

Figura 1. Relaciones entre la comunidad microbiana, ambiente y ecosistema
(tomado de Zamora, 2012).

Para las determinaciones de la composicion de las
comunidades microbianas, se han desarrollado técnicas no
dependientes del cultivo, tales como la determinacion de perfiles
de la composicion de lipidos extraidos de muestras ambientales.
El analisis de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME, por sus
siglas en inglés) consiste en la esterificacion de los lipidos
extraidos de muestras, seguida de separacion e identificacién por
medio de cromatografia de gases (Kirk y col.,, 2004). Similar a
esta metodologia, se utiliza también el analisis de acidos grasos
fosfolipidos (PLFA), la cual es una metodologia basada en la
determinaciéon de acidos grasos “firma” (fofolipidos particulares de
ciertos microorganismos) que permiten la identificacion de un
gran numero de hongos, actinomicetos Gram(+) y bacterias
Gram(-) (Buyer y Drinkwater, 1997). Este método presenta
limitaciones debido a que, en muchos microorganismos no se
han identificado estos fosfolipidos firma, por lo que no se
cuantifican.
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Recientemente, surge la aproximaciéon metagenoémica, que
busca analizar el genoma de comunidades de microorganismos
presentes en un ambiente particular. Esta metodologia involucra
herramientas de biologia molecular, como el aislamiento directo
del ADN de un ambiente determinado, seguido por la clonacion
del metagenoma completo en un vector apropiado, la
secuenciacion directa de este ADN ambiental o la amplificacion
de secuencias de interés para analisis de funcién (Sleator y col.,
2008). Esta aproximacion permite el analisis de operones enteros
que codifican vias catabédlicas o biosintéticas, estudiar la
diversidad de genes naturales y relacionarlos con sus productos,
ademas de inferir la funcién de los microorganismos especificos
dentro de su habitat (Schmeisser y col., 2007).

Analogamente, la caracterizacion funcional ha sido
ampliamente utilizada para estimar la estructura comunitaria. La
importancia del uso de técnicas basadas en el cultivo de
microorganismos se fundamenta en que la funcionalidad es una
mejor forma de determinar el rol de las comunidades microbianas
en el ambiente en que se desenvuelven, la cual es una
informacién que podria complementar la diversidad taxonémica y
genética (Zak y col., 1994).

La caracterizacion funcional se fundamenta en Ila
determinacion del perfil fisiolégico de la comunidad, por medio de
un conjunto de sustratos y fuentes de carbono a los cuales los
microorganismos son enfrentados con el fin de establecer un
patron caracteristico de respuesta in vitro. Esta metodologia
implica el aislamiento de cepas microbianas cultivables y su
caracterizaciéon bioquimica de manera individual, obteniendo
finalmente un registro bioquimico comparable con los demas
aislados de la misma muestra. El perfil de utilizacion de sustratos
proporciona informacién relacionada con las tasas de utilizacion
de los mismos, la capacidad de utilizacién total o parcial, y
ademas, puede ser determinado a través de un numero finito de
sustratos potenciales.

En los ultimos afos, la ecologia microbiana se ha enfocado en
caracterizar el perfil fisiolégico a nivel de comunidad (CLPP), cuya
ventaja es que no requiere el aislamiento de cultivos axénicos.
Para ello se emplean las ecoplacas de Biolog™, (Biolog Inc.,
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Hayward, CA, USA), microplacas que contienen diferentes fuentes
de carbono cuyo patréon de utilizaciéon es determinado a través de
densidad o6ptica (DOsos). Al finalizar la incubacioén, se obtiene un
patréon especifico de actividad que representa los atributos
funcionales de la comunidad bacteriana inoculada con respecto a
los sustratos evaluados (Zak y col., 1994; Frac y col., 2012).

Asimismo, se emplea la caracterizacion del perfil funcional de
la comunidad para evaluar la estructura de gremios de la
comunidad, en la cual, se pretende estimar distintos grupos
microbianos activos en cuanto al uso de recursos; ésto resulta en
una aproximacion que complementa a las determinaciones
realizadas con métodos bioquimicos y moleculares (Nichols,
2007). En este tipo de determinacién, se agrupan los
microorganismos de acuerdo a su potencial de degradar un
sustrato en particular, por ejemplo, en el gremio de celuloliticos
se agrupan todos los microorganismos que degradan celulosa. De
esta manera, se establece un patrén de utilizacién de recursos en
un ambiente determinado y a través de este se infieren
variaciones espaciales y temporales en la estructura de la
comunidad microbiana (Bastardo, 2005).

Aspectos metodoldogicos para delimitar grupos funcionales.
La metodologia para separar los diferentes grupos funcionales
consiste en traducir el registro bioquimico de cada cepa o aislado
en un hiperespacio n dimensional; donde esta dimension estaria
dada por el numero de pruebas bioquimicas realizadas en la
caracterizacion. En este hiperespacio la ubicacion de una cepa
sera dada por los valores de cada una de estas pruebas (Ramos,
1996; Malaver, 1996). Se obtiene entonces una matriz S x T
donde T es el nimero de caracteristicas funcionales medidas en S
especies (Petchey y Gaston, 2002; Ricotta, 2005).

Luego, la matriz de caracteristicas es convertida en una matriz
de distancia A de elementos dij que representan la distancia
funcional entre la especie i hasta la especie j; tal que dii = 0 y dijj
= dji para cualquier i # j. Finalmente, la matriz de distancia es
agrupada mediante métodos multivariados estandar (Métodos de
Aglomeramiento Jerarquicos o analisis de Cluster) con el fin de
separar las especies en los diferentes grupos funcionales (Ramos,
1996; Gitay y Noble, 1997; Roscher y col., 2004; Ricotta, 2005).
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Aspectos metodolégicos para caracterizar la estructura
comunitaria usando CLPP. Los datos de DOsos para cada
sustrato evaluado en las Ecoplacas de Biolog™ son utilizados
para determinar el promedio de desarrollo del color por cada
celda (AWCD) (Garland y Mills, 1991; Staddon y col, 1997) o el
area trapezoidal para el tiempo de incubacion (Hackett y Griffiths,
1997; Preston-Mathan y col.,, 2002). En ambos casos, es comun
correlacionar estos datos a través de un analisis de componentes
principales (PCA) o un analisis de redundancia (RDA) como una
técnica estadistica de ordenacion a fin de determinar las
semejanzas entre las comunidades estudiadas y que
normalmente incluyen variables abiéticas (Staddon y col., 1997;
Kaufmann y col., 2004; Frac y col., 2012).

Aspectos metodolégicos para delimitar la estructura de
gremios microbianos. La estructura de gremios de la comunidad
es determinada a partir del patron de respuesta de cada
microorganismo aislado ante un conjunto de sustratos o fuentes
de carbono. Asi, para cada sustrato se determina la proporcién de
cepas que lo wutilizan como fuente de carbono y energia,
obteniendo finalmente un valor de frecuencia relativa (N° cepas
que utilizan el sustrato/ N° total de cepas). Estos valores podrian
ser comparados con los aislados de diferentes comunidades, o
utilizados para establecer los procesos en los cuales los
microorganismos estan involucrados (Bastardo, 2005; Torres y
Lizarazo, 2006).

Estimacion de la Diversidad Funcional. Ademas de la
estructura comunitaria, determinar la diversidad funcional
permite comprobar si existen patrones espaciales y temporales en
una comunidad. La manera mas comun de determinar la
diversidad funcional es cuantificar el numero de grupos
funcionales.

La diversidad funcional de comunidades microbianas también
se puede conocer mediante la estimacion de un indice de
diversidad funcional, el cual permite establecer comparaciones
entre comunidades distintas y/o seguir la evolucion de una
comunidad en especifico frente a las variaciones de parametros
ambientales. Dicha comparacién se hace a través de un numero
(el indice), que sugiere de forma cuantitativa el grado de
semejanza en la estructura de dos o mas comunidades.
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A partir del analisis de cluster utilizado para lograr la
separacion de especies en grupos funcionales, Petchey y Gaston
(2002) proponen que el indice de diversidad funcional sea la
longitud total de las ramas del dendrograma obtenido en la
separacion de los grupos. Sin embargo, el indice mas utilizado
para estimar la diversidad funcional de comunidades microbianas
es el Indice de Shannon-Weaver, que se calcula a partir de datos
cuantitativos obtenidos a partir del perfil fisiologico de la
comunidad (Garland y Mills, 1991; Zak y col.,, 1994; Buyer y
Drinkwater, 1997; Bending y col., 2004; Diaz-Borrego y col.,
2007; Frac y col., 2012).

Asimismo, son utilizados también los indices de Simpson y
MclIntosh (Staddon y col., 1997); sin embargo, la diversidad que
se mide de esta manera es la diversidad de sustratos que
potencialmente son utilizados por los microorganismos
integrantes de la comunidad en cuestion, méas no provee
informacién sobre la estructura comunitaria.

METODOLOGIA PARA EL ANALISIS FUNCIONAL
PROPUESTA POR RAMOS (1996)

A fin de estimar los atributos comunitarios, Ramos (1996),
propuso una metodologia de analisis funcional de
microorganismos que permite no sélo determinar la diversidad de
sustratos utilizados por los aislados microbianos, sino también
estimar la estructura comunitaria. Este analisis difiere de los
mencionados anteriormente ya que utiliza cepas microbianas
aisladas a partir de muestras ambientales de diferente
procedencias (suelo, agua, aire, hidrocarburos y lodos entre
otros) y cuya caracterizacion bioquimica se realiza usando
diferentes sustratos escogidos por el investigador segin el
objetivo de su estudio (sustratos carbonados, rutas metabdlicas,
degradacion de compuestos organicos, entre otros).

Delimitacion de Grupos Funcionales. Esta metodologia
aborda inicialmente la delimitacién y cuantificacion de grupos
funcionales (GF) utilizando la técnica multivariada de cluster
mediante el algoritmo de agrupaciéon simple o vecino mas
cercano, donde la disimilitud entre grupos es medida a través de
la distancia Euclidiana. Este procedimiento permite obtener
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graficamente a través de un dendrograma las coincidencias tanto
positivas como negativas (ausencia o presencia de utilizacion) de
cada cepa, y por tanto, provee una estimacion de la similitud
total entre las cepas que conforman los grupos.

Resulta evidente que dos cepas funcionalmente equivalentes
tendran los mismos valores y se ubicaran en un mismo punto en
el hiperespacio, esto significa que la distancia entre ellas es cero y
se pueden considerar como superpuestas y funcionalmente
idénticas respecto a los sustratos probados; y es equivalente a un
GF formado por dos o mas cepas que realizan igual funcion en la
comunidad. Esto es lo que se denomina Grupo de Identidad
Funcional (GIF). Para cada GIF se puede calcular el indice de
importancia de cada cepa dentro de los grupos funcionales (Pi).
Este indice de importancia es una expresion que viene dada por
el nimero de cepas agrupadas en un GIF en relacién al numero
total de cepas.

En sintesis, de acuerdo al analisis funcional propuesto por
Ramos (1996) a partir del dendrograma obtenido del cluster se
pueden discriminar los diferentes GF que se forman y la distancia
a la cual se separan, donde se puede notar que cada cepa
individual que difiere de las demas representa un GF distinto
dentro de la comunidad. Esta informacién permite establecer
relaciones de similitud entre los grupos componentes de la
comunidad, lo cual se interpreta a partir de la forma en cémo se
agrupan los GF en el espacio.

Como ejemplo del procedimiento, la Figura 2 representa el
analisis de cluster de 20 cepas bacterianas aisladas de un suelo
de Santa Barbara, estado Monagas (Zamora y col., 2012a). Se
pueden cuantificar 12 GF, representados por cada rama del
dendrograma, y aunque comparten ciertas caracteristicas
funcionales, son diferentes entre si. Asimismo, se observa que se
forman 4 GIF, identificados como GIF I (Pi=0,25), GIF II (Pi=0,1),
GIF I (Pi, 0,1) y GIF IV (Pi=0,15).

Equivalencias Funcionales. Se entiende como equivalencia
funcional la formacién de un GIF que incluye cepas de distinto
tipo u origen, por ejemplo, bacterias aerobicas y anaerébicas, o
bacterias y hongos, u hongos taxonémicamente distintos (Antia,
1995; Zamora, 2012b). Cuando hay mas de una especie con un
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papel ecolégico similar en un sistema, se consideran
funcionalmente redundantes, y pueden desempehar un papel
importante en garantizar la estabilidad del ecosistema cuando
algunas especies se pierden debido a cambios ambientales, como
el cambio climatico.
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Figura 2. Dendrograma de agrupamiento de cepas bacterianas de un suelo
(tomado de Zamora, 2012).

Estas equivalencias funcionales permiten explicar la
estabilidad funcional de las comunidades microbianas. Esto
basado en el hecho de que variaciones ambientales; por ejemplo,
de orden climatico, seran amortiguadas por la aparicién de
especies funcionales que reemplazan las afectadas por dicha
variacion (segun hipoétesis de Lawton y Brown, 1993). Asimismo,
este enfoque del analisis abre la posibilidad de que,
independientemente de su clasificacion taxonémica, puedan
integrarse ensamblajes de microorganismos con interés
biotecnolégico, siempre y cuando sean funcionalmente
compatibles o complementarios.

Curvas de reclutamiento. De igual manera, la forma en como

se agrupan los GF en el espacio delimitacibn de grupos
funcionales permite establecer relaciones de similitud entre los
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grupos que conforman la comunidad. Estas relaciones de
similitud entre los GF se pueden evidenciar graficamente a través
de Curvas de Reclutamiento de Grupos Funcionales, las cuales se
construyen sobre un eje cartesiano donde se representa en el eje
X la distancia de agrupamiento, y en el eje Y el niimero de grupos
funcionales agrupados a esa distancia (Figura 3). Mientras mayor
sea la pendiente de la curva, menor es la diferencia entre los
grupos y las funciones que realizan; es decir, menor diversidad
funcional en la comunidad (Ramos, 1996).

La Figura 3 representa un ejemplo de la interpretacion de la
diversidad funcional de dos comunidades, A y B a través de
curvas de reclutamiento. A partir de esta grafica se interpreta que
la comunidad B es mas diversa funcionalmente con respecto a la
comunidad A, debido a que los grupos funcionales se agrupan a
una distancia mayor, y en consecuencia, la curva es menos
pronunciada, indicando mayor diversidad funcional (ver ecuacion
de la curva).

Nimerode GF
Nimerode GF

0 03 1 15 2 28 3 0 05 1 L5 2 2,8
A Distancia Euclidiana B Distancia Euclidiana

Figura 3. Curvas de reclutamiento de grupos funcionales. (A) suelo pristino; (B)
suelo sometido a biotratamiento (adaptado de Pena, 2005).

Distancia Maxima de Agrupamiento. Profundizando atin mas
el analisis de agrupamiento, el analisis funcional propuesto por
Ramos (1996), también incluye la interpretacion de los valores de
Distancia Maxima de Agrupamiento (DMA) de cada dendrograma.
Esta es la mayor distancia a la cual se separan los grupos
funcionales, puede utilizarse como criterio comparativo de
diversidad de dos o mas comunidades separadas en el espacio y
en el tiempo; mientras mayor es el valor de la distancia maxima
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de agrupamiento la comunidad es mas heterogénea. Esto es de
gran utilidad en aquellos estudios en los cuales se pretende
comparar la diversidad en sitios diferentes, o si las condiciones se
mantienen el tiempo.

Para ejemplificar este aspecto, la Tabla 1 muestra los
resultados del analisis funcional obtenidos por Zamora (2006),
quien utilizé la interpretacién de la DMA como criterio para
comparar comunidades bacterianas de suelos contaminados con
hidrocarburos bajo diferentes condiciones de tratamiento,
siguiendo el comportamiento de dichas comunidades en el
tiempo. Basado en los valores de DMA indicados en la Tabla 1,
se concluyé que en presencia de hidrocarburos ocurria una
restriccion de la diversidad funcional en el tiempo, debido a que
la distancia a la que se separaron los GF disminuyé notablemente
al final del experimento, particularmente en aquellos
microcosmos contaminados con hidrocarburos.

Tabla 1. Distribucion de grupos funcionales y diversidad funcional de cada
microcosmos en presencia de hidrocarburos (modificado de Zamora, 2006).

q Grupo de Identidad Indice de Diversidad Distancia Maxima de
Grupo Funcional ]

Fu 1 Funcional Agrupamiento

Tratamiento Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final
[+ 12 20 4 0 0,6 1,0 2,8 2,4
CB 20 18 0 1 1,0 0,9 2,8 2,2
TCF 18 14 1 4 0,9 0,7 &5 1,7
TSF 18 16 2 1 0,9 0,8 2,2 1,7

C: control; CB: control biético; TCF: tratamiento con fertilizante; TSF: tratamiento sin fertilizante.

Indice de Diversidad Funcional. Finalmente, el analisis
funcional incluye el céalculo del Indice de Diversidad Funcional
(IDF), el cual permite cuantificar la diversidad de una comunidad
en términos de su actividad bioquimica degradativa. El indice se
determina realizando para un dendrograma dado, el cociente
entre el niumero de grupos o cluster formados entre el ntimero
total de aislados considerados para realizar el dendrograma, y
como resultado se obtiene un niimero acotado entre O y 1; donde
1 representa el valor maximo de diversidad. En el caso del
ejemplo de la Figura 2, el IDF es 0,6; que corresponde a la
relacion entre los 12 GF formados respecto al total de cepas (20
cepas).
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APLICACIONES DEL ANALISIS FUNCIONAL EN
ESTUDIOS DE ECOLOGIA MICROBIANA EN
VENEZUELA

En Venezuela, los estudios sobre estructura de comunidades
microbianas y la diversidad funcional en ambientes acuaticos y
terrestres son escasos basandose en su mayoria, en el caso de
los ambientes acuaticos en el estudio de sucesiones bacterianas
durante los procesos de descomposicibn de materia vegetal
(Bastardo, 1988; Bastardo, 1993; Bastardo, 1999).

Indicadores de calidad de ambientes acuaticos. Los
estudios de Bastardo y col., (2007) en el rio Orinoco, contemplan
la importancia de la funcionalidad metabodlica que desarrollan
los microorganismos en el ecosistema. Estudiaron los cambios en
la estructura funcional de la comunidad bacteriana en el tiempo
y el espacio y establecieron grupos indicadores que podian ser
utilizados para evidenciar condiciones de alteraciones
ambientales e identificar potenciales areas prioritarias de
conservacion.

Diaz-Borrego y col. (2007) emplean el analisis funcional para
estudiar la utilizacion de sustratos organicos y resistencia a
metales pesados por bacterias asociadas a Lemna spp. y del agua
circundante provenientes del Lago de Maracaibo; cuantificaron,
aislaron e identificaron bioquimicamente las bacterias y la
comunidad bacteriana se caracterizd por ser capaz de utilizar
entre las fuentes carbonadas los azucares simples, almidon,
proteinas y lipidos e incapaz de hidrolizar ADN. En los GF que se
forman comparten presentar actividad sacarolitica y proteolitica
y mostraron una resistencia a metales pesados posiblemente
debido a la descargas de aguas residuales industriales que son
vertidas al lago, destacando la contribucion de la comunidad
bacteriana al reciclaje de nutrientes en el ecosistema acuatico.

Caracterizacion de comunidades bacterianas asociada a
sindrome enfermedad de corales y esponjas. Garcia y col
(2004) utilizaron el analisis funcional para estudiar algunos
aspectos funcionales de comunidades bacterianas asociadas a la
capa de mucopolisacaridos en tejidos sanos y enfermos del coral
Montastraea annularis con sindrome de banda amarilla (SBA,)
determinando que las caracteristicas metabodlicas de las
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comunidades asociadas al agua y al mucus presente en tejidos
sanos y enfermos con SBA, fueron diferentes. Ademas detectaron
cambios en las caracteristicas metabédlicas normales de las
comunidades bacterianas, respecto a la preferencia de utilizacion
de fuentes de carbono y otros sustratos como una respuesta a
cambios ambientales o al estado fisiolégico del hospedador.

Siguiendo esta linea de investigacion, Valero (2004) utiliz6 el
analisis funcional para determinar diferencias entre comunidades
bacterianas en un gradiente espacial en el tejido de coral
Montastraea faveolata con sindrome de banda amarilla (SBA). El
analisis permiti6 determinar que la comunidad bacteriana
heterotréfica cambia en dicho gradiente, desde el tejido sano
hasta el tejido con sindrome de banda amarilla, a partir del inicio
del sindrome hasta el tejido necrotizado, incluyendo el agua
circundante. Se concluy6 que las caracteristicas bioquimicas de
los aislados bacterianos guardan relaciéon con la enfermedad.

De igual manera, Croquer (2004) caracterizé funcionalmente las
comunidades bacterianas asociadas al mucus de tejidos sanos y
afectados por la enfermedad de plaga blanca de Madracis mirabilis,
encontrando que el patron metabolico de la comunidad asociada al
mucus del tejido aparentemente afectados resulto diferente a las
comunidades de bacterias de tejidos sanos y agua circundante.

Romero (2007) utilizé6 el analisis funcional para comparar
funcionalmente la comunidad de bacterias heterotréficas de tejidos
sanos y enfermos de la especies de esponja Aplysina archeri,
determinando similitudes entre las comunidades bacterianas
asociadas al tejido sano y enfermo, mientras que la comunidad de
bacterias aisladas del tejido de zona de transicién “sano-enfermo”
fue muy diferente; y estas comunidades a su vez guardaban poca
relacion con la comunidad bacteriana presente en el agua
circundante. Destacando que la comunidad bacteriana asociada a
Aplysina archeri, aislada del tejido de la esponja es funcionalmente
diferente a la del agua circundante, y sugieren que la evolucién de
dicha comunidad puede estar asociada a las condiciones imperantes
en los tejidos de la esponja como nicho ecologico.

Caracterizacion de suelos en practicas agroecoldgicas.

Antia (1995) Durante periodo de lluvia y sequia, analizo la
estructura funcional de comunidades microbianas heterotroficas
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en suelos de sabana sometidos a manejo agricola, encontrando
equivalencias funcionales tipo hongo-hongo, bacteria-bacteria y
hongo-bacteria, que le permitieron concluir que en suelos
sometidos a manejo agricola hay desaparicion de poblaciones
bacterianas y que éstas fueron sustituidas en el ecosistema por
hongos funcionalmente equivalentes, manteniendo asi la
estructura funcional de la comunidad.

Hernandez y col. (2006) utilizaron la estructura funcional de la
comunidad microbiana como un indicador del efecto que tienen
las practicas de manejo agricola sobre la dinamica de
mineralizacion biolégica, encontrando variaciones en el perfil
bioquimico de las comunidades y que las diferentes practicas de
manejo pueden influir sobre la abundancia y funcién de las
comunidades microbianas.

Este aspecto fue también abordado por Hernandez (2008)
quien relacioné la estructura de comunidades microbianas con
procesos edaficos en un suelo sometido a manejo agricola. El
analisis funcional le permitié6 discriminar las diferencias entre
comunidades microbianas en suelos sometidos a diferentes
tratamientos, determinando que la estructura funcional
comunitaria depende de la disponibilidad de sustratos organicos
y de las condiciones fisicoquimicas del suelo.

Diaz-Borrego y col. (2007) evaluaron la diversidad funcional
bacteriana, a través del estudio de la estructura funcional de las
comunidades heterotroficas de suelos cultivados con Psidium
guajava L. (guayaba) y suelos control (no cultivados) y la
relacionaron con las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos.
Reportan 50 GF diferentes, de los cuales 19 son exclusivos para
el suelo cultivado y 7 GF para el no cultivado. La similitud en las
caracteristicas fisicoquimicas de los suelos esta influenciada por
el tipo de cultivo establecido. No encontraron diferencias en la
diversidad funcional bacteriana de ambos suelos.

Caracterizacion de suelos impactados por la actividad
petrolera. Penia (2005) emple6 el analisis funcional como
herramienta para comparar dos localidades en las cuales el suelo
estuvo impregnado con hidrocarburos (HC), una sometida a
confinamiento y la otra sometida a biorremediacién. Realizo
curvas de reclutamiento a través de las cuales se evidenci6 que la
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(DMA) distancia euclidiana que separa los grupos funcionales era
mayor en comunidad microbiana proveniente del biotratamiento,
concluyendo que ésta era funcionalmente mas diversa que la
sometida al confinamiento.

También Reyes (2009) evalu6 el efecto de las emulsiones
asfalticas sobre la estructura comunitaria microbiana asociada a los
microagregados de un suelo de sabana mediante el analisis
funcional, encontrando que la adicién de la emulsion asfaltica al
suelo favoreci6 la estabilizacién de los microagregados sin alterar el
patron funcional de bacterias y hongos. El analisis funcional
permiti6 evaluar si la comunidad microbiana de los microagregados
era afectada funcionalmente por la adiciéon de un agente exégeno (la
emulsion asfaltica) y concluyé que el patrén bioquimico de hongos y
bacterias no cambiaba significativamente en el tiempo.

Barrios (2010) y Salas (2010), realizaron estudios de
caracterizacion = funcional de comunidades microbianas
(bacterianas y fangicas) asociadas a suelos impactados por la
actividad petrolera, en el Bloque Junin de la Faja Petrolifera del
Orinoco, especificamente en la fosa, ubicada en campo
operacional Bared 9 del Distrito San Tomé, Municipio Miranda
del Estado Anzoategui.

Barrios (2010) caracterizé6 funcionalmente a la comunidad
bacteriana asociada a suelos del borde de la fosa, se conformaron
grupos funcionales con caracteristicas similares en sus
respuestas frente a diferentes sustratos constituidos en mayor
medida por cepas proteoliticas, utilizan urea, reducen nitrato y
con capacidad de utilizar el acetato como tunica fuente de
carbono. Por otra parte, la presencia de cepas bacterianas con
actividad hemolitica y capacidad de crecer en medio acetato
como Unica fuente de carbono y en presencia de petréleo indica
adaptacién de la comunidad a la presencia de hidrocarburos y
muestra capacidad potencial para producir biosurfactantes.
Infiriendo unas caracteristicas de resiliencia del ecosistema,
asociada a la capacidad de respuesta de la comunidad bacteriana
frente a contaminantes tipo hidrocarburo, que garantizaria la
estabilidad del sistema.

Salas (2010) utiliz6 el analisis funcional para comparar
comunidades bacterianas y flingicas de suelos tomados a lo
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largo de un gradiente del area de influencia de la fosa, asumiendo
mayor perturbacion en la zona cercana al borde de la fosa Bared
9 y compara con un suelo control no impactado. Reporta una
importante accién degradativa tanto para hongos como bacterias
sobre sustratos carbonados simples y complejos, ademas utilizan
urea, por lo que plantea juegan un papel importante en el ciclaje
de nutrientes. El analisis funcional indica que las poblaciones
fangicas son funcionalmente mas diversas que las bacterianas.
Se formaron GIF entre cepas de ambas poblaciones de
microorganismos, infiriendo una complementaridad de funciones
en ambas poblaciones.

Asimismo, Zamora y col. (2012a) utilizaron el analisis
funcional para comparar comunidades bacterianas de suelos
contaminados con hidrocarburos bajo diferentes condiciones de
tratamiento, siguiendo el comportamiento de dichas comunidades
en el tiempo; concluy6 que en presencia de hidrocarburos ocurria
una restriccion de la diversidad funcional respecto al suelo no
contaminado en el tiempo, quizas por seleccion de GF capaces de
tolerar la presencia de hidrocarburos. Al evaluar la estructura
comunitaria luego de 120 dias de incubacién se evidencié que
durante el biotratamiento hubo disminucién de la concentracion
del contaminante, sin embargo la diversidad funcional no se
restituy6 a las condiciones iniciales.

Determinacion del Potencial Biotecnolégico. Cobra
importancia establecer o incorporar en el estudio de las
comunidades microbianas las interacciones que se establecen
entre y dentro de los GF. Planteando la importancia de considerar
las interacciones entre los microorganismos funcionalmente
compatibles o complementarios en un ensamblaje con interés
biotecnolégico de tal manera que no vayan en detrimento del fin
para el cual serian estructurados.

Bajo esta hipoétesis, Malaver (1996) y Malaver y Ramos (1997)
realizaron bioensayos para la biodegradacion de fenol
conformando un “pool” bacteriano, un “pool” fingico y un “pool”
mixto (hongos y bacterias), aislados de la rizosfera de Eichhornia
crassipes, con el fin de determinar las interacciones entre los GF
que incluyen diferentes grupos taxonémicos. Concluyeron que en
el pool de bacterias las interacciones resultaron ser positivas o
neutras, igualmente en el caso del pool fingico; mientras que, en
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el pool mixto las interacciones mostraron ser de tipo positivo,
determinandose una degradaciéon de fenol mucho mayor y en
menor tiempo, que la encontrada en el pool bacteriano y fangico
por separado. Asimismo, plantearon que el ensamblaje hongos-
bacterias resultaba mas eficiente en el proceso de remocién de
fenol.

Dominguez (2008) utiliz6 el analisis funcional para seleccionar
cepas bacterianas y fungicas aisladas del suelo de una fosa
biotratada, con potencial biodegradativo para ser utilizadas en
biorremediacion de suelos impactados con hidrocarburos. Asi,
apoyandose en las caracteristicas bioquimicas de hongos y
bacterias pudo ensamblar consorcios microbianos y evaluar su
eficiencia en la degradaciéon de hidrocarburos. Concluyé que las
relaciones de complementariedad o cooperacién que se establecen
entre los diferentes grupos microbianos, hacen que los consorcios
hongos-bacterias sean mas eficientes, en la degradacién de
hidrocarburos.

Windervoxhel y col. (2009) utilizaron la herramienta del
analisis funcional, aplicado a aislados bacterianos procedentes de
suelos impregnados con crudo. Las cepas fueron caracterizadas
fenotipicamente e identificada la respuesta enzimatica ante una
serie de pruebas bioquimicas, con el fin de determinar su
capacidad para degradar sustratos complejos y producir
metabolitos tenso-activos.

Uso conjunto del analisis funcional y molecular. Leon (2008) y
Leén y col. (2009), utilizaron el andlisis funcional en bacterianas
cultivable asociada a ripios de perforacion mezclados con fluidos de
perforacion base agua con la finalidad de identificar potenciales
biocatalizadores que puedan ser utilizados en procesos de
biorremediacion de la Faja Petrolifera del Orinoco. Consideraron
como un criterio de seleccion de grupos funcionales aquellos
constituidos por aislados con caracteristicas fisiologicas de interés
biotecnolégico, tales como, aquellas cepas capaces de producir
agentes tensoactivos (biosurfactantes) en el medio de cultivo, asi
como degradacion de compuestos organicos complejos (celulosa,
lignina, hidrocarburos). Las pruebas bioquimicas y el analisis
funcional permitieron identificar 66 GF y 14 GIF; los estudios
moleculares con la técnica denominada huella de ADN (DNA
fingerprinting) indicaron la existencia de 14  bacterias
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genotipicamente diferentes con alta capacidad hidrocarbono-clastica
y de produccion de biosurfactantes, las cuales fueron identificadas
molecularmente como pertenecientes a 5 géneros diferentes:
Enterobacter, Pantoea, Citrobacter, Klebsiella y Comamonas,
mayoritariamente correspondientes a la familia Enterobacteriaceae,
clase gamma-proteobacterias, frecuentemente asociada a ambientes
contaminados con hidrocarburos. Esta seleccion previa con criterios
ecolégicos permiti6 aminorar los costos del estudio e incorporar la
identificacién taxonémica molecular de las cepas de interés.

Determinacion de patrones espacio-temporales de
comunidades microbianas en suelos inundables. Zamora
(2012b) caracteriz6é espacial y temporalmente las comunidades
microbianas heterotréficas (hongos y bacterias) asociadas al suelo
de la planicie de inundacion del Rio Mapire, estado Anzoategui,
con la finalidad de determinar aquellos parametros fisicoquimicos
que influyen en los patrones de estructura y funcién comunitaria,
en términos de variaciones en las condiciones fisicoquimicas y de
humedad a lo largo de un gradiente topografico. Determiné que la
estructura funcional de las comunidades microbianas responde a
cambios en el contenido de humedad del suelo y en la
disponibilidad de sustratos organicos y, en menor medida, es
afectada por el pH del suelo y su baja fertilidad. Ademas concluy6
que la inundaciéon no afecta negativamente la diversidad
funcional, generandose cambios sucesionales en la comunidad
microbiana como consecuencia de la dinamica del carbono del
suelo. A través del analisis se determiné que el funcionamiento
del ecosistema depende de la interaccion entre los diferentes
grupos funcionales en la comunidad microbiana, y por otra parte,
las equivalencias funcionales entre los diferentes grupos sugieren
que el sistema es altamente resiliente ante las perturbaciones
anuales de inundacién y sequia.

ALGUNAS CONSIDERACIONES DEL ALCANCE Y
LIMITACION DEL ANALISIS FUNCIONAL

La comprension mecanistica de la relacion biodiversidad-
funcionamiento del ecosistema requiere de un enfoque funcional
a través del cual se podria indicar el grado de resiliencia de un
ecosistema particular, ademas de proporcionar informacién sobre
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la dinamica de materia organica y flujo de nutrientes de la
comunidad hacia el ecosistema.

Por otra parte, la falta de definiciones generalmente aceptadas
de como se delimita un grupo funcional constituye una
limitacion; no hay homogeneidad de criterio con respecto a las
propiedades eco-fisiologicas que permitan caracterizar a las
especies pertenecientes a un grupo funcional, y ademas, en
muchos sistemas hay especies que pueden pertenecer a dos o
mas grupos funcionales diferentes (Hooper y col., 2002).

De los problemas asociados con la asignacién de especies dentro
de un grupo funcional, se tiene que: (i) el resultado depende del
numero y tipo de caracteristicas funcionales que son medidas, y este
aspecto es basicamente subjetivo, ya que depende en parte de los
objetivos del estudio y (i las conclusiones sobre la diversidad
funcional pueden frecuentemente depender de la escala arbitraria a
la cual las diferencias entre las especies califican como
funcionalmente significativas, en otras palabras, cuantos grupos
son usados (Petchey y Gaston, 2002). Aunque las bacterias
cultivables representan menos del 1% del total de bacterias
habitando el suelo (Torsvik y Ovreas, 2002), en general los
medios de cultivos selectivos permiten estimar distintos grupos
bacterianos activos en cuanto al uso de recursos, lo cual resulta
en una aproximacion que complementa a las realizadas con
métodos bioquimicos.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La caracterizacién funcional constituye una buena alternativa
para comprender el efecto de la biodiversidad sobre las
propiedades del ecosistema. Permite delinear claramente el efecto
de los grupos funcionales y la respuesta de estos grupos en un
dado ecosistema, de manera que si se planifica realizar un
manejo del mismo, se cuente con rasgos que caractericen el
funcionamiento del ecosistema, mas que la “caja negra” que
representa la diversidad de especies y sus interacciones.

El analisis funcional de comunidades microbianas involucra la

caracterizaciéon de patrones y procesos que permiten predecir la
estabilidad del ecosistema ante perturbaciones y esclarecer las
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interacciones entre los organismos que lo componen y el ambiente,
obteniendo una relacion de tipo diversidad-funcion. En otras
palabras, sus resultados constituyen una base importante para
entender parte de las relaciones entre las fuentes de carbono,
nutrientes y contaminantes, con la actividad microbiana en el
ecosistema. Sin embargo, esto puede ser dificil de determinar,
tomando en cuenta que la producciéon microbiana esta influenciada
por cambios en los factores abioticos, y como consecuencia, ocurre
un crecimiento mas rapido y eficiente de especies o grupos
microbianos particulares, que podrian ser favorecidos en periodos
cuando el carbono organico disponible esta cambiando. Por otra
parte, la variacién estacional de la cantidad relativa de material
aléctono y autéctono en el ecosistema da lugar a procesos
sucesionales dentro de la comunidad que podrian ser buenos
indicadores de la dinamica del ecosistema.

En este sentido, al comparar espacial y temporalmente, los
espectros funcionales de comunidades microbianas, es posible
determinar diferencias entre comunidades a lo largo de un
gradiente, o el efecto local y/o temporal de un agente exégeno, como
por ejemplo un contaminante. Esto finalmente conlleva a estimar la
magnitud de la transformacion que induce el agente y sus
consecuencias sobre la estabilidad y sustentabilidad de un
ecosistema en particular.

Finalmente, basados en la estrecha relacion de Ilos
microorganismos con los procesos ecolégicos en los ecosistemas y
su sensibilidad a las perturbaciones, se recomienda tomar en mayor
consideracién el estudio de las comunidades microbianas en
aquellas investigaciones que involucren la evaluacion integral del
ecosistema. La linea de investigacion evidencia la necesidad de
utilizar las herramientas moleculares como analisis
complementarios, que contemplen el wuso de metodologias
avanzadas, confiables y reproducibles, para estudiar la estructura
de comunidades microbianas, de tal manera que faciliten resultados
comparables a nivel mundial.
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