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RESUMEN

En la planicie de inundaciéon del Rio Mapire (Venezuela) se producen anualmente pulsos de
inundacién y sequia que generan variabilidad espacial y temporal en las condiciones de
humedad del suelo. El objetivo fue caracterizar las comunidades microbianas heterotroficas
(hongos y bacterias) cultivables asociadas al suelo de la planicie de inundacién, y determinar si
el gradiente de inundacion influye en los patrones de estructura comunitaria y en su funcién, en
referencia a la descomposicién de materia organica en este tipo de ecosistemas. Se colectaron
muestras en tres épocas del afio (sequia, entrada de lluvias e inundacién) en 4 puntos del
gradiente definidos por la intensidad de la inundacién. Se compararon en las diferentes zonas y
épocas de muestreo los parametros fisicoquimicos del suelo, densidades de microorganismos y
los perfiles fisiologicos de las cepas aisladas, mediante analisis estadisticos. La estructura
comunitaria se estimé a través de indices de diversidad funcional y un analisis de cluster
permitio  identificar equivalencias funcionales. Los resultados muestran patrones
espacio-temporales de estructura funcional de la comunidad microbiana como respuesta a
heterogeneidad en condiciones edaficas y disponibilidad de sustratos. Se infiere que las
comunidades microbianas estan adaptadas a los pulsos anuales de inundacién, pues la
inundacién no afecta negativamente el funcionamiento del componente microbiano en el
ecosistema y no se detienen los procesos a los cuales esta asociado. Las equivalencias
funcionales revelan procesos sucesionales debido a los cambios de humedad del suelo y
disponibilidad de fuentes de carbono en las distintas épocas del afno.

Palabras clave: comunidades microbianas, suelo, planicie de inundacién, perfil
fisiologico, grupos funcionales, diversidad funcional.

Heterotrophic microbial communities dynamics in
the floodplain of Mapire River, Venezuela

Abstract

Annual pulses of flooding and drought in the floodplain of the Mapire River (Venezuela) generate
spatial and temporal variability in soil moisture conditions. The objective of this study was to
characterize the cultivable heterotrophic microbial communities (fungi and bacteria) associated
with the floodplain soil to determine if the flood gradient influences the patterns of community
structure and its function, in reference to the decomposition of organic matter in this type of
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ecosystems. Samples were collected at three times of the year (drought, rainfall and flooding) at
4 points of the gradient defined by the intensity of the flood. Statistical analyzes were used to
compare the physicochemical parameters of the soil, the densities of microorganisms and the
physiological profiles of the isolated strains in the different sampling areas and times. The
community structure was estimated through functional diversity indices and a cluster analysis
allowed identification of functional equivalences. The results show spatial-temporal patterns of
functional structure of the microbial community as a response to heterogeneity in edaphic
conditions and availability of substrates. It is inferred that the microbial communities are
adapted to the annual flood pulses, since the flood does not negatively affect the functioning of
the microbial component in the ecosystem and the processes to which it is associated do not
stop. Functional equivalences reveal successional processes due to changes in soil moisture
and availability of carbon sources at different times of the year.

Keywords: microbial communities, soil, floodplain, physiological profile, functional
groups, functional diversity.

INTRODUCCION

Las planicies de inundacién constituyen areas cuyos suelos son de
origen aluvial en uno o ambos lados de un rio, y estan sujetos a las
inundaciones por desbordamiento durante los periodos de mayor nivel de
agua permaneciendo saturados o cubiertos de agua periédicamente
(Westermann, 1993, Rinklebe y col, 2007). Las fluctuaciones del nivel
freatico traen como consecuencia varias condiciones de humedad del
suelo, presentando zonas Oxicas y anéxicas, lo que permite una amplia
gama de procesos anaerdbicos y aerobicos (Gutknecht y col., 2006).

Diversos estudios en biogeoquimica de humedales han demostrado
que la hidrologia es el principal factor que afecta la estructura de la
comunidad microbiana (Brockett y col., 2012) pues, los periodos de sequia
y re-humedecimiento del suelo generan estrés osmotico y competencia por
recursos ocasionando presion selectiva (Fierer y col., 2003; Castro y col,
2010), influyendo en los procesos microbianos en este tipo de ecosistemas
(Mentzer y col., 2006). Las llanuras de inundacion conectan los sistemas
terrestres y acuaticos y los microorganismos impulsan la transferencia de
nutrientes, elementos y materia organica en estos sistemas (Nelson y col.,
2016). En ese sentido, la mayoria de los estudios relacionados con la
ecologia microbiana estan orientados a determinar como la diversidad de
microorganismos influye en el funcionamiento de los ecosistemas y la
relacion existente entre diversidad-funcionamiento (Hooper y col., 2005;
Coérdoba-Tapia y Zambrano, 2015). Sin embargo, la dinamica estacional
de la comunidad microbiana en suelos de planicies de inundacién con
condiciones fluctuantes de o6xido-reduccion es poco conocida, pero se
considera importante para entender la comunidad microbiana y la
dinamica del ciclo de nutrientes en estos ecosistemas (Moche y col., 2015).

50



Zamora-Figueroa y Malaver: Dindmica de comunidades microbianas en planicie de inundacion.

Las comunidades microbianas tienen un importante rol en muchos
procesos ecosistémicos, tales como formaciéon y descomposicion de
materia organica, respiracion, ciclaje de nutrientes (Delgado-Baquerizo y
col.,, 2016), no obstante, la investigacion microbiana en humedales se ha
centrado mucho mas en microorganismos especificos responsables de
procesos clave que en el analisis funcional general de la comunidad
microbiana (Gutknecht y col, 2006).

Los estudios independientes del cultivo demuestran que una gran
proporcion de las poblaciones microbianas autéctonas en los humedales
esta representada por organismos aun no cultivados con fisiologias y
potenciales metabdlicos desconocidos (Dedysh, 2011), y ademas, el
conocimiento sobre los microorganismos responsables de la
descomposicion de la materia organica en estos ecosistemas es mucho
mas limitado (Pankratov y col, 2011) aunque se han realizado algunos
avances en el conocimiento del efecto de las variables ambientales en los
humedales y en las capacidades metabdlicas de los microorganismos
(Freixa y col., 2016; Argiroff y col., 2017).

La determinacion de patrones de uso de sustratos como indicador de la
diversidad funcional (Zak y col, 1994) ha sido ampliamente utilizada para
clasificar o caracterizar especies aisladas del suelo, o consorcios microbianos
(Campbell y col, 1997). La evaluacion de la utilizacion de diferentes fuentes de
carbono por un microorganismo o consorcio de ellos es una metodologia que
permite establecer el perfil fisiologico de ensamblajes microbianos
heterotréficos capaces de ser metabdlicamente activos y cultivables
(Stefanowicz, 2006; Zamora y col, 2012;. Como ventaja, algunas
investigaciones demuestran que éstos métodos convencionales de
microbiologia, combinados con un enfoque de ecologia de comunidades pueden
detectar cambios estructurales o funcionales de la comunidad microbiana del
suelo (Garau y col, 2007). Asi lo demuestran los trabajos de (Huang y col,
2017) en cuyo monitoreo de efecto de enmiendas al suelo encontraron que los
resultados de perfiles fisiologicos y la diversidad funcional de la comunidad
microbiana del suelo fue consistente con los resultados encontrados con
técnicas moleculares (basado en genes del rRNA 16S y rRNA ITS). En otro
estudio comparativo, Xue y col. (2008) usando Ecoplacas Biolog, electroforesis
en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, por sus siglas en inglés),
mostraron resultados similares en términos del efecto del cambio en el uso de
la tierra en la estructura de la comunidad microbiana del suelo.

Las variaciones estacionales en las condiciones de humedad originan
cambios en las condiciones fisicoquimicas en la solucion del suelo
(disponibilidad de nutrientes, pH, potencial redox, etc.) que se reflejan en
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la respuesta fisiologica de la comunidad microbiana, y estos cambios en la
funcién de la comunidad pueden ser indicadores del funcionamiento del
ecosistema en respuesta a condiciones ambientales globales (Lennon y
col., 2012, Nelson y col, 2016; Garcia y col,, 2018). Por otra parte, el
cambio climatico podria influir en las condiciones fisicoquimicas de los
suelos de las planicies de inundacion con los consecuentes impactos en la
comunidad microbiana del suelo. Por esta razén se hace necesaria la
comprension de los principales procesos biogeoquimicos, particularmente,
las funciones microbianas del suelo como requisito previo para el manejo
sostenible de este tipo de ecosistemas en el contexto de la adaptacion y
mitigacion del cambio climatico.

En ese sentido, el analisis funcional de comunidades microbianas
heterotroficas en planicies de inundacién tropicales contribuye al
conocimiento de estos ecosistemas riberefios y su biogeoquimica. Con esta
premisa, este trabajo procura caracterizar funcionalmente las
comunidades microbianas heterotréficas (hongos y bacterias) asociadas al
suelo de la planicie de inundacién de un rio tropical, con la finalidad de
determinar si los cambios espaciales y temporales del gradiente de
inundacion influyen en los patrones de estructura comunitaria, como una
variable controladora en el funcionamiento del ecosistema.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El sitio de estudio se encuentra ubicado al sur del
estado Anzoategui, Venezuela, en la planicie de inundacién del rio Mapire
(7°44’N y 64°45°'W). Este rio fluye a través de la Formacion Mesa del
Pleistoceno, y ha sido clasificado como de aguas negras debido a su color
marron oscuro y a las caracteristicas oligotroficas en términos de
nutrientes y productividad primaria (Vegas-Vilarrubia, 1988). La
temperatura media anual es 27,4°C y la precipitacion promedio anual es
de 1333 mm, con una estacion seca entre noviembre y abril y la estacion
lluviosa desde mayo hasta octubre (Vegas-Vilarribia y Herrera, 1993).

En esta zona ocurre la formacion de un lago de inundacion estacional
como consecuencia del represamiento de las aguas por el rio Orinoco,
generando un lecho de inundaciéon perpendicular al cauce del rio, y donde
se puede delimitar claramente un gradiente de inundacion que depende de
la topografia del area. El estudio se realizé a lo largo de un hidroperiodo
completo: sequia (T1, Marzo 2009), inicio de lluvias (T2, Mayo 2009) e
inundacion (T3, Agosto 2009) en cuatro zonas del gradiente, delimitadas
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previamente por Chacon y col. (2005): (i) zona baja (MAX), donde la
profundidad de la lamina es de 12 m durante ocho meses por afio, de
mayo a diciembre, de textura arcillosa (54.2% arcilla, 23.3% limos y 22.5%
arena); (i) zona intermedia (MED), donde la inundacién alcanza un
maximo de cinco metros de profundidad durante cinco meses al ano, de
junio a noviembre, de textura arcillosa (65% arcilla, 20.8% limos y 14.2%
arena) ; (iii) zona alta (MIN), en la que la lamina de agua presenta 1 m de
profundidad so6lo dos meses por afno, de julio a septiembre, de textura
franco-arcillo-arenosa (21.7% arcilla, 20.8% limos y 57.5% arena) y se
incluy6 una zona mas elevada topograficamente (NF), donde en ninguna
época del ano ocurre inundacion, de textura arenosa (18.3% arcilla, 20%
limos y 61.7% arena).

Colecta de muestras. En cada zona y periodo, se colectaron muestras
de suelo empleando un diseno muestral sistematico. Los puntos de
muestreo se arreglaron en un transepto perpendicular al margen del rio
siguiendo el gradiente de la inundacién (Figura 1), y en cada punto de
muestreo se tomaron muestras de suelo por triplicado del horizonte
superficial del perfil del suelo (0-10 cm), usando un core circular con 8 cm
de diametro (n=3 por zona y fecha de muestreo, total n= 36).

MED MIN NF

Figura 1. Disefo de la toma de muestras en las diferentes zonas del gradiente de inundacion del rio
Mapire. MAX, zona maxima inundacién; MED, zona de inundacién media; MIN, zona de minima
inundacién, NF, zona nunca inundada. (-) punto de muestreo. Adaptado de Rosales (1988).
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Analisis fisico y quimico del suelo. Las muestras fueron secadas
(excepto las muestras para la determinacién de humedad y aislamiento
microbiano) a temperatura ambiental, entre 26 a 28°C, tamizadas (mesh 10)
y homogeneizadas a fin de tomar una fracciéon representativa para los
diferentes analisis. Se determiné el porcentaje de saturacion de agua por
diferencia en el peso antes y después de secar 10 g de suelo a 110 °C
durante 24 horas (Richards, 1941) y se expreso respecto a la capacidad de
campo (relacion entre la maxima capacidad de retencion de agua y el
contenido de agua de la muestra). El pH se determiné en una mezcla con
proporcionl:2.5 (suelo: agua) de acuerdo a Jackson (1976) utilizando un
electrodo estandar de vidrio (HORIBA). La materia organica de suelo (%MO)
se determiné por el método de oxidacion completa (Walkley y Black, 1934).

Aislamiento de microorganismos. Los microorganismos cultivables
del suelo fueron activados en medio liquido, agitando durante 8 horas 25 g
de suelo en 50 ml de solucién salina isotonica (NaCl 0.85 % p/v). Se
realizaron diluciones seriadas y se inocularon en placas de agar tripticasa
de soya para bacterias aer6bicas, agar tioglicolato para bacterias
anaerobicas y agar malta para hongos. Todas las placas fueron incubadas
a temperatura ambiente. Para la incubacién de bacterias anaerobias se
usaron jarras de anaerobiosis GasPack®. Para determinar la densidad
microbiana se cuantificaron las unidades formadoras de colonias (UFC)
luego de 24 h para las bacterias y 72 h para los hongos. Para cada época
de muestreo, se aislaron aleatoriamente de cada réplica diez cepas de
bacterias aerédbicas, diez cepas de bacterias anaerébicas (para un total de
30 cepas de bacterias aerdbicas y 30 cepas de bacterias anaerdbicas por
cada zona del gradiente) y los diferentes morfotipos de hongos.

Determinacion del perfil fisiologico y analisis funcional. La
caracterizacién funcional de las comunidades microbianas se realiz6 a
través del potencial bioquimico de cada cepa bacteriana y fingica aislada.
Se realizaron un total de 14 pruebas bioquimicas vinculadas a la
mineralizacion de materia organica y ciclaje de N y P en el suelo, que
incluyeron: a) utilizacion de compuestos carbonados como glucosa,
lactosa, peptonas, almidén (MacFaddin, 2004), celulosa, lignina, quitina y
pectina (Parkinson y col., 1971), b) produccion de enzimas como ureasas,
proteasas, fitasas, nitrato y nitrito-reductasas (MacFaddin, 2004) y
lipasas (Slifkin, 2000) y c) solubilizacion de fosfatos (Pikovskaya, 1948).
Los resultados se expresaron como frecuencias de utilizacion de cada
sustrato (numero de respuestas positivas) respecto al total de cepas. La
frecuencia de uso de sustratos en cada sitio y época de muestreo se utilizé
para calcular el indice de diversidad de Shannon (H’) como estimador de la
diversidad metabélica de la comunidad microbiana (Zak y col., 1994).
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Analisis estadistico. Se realizaron analisis de ordenacién de
escalamiento multidimensional no métrico (NMDS por sus siglas en inglés)
para representar graficamente los cambios en las variables
microbiolégicas (densidad microbiana y perfiles de utilizacién de sustratos)
y de variables fisicoquimicas del suelo en las diferentes zonas del
gradiente de inundaciéon en las diferentes épocas de muestreo. La
ordenacion NMDS se llevo a cabo con base a la medida de distancia
Bray-Curtis en el software PAST version 3.2 (Hammer y Harper, 2001).
Adicionalmente, a partir de los valores de frecuencia de utilizacion de cada
sustrato se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP) con el
software CANOCO version 4.56 (Braak y Smilauer, 1997), a fin de
representar los patrones de actividad fisiologica de las comunidades
microbianas en las distintas zonas del gradiente durante las diferentes
épocas del ano. Se realiz6 un analisis multivariante permutacional de
varianza de dos vias (PERMANOVA por sus siglas en inglés; Anderson y
col., 2008) para determinar diferencias estadisticamente significativas de
las variables microbiolégicas y fisicoquimicas del suelo, entre épocas y
sitos de muestreo de la planicie de inundacion. Cada prueba se realiz6
utilizando 9999 permutaciones bajo la suma de cuadrados (SS) de Tipo III
y un modelo reducido para generar un estadistico F permutado y un valor
de p. La contribuciéon de las variables fisicoquimicas y microbiolégicas a la
disimilitud promedio (PD, por sus siglas en inglés) entre sitios y épocas de
muestreo se calculé mediante un procedimiento de porcentaje de similitud
(SIMPER por sus siglas en inglés, Clarke y Gorley, 2006). Estos analisis
multivariados se realizaron utilizando el software PRIMER 6 vy
PERMANOVA+ version 6.1.16. Las diferencias en los indices de diversidad
(H) y variables fisicoquimicas se determinaron a través de un analisis de
varianza de dos vias (ANOVA) y test de Tukey como prueba a posteriori. Se
realiz6 un analisis de cluster, con base a los resultados de presencia o
ausencia de utilizacién de sustratos, empleando el algoritmo de vecino
mas cercano y como medida de similitud la distancia euclidiana, con la
finalidad de agrupar las cepas con perfiles fisiolégicos idénticos. Los
grupos formados por cepas de distinto tipo: bacterias aerdbicas y
anaerodbicas, o bacterias y hongos, u hongos taxonémicamente distintos,
se consideraron equivalentes funcionales. Estos analisis se realizaron en
el software PAST version 3.2 (Hammer y Harper, 2001).

RESULTADOS

Dinamica espacio-temporal del gradiente de inundacion. La
variabilidad espacio-temporal de las variables fisicoquimicas y
microbiologicas se representdé mediante un NMDS (Figura 2). La
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dispersion de los puntos sugiere la formacién de un gradiente espacial, y
principalmente temporal de condiciones fisicoquimicas en el suelo que se
refleja en la expresion de los grupos funcionales microbianos. Las
variables fisicoquimicas (Figura 2A) fueron diferentes en todas la
localidades (PERMANOVA: F= 143.4, Pperm= 0.001) y entre épocas
(PERMANOVA: F= 830.3, Pperm= 0.001), asi como la interaccién entre
ambos factores (PERMANOVA: F= 44.3, Pperm= 0.001).
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Figura 2. Analisis de ordenacién de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) mostrando
diferencias entre las zonas del gradiente de inundacién y épocas de muestreo. (A) NMDS plot basado
en similitudes de variables fisicoquimicas. (B) NMDS plot basado en similitudes de variables
microbiolégicas. MAX. zona maxima inundacién. MED. zona de inundacién media. MIN. zona de
minima inundacién. NF. zona no inundada. T1. sequia. T2. inicio de lluvias. T3. inundacién.
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En la Tabla 1 se observa que las zonas mas bajas del gradiente (MAX y
MED) presentaron un porcentaje de saturacion de humedad
significativamente mayor respecto a las zonas mas elevadas (MIN y NF) en
todas las épocas de muestreo (Tukey, p< 0.05). Por otra parte, el contenido
de materia organica en el suelo de las zonas intermedias mostr6 una
tendencia a aumentar con el inicio de lluvias (Tukey, p<0.05),
encontrandose en mayor concentracién en las zonas intermedias del
gradiente (MED y MIN). Los analisis de varianzas indicaron que para
ambas variables la interacciéon de los factores sitio y época de muestreo
fueron significativas (ANOVA, p = 6.35 E-17 y 1.79 E-05, respectivamente).
Los valores de pH del suelo indican que el suelo es bastante acido, y no se
encontraron variaciones espacio-temporales significativas. Con relacién a
la densidad de microorganismos cultivables, se determin6é que la
interaccion de los factores sitio y época de muestreo fue significativa para
bacterias aerobicas y hongos (ANOVA, p = 3.06 E-09 y 0.02
respectivamente). La densidad de bacterias mostr6 una tendencia a
aumentar (Tukey, p<0.05) durante la época de inicio de lluvias, mientras
que la densidad fangica disminuy6 significativamente durante la época de
inundacion (Tukey, p<0.05) en todas las zonas de muestreo. La riqueza
fingica por otra parte presenté una tendencia particular, encontrandose
mayor riqueza de morfotipos de hongos filamentosos y levaduriformes en
T2, mientras que en T3 se observéo una disminucién del ntumero de
morfotipos de hongos filamentosos con relacién a las levaduras (Tabla 1).

Las disimilitudes entre sitios basadas en variables fisicoquimicas
(SIMPER) indicaron que la principal contribucién entre MAX y MED
(PD=32.11) fue el contenido de materia organica (67%), mientras que con el
resto de las zonas la principal contribucion fue el porcentaje de saturacion de
humedad (99% de contribuciéon en todos los casos). El SIMPER también
indic6 que la diferencia entre T1 y T2 (PD=26) se debi6é al porcentaje de
saturaciéon de humedad (59% de contribucion) y al contenido de materia
organica (41%), mientras que en T3 las diferencias se debieron al porcentaje
de saturacion de humedad (99% de contribucién).

Las disimilitudes entre sitios basadas en variables fisicoquimicas
(SIMPER) indicaron que la principal contribucion entre MAX y MED
(PD=32.11) fue el contenido de materia organica (67%), mientras que con el
resto de las zonas la principal contribucion fue el porcentaje de saturacion
de humedad (99% de contribucién en todos los casos). E1 SIMPER también
indicé que la diferencia entre T1 y T2 (PD=26) se debié al porcentaje de
saturacion de humedad (59% de contribucién) y al contenido de materia
organica (41%), mientras que en T3 las diferencias se debieron al porcentaje
de saturacion de humedad (99% de contribucién).
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Tabla 1. Variables fisicoquimicas y microbiologicas en el gradiente de inundacion a lo largo del hidroperiodo.

Season H MO DensAE DensAN DensH N°
pH LogCFU LogCFU LogCFU morfotipos
Zone (%) (%) 1 1 1 L.
g g g fingicos
MAX ~ 18.99%  7.98%  37M 7308 8.55% 8.00M g !
MED  15.18% 13248 38w  917% 8.90%  6.77A%b 1 E
T1
MIN  8.82%  839%  4.1% 818  10.65% 526 ii‘
NF 6.82%>  563% 3094  730%  1043%b 7 548D ‘; E
MAX 20428  11.19% 3.5 1241%  1208%  4.35% ig
MED  17.79% 1571%  37%  12.37% 1288  502% g !
T2
MIN 150282 1246  3.9%b 12178  13514B 5 @EABa ;E
NF  8.14%° 802  43% 1236 1234  563% 3?
MAX ~ 100%  4.02%  4.3% 1252 10328  go5M 112HL
MED  100%  7.53%  4.1% 1164  10.79%Bc  845M 13 5P114
T3
MIN  52.32% 848  3.8%  12.820  1327%  7.77M fsfi
NF 3943  451%  41% 1279 1268 838 141PIIJ

*Letras mayusculas diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
entre épocas para una misma zona (ANOVA, Tukey p < 0.05). *Letras minusculas diferentes en la misma
columna indican diferencias estadisticamente significativas entre zonas para una misma época (ANOVA, Tukey
p < 0.05). MAX. zona maxima inundacién. MED. zona de inundacién media. MIN. zona de minima inundacién.
NF. zona no inundada. T1. sequia. T2. inicio de lluvias. T3. inundacién. %H. porcentaje de humedad con
relaciéon a la capacidad de campo. %MO. porcentaje de materia organica. Den AE. densidad de bacterias
heterotroficas aerébicas. Den AN. densidad de bacterias heterotréficas anaerébicas. Den H. densidad de
hongos.

Tal como se observa en la Figura 2B, los perfiles de uso de sustratos
mostraron diferencias entre sitios (PERMANOVA: F= 7.3, Pperm= 0.001), y
entre épocas (PERMANOVA: F=46.9, Pperm= 0.001) y la interaccion de los
factores (PERMANOVA: F= 3.2, Pperm= 0.001). En la Figura 3 se
representa el patron de usos de sustratos de las comunidades
microbianas en las diferentes zonas y épocas de muestreo. Se destacan
cambios temporales en los patrones de consumo de sustratos complejos
(celulosa, lignina, pectina y quitina), simples (actividad de a-amilasas,
B-amilasas, proteasas) asi como uso de aceptores de electrones
alternativos (nitrato y nitrito reductasas, sulfatoreductasas).

Los analisis de similitudes (SIMPER) indicaron que las diferencias en
los perfiles de uso de sustratos entre las zonas MAX y MED (PD=14.99)
son debidas a cambios en las frecuencias de utilizaciéon de carbohidratos
simples principalmente (13% de contribucion) y amilasas (12%); con MIN
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(PD=16.03) la contribucion a la disimilitud fue de principalmente
carbohidratos simples (15%) y actividad ureasa (10%) y la disimilitud con
NF (PD=13.66) la mayor contribucion fue la actividad nitrito-reductasa
(11%) y ureasa (10%). La disimilitud de los perfiles fisiologicos entre las
zonas MED y MIN (PD=13.03) se debe a una mayor frecuencia de amilasas
(14% de contribucién) y carbohidratos simples (10%) y con NF (PD=15.86)
por amilasas (13%) y actividad lipolitica (11%). Finalmente, la principal
contribucion a la disimilitud de perfiles fisiolégicos entre las zonas MIN y
NF (PD= 11.27) se deben a la solubilizacion de fosfatos (12%) y actividad
lipolitica (11%). En cuanto a las diferencias temporales el SIMPER indic6
que las diferencias entre las zonas entre T1 y T2 (PD= 22.64) se debieron
principalmente a la actividad de nitrito-reductasa (19% de contribucion) y
uso de lignina (8%) y con T3 (PD=22.52) la mayor contribucion es de
actividad de nitrito-reductasa (14%) y actividad proteolitica (9%). La
principal contribucion a las diferencias en el perfil fisiolégico entre T2 y T3
(PD= 18.47) fue la solubilizacién de fosfatos (14%) y amilasas (11%).
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Figura 3. Analisis de Componentes Principales de los patrones de utilizacion de sustratos de
comunidades microbianas en el gradiente de inundacién. MAX. zona maxima inundacion. MED. zona
de inundacion media. MIN. zona de minima inundacion. NF. zona no inundada. T1. sequia. T2. inicio

de lluvias. T3. inundacion. Glu. metabolismo de glucosa. Lac. metabolismo de lactosa. Pep.
metabolismo de peptonas. a-ami. Actividad de a-amilasas. b-ami. Actividad de R-amilasas. Pec.
degradacion de pectina. Cel. degradacion de celulosa. Lig. degradacion de lignina. Qui. degradacién de
quitina. Gel. actividad de proteasas. Twn. actividad de lipasas. NO2. actividad de nitrato-reductasas.
N2. actividad de nitrito-reductasas. Ure. actividad de ureasas. Pi. solubilizacién de fosfatos. Po.
actividad de fitasas.
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Diversidad Funcional. La Figura 4 representa los indices H’, los
cuales sugieren de forma cuantitativa el grado de semejanza en la
estructura de las comunidades estudiadas. No se encontraron diferencias
estadis-ticamente significativas en los indices de diversidad en las
diferentes zonas y épocas de muestreo (ANOVA, p>0.05).
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Figura 4. Diversidad de utilizacién de sustratos de la comunidad microbiana en el gradiente de
inundacién. MAX. zona maxima inundacién. MED. zona de inundacién media. MIN. zona de minima
inundacién. NF. zona no inundada. T1. sequia. T2. inicio de lluvias. T3. inundaci6n.

Equivalencias funcionales. Los perfiles fisiologicos de cada cepa
aislada por sitio y época de muestreo permitieron determinar
equivalencias funcionales en el gradiente de inundacion (Tabla 2). Como
factor comun, en todas las zonas se observaron equivalencias del tipo
bacteria aerobica-anaerobica, hongo-levadura, hongo-bacteria,
levadura-bacteria. Se determiné predominancia de equivalencias entre
cepas anaerobicas, pero también aerébica-anaerobica (por ejemplo, MAX
y NF en T1) o anaerdbica-hongo (por ejemplo, MAX y MIN en T2). Se
destacan ademas, equivalencias de tipo aerébica-levadura (MAX y MED en
T3), anaerébica-hongo (MIN en T2, MAX y MIN en T2), hongo-levadura
(MIN y NF en T3). La matriz de equivalencias funcionales evidencia que al
identificar coincidencias en la expresiéon de grupos microbianos
particulares en diferentes zonas del gradiente para una misma época de
muestreo o en la misma zona para distintas épocas podria implicar
redundancia funcional en la comunidad microbiana.
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Tabla 2. Matriz de equivalencias funcionales en el gradiente de inundacién

Sitio / & MAX MED MIN NF
0/ epoca T1 T2 T3 Tl T2 3 Tl T2 TS T1I T2 T3
T1
AN-AN
MAX T2 AE-AN
13 AN-AN  AN-AN
AE-AN L-L
AN-AN
Tl AN AE-AE AN-AN
AE-AE
T2  AE-AN ﬁgEN AE-AE AN-AN
MED AN-H
AE-AN
AE-AE AE-AE AE-AE
T3 ANAN N AR.L AEAE 0T
AN-AN
AE-AE AN-AN AN-AN
TL  AN-AN 5N AEAR AN-AN AN-AN 5T
AN-H AN-H
AN-AN AN-AN AN-AN AN-AN AE-AE AN-H
MIN T2 AE-AN AE-AN AE-AN 2EAN AR AE AE-AN AE-AE
AE-AE AE-AE
AN-AN AN-AN AN-AN AE-AE AN-AN
T3 AN-AN TN e AE.L AEAE LEaN apan ANAN
AN-AN AN-AN AN-AN AN-AN
TL  4EAN L-L L.L AN-AN AN-AN AN-AN om0 AE-AN AN-AN
AE-AE
AN-AN AN-AN AN-AN AN-AN
T2 BT NIAE AN-AN L-L AE-AE o5 o g AN-AN
AN-AN
NF AE-AE
AE-AE AN-AN
AE-AN AE-AE AN-AN AE-AE AN-AN AN-AN L-L
T3 AE-AN" N AN AN-AN AE-L AN-AN ANAN Ap AN AE-AE H-1 AN-AN AN-AN
AN-AN
L-AN
L-AE

La interpretacion se hace con doble entrada, considerando equivalencias funcionales de cepas de distinto tipo: AE.
bacteria aerébica. AN. bacteria anaerdbica. H. hongo filamentoso. L. levadura. MAX. zona maxima inundacién. MED.
zona de inundacién media. MIN. zona de minima inundacién. NF. zona no inundada. T1. sequia. T2. inicio de lluvias. T3.
inundacion.

DISCUSION

Se ha establecido que la estructura de las comunidades cambia
espacio-temporalmente como respuesta al incremento o déficit de
recursos o por factores ambientales que determinan los patrones de
actividad de los microorganismos y su interaccion en la comunidad
(Samaritani y col., 2017). En los ecosistemas influenciados por pulsos de
entrada de recursos (agua, nutrientes) éstos se convierten en el principal
factor de la variacién estacional de la biomasa microbiana del suelo
(Wardle, 1998). El analisis de ordenacion realizado en este estudio
muestra que la estructura funcional de la comunidad microbiana varia en
el espacio y el tiempo, pero fueron las variaciones estacionales las que
tuvieron mayor impacto. Este resultado parece coincidir con lo planteado
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por Delong (2010) quien seniala que en los sistemas bajo perturbaciones
recurrentes, tales como los pulsos de inundacion, las dinamicas
temporales dominan los patrones de diversidad microbiana.

Los perfiles fisiologicos cambiaron de acuerdo a las variaciones de las
condiciones fisicoquimicas y disponibilidad de sustratos en cada posicién
del gradiente (Figura 2). Resultados similares fueron encontrados por
Samaritani y col. (2017) quienes reportan que la estacionalidad influye en
mayor medida la estructura de la comunidad microbiana, en relacion a las
variaciones espaciales a través de una planicie de inundacién restaurada.
Estos autores concluyen que la estacionalidad afect6 la disponibilidad de
carbono, y la humedad del suelo y contenido de nutrientes fue
heterogéneo en consecuencia, y por tanto la estructura comunitaria fue
variable espacio-temporalmente.

Miller y col. (2001) establecen que los suelos en las zonas elevadas de las
planicies de inundacién son mejor drenados y en consecuencia son menos
inundados que las zonas mas bajas asociadas. Esta condicion se cumple en
el gradiente de inundacion del Rio Mapire, donde las zonas MAX y MED de
textura arcillosa y ello les permite retener mas tiempo la humedad del suelo
y la materia organica (Langer y Rinklebe, 2009), mientras que las zonas
MIN y NF textura franco-arenosa, estan sometidas a condiciones abiéticas
diferentes, no sélo por la textura mas arenosa y menor retencion de
humedad, sino por encontrarse mas cercano al ecotono entre el bosque y la
sabana. En referencia a este gradiente edafico, Rosales (1988) determiné
que los cambios en la fertilidad del suelo definen el tipo de vegetacion que se
establece, identificando en el gradiente de inundacion del Rio Mapire dos
tipos de vegetacion, varzea e igap0, caracterizadas por mayor y menor
fertilidad respectivamente. Este estudio se realiz6 en el bosque de igapo,
donde la baja fertilidad del suelo y el caracter oligotréfico de las aguas de
inundacion (Vegas-Vilarrabia y Herrera, 1993) hacen de la planicie de
inundacion del Rio Mapire un ecosistema que podria considerarse como un
sistema cerrado en el cual, la cantidad de sedimentos transportada por el
Rio Mapire aun en épocas de descarga alta es muy baja como sugieren los
resultados de Vegas-Vilarrabia (1988). En este sistema los nutrientes son
reciclados constantemente, ya que entran al suelo en forma de hojarasca
durante la época seca (T1). Las plantas en este bosque pierden sus hojas
debido al estrés hidrico como un mecanismo adaptativo de la vegetacion
para evitar la excesiva transpiracion foliar (Fernandez y col., 1999). Esta
hojarasca es descompuesta por la comunidad microbiana del suelo, siendo
gran parte de estos nutrientes incorporados nuevamente a las plantas para
la formacién de hojas nuevas durante la entrada de lluvias. Los perfiles
fisiologicos de la comunidad microbiana durante la época seca se
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caracterizaron por el consumo de sustratos complejos tales como lignina,
celulosa, pectina y almidén principalmente, lo cual es consistente con el
proceso arriba explicado, pues estos sustratos constituyen elementos
estructurales de la hojarasca seca.

Trabajos previos han propuesto que la heterogeneidad del habitat es el
resultado de los cambios en la composicion de la comunidad vegetal,
explicando la variabilidad en la estructura de la comunidad microbiana
(Grayston y col.,, 2001; Balasooriya y col.,, 2008). Asimismo, algunas
especies de plantas favorecen la actividad de la biota del suelo que facilita la
descomposicion de sus propios residuos, al menos a pequenas escalas
espacio-temporales (Dennis y col, 2010), y los patrones sucesivos de la
comunidad microbiana seguira la sucesion de vegetaciéon a lo largo del
gradiente de inundaciéon y la calidad de la hojarasca (Balasooriya y col,
2008; Bardgett y Van der Putten, 2014). En ese respecto, Gutknecht y col.
(2006), Balasooriya y col. (2008), Yu y col. (2012) y Samaritani y col. (2017)
establecen que la vegetacion es uno de los factores que influyen en la
estructura de la comunidad microbiana a través de exudados radicales que
proveen carbono soluble para los microorganismos que habitan las
cercanias de las raices (Gutknecht y col., 2006; Samaritani y col., 2017).

Ademas se ha discutido que la disponibilidad de agua es un factor
importante que influye en la diversidad microbiana del suelo (Mentzer y col,
2000) y se determiné en este estudio que el contenido de humedad del suelo
vari6 significativamente de una época a otra en la planicie de inundacion (Tabla
1). De la misma manera en que la humedad del suelo aumento6 en T2, también
incremento el contenido de materia organica y la densidad de microorganismos.
El perfil fisiologico de las comunidades microbianas durante esta época se
caracterizo por el uso de sustratos simples y solubles tales como glucosa y
almidon (Figura 3), que coincide con la mayor disponibilidad de carbono en el
suelo, proveniente quiza de una mayor actividad de las raices y lisis de células
microbianas por shock osmoético producto del rehumedecimiento del suelo
(Balasooriya y col., 2008). En ese sentido, la estimulaciéon de microorganismos
capaces de utilizar azticares simples y aminoacidos sugiere que las plantas
pueden liberar compuestos de este tipo en sus rizésferas (Grayston y col., 2001;
Grayston y Campbell, 1996). Por otro lado, la actividad de nitratoreductasas
demuestra la importancia del metabolismo anaerobico de algunos
microorganismos durante esta época.

Asimismo, en esta época aumenté en el numero de morfotipos de
levaduras en todas las zonas del gradiente, resultado que coincide con lo
indicado por Allison y Treseder (2008) quienes sugieren que cuando ocurre
un cambio en la humedad del suelo, se reduce la capacidad competitiva de
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los hongos adaptados a la condicion anterior respecto a aquellos taxones
tolerantes a las nuevas condiciones. Las bajas tensiones de oxigeno pueden
influir en el desarrollo de hongos filamentosos, debido a que éstos
presentan un metabolismo estrictamente aer6bico (Morton, 2005)
favoreciéndose entonces la expresion de levaduras, cuyo metabolismo
fermentativo les permite adaptarse a las nuevas condiciones. Este patron
espacio-temporal de riqueza de morfotipos fungicos (Tabla 1) como
respuesta a los cambios estacionales en la planicie de inundacion,
coincide con los resultados de Kaisermann y col. (2015) y Lennon y col.
(2012) quienes determinaron que la comunidad fangica del suelo es
sensible a cambios de humedad, modificando rapidamente la composicion
de la comunidad entre estados de alto y bajo nivel de saturacion, debido a
la coexistencia de diferentes poblaciones de hongos ocupando distintos
nichos de humedad, con dominancia de aquellas mas tolerantes. Autores
como Gutknecht y col. (2006), Mentzer y col. (2006), Bossio y col. (2006),
Langer y Rinklebe (2009) y Unger y col. (2009) establecen que en suelos
inundados la actividad fangica es poco importante asi como su
participacion en la biogeoquimica en el ecosistema. Estas observaciones
difieren de los resultados de este trabajo, ya que se pudo determinar que la
densidad fungica no disminuy6 significativamente (Tabla 1) ni tampoco su
actividad fisiologica durante la época de mayor inundacion (T3). Los
perfiles de uso de sustratos sugieren que el compartimiento fungico de la
comunidad microbiana tiene una importante participacion en la
biogeoquimica del bosque, no encontrandose evidencia de que los cambios
en el contenido de humedad del suelo afecten el rendimiento metabdlico de
los hongos (Kaisermann y col,, 2015).

Durante la inundacién (T3) los perfiles fisiologicos determinados
mostraron mayor frecuencia de actividad de proteasas e hidrolisis de
peptonas, ambos sustratos asociados a la mineralizacion de nitrégeno, y
también asi como solubilizacion de fosforo, y mineralizacion de este elemento
por fitasas (Figura 3). El contenido de materia organica en el suelo disminuy6
significativamente en esta época (Tabla 1) quiza por degradacion microbiana,
o bien porque los nutrimentos fueron absorbidos por las raices de las plantas
y/o lixiviados (Montafio y col, 2013). El patron de uso de sustratos
encontrado responde a una disminucion en la cantidad y calidad de sustratos,
indicando que la disponibilidad de recursos podria estar activando
microorganismos con la capacidad enzimatica para mineralizar los nutrientes
limitantes. Estos resultados sugieren que la que la inundaciéon no afect6 los
procesos biogeoquimicos a los cuales los microorganismos estan asociados,
puesto que las comunidades microbianas en estas zonas estan adaptadas a
los pulsos anuales de inundacion, manteniéndose la actividad fisiologica del
componente microbiano en este ecosistema.
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Es interesante destacar que bajo la lamina de agua en la zona MAX se
encontraron ademas de las bacterias anaerébicas y levaduras, presencia
de bacterias aerobias y hongos filamentosos cuyo metabolismo es
estrictamente aerobio. Una explicacién para ello es que la vegetacion de la
zona presenta adaptaciones morfoloégicas para sobrevivir a la época de
inundacién prolongada, presentando en las ramas raices adventicias, que
permiten la respiracion de la planta en aquellas zonas donde la duracion
de la inundacién es mayor (Rosales, 1988). Esta estrategia de evasion para
la inundacion desarrollada por la vegetacion podria tener influencia en la
comunidad microbiana del suelo, ya que la respiracion de la planta, asi
como su metabolismo (fotosintesis) no es detenido durante la época
lluviosa debido a un cierre estomatico que ocurre durante esta época
(Fernandez., 2006). La contribuciéon de la respiracion de las raices a la
respiracion total del suelo puede oscilar entre 10 y 90% (Hanson y col.,
2000) y quiza la ventilacion radical podria mantener cierta condicion
aerdbica en la superficie del suelo inundado (Gutknecht y col.,, 2006),
facilitando la actividad de algunos hongos filamentosos y bacterias
aerdobicas durante la inundacién.

En este trabajo no se determino la diversidad de especies microbianas,
sino que se utilizé6 la estructura funcional (perfil fisiolégico) como un
estimador de la estructura de las comunidades microbianas. La variedad
de morfotipos fingicos encontrados, asi como los cambios significativos
en los patrones de utilizacién de sustratos entre sitios y épocas sugieren
que la hidrologia modificé la estructura de las comunidades microbianas,
en concordancia con lo encontrado por Moche y col (2015) cuyos
resultados apuntan a que la duraciéon de la inundacion afecta la
estructura comunitaria, resultado directamente relacionado con la
textura del suelo y la disponibilidad de carbono organico labil.

Después de una perturbacion, tal como la inundacion, la estructura de
la comunidad microbiana es modificada debido a que algunos grupos
microbianos son mas sensibles al cambio de las condiciones abidticas,
mientras que otras son favorecidas (Chowdhury y col.,, 2011) y a pesar de
ello, una comunidad puede presentar cambios en la diversidad
taxonomica y mantenerse estable en cuanto a la diversidad funcional
(Villéeger y col. 2010). Esta afirmacién podria estar sustentada con los
resultados encontrados, pues se determiné que la estructura comunitaria
es afectada por la estacionalidad, pero no se encontraron diferencias
significativas en los valores de indices de diversidad de sustratos (Figura
4). La relaciéon entre el habitat, procesos y estructura comunitaria es
extremadamente compleja, y conexiones directas son muy dificiles de
establecer (Bardgett y Van der Putten, 2014). La contribucién de los
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diferentes microorganismos a las funciones ecosistémicas no son
equitativas, y grupos particulares pueden mas sensibles a los cambios de
los parametros del suelo (Rasche y col, 2011) o pueden ser
funcionalmente redundantes (Pereira e Silva y col., 2012).

En ese sentido, la expresion de grupos funcionalmente idénticos en
diferentes épocas de muestreo (Tabla 2) indica patrones temporales que
evidencian sucesién de la comunidad microbiana como respuesta a
cambios en las variables fisicoquimicas como contenido de humedad del
suelo y variaciones en la cantidad y disponibilidad de sustratos (por
ejemplo, Tl y T3 en MAX; T2 y T3 en MED). La apertura de nichos
especificos en ciertas etapas del hidroperiodo trae como consecuencia
cambios en la estructura de la comunidad microbiana, sin embargo, la
presencia de grupos funcionalmente equivalentes garantizaria la estabilidad
funcional del sistema. La resiliencia después de la perturbacion es una
funcion de la estructura de la comunidad, la contribucién relativa de especies
sensibles y resistentes (Samaritani y col., 2017).

Peter y col. (2011) sugiere que existe un contexto-dependencia de
funciones especificas de ciertas especies que tiene influencia directa en la
redundancia multifuncional de la comunidad microbiana, como un efecto
simultaneo de la biodiversidad en el ecosistema. Entonces, cuando hay
mas de una especie con un papel ecolégico similar en un sistema, se
consideran funcionalmente redundantes, y pueden desempenar un papel
importante en garantizar la estabilidad del ecosistema cuando algunas
especies se pierden debido a cambios ambientales (Cérdoba-Tapia y
Zambrano, 2015).

Por otra parte, las equivalencias funcionales entre zonas adyacentes
indican que ocurre un intercambio de organismos entre las diferentes
zonas del gradiente por el movimiento de agua, de la lluvia y del rio en las
diferentes épocas de afo; desde la zona NF hacia la zona MAX en T2 y de la
zona MAX a MIN en T3 (Tabla 2), lo cual concuerda con la teoria de
conectividad hidrologica planteada por Ward y col. (1999) y Neiff (2004)
que implica flujos horizontales (agua, nutrientes, organismos) desde y
hacia el rio. Durante la fase positiva del pulso denominada potamofase,
las planicies adyacentes al rios estan cubiertos de agua de inundacion,
conectados con el curso del rio y recibiendo aportes de éste (agua,
nutrientes, esporas, etc.), mientras que durante la fase negativa del pulso
o sequia, denominada limnofase, se produce entonces un flujo de
materiales desde la planicie hasta el curso del rio. Este proceso, tiene
implicaciones importantes para los patrones de biodiversidad, debido al
papel que juega la conectividad hidrolégica en la estructuracion de los
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patrones sucesionales de las comunidades vegetales (Ward y col., 1999), y
como consecuencia, en las comunidades microbianas del suelo, pues aun
cuando cada zona del gradiente de inundacién tiene caracteristicas
fisicoquimicas y microbiolégicas particulares, la conectividad hidrolégica
entre ellos puede proporcionar una via importante para la dispersion
microbiana (Hullar y col., 2006; Argiroff y col., 2017). Estos resultados
sugieren que la hidrologia del sistema promueve la conectividad entre las
comunidades microbianas en las diferentes zonas en el gradiente de
inundacién, con importantes implicaciones en la biodiversidad de la
planicie de inundacion, entendiéndose que la funcionalidad del
ecosistema es un componente de ésta (Ward y col., 1999).

En conclusién, los patrones espaciales y temporales en la estructura
funcional de la comunidad microbiana cultivable encontrados en este
trabajo, parecen ser una respuesta a los cambios en las variables
fisicoquimicas del suelo. En ese sentido, se observo que las comunidades
microbianas se encuentran adaptadas a los pulsos anuales de inundacion
y sequia, por lo que los cambios temporales en la estructura funcional de
la comunidad microbiana fueron mas evidentes. La humedad del suelo es
un factor determinante en el crecimiento de bacterias y hongos, creando
condiciones adecuadas para el incremento de la densidad poblacional de
estos grupos microbianos, aunque la saturacion del suelo modifico la
estructura comunitaria. Sin embargo, se determin6é que los pulsos de
inundaciéon no afectaron negativamente la diversidad funcional, al
contrario se determiné que la hidrologia del sistema y la disponibilidad de
sustratos inducen cambios en la estructura comunitaria, mientras que la
redundancia funcional garantiza la continuidad de los procesos,
indicando que el ecosistema es altamente resiliente a las perturbaciones
anuales de inundacién y sequia.
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