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RESUMEN

El objetivo fue determinar la participacion de los microorganismos del suelo en los
procesos biogeoquimicos en una planicie de inundacién en el rio Mapire. Se colectaron
muestras en un hidroperiodo completo, mediante muestreo sistematico en 4 puntos con
diferente intensidad de la inundacién. Se determinaron variables fisicoquimicas y grupos
funcionales de microorganismos de interés. El perfil fisiologico de la comunidad
microbiana cultivable se caracterizo mediante pruebas bioquimicas. Un analisis de
PERMANOVA permiti6 diferenciar sitios y épocas. Las variables se asociaron a los ciclos
biogeoquimicos a través de analisis de redundancia. Se observaron patrones temporales en
las variables asociadas al ciclo del carbono y del nitrégeno. La dinamica del fésforo estuvo
determinada por solubilizacién microbiana, mineralizacién y su oclusiéon en minerales
ferrosos. Las complejas interacciones microbianas regulan los procesos biogeoquimicos,
interacciones dependientes de cambios fisicoquimicos del suelo a lo largo del hidroperiodo
ocasionados por las diferencias espaciales a lo largo del gradiente.
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comunidades microbianas cultivables, ciclos biogeoquimicos.

Keywords: seasonal soil changes, flood gradient, physiological profiles, cultivable microbial
communities, biogeochemical cycles.

INTRODUCCION

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 (Castro y col, 2010). Las
fluctuaciones del nivel freatico traen como consecuencia varias
condiciones de humedad del suelo, presentando zonas 6xicas y anodxicas,
en donde ocurren una amplia gama de procesos anaerdbicos y aerobicos

1II Simposio: Humedales, Agua, Biodiversidad” 18 y 19 de febrero de 2021 - Caracas, Venezuela.
Recibido: abril 2021
Aceptado: junio 2021


mailto:alejandra.zamora@gmail.com

ACTA BIOLOGICA VENEZUELICA VOL. 41(1)

que pueden llevar a la supresion y/o activacion de grupos microbianos
claves (p.e. denitrificadores, nitrificadores) en el ciclaje y disponibilidad de
nutrientes para la vegetacion riberena (Luo y col., 2020).

La evaluaciéon del uso 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;). Algunas investigaciones demuestran que éstos métodos
convencionales de microbiologia, combinados con un enfoque de ecologia de
comunidades permiten detectar cambios estructurales o funcionales de la
comunidad microbiana del suelo (Garau y col, 2007), como las que se
presentan en las planicies de inundacién, y cuya comprension es un requisito
previo para el manejo sostenible de este tipo de ecosistemas en el contexto de la
adaptacién y mitigaciéon del cambio climatico.

Debido al represamiento que produce el rio Orinoco, la desembocadura del
rio Mapire se transforma en un lago estacional, en donde las caracteristicas del
gradiente de inundacién estan claramente delimitados por la topografia y la
composicion floristica y estructura de la vegetacion riberenia (Chacén y col,
2008) y en donde todos estos factores pueden incidir en la actividad microbiana
y biogeoquimica de los suelos de la planicie de inundacién. Por esta razon, la
desembocadura del rio Mapire representa una oportunidad para evaluar los
cambios temporales y espaciales en la actividad microbiana y cémo las
variables del suelo influyen sobre ella.

Considerando el valor ecologico que la planicie de inundacién representa
para el ecosistema, asi como los servicios ambientales que ofrece como
humedal, este trabajo tuvo como objetivo destacar los procesos biogeoquimicos
en los cuales participan los microorganismos bacterianos y fingicos
heterotrdficos aislados en el gradiente de inundacién del rio Mapire a lo largo de
un hidroperiodo completo.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El sitio de estudio se encuentra al sur del estado
Anzoategui, Venezuela, en la planicie de inundacién del rio Mapire (7°44'N y
64°45'W). En esta zona ocurre la formacién de un lago de inundacién
estacional como consecuencia del represamiento de las aguas por el rio Orinoco,
lo que genera un lecho de inundacién perpendicular al cauce del rio, y donde se
puede delimitar claramente un gradiente de inundaciéon que depende de la
topografia del area. El estudio se realizo a lo largo de un hidroperiodo completo:
sequia (T1, Marzo 2009), inicio de lluvias (T2, Mayo 2009) e inundacién (T3,
Agosto 2009) en cuatro zonas del gradiente, delimitadas previamente por
Chacén y col. (2008): (i) zona baja (MAX), donde la profundidad de la lamina es
de 12 m durante ocho meses por afio desde mayo a diciembre, de textura
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arcillosa (54.2% arcilla, 23.3% limos y 22.5% arena); (ii) zona intermedia (MED),
donde la inundacién alcanza un maximo de cinco metros de profundidad
durante cinco meses al afio desde 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 sé6lo dos meses por afio desde julio a
septiembre, de textura franco-arcillo-arenosa (21.7% arcilla, 20.8% limos y
57.5% arena) y se incluydé una zona mas elevada topograficamente (NF), donde
en ninguna época del afio ocurre inundacién, 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 disefio muestral sistematico. Los puntos de muestreo se
arreglaron en tres transeptos perpendicular al margen del rio, separados por
1.5 m cada uno siguiendo el gradiente de la inundacién. 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). Las muestras fueron secadas
(excepto las muestras para la determinacion de humedad y aislamiento
microbiano) a temperatura ambiental, entre 26 a 28°C. Fueron pasadas por un
tamiz de apertura de malla de 10 mm y homogeneizadas a fin de tomar una
fraccién representativa para los diferentes analisis.

Analisis fisicoquimico del suelo. Se determiné el pH en una
proporcién suelo: agua 1:2.5, carbono organico total (Ct) y soluble (Cs),
fraccién ligera de la materia organica (Cja), nitrégeno total (Ny), i6nes
nitrato (NOs ) y amonio (NH4*), fosforo total (Py), fosforo disponible en
resina (Pg) de acuerdo a las metodologias descritas por Anderson e Ingram
(1993). Los iones de Fe(ll) se extrajeron con soluciéon de HC1 0,5N (Chao y
Zhou, 1983) y se cuantificaron mediante el método colorimétrico de la
ferrozina (Stookey, 1970).

Analisis microbiolégicos. El numero total de bacterias y hongos
cultivables se cuantifico como unidades formadoras de colonias (UFC) en
placas de agar tripticasa de soya para bacterias aerobias, agar tioglicolato para
bacterias anaerobias y agar malta para hongos por el método de diluciones
seriadas. Las placas se incubaron a 26 °C durante 24 h para bacteriasy 72 h
para hongos. Se utilizé un sistema GasPack para la incubacién de bacterias
anaerobicas. Un total de 30 cepas de bacterias aerdbicas y 30 cepas de
bacterias anaerébicas para cada zona de gradiente (10 cepas por estacion y
sitio) y todas las cepas de hongos morfolégicamente distintas (filamentosas y
levaduras) se aislaron aleatoriamente de cada testigo. La densidad de bacterias
sulfatoreductoras se determiné mediante el método indicado por Zamora y
Malaver (2012). La densidad de bacterias metanogénicas y reductoras de hierro
se cuantifico segin lo indicado en Fernandez y col (2006) y las bacterias
nitrificantes de acuerdo a Garassini (1962).
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La caracterizaciéon funcional de las comunidades microbianas se realizd 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) produccién de enzimas como ureasas, proteasas, fitasas, nitrato y
nitrito-reductasas (MacFaddin, 2004) y lipasas (Slifkin, 2000) y c) solubilizacién
de fosfatos (Pikovskaya, 1946). Los resultados se expresaron como frecuencias
de uso de cada sustrato (nimero de respuestas positivas) con respecto al
numero total de cepas.

Analisis estadistico. Se utilizo el 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 inundacién. Cada prueba se realizd 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. Para ello se uso el software PRIMER 6 &
PERMANOVA+ version 6.1.16. A partir de los valores de frecuencia de utilizacion de
cada sustrato se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP), a fin de
representar los patrones de actividad fisiologica de las comunidades microbianas en
las distintas zonas del gradiente durante las diferentes épocas del afio. Se realizo
también un analisis de redundancia canénica (RDA) para determinar la influencia
de las variables ambientales sobre las variables microbiologicas asociadas a los
ciclos de carbono, nitrégeno y fésforo. Para estos analisis se us6 el software
CANOCO version 4.56 (Braak y Smilauer, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de PERMANOVA indic6 diferencias significativas (p <0.05)
entre las zonas del gradiente y entre los periodos para las variables
fisicoquimicas y microbiolégicas (Tablas 1 y 2). La interacciéon entre las
estaciones y las zonas también fue significativa (p <0.05) tanto para las
variables fisicoquimicas como para las microbiolégicas. El factor temporal
tiene mayor relevancia que el espacial (Tabla 1), ya que la temporada
explico el 15.4% de la varianza de las condiciones fisicoquimicas del suelo,
la zona explicé el 9.3% de la varianza y el 62.2% de la varianza se explica
por la interacciéon de ambos factores. El analisis de PERMANOVA de las
variables microbiolégicas (Tabla 2) mostré que la estacion y la zona
explicaban igualmente la varianza (20,3% y 20,2%, respectivamente) y la
variabilidad restante se explica por una interacciéon de la estacién y la
zona. Los parametros fisicoquimicos del suelo afectan la actividad
microbiana de manera compleja, y las comunidades microbianas
responden a los cambios en el medio mientras mantienen su actividad
durante todo el hidroperiodo. Al respecto, Lowell y col. (2009) sugieren que
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la heterogeneidad del habitat en forma de diferencias espaciales en las
propiedades quimicas y el contenido de nutrientes en el suelo determina la
composiciéon de la comunidad microbiana en las llanuras aluviales.

Tabla 1. Analisis PERMANOVA de las variables fisicoquimicas del suelo en el gradiente de
inundacién.

Variable d.f. Ss PseudoF Pperm % CV

Epoca 2 1.97 x 10° 15.09 0.001 15.4%
Zona & 1.44 x 10° 785 0.001 9.26%
Epoca x Zona 6 5.97 x 10° 15.23 0.001 62.22%
Residuales 24 1.57 x 10° 13.12%
Total 35 1.09 x 10°

d.f. grados de libertad. SS suma de cuadrados. PseudoF estadistico-F permutado. Pperm, valor de P permutado. %CV,
coeficiente de variacion porcentual.

Tabla 2. Analisis PERMANOVA de las variables microbiolégicas del suelo en el gradiente de
inundacion.

Variable d.f. Ss PseudoF Pperm % CV

Epoca 2 23877 205.99 0.001 20.33%
Zona 3 26745 153.82 0.001 20.2%

Epoca x Zona 6 51445 147.94 0.001 58.28%
Residuales 24 1391 1.19%
Total 35 1.03 x 10°

d.f. grados de libertad. SS suma de cuadrados. PseudoF estadistico-F permutado. Pperm, valor de P permutado. %CV,
coeficiente de variaciéon porcentual.

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). El analisis de ordenacién realizado en este estudio
(Figura 1) 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 coincide con
lo planteado por Delong (2010) quien sefialé que en sistemas bajo
perturbaciones recurrentes, tales como los pulsos de inundacién, las
dinamicas temporales dominan los patrones de diversidad microbiana.
Los perfiles fisiolégicos cambiaron de acuerdo a las variaciones de las
condiciones fisicoquimicas y disponibilidad de sustratos en cada posicién
a lo largo del gradiente (Figura 1). Resultados similares fueron
encontrados por Samaritani y col (2017) quienes reportaron que la
estacionalidad influye en mayor medida la estructura de la comunidad
microbiana, en relacién a las variaciones espaciales a través de una
planicie de inundacion restaurada. Estos autores concluyen que la
estacionalidad afect6 la disponibilidad de carbono, la humedad del suelo y
en consecuencia contenido de nutrientes fue heterogéneo, y por tanto la
estructura comunitaria fue variable espacial y temporalmente.
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Figura 1. Analisis de Componentes Principales de los patrones de utilizacién de sustratos de
comunidades microbianas 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. inundacién. 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. degradacién de celulosa. Lig. degradacién de lignina. Qui.
degradacion 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.
solubilizacion de fosfatos. Po. actividad de fitasas.

El analisis de redundancia de las variables asociadas al ciclo del
carbono (Figura 2A), muestra un patron temporal en la expresiéon de los
grupos funcionales degradadores de polisacaridos asociados a un
incremento de las fracciones de carbono durante T2, cambiando el patrén
de uso de sustratos en las otras épocas del afio. En ese sentido Wilson y
col. (2011) indicaron que un efecto de los pulsos de inundacion es el
incremento en la materia organica que estimula la actividad microbiana.
El aumento en el carbono organico disponible durante T2 se atribuye al
aumento de la biomasa microbiana y la actividad como consecuencia del
cambio en la humedad del suelo, el lavado de nutrientes de la hojarasca,
asi como la lisis de las células microbianas por el choque osmético
causado por la rehumedecimiento del suelo (Ou y col 2019), lo que
incrementa los gremios microbianos asociados con la mineralizacion de
los sustratos disponibles. El aumento en el N; y NO3 se asocié con la
expresion de grupos proteoliticos, peptinoliticos, denitrificadores en las
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zonas mas bajas del gradiente, MAX y MED (Figura 2B), mientras que las
zonas MIN y NF se caracterizaron por un mayor contenido de NH4, y esta
variable se asocié con la densidad de bacterias anaerdbicas y con grupos
con actividad de nitrato-reductasas, y en menor medida con la densidad
de bacterias nitratadoras, siguiendo un aparente patrén espacial. Los
resultados coinciden con lo reportado por Bei y col. (2020) quienes
encontraron que las zonas mas frecuentemente inundadas o que
permanecen mayor tiempo bajo la lamina de agua tienden a acumular
mayor concentraciéon de N; debido a que estos suelos presentan mejores
condiciones hidrolégicas. En ese sentido, Shrestha (2012) mostraron que
la mineralizacién de N es el proceso limitante en el ciclo, por lo que el NH4*
se moviliza rapidamente, mientras que el NOz se acumula mas tiempo
debido a las condiciones aerobias predominantes.
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Figura 2. Analisis de Redundancia (triplot) de la relacién entre los patrones de utilizacién de
sustratos de comunidades microbianas y las variables fisicoquimicas del suelo asociados al ciclo
del carbono (A), nitrégeno (B) y fésforo (C) en el gradiente de inundacion. MAX. zona maxima
inundaciéon. MED. zona de inundacién media. MIN. zona de minima inundacién. NF. zona no
inundada. T1. sequia. T2. inicio de lluvias. T3. inundaciéon. Dens AE, densidad de bacterias
aerdbicas. Dens AN, densidad de bacterias anaerébicas. Dens H, densidad de hongos. DensFer,
densidad de bacterias ferrosas. DensBSR, densidad de bacterias sulfatoreductoras. DensNitra,
densidad de bacterias nitrificantes. DensMet, densidad de bacterias metanogénicas. Glu,
degradacion de glucosa, Pep, degradacion de peptonas. Ami, hidrélisis de almidén. Pec,
degradacion de pectina. Cel, degradacion de celulosa. Lig, degradaciéon de lignina. Qui,
degradacion de quitina. Prot, degradacién de proteinas (proteinasas). Lip, degradacion de lipidos
(lipasas). NO2, reduccion de nitratos a nitritos (nitrato reductasas). N2, denitrificacién (nitrito
reductasas). Ure, degradacion de urea (ureasas). Pi, solubilizacién de fosfatos. Po, degradacion
de fésforo organico (fitinasas). Ct, carbono total. Cs, carbono soluble. Nt, nitrégeno total. NO3,
nitrato. NH4, amonio. Pt, fésforo total. Pd, fésforo disponible. Fe(Il), cationes ferrosos.
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Finalmente, el analisis canénico de las variables abidticas y
microbiolégicas relacionadas con el ciclo del fosforo indica un patron
espacial de las variables (Figura 2C), mostrando que el fésforo total es
mayor en zonas mas arcillosas (MAX Y MED), correlacionado al contenido
de iones Fe(ll) y mayor densidad de bacterias de bacterias ferrosas y
sulfatoreductoras, aerdbicas y hongos. Mientras que las zonas mejor
drenadas (MIN y NF) el contenido de fésforo disponible fue mayor,
asociado con mayor frecuencia de grupos de solubilizadores de fosfatos y
mineralizadores de fosforo organico, asi como mayor densidad de
bacterias anaerobias. Chacén y col. (2008) plantearon que el pool
geoquimico de P en la planicie de inundacién del rio Mapire se encuentra
asociado a los minerales de Fe(Ill), y que éste es liberado por reduccion
microbiana. Esta hipotesis puede estar respaldada por nuestros
resultados, que indican que la actividad microbiana, particularmente
anaerobica esta relacionada con la concentracién de Pq en el suelo.

CONCLUSIONES

Los procesos biogeoquimicos en la planicie de inundacién estan sujetos a
complejas interacciones microbianas, determinadas principalmente por
cambios fisicoquimicos del suelo a lo largo del hidroperiodo ocasionados por las
diferencias espaciales a lo largo del gradiente. Los perfiles fisiolégicos
cambiaron de acuerdo a las variaciones de las condiciones fisicoquimicas
y disponibilidad de sustratos en cada posicion del gradiente. Se concluye
concluyen que la estacionalidad afecté el contenido de carbono, nitrégeno y fosforo,
y por tanto la estructura comunitaria fue variable espacio-temporalmente.
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