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Resumen

Se estudi6 la estructura de las comunidades bacterianas heterotroéficas de suelos cultiva-
dos con Psidium guajava L. (guayaba) y suelos control (no cultivados) desde el punto de vista
morfoldégico y funcional para relacionarlos con las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos,
con el objetivo de evaluar la diversidad funcional bacteriana. La determinacion de las activida-
des funcionales de los aislados se evalué a través de la actividad proteolitica, sacarolitica, ami-
lolitica, celulolitica, lipolitica, desoxirribonucleasay produccion de H,S. El grupo bacteriologico
morfofuncional predominante fue el de los bacilos Gram positivos. En ambos suelos predomi-
naron las actividades sacaroliticas y amiloliticas, encontrando diferencias significativas en la
actividad celulolitica (p< 0,01). El analisis de Cluster revelo la presencia de 50 grupos funciona-
les diferentes, siendo las especies exclusivas equivalentes en ambos suelos. No se encontraron
diferencias en el indice de diversidad, equidad y riqueza en los suelos (p> 0,05). Se establecio
una correlacion significativa entre los niveles de humedad y las especies funcionales mas nu-
merosas. La similitud en la diversidad funcional de las bacterias aisladas de ambos suelos, se
debe a la similitud en sus caracteristicas fisicoquimicas.
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Functional diversity of bacteria presents in a cultivated
soil with guava (Psidium guajava L.)

Abstract

The structure of the heterotrophic bacterial communities in cultivated soils was determi-
ned in Psidium guagjava L. (guava) cultivated and control soils regarding morphological and
functional parameters to relate them with the soil physiochemical characteristics, with the ob-
jective to study the bacterial functional diversity. The determining of bacterial functional activi-
ties in isolates such as: proteolytic, saccharolytic, amilolytic, cellulolytic, lipolytic, desoxyrribo-
nuclease and production of H,S were evaluated. The predominating morphofunctional bacterio-
logic group was Gram positive bacilli. In both soils the predominant functional activities were
saccharolytic and amilolytic, with significant differences in cellulolytic activity (p<0.01). Clus-
ter’s analysis revealed the existence of fifty different functional groups in both soils, being equi-

* Autor para la correspondencia. E-mail: laugeny@yahoo.com.

Scientific Journal of the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 15 N° 4, October-December 2007



L. Diaz-Borrego et al. / Ciencia Vol. 15, N2 4 (2007) 388 - 397

389

valent in exclusive species. No statistical differences were found in the diversity index, equity
and soils richness (p <0.05). A significant correlation was established between the levels of hu-
midity and the functional most numerous species. Similar functional activities of isolated bac-
teria in both soils is due to similar physiochemical properties.

Key words: Bacteria; cultivated soil; functional diversity; Psidium guajava L.

Introduccion

El término suelo se refiere a la seccion
exterior, poco compacta, de la superficie te-
rrestre. Es la region en la que se sustenta la
vida vegetal y de la cual las plantas obtienen
soporte mecanico y muchos de sus nutrien-
tes (1). Esta formado principalmente por
cinco componentes: materia mineral, agua,
aire, materia organica y organismos vivos;
sus caracteristicas fisicoquimicas determi-
nan la naturaleza del medio en el cual se en-
cuentran los microorganismos, afectando la
composicion de las comunidades microsco-
picas, tanto cuantitativa como cualitativa-
mente (1, 2).

Los organismos del suelo participan en
el ciclo del carbono, regulacion del reciclaje,
disponibilidad de los nutrientes para las
plantas, mezcla de materiales inorganicos
para generar agregados en el suelo, aumen-
to del agua de infiltraciéon para reducir las
pérdidas por erosion, interacciéon con micro-
organismos patogenos o beneficiosos, y en
la descomposicion de muchos contaminan-
tes nocivos para el suelo (3).

La diversidad bioldgica de las especies
es crucial para el mantenimiento de los eco-
sistemas, y comprende tres elementos inte-
rrelacionados: diversidad taxonémica, di-
versidad genética y diversidad funcional;
ésta ultima entendida como el numero, tipo,
actividades y tasa a las cuales son utilizados
una serie de sustratos por las comunidades
microbianas (4, 5).

El objetivo de este trabajo fue estimar
la diversidad funcional de las comunidades
bacterianas heterotroficas aerébicas pre-
sentes en muestras de un suelo cultivado

con guayaba, en relacion con sus caracteris-
ticas fisicoquimicas.

Materiales y Métodos

Area de estudio

Las muestras fueron tomadas de un
suelo cultivado con guayaba (Psidium guaja-
va L.) y suelo sin perturbar (control) de la
granja agricola “La Guayaba®, ubicada en el
Municipio Jesus Enrique Lossada (Estado
Zulia), Kilometro 18 Via Palito Blanco. Perte-
nece a la Estacion Campo de Pozos y se ubi-
ca a una Latitud Norte de 10°32732’, una
longitud de 71°42727’ y una altitud de 55
msnm. Presenta un clima semi-arido, con
una precipitacion media anual de 437,1
mm, una evaporacion media anual de 2.469
mm, y una temperatura media anual de
28,6°C. El periodo lluvioso se ubica entre los
meses de Octubre a Diciembre y el periodo
seco entre los meses de Enero hasta Noviem-
bre.

Los suelos muestreados pertenecen al
suborden Aridisoils, cuyos horizontes pedo-
génicos son pobres en materia organica y
permanecen secos durante mas de seis me-
ses al ano. El suelo control presenta una ve-
getacion escasa conformada principalmente
por malezas entre las cuales se encuentran
Portulaca oleracea (Verdolaga) y Cenchrus
spp- (Cadillo bobo). El suelo cultivado esta
sembrado con plantas de guayaba de cinco
anos de longevidad. El sistema de riego utili-
zado para mantener las cosechas es por mi-
croaspersion, y las plantaciones son regadas
diariamente. El fertilizante utilizado esta
constituido por urea al 46%, aplicado espo-
radicamente cada 4 a 6 meses. Los pestici-
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das son aplicados escasamente de acuerdo
a las necesidades.

Caracteristicas fisicoquimicas
de los suelos

Tanto el suelo cultivado como el control
estan clasificados como suelos franco-areno-
sos, con una elevada tasa de reciclaje de nu-
trientes y una baja retencion de agua. La tem-
peratura en ambos favorece el crecimiento de
microorganismos mesofilos, el pH de acido a
neutro favorece la actividad microbiana. La
conductividad eléctrica es baja (0,08-0,10
mS/cm) influyendo en una disminucion en la
concentracion de cationes Na’, K', Mg®, Ca™.
El contenido de materia organica es bajo
(0,40-0,49%) contribuyendo a una rapida re-
mocion por parte de los microorganismos. Los
niveles de nitrégeno y foésforo son bajos, con
una relacion C:N:P para el suelo cultivado de
12:1:0,01 y de 16:1: 0,001 para el control, ca-
talogandose como suelos muy erosionados,
con bajo contenido de materia organica y nu-
trientes. Las diferencias entre ambos suelos
solo se encuentran en la temperatura, pH y
humedad (6) (Tabla 1).

Muestreos

Se realizaron tres muestreos intensivos
durante el periodo de lluvias (octubre, no-
viembre y diciembre de 1997). En cada
muestreo se tomaron 32 muestras en total,
de las cuales 20 correspondieron al suelo
cultivado y 12 al suelo control.

La toma de las muestras se realizo al
azar tratando de cubrir la mayor area de es-
tudio posible. Cada punto a muestrear fue
limpiado con ayuda de una espatula para
eliminar restos de maleza, guardando una
distancia de un metro aproximadamente a
partir del tronco de la planta, con la finalidad
de no interferir con las raices de la misma, la
cual lleva intrinseca una gran carga bacte-
riana (rizésfera) (7).

Cada punto de muestreo se abordé con
un barreno tomando los primeros 10 centi-
metros de profundidad (zona de mayor acti-
vidad biologica). Los utensilios utilizados
durante esta parte del muestreo estaban de-
sinfectados con una solucién de hipoclorito
de sodio al 5% v/v y GERDEX, antes y des-
pués de cada perforacion.

Las muestras de suelo se colocaron en
bolsas con cierre hermético (previa rotula-
cioén) para ser refrigeradas a 4°C en una cava

Tabla 1
Valores de las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos

Variable

Suelo Cultivado Suelo Control

Temperatura (°C)

pH

Humedad (%)

Conductividad (mS/cm)

Materia organica (%)

Nitrégeno organico (%)

Fosforo aprovechable (ppm)

Sodio (Na') intercambiable (meq/100 g)
Calcio (Ca") intercambiable (meq/100 g)
Magnesio (Mg™) intercambiable (meq/100 g)

31,35 39,18*
6,76 6,33*
2,69 0,21*
0,08 0,10
0,40 0,49
0,02 0,02
2,48 3,85
0,48 0,49
0,011 0,014
0,016 0,014

*Valor de p significativo.
Fuente: Diaz y Soto (6).
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con hielo y trasladadas al laboratorio para
su analisis.

Analisis microbiolégico

Cuantificacion de bacterias
heterotroficas aerébicas

Se empleo el método de dilucion en pla-
cas (8), suspendiendo 25 g de suelo en solu-
cion salina al 0,85% (base 10) y sembrando
0,1 mL del sobrenadante en placas de agar
nutritivo, realizando un barrido con espatu-
la Drigalsky. Las placas se incubaron en
condiciones aerdbicas por 24 a 48 horas a
30°C. Las colonias crecidas se cuantificaron
con un Contador de Colonias (Quebec) en
aquellas placas que contenian de 30 a 300
colonias. Los resultados se expresaron
como Unidades Formadoras de Colonias por
gramo de suelo (UFC/g).

Aislamiento y caracterizacién
de las cepas bacterianas

Se repico un total de 20 colonias al azar
por muestra utilizando una tabla de nime-
ros aleatorios. Una vez aisladas, a estas co-
lonias se le realiz6 una caracterizaciéon ma-
cro y micromorfolégica para luego ser sem-
bradas en tubos de agar conservacion por
24 a 48 horas a 30°C. La caracterizacion
macromorfolégica de las colonias se realizo
tomando en consideracion los siguientes as-
pectos : borde o margen de la colonia, eleva-
cion, forma, opacidad, cromogénesis, tama-
no (en milimetros) y superficie de la colonia;
y la caracterizacion microscopica mediante
tincion de Gram para observar la forma, afi-
nidad tintorial, y agrupacion o arreglo de las
bacterias (9).

Determinacion de la actividad
funcional de las bacterias aisladas
(produccién de exoenzimas)

Previa realizacion de las pruebas co-
rrespondientes a esta parte, las cepas fue-
ron activadas en caldo nutritivo por 24 a
48 horas a 30°C, para garantizar el 6ptimo
de crecimiento y actividad fisiolégica para

la utilizacion de diferentes substratos or-
ganicos.

La actividad proteolitica se evalué por la
siembra de las cepas aisladas en gelatina nu-
tritiva (10). La produccion de H,S por las bac-
terias se evalu6 en agar TSI (tres azucares y
hierro) (10). La actividad sacarolitica en azu-
cares simples se realizo en agar base rojo de
fenol con los siguientes azucares al 1%: glu-
cosa, lactosa o sacarosa (11). La actividad ce-
lulolitica se evalu6 segun Hankin y Anagnos-
takis (12); mientras que la actividad amiloliti-
ca se evalu6 por la siembra de las bacterias
en agar nutriente con almidén al 0,2% (10).
La actividad lipolitica se realiz6 segun Sierra
(13) con aceite de maiz o tween 80 como fuen-
te de lipidos; y la actividad desoxirribonu-
cleasa se evalu6 por la siembra de las cepas
aisladas en agar ADN (10). Como controles
para cada prueba, se emplearon cepas ATCC
y cepas de la Coleccion “Anibal Zaindemberg”
(Facultad Experimental de Ciencias de la
Universidad del Zulia).

Analisis Estadistico

Se aplico la prueba de t-studenty de Wil-
coxon para comparacion de dos medias, y de
correlacion de Pearson con un nivel de signi-
ficancia del 95%, con el programa Statistica
for Windows ver 4.3. Se realiz6 un analisis de
cluster y se estimo6 el indice de diversidad
(Shannon-Weaver, H'), indice de equidad (E) y
riqueza mediante el programa NTSYST.

Resultados y Discusion

Cuantificacion y caracterizacion
de bacterias del suelo

El promedio de los recuentos bacteria-
nos en el suelo cultivado fue de 4,2 x 10"
UFC/gy en el control de 1,84 x 10" UFC/g,
sin diferencias significativas (p>0,05). Se lo-
gro el aislamiento de 509 cepas bacterianas
de las cuales 356 (69,94%) provinieron del
suelo cultivado y 153 (30,06%) del suelo
control.

El orden de aparicion de los grupos mor-
folégicos bacterianos para el suelo cultivado y
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control fue de bacilos Gram positivos (89,88%
y 82,35%), cocos Gram positivos (8,68% y
16,99%) y bacilos Gram negativos (1,40% y
0,65%), respectivamente. El predominio de
los bacilos Gram positivos en relacion al resto
de los grupos morfolégicos coincide con lo re-
portado por Antia (11), quien establece que en
los suelos predominan los bacilos esporula-
dos, adaptados para resistir a las condiciones
adversas de los suelos.

Actividades funcionales de las bacterias

EnlaTabla 2 se representan los valores
de las actividades funcionales de las cepas
aisladas a partir de ambos suelos. Para los
dos suelos, la actividad fisiol6gica predomi-
nante fue la fermentacion de azucares sim-
ples e hidrolisis del almidon; lo que se expli-
ca porque estas moléculas son las mas faci-
les de degradar debido a su alta solubilidad
en agua, siendo mas accesibles al ataque
enzimatico (1, 7). Ivleva et al. (14) establecen
que en los suelos bajo control en la fertiliza-
cion e irrigacion, se incrementan los niveles
de mineralizacion de sustancias hidroliza-
bles, incluyendo aquellas solubles en agua
como los azucares.

No se encontraron diferencias significa-
tivas en ambos suelos en la mayoria de las
actividades funcionales. Solo se encontra-
ron diferencias altamente significativas en la
actividad celulolitica, la cual fue mayor en el
suelo cultivado (Z=2,5887; p<0,01). En el
suelo cultivado la adicion de fertilizantes con
nitréogeno inorganico condiciona a un au-
mento de la descomposicion de la celulosa;
ademas, en las gramineas (predominantes
en el suelo control), la celulosa so6lo repre-
senta un 15% del peso seco, mientras que en
las plantas lefiosas como la guayaba, este
contenido de celulosa representa un 50% del
peso seco de la planta (1).

No se encontraron diferencias significa-
tivas en los valores correspondientes a las ac-
tividades lipoliticas sobre tween 80 y aceite de
maiz, en ambos suelos. Esto se debe a que
ambos lipidos a pesar de tener diferente na-
turaleza, estan constituidos por los mismos
acidos grasos: acido linoléico (mayor propor-
cion), oléico, palmitico y estearico (15).

Grupos funcionales bacterianos

Tabla 2
Valores de las actividades funcionales de las cepas bacterianas (Prueba de Wilcoxon)

Actividad funcional

Porcentaje (%)
suelo cultivado

Porcentaje (%)
suelo control

Valor de Z Valor de p

Proteolitica (GEL) 57,27
Produccion de H,S (H2S) 0,09
Sacarolitica de glucosa (GLU) 86,50
Sacarolitica de sacarosa (SAC) 68,25
Sacarolitica de lactosa (LAC) 10,62
Celulolitica (CEL) 46,31
Amilolitica (ALM) 57,36
Lipolitica de Tween 80 (T80) 52,48
Lipolitica de aceite de maiz (MAI) 40,42
Desoxirribonucleasa (ADN) 15,24

46,38 1,5689 0,1166
0,05 0,9128 0,5829
90 0,5491 0,5829
63,36 1,0198 0,3078
15,15 0,2548 0,7988
27,35 2,5887 0,0096*
56,81 0,2353 0,8139
44,04 0,4706 0,6378
40,92 0,2353 0,8139
7,37 1,8671 0,061

*Valor de p significativo.
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A un nivel del 80% de similitud, el ana-
lisis de cluster reflejo la conformacion de 50
grupos fisiolégicos bacterianos (Tabla 3).

Para el suelo cultivado se encontraron
diecinueve grupos funcionales exclusivos
(N° 3, 4, 5, 8, 13, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 36,
37, 38, 40, 44, 47, 48 y 49); mientras que
para el suelo no cultivado se encontraron
solamente siete grupos (N° 15, 17, 39, 41,
43, 46 y 50). También se encontraron varios
grupos funcionales idénticos a un 100% de
similitud, tanto para cada tipo de suelo,
como para ambos suelos; representados en
los grupos N° 1, 2, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 18,
19,21, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 33, 37,42y 44
(Tabla 3).

Es posible que la mayoria de las bacte-
rias que se encuentran en el suelo control
formen parte de la microflora autéctona del
suelo, dedicada a la degradaciéon de biomo-
léculas complejas (estrategas K), mientras
que las del suelo cultivado pertenecen, en su
mayoria, a la microflora residente (estrate-
gas R), cuya permanencia depende de su ca-
pacidad para utilizar ciertos sustratos (1, 7).

La presencia de grupos equivalentes en
ambos suelos le confiere estabilidad a la co-
munidad bacteriana al mantener la activi-
dad degradativa sobre la materia organica.
Esto garantiza que las comunidades bacte-
rianas sean capaces de mantener el flujo de
nutrientes en dichos ecosistemas.

Las especies funcionales 18, 19 y 24
fueron las mas importantes, dictado por el
numero cuantioso de aislamientos, con pre-
dominio de cepas con actividad sacarolitica
(azucares simples), amilolitica, lipolitica y
celulolitica.

En lo que respecta a la aparicion de
grupos multifuncionales, se encontré que
de los 50 grupos evaluados, 12 grupos exhi-
bieron al menos 2 actividades fisiologicas di-
ferentes, 5 grupos realizaron 3 actividades,
9 grupos evidenciaron 4 funciones, y 5 gru-

pos realizaron al menos 5 actividades fun-
cionales. Estas especies multifuncionales
son de gran importancia para los suelos de-
bido a su versatilidad en el consumo de di-
versos sustratos.

Diversidad, equidad y riqueza
de las especies funcionales

Se obtuvo un H™ que oscil6 entre 0,66 y
1,096 para el suelo cultivado y entre 0,594 y
1,056 para el suelo control, sin diferencias
significativas (&= 1,3546; p>0,05). Estos ran-
gos similares de diversidad se deben a que
no existen diferencias significativas en los
parametros fisicoquimicos del suelo. Sin
embargo, pueden existir factores que actian
a pequena escala que condicionan la exis-
tencia de estas especies o que las mantiene
el efecto “planta”.

Antia (11) report6é un H™ de 0,305 para
comunidades bacterianas de suelos cultiva-
dos con heno y de 0,286 para suelos contro-
les, los cuales son menores que los obteni-
dos en este trabajo. Mientras que Tam et al.
(16) encontraron indices de diversidad en la
rizosfera de las plantas mayor que en el sue-
lo (H= 3,023y 2,770). Esto puede deberse a
diferencias en las zonas geograficas y tipos
de cultivos utilizados por ambos autores.

Los indices de equidad (E) oscilaron en-
tre 0,858 y 0,957 para el suelo cultivado y
entre 0,804 y 0,898 para el control, sin dife-
rencias significativas (¢ -0,2010; p>0,05),
presumiendo que las especies se distribuyen
de forma homogénea en ambos suelos.

El numero de especies (riqueza) por
muestra en el suelo cultivado oscil6 entre 6y
14; mientras que para el suelo control oscilo
entre 4 y 12, sin diferencias significativas
(t= 1,5664; p> 0,05).

Se estableci6 una correlacion positiva
altamente significativa entre el indice de di-
versidad y la riqueza de especies de ambos
suelos (=0,940, p<0,01). Esta se explica por-
que ambos son parametros colineares, pues-
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to que al incrementar el numero de especies
aumenta la diversidad funcional de éstas.

Correlacion entre las especies
funcionales y los parametros
fisicoquimicos

Se establecieron correlaciones entre
las especies funcionales mas numerosas (N°
18,19 y 24) con los parametros fisicoquimi-
cos, encontrando que la humedad fue el fac-
tor que aparentemente influyé mas en sus
actividades funcionales (r=0,4565, p<0,01 ;
r=0,4169, p<0,05 ; r=0,4603, p<0,01), res-
pectivamente. Esto es sustentado por algu-
nos autores quienes establecen que la hu-
medad ejerce una influencia positiva al au-
mentar la descomposicion de biomoléculas,
especialmente aquellas estructuralmente
complejas (17, 18).

Elpunto critico de la diversidad funcio-
nal radica en que para que se mantenga una
determinada funcién en el ecosistema se re-
quiere de un minimo de organismos para de-
sarrollar las interrelaciones que median el
flujo de energia, el reciclaje de los elementos
y los patrones espaciales y temporales de la
vegetacion. Ademas, se conoce que esta
composicion de organismos varia con las
condiciones ambientales en las que opera el
sistema (19).

Conclusiones

La similitud en las caracteristicas fisi-
coquimicas de los suelos estan influencia-
das por el tipo de cultivo perenne estableci-
do y las escasas fertilizaciones. La diversi-
dad funcional bacteriana de ambos suelos
es parecida, lo que evidencia la similitud en
los indices de diversidad, riqueza y equidad
de las especies funcionales.
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