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RESUMEN

on este estudio se buscé describir la com-

posicién de las comunidades bacterianas do-

minantes del suelo de dos bosques himedos
tropicales (B1 y B2) poco intervenidos del departa-
mento de Caquetd que presentan una composicion
floristica diferente. La composicién de la comunidad
bacteriana se llevé a cabo utilizando como estrate-
gia independiente de cultivo la generacién de dos
bibliotecas de clones del 16S ARNr de organismos
del dominio Bacteria y como estrategia dependiente
de cultivo la realizacién de medios suplementados
con celulosa y xilano, dos polisacaridos derivados del
componente estructural de las plantas. En los dos
suelos de bosques se detecté predominio de los Fila
Acidobacteria y Proteobacteria (Ab(a, Beta, Gamma y Del-
ta-Proteobacteria), seguidos de Actinobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Planctomycetesy Cb]org(]exi.
Aunque no se encontraron diferencias significativas
(p = 0,18) entre la composicién de las comunidades
microbianas en los suelos de B1 y B2, si se obser-
varon diferencias relacionadas con la presencia del
Filum Planctomycetes el cual solo estuvo presente en
B1 y con los Fila Verrucomicrobia y Bacteroidetes que solo

se encontraron en B2.A su vez los enriquecimientos

de cultivo favorecieron el aislamiento de microor-
ganismos de los géneros Mesorhizobium, Rhizobium,
Burkholderia y Pseudomonas, los cuales también fueron
reportados en las bibliotecas de clones y se caracte-
rizan por su importancia en los ciclos del carbono,

nitrégeno y fésforo.

Palabras clave

Inventarios taxonémicos, diversidad bacteriana, bos-

que hiimedo tropical, biblioteca de clones.

ABSTRACT

The composition of the main bacteria communities
in soils from two well preserved tropical rainforest
from the state of Caquetd-Colombia with different
vegetation composition, were investigated using
clone libraries of 16S rRNA genes and culture me-
dia amended with cellulose and xylane, two polysac-
charides derived from the structural components
of plants. In the two forests studied, Bacteria com-
munity was dominated by Acidobacteria and Proteobacteria
(Alfa, Beta, Gamma and Delta-Proteobacteria), followed
by Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Verrucomicro-

bia, Planctomycetes and Chloroflexi. Although no signiﬁ—
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cant differences (p =0.18) between the composition
of microbial communities in soils Bland B2 were
found, there were differences related to the presence
of the phylum Planctomycetes which was only observed
in B1 and Verrucomicrobia and Bacteroidetes which were
observed only in B2. Phylogenetic analysis indicated
that most of the bacterial isolates were related to
the genera Mesorhizobium, Rhizobium, Burkholderia and
Pseudomonas, which are important groups in the car-

bon, nitrogen and phosphorous cycles.

Keywords

Taxonomic inventory, bacteria diversity, tropical rain-

forest, clone library.

INTRODUCCION

El departamento de Caqueta, situado al noroeste de
la Amazonia colombiana, cuenta con una superficie
de 88.965 km?2, lo cual representa un 18,7% de la
Amazonia colombiana. El 29,6% son de bosque pri-
mario y 42,7% de bosque secundario (Gobernacién
de Caquetd, 2012).

En la actualidad los bosques de Caqueta son afecta-
dos por procesos de deforestacion, debido a activi-
dades extensivas como la ganaderfa, cultivos con fi-
nes agricolas e ilicitos y la explotacién de los recursos
maderables sin control por parte de las autoridades
competentes. Esta deforestacién ha causado mayor
susceptibilidad a incendios forestales, cambio climati-
co, empobrecimiento de los suelos por la pérdida de
nutrientes, pérdida de biodiversidad y cambios en la
composicién y estructura de comunidades microbia-
nas del suelo (da C Jests et al. 2009).

Los microorganismos al igual que la fauna y flora se
encuentran expuestos a las mismas fuerzas y condi-
ciones que amenazan actualmente su diversidad, por
lo que un inventario sistematico sobre diversos pun-
tos de la geografia nacional, especificamente en regio-
nes poco exploradas como la Amazonia colombiana,
permitira generar pautas para la conservacién y uso
sostenible de este valioso recurso genético, teniendo
en cuenta que los microorganismos hacen posible la

conexién a manera de red de toda forma animal y

vegetal en el planeta; ya sea sirviendo a la plantas en la
captura de nutrientes en sus raices o a los animales en
la descomposicién interna de los alimentos. En gene-
ral, la vida microbiana regula y mantiene los procesos
geofisiolégicos del planeta haciendo que se mantenga
el balance que sostiene la biosfera. No se podrian te-
ner bosques, paramos, sabanas y manglares y demads
biomas sin la presencia de bacterias, hongos, proto-
z00s, algas y virus los cuales conforman la diversidad
microbiana (Flérez 2001).

Los inventarios biolégicos de comunidades microbia-
nas pueden realizarse usando marcadores moleculares
como el gen 16S ARNr, estos marcadores permiten
estimar la diversidad filogenética y documentar la dis-
tribucién espacial y temporal de especies, poblaciones,
comunidades u otros elementos biol6gicos (Kremen et
al. 1993). Al mismo tiempo complementar estos estu-
dios con métodos dependientes de cultivo que permi-
tan el aislamiento de microorganismos propios de los
ambientes naturales en estudio sigue siendo una herra-
mienta util para el estudio de la fisiologfa, bioquimica
y genética microbiana (Ben-Dov et al. 2009), para con-
firmar observaciones de procesos ecoldgicos obtenidos
en campo y para evaluar hipédtesis originadas a partir

del estudio de genomas (Giovannoni et al. 2007).

Estudios previos utilizando herramientas indepen-
dientes de cultivo han mostrado que la composicién
de las comunidades bacterianas de suelos de bosques
temperados y tropicales es dominada por organismos
de los Fila Acidobacteria y Proteobacteria (Alfa (a), Beta
(b), Delta (d) y Gamma (g ) seguido de Bacteroidetes, Acti-
nobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes ¥ Ch]or(y‘]exi (da
C Jests et al. 2009; Faoro et al. 2010). En particular
en suelos de bosques de la Amazonia colombiana, el
Instituto Amazoénico de Investigaciones cientificas-
SINCHI, ha adelantado trabajos orientados a la bus-
queda de microorganismos involucrados en los prin-
cipales ciclos de nutrientes, utilizando herramientas
tanto independientes como dependientes de cultivo.
Es asi como se ha reportado la caracterizacién de la
composicién de la comunidad microbiana con poten-
cial para solubilizar f6sforo bajo diferentes coberturas
(bosque, pastizal, rastrojo) reportando organismos
de los géneros Pseudomonas, Xanthomonas, Enterobacter,

Chromobacterium y Chromobacerium (Useche et al. 2004),
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y organismos con capacidad para fijar nitrégeno at-
mosférico de los géneros Azotobacter, Burkholderia, En-
terobacter, Klebsiella, Mesorhizobium, Pantoea, Paenibacillus
entre otras (Mantilla 2008). Ademds, se han estudiado
actinomicetos y micorrizas arbusculares en suelos con
diferentes grados de transformacién antrépica y se ha
detectado que estos grupos pueden ser indicadores
de procesos de alteracién del paisaje (Cardona et al.
2005). A pesar de los avances en describir diferentes
grupos microbianos presentes en suelos de la regién
Amazénica atin conocer la composicién, estructura y
funcién de las comunidades microbianas en suelos de

bosques de la region.

Por lo anterior, con este estudio se busca generar un
inventario de las comunidades bacterianas de mues-
tras de suelos de bosques poco intervenidos del de-
partamento de Caquetd, utilizando métodos tanto in-

dependientes como dependientes de cultivo.

METODOS

Descripcion del area de estudio

El estudio se realizé en dos bosques hiimedos tropi-
cales poco intervenidos ubicados al sur occidente del

departamento de Caquetd, denominados B1 y B2.

El muestreo realizado en el bosque B1 se llevé a cabo
en el mes de Noviembre del 2010, en el municipio
de Albania, via Currillo (km 8), en un relicto de bos-
que en buen estado de conservacién que presenta un
paisaje de lomerio, ubicado en las coordenadas 01°
12> 45” N — 75° 52> 11.2” W a una altura de 300
m.s.n.m. El bosque presenta una altura promedio de
25 m, con didmetros a la altura de pecho (DAP) de
hasta 80 cm, bajo epifitismo, sotobosque abierto y

suelo con poca hojarasca.

El muestreo realizado en el bosque B2, se llev6 a cabo
en el mes de Abril de 2011, en el municipio de Belén
de los Andaquies, via Aletones, en un bosque primario
ubicado en las coordenadas 01° 25’ 18.3” N — 75°
537 008” W, a una altitud de 600 m.s.n.m. El bosque
presenta paisaje de cordillera baja, es moderadamente
perturbado con pendiente de 45°, con alta presencia

de lianas, alto epifitismo, sotobosque denso y suelo
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con alta presencia de hojarasca de 15-20 cm. El bos-
que presenta una altura media de 15 m, con DAP de
hasta 40 cm

Caracteristicas edaficas de suelos
del Caqueta

En términos generales los suelos del Caquetd se
caracterizan por presentar una textura principal-
mente fina, con diferentes grados de drenaje in-
terno, un pH que fluctda entre 4,5 y 5,8 (IGAC
1993); con una capacidad catiénica de cambio de
baja a media y saturacién de bases baja; presentan
alto contenido o saturacién de aluminio, en los ho-
rizontes minerales se presenta bajo contenido de
carbén, fésforo, potasio y magnesio. Mineralégica-
mente predominan el cuarzo y la caolinita, elemen-
tos que no aportan nutrientes a las plantas, dando
lugar a una fertilidad muy baja a ligeramente mo-
derada (http://www.corpoamazonia.gov.co/Region/
Caqueta/Caq_Natural.htm).

Descripcion de la vegetacion dominante

Para la caracterizacién de la vegetacion del estrato
arbéreo, se establecieron parcelas de 100 m x 10
m cada una, dividida cada 10 m, para un total de
area muestreada de 0.2 ha. En cada parcela se re-
portaron todos los individuos cuyo DAP fuera ma-
yor o igual a 10 cm; para cada individuo se registré
el habito de crecimiento, altura comercial, altura
total, didmetro de fuste, didmetros de copa, uso y
nombres locales. Asi mismo para complementar el
inventario de los demds estratos, se colectaron es-
pecimenes de diferentes hébitos de crecimiento en
estado reproductivo (flor o fruto), con el propésito
de contribuir al conocimiento de la composicién

floristica de cada sitio.

Finalmente se colectaron ejemplares botanicos de
cada morfoespecie siguiendo la metodologia estin-
dar de procesamiento de plantas para un herbario. La
determinacién taxonémica de los ejemplares botani-
cos se realizé en el Herbario Amazénico Colombiano
(COAH) del Instituto SINCHI, con base en la colec-
cién de referencia, empleando claves descriptivas y

monograffas taxondmicas.
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Muestreo de suelos

Las muestras se colectaron siguiendo la metodologia
descrita por Corredor (2000), para lo cual se selec-
cioné un drea de aproximadamente una hectérea, en
la cual se traz6 una diagonal imaginaria sobre la cual
se sefalaron seis puntos de colecta espaciados entre si
por aproximadamente 24 m. Sobre cada uno de los
seis puntos se colectaron cinco sub-muestras ubicadas
a 5 m del punto de referencia para obtener una mues-
tra compuesta. Cada una de las sub-muestras se tomé
retirando la capa de hojarasca superficial (si estaba
presente) y tomando con una pala aproximadamen-
te 100 g de suelo a una profundidad de 0 a 20 cm,
posteriormente las sub-muestras fueron mezcladas,
almacenadas en una bolsa plastica, rotuladas y man-
tenidas en frié hasta su procesamiento. En total se

obtuvieron seis réplicas para cada sitio de muestreo.

Método independiente de cultivo

Extraccion de ADN, amplificacion del gen
16S ARNr y clonacion

Se realiz6 la extraccién de ADN de cada una de las
muestras compuestas colectadas (seis muestras por
bosque) usando el kit FastDNA spin for soil (MoBio-
Laboratories) siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. La amplificacién del gen 16S ARNr se realizé
utilizando los iniciadores universales para el dominio
Bacteria 27F (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y
1492R (5"-ACGGCTACCTTGTTACGACTT) (Lane
1991). La mezcla de PCR contenfa en un volumen de
50 wl, 1,25U GoTaq Flexi DNA Polymerase (Pro-
mega M8295), 1X Buffer de PCR, 3,0 mM MgCl2,
0,2 uM de cada iniciador, 0,2 mM dNTPs, 0,1 mg/
ml de BSA y aproximadamente 20 mg de ADN de
cada una de las extracciones realizadas. Se utilizé un
control negativo que carecia de ADN como molde.
La amplificacién se llevo a cabo en un termociclador
S1000 Thermocycler (BioRad) con un programa que
inclufa una denaturacién inicial a 94°C por 2 minutos
y 30 ciclos de denaturacién a 94°C por 45 segundos,
anillado a 55°C por 1 minuto, extensién a 72°C por
3 minutos y una extensién final a 72°C durante 15
minutos. Los productos de PCR (pPCR) obtenidos

para cada sitio de muestreo (seis por muestra) fueron

mezclados y purificados utilizando el kit DNA clean &
concentrator (Zymo Research) siguiendo las recomenda-
ciones del fabricante.

Los pPCR purificados fueron clonados usando el kit
TOPO TA cloning (Invitrogen) siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. En total se realizaron dos bi-
bliotecas de clones por muestra de bosque y de cada
reaccién de clonacién se seleccionaron 150 clones,
obteniendo 300 clones por muestra. Para cada sitio
muestreado se seleccionaron aleatoriamente146 clo-
nes para su posterior secuenciacién utilizando los ini-
ciadores M13F y M13R. La secuenciacién se realizé
empleando el método de Sanger, en un Analizador
Genético Applied Biosystems 3500, mediante el ser-
vicio SSiGMol del IGUN (Instituto de genética) de la

Universidad Nacional sede Bogota.

Andlisis computacional de las secuencias de
16S ARNr

Todos los datos obtenidos a partir de los archivos de
secuenciacién automatica del ADN fueron editados
manualmente revisando los archivos tanto de la se-
cuencia como del electroferograma para determinar
nucleétidos codificados erréneamente, usando el
programa BioEdit SequenceAligment Editor versién 7.0
(Hall  1999) (http://www.mbio.ncsu.edu/RNaseO/
info/programs/BIOEDIT/bioedit.htmL). Se genera-
ron las secuencias consenso al concatenar las secuen-
cias obtenidas con diferentes iniciadores originadas a
partir del mismo molde de ADN, usando la aplicacién
Conting Assembly Program (CAP) del programa BioEdit
versién 7.0 (Hall 1999). Posteriormente se determiné
la presencia del vector usando el programa Vecscreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.
htmL) y las secuencias quiméricas usando el servidor
Bellerophon (Huber et al. 2004) implementado en la
pagina de Greengenes (DeSantis et al. 2006) (http://
greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-bel3_interface.cgi).

Todas las secuencias de 16S ARNr obtenidas en este
estudio fueron comparadas contra la base de datos
del GenBank (Benson et al. 1999), usando una base
de datos no redundante (nr) y el algoritmo BLAST
(por sus siglas en inglés Basic Local Alignment Search
Tool) (Altschul et al. 1990) (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST/) y contra la base de datos del RDP
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version 10 (Cole et al. 2003) usando la opcién “se-
quence match”  (http://redp.cme.msu.edu/seqmatch/
seqmatch_intro.jsp).

Las secuencias obtenidas y las mds cercanamente re-
lacionadas con la base de datos del RDP fueron ali-
neadas usando el aplicativo para alineamiento de se-
cuencias del RDP (http://rdp.cme.msu.edu/myrdp/
uploadSeqgrp.spr) (Maidak et al. 2001).Las secuencias
alineadas fueron ajustadas manualmente usando el
programa Bioedit Sequence Aligment Editor versién 7.0

(Hall 1999) removiendo los nucle6tidos ambiguos.

Andlisis filogenético de las secuencias del
16S ARNr

El andlisis filogenético de las secuencias alineadas
se realiz6 usando el programa MEGA versi6n 4 (Ta-
mura et al. 2007), las distancias evolutivas se cal-
cularon usando el modelo evolutivo de Kimura-2
(Kimura 1980) y se construy6 el dendrograma
usando el método de Neighbor-Joining (SaitoyNei
1987). La topologia del arbol fue examinada por el
método de Bootstrap (Felsenstein 1985) realizando

1000 re-muestreos.

Las secuencias del 16S ARNr fueron agrupadas en
unidades taxonémicas operacionales (OTUs) a una
similitud del 97%, utilizando el algoritmo del vecino
més lejano (opcién por defecto) del programa DO-
TUR (Distance-Based OTU and Richness Determination)
(http://www.plantpath.wisc.edu/fac/joh/dotur.htmL;
Schlossy Handelsman 2005). La cobertura se estimé
usando la formula C = n1/N, donde n1 es el ndmero
de OTUs con un tnico clon y N es el ntimero total de
clones analizados (Good1953).

Comparacion filogenética de secuencias
obtenidas en B1 y B2

Se realizé la comparacién entre las comunidades bac-
terianas de los suelos de los dos bosques utilizando
el programa Unifrac (http://bmf2.colorado.edu/uni-
frac/) (Lozupone y Knight 2005), que mide la distan-
cia filogenética entre los taxones de diferentes mues-
tras graficadas en un drbol filogenético e identificando

aquellas longitudes de ramas tnicas dentro del drbol,
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que son atribuibles a una muestra particular y que re-
flejan presumiblemente adaptacién a un ambiente. La
distancia filogenética entre cada comunidad fue con-
siderada significativa a un valor p—0,05, se realizé co-

rreccién de Bonferroni.

Método dependiente de cultivo

Cultivos microbianos

Se tomé aproximadamente 1 g de suelo y se adicio-
n6 a 100 ml de solucién salina (0,9% p/v de NaCl)
estéril, la solucién se dejé en agitacion durante 30
minutos. Posteriormente, 1 ml de la solucién se
transfiri6 a tubos de ensayo que contenian 9 ml de
solucién salina estéril y se realizaron diluciones se-
riadas hasta obtener una dilucién del0'’. A partir
de la dilucién 10° se tomé 1 ml como inoculo para
realizar los enriquecimientos en los medios que se

describen a continuacién.

Se utilizaron tres medios de cultivos denominados AS
(Agar suelo), CEL (medio celulosa) y XIL (medio xila-
no). El medio AS fue preparado re-suspendiendo 100
g de suelo en un litro de agua destilada y dejando en
agitacién constante durante una hora. Posteriormen-
te el medio fue filtrado y llevado a esterilizacién por
autoclave durante 40 minutos a 121°Cy 15 psi. Para
solidificar el medio se agregé agar-agar a una concen-
tracion final de 1,5% (p/v). Los medios denominados
CEL y XIL se realizaron partiendo de un medio bésico
de sales (MB) que contenia por litro de solucién 2,2¢g
de K HPO,, 1,5 de KH PO, 1,3 g de (NH,) SO,
0,1 g de MgCl,-6H 0O, 0,02 g de CaCl-2H,O y 1,25
de FeSO,-7H,0O, este MB fue suplementado con 0,5
g de extracto de levadura (Oxoid LP0021), 1 ml de
solucién SL10 (Widdel et al. 1983) y 5 g de celulosa
(Sigma C6288) para el medio denominado CEL o 5 g
de xilano (Sigma X0502) para el medio denominado
XIL, el pH se ajusto a 5,0.

Una vez se observé crecimiento en las diferentes se-
ries de cultivo, se realizaron siembras en superficie to-
mando 0,1 ml de cada inoculo y realizando siembras
masivas en los mismos medios de cultivo pero en es-
tado sélido. Las placas fueron incubadas a 27°C hasta

observar crecimiento (aproximadamente 48 horas).
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Para el aislamiento de los microorganismos se realiza-
ron siembras sucesivas en medio sélido hasta observar
el desarrollo de un tnico tipo de colonia. De cada
cultivo se tomé una colonia y se inocul6 en el medio
liquido de aislamiento para su posterior almacena-
miento en glicerol a una concentracién final de 15%

(v/v) a -70°C.

Identificacion taxonémica de los
microorganismos aislados

Los microorganismos fueron repicados en caldo infu-
sién cerebro corazén (BHI-Oxoid) e incubados a 30°C
durante 24 horas. La biomasa se recuperé centrifugan-
do a 5,000 rpm durante 10 min. La biomasa recupe-
rada se lavé con solucién salina (0,9% p/v de NaCl),
posteriormente se realiz la extraccion de ADN con
el kit ZR Fungal/Bacteria DNA Miniprep (ZymoResearch
D6005) y la amplificacién del gen 16S ARNr siguiendo
el protocolo descrito por Lane (1991). La amplifica-
cién se realizé usando los iniciadores universales 27F
y 1492R descritos anteriormente. El pPCR fue purifi-
cado como se describié anteriormente, la concentra-
cién final del pPCR purificado fue evaluado por fluo-
rometria y por la realizacién de geles de agarosa al 1%
(p/v). Una vez se verific6 la concentracién del pPCR
se preparé cada una de las muestras siguiendo las ins-

trucciones del servicio de secuenciacién SSiGMol. Las

secuencias fueron comparadas con las depositadas en
la base de datos del GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast) como se describié para el andlisis de las secuen-

cias obtenidas por clonacién del gen 16S ARNT.

RESULTADOS

Descripcion de la vegetacion dominante

El bosque B1 present6 una altura promedio de 25 m,
con didmetros a la altura de pecho (DAP) de hasta 80
cm, bajo epifitismo, sotobosque abierto y suelo con
poca hojarasca. Con base en el inventario de parcelas
se detecté que en el bosque B1 predominaron las fa-
milias Arecacecae, Sterculiaceae, Lauraceae, Rubiaceae, An-
nonaceae y Cyatheaceae, siendo las dos primeras familias
las que presentaron el mayor nimero de especies di-

ferentes (Tabla 1).

El bosque B2 se caracterizé por presentar un paisaje
de cordillera baja, con pendiente de 45°, una altura
media de 15 m, con DAP de hasta 40 cm, alta pre-
sencia de lianas, alto epifitismo, sotobosque denso y
suelo con hojarasca de 15-20 cm. En cuanto a la vege-
tacién dominante se detecté predominio de las fami-
lias Myristicaceae, Vochysiaceae, Burseraceae y Lecythidaceae.
Siendo las dos primeras familias las que presentaron

el mayor niimero de especies diferentes (Tabla 1).

TABLA 1. COMPOSICION FLORISTICA DE LOS BOSQUES BI Y B2 UBICADOS EN EL DEPARTAMENTO DE CAQUETA.

COMPOSICION FLORISTICA DE LOS BOSQUES EVALUADOS

BOSQUE 1 BOSQUE 2
Familia Especie Familia Especie
Qenocarpus bataua Osteophloeum platyspermum
Iriartea deltoidea Otoba parvifolia
Arecacecae Myristicaceae

Geonoma deversa

Socratea exhorriza

Virola elongata

Theobromas subincanum

Qualea ingens

Sterculiaceae Vochysiaceae
Sterculia frondosa Vochysia grandis

Lauraceae Ocotea quixos

Burseraceae Protium apiculatum
Rubiaceae Capinora decorticans
Annonaceae Guatteria sp

Lecythidaceae Eschweilera bracteosa
Cyatheaceae Cyathea sp
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Método independiente de cultivo

Para identificar la composicién de la comunidad bac-
teriana de las muestras analizadas, se realizé la edicién
manual de cada una de las secuencias y la verificaciéon
de la presencia de secuencias quiméricas, de la mues-
tra B1 se analizaron 96 secuencias, de las cuales no
fue posible clasificar dos en los grupos microbianos
reportados a la fecha. Las demds secuencias fueron
clasificadas en seis Fila relacionados con Acidobacteria
de las sub-divisiones Gp1, Gp2, Gp3, Gp5 y Gpl13
(39% de las secuencias), Proteobacteria de las clases a,
b,g y d-Proteobacteria (39%), Actinobacteria de los orde-
nes Acidiomicrobiales, Solirubrobacterales y Actinomycetales

(5%), Planctomycetes del orden Planctomycetales (5%),
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Chloroflexi del orden Ktenodonobacterales (496) y Firmicu-
tes del orden Clostridiales (2%) (Figura 1).

De la muestra B2 se trabaj6é con 105 secuencias de
las cuales no fue posible clasificar una en los grupos
microbianos reportados a la fecha, las secuencias res-
tantes fueron clasificadas en siete Fila relacionadas
con Acidobacteria de las sub-divisiones Gp1, Gp2, Gp3,
Gp6, Gp13 (53% de las secuencias), Proteobacteria de
las clases a, g, b y d-Proteobacteria (38,5%), Actinobac-
teria del orden Acidiomicrobiales (3%), Firmicutes del
orden Clostridiales (29), Bacteroidetes del orden Sphin-
gobacteriales (196), Verrucomicrobia del orden Verrucomi-
crobiales (19) y Chloroflexi del orden Ktedonobacterales
(1%) (Figura 1).

No clasificado
Chloroflexi
Verrucomicrobia
Bacteroidetes
Planctomycetes
Actinobacteria
[ Firmicutes
 MGpl3
Gp6
BGP5
mGp3
[Gp2
\ HGpl
( W Deltaproteobacteria

Acidobactaria
A

[ Gammaproteobacteria
M Betaproteobacteria

Proteobacteria
A

M Alfaproteobacteria
A\

FIGURA 1. PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE LOS DIFERENTES GRUPOS MICROBIANOS DETECTADOS EN LOS DOS BOSQUES BI Y B2.

Las secuencias analizadas a partir de las bibliotecas
de clones realizadas para los bosques B1 y B2, fue-
ron comparadas mediante un andlisis del grado to-
tal de divergencia filogenética utilizando el algoritmo
UniFrac, que revelé que no hay diferencias altamente
significativas (p = 0,18) a un nivel de confianza del

95%) entre los dos grupos de taxones obtenidos.
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Por otra parte, una vez se analizaron las secuencias
se procedi6 a su agrupacién en OTUs (basada en un
porcentaje de similitud del 97%) para la posterior es-
timacién de la cobertura, la cual indicé que con el
esfuerzo de muestreo realizado se detect6 el 36 %y el
45% de la comunidad bacteriana de los bosques B1 y
B2 respectivamente.




COMPOSICION DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS DE SUELOS DE BOSQUES HOMEDOS TROPICALES

En la biblioteca de clones del bosque B1 se identifica-
ron 79 OTUs, el 80% de estas OTUs corresponden
a “singletons” ya que presentan solo un clon asociado.
En el Filum Acidobacteria se detectaron 26 OTUs de las
cuales seis fueron asignados a la sub-divisién Gp1, 13 a
la sub-divisién Gp2, cuatro a la sub-divisién Gp3, dos
a la sub-divisién Gp5 y una a la sub-divisién Gp13, la
mayorfa de las OTUs estin relacionadas (<95% de
similitud) con organismos no cultivado reportados en

diferentes muestras ambientales (Figura 2).

En el Filum Proteobacteria se encontraron 32 OTUs,
de éstos se determiné que 22 hacen parte de la clase
a-Proteobacteria y estan relacionadas con organismos
no cultivados de los ordenes Rhizobiales y Rhodospi-
rillales, también se identificaron cinco OTUs de la
clase b-Proteobacteria relacionadas con organismos
del género Burkholderia (>97% de similitud), tres
OTUs de la clase g-Proteobacteria relacionadas con
organismos de los géneros Pseudomonas (99% de si-
militud) y Dyella (95% de similitud), y dos OTUs de
la clase d-Proteobacteria relacionadas con organismos
no cultivados del orden Myxococcales (95% de simili-

tud) (Figura 3).

En el Filum Firmicutes se encontraron tres OTUs de
la clase Clostridia, uno cercanamente relacionada a
Clostridium magnum (98% de similitud) y los otros dos
relacionadas con organismos no cultivados detectados
en procesos de denitrificacién y fijacién de nitrégeno
(Rosch y Bothe 2005) y en procesos de degradacién
de lignocelulosa (Guoet al. 2010). En el Filum Actin-
obacteria se detectaron cinco OTUs relacionadas con
organismos no cultivados de los ordenes Rubrobactera-
les (98% de similitud) y Actinomicetales (90% desimili-
tud) y con Mycobacterium celatum (95% de similitud).
Del Filum Planctomycetes se detectaron cuatro OTUs
relacionadas con organismos no cultivados detectados
en muestras de suelos de bosques tropicales (98% de
similitud) (Kanokratana et al. 2007) y pantanos dci-
dos (99% de similitud) (Ivanova y Dedysh 2012) en-
tre otros. En el Fila Chloroflexi se identificaron cuatro
OTUs relacionadas con organismos no cultivados re-
portados en suelos de bosque de montana (>96% de

similitud) (Lin ez al. 2011) y en suelos de bosque de la

Amazonia de Brasil (> 96% de similitud) (da C Jests
et al. 2009) (Figura 4).

En la biblioteca de clones del bosque B2 se detec-
taron 77 OTUs de las cuales el 77% corresponden
a “singletons”. En el Filum Acidobacteria se detectaron
38 OTUs de las cuales siete OTUs fueron asignadas
a la sub-divisién Gp1, 15 a la sub-divisién Gp2, 13 a
la sub-divisién Gp3, una a la sub-divisién Gp6 y dos
a la sub-divisién Gp13, al igual que para las OTUs
obtenidas en el bosque B1, en este caso la mayoria de
OTUs estan distantemente relacionadas con organis-

mos cultivados (Figura 2).

En el Filum Proteobacteria se encontraron 25 OTUs,
de las cuales 16 corresponden a a-Proteobacteria, estas
OTUs en su mayorfa estan asociados con organismos
no cultivados de los 6rdenes Rhizobiales y Rhodospiri-
llales, también se identificaron dos OTUs de la clase
b-Proteobacteria cercanamente relacionados con orga-
nismos del género Burkholderia (97% de similitud),
seis OTUs de la clase g-Proteobacteria relacionadas con
Dyella Japonica (98% de similitud) y con organismos
no cultivados reportados en el estudio de la diversidad
microbiana de suelo en bosques tropicales (Kanokra-
tana et al. 2011) y subtropicales (Lin et al. 2012) y una
OTU d-Proteobacteria relacionada con un organismo no
cultivado reportado en habitats terrestres del Antarti-

co (Yergeau et al. 2007) (Figura 3).

En el Filum Firmicutes se identificaron cinco OTUs
relacionados en su mayoria con organismos no cul-
tivados de la clase Clostridia detectados en suelos de
un bosque pristino y Petra de la Amazonia Brasilera
(Kim et al. 2007). Al Filum Bacteroidetes se asigné un
OTU distantemente relacionado con Chitinophaga te-
rrae (93% de similitud) (Kim y Jung 2007). Al Filum
Actinobacteria se asignaron tres OTUs relacionadas
con organismos no cultivados (>97% de similitud)
reportados en diferentes hébitats terrestres (Yergeau
et al. 2007; Lesaulnieret al. 2008). A los Fila Verru-
comicrobia y Chloroflexi se asigné un OTU relacionado
con organismos no cultivados detectados mediante el
estudio de diversidad microbiana en diferentes mues-
tras ambientales (93% de similitud) (Figura 4).
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FIGURA 2. DENDROGRAMA DE LAS SECUENCIAS DE CLONES RECUPERADAS EN LAS MUESTRAS BI Y B2 RELACIONADAS AL FILUM ACIDOBACTERIA. LA HISTORIA EVOLUTIVA FUE INFERIDA USANDO EL METODO

DE NEIGHBOR-JOINING. SE REALIZO UN B0OSTRAPDE 1000 REPETICIONES CUYOS PORCENTAJES SE PRESENTAN EN CADA RAMA DEL ARBOL. LA DISTANCIA EVOLUTIVA FUE CALCULADA USANDO EL METODO DE

KIMURA-2. TODAS LAS POSICIONES QUE CONTENIAN GAPS FUERON ELIMINADAS PARA EL ANALISIS (OPCION DE ELIMINACION COMPLETA). EL DENDROGRAMA MUESTRA UN CLON REPRESENTATIVO DE CADA

OTU, LA CUAL AGRUPA TODOS LOS CLONES QUE PRESENTARON 97% DE SIMILITUD, ENTRE PARENTESIS EL NOUMERO DE CLONES ASOCIADOS A ESE OTU Y LA SECUENCIA MAS CERCANAMENTE RELACIONADA

OBTENIDA DE LA BASE DE DATOS DEL GENBANK. SE UTILIZO COMO GRUPO EXTERNO LA SECUENCIA DE DEINOCOCCUS FICUS (1Q660099). CADA GRUPO SE IDENTIFICA CON UN COLOR.
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COMPOSICION DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS DE SUELOS DE BOSQUES HOMEDOS TROPICALES
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FIGURA 3. DENDROGRAMA DE LAS SECUENCIAS DE CLONES RECUPERADAS EN LAS MUESTRAS BI Y B2 RELACIONADAS AL FILUM PROTEOBACTERIA. LA HISTORIA EVOLUTIVA FUE INFERIDA USANDO EL

METODO DE NEIGHBOR-JOINING. SE REALIZO UN BOOSTRAPDE 1000 REPETICIONES CUYOS PORCENTAJES SE PRESENTAN EN CADA RAMA DEL ARBOL. LA DISTANCIA EVOLUTIVA FUE CALCULADA USANDO EL

METODO DE KIMURA-2. TODAS LAS POSICIONES QUE CONTENIAN GAPSFUERON ELIMINADAS PARA EL ANALISIS (OPCION DE ELIMINACION COMPLETA). EL DENDROGRAMA MUESTRA UN CLON REPRESENTATIVO

DE CADA OTU, EL CUAL AGRUPA TODOS LOS CLONES QUE PRESENTARON 97% DE SIMILITUD. ENTRE PARENTESIS EL NGMERO DE CLONES ASOCIADOS A ESE OTU Y LA SECUENCIA MAS CERCANAMENTE

RELACIONADA OBTENIDA DE LA BASE DE DATOS DEL GENBANK. SE UTILIZO COMO GRUPO EXTERNO LA SECUENCIA DE DEINOCOCCUS FICUS (1Q660099). CADA GRUPO SE IDENTIFICA CON UN COLOR.
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100 I No cultivado YD3 032406 087(FJ525296)
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FIGURA 4. DENDROGRAMA DE LAS SECUENCIAS DE CLONES RECUPERADAS EN LAS MUESTRAS BI Y B2 RELACIONADAS CON CHLOROFLEX], PLANCTOMYCETES, FIRMICUTES, ACTINOBACTERIA Y
BACTERO/DETES. LA HISTORIA EVOLUTIVA FUE INFERIDA USANDO EL METODO DE NEIGHBOR-|OINING. SE REALIZO UN BOOSTRAPDE 1000 REPETICIONES CUYOS PORCENTAJES SE PRESENTAN EN CADA
RAMA DEL ARBOL. LA DISTANCIA EVOLUTIVA FUE CALCULADA USANDO EL METODO DE KIMURA-2. TODAS LAS POSICIONES QUE CONTENIAN GAPS FUERON ELIMINADAS PARA EL ANALISIS (OPCION DE
ELIMINACION COMPLETA).EL DENDROGRAMA MUESTRA UN CLON REPRESENTATIVO DE CADA OTU, EL CUAL AGRUPA TODOS LOS CLONES QUE PRESENTARON 97% DE SIMILITUD, ENTRE PARENTESIS EL
NUMERO DE CLONES ASOCIADOS A ESA OTU Y LA SECUENCIA MAS CERCANAMENTE RELACIONADA OBTENIDA DE LA BASE DE DATOS DEL GENBANK. SE UTILIZO COMO GRUPO EXTERNO LA SECUENCIA DE

DEINOCOCCUS FICUS ()Q660099). CADA GRUPO SE IDENTIFICA CON UN COLOR.
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COMPOSICION DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS DE SUELOS DE BOSQUES HOMEDOS TROPICALES

Método dependiente de cultivo

Los enriquecimientos permitieron el aislamiento de ba-
cilos aerobios en su mayoria Gram-negativos del domi-
nio Bacteria relacionados con el filo Proteobacteria de las

clases a, b y g-Proteobacteria, ademas se aislé un organis-

mo Gram-positivo del filo Firmicutes. De la muestra B1
se aislaron 11 cepas relacionadas con los géneros Mesor-
hizobium, Rhizobium, Burkholderia, Pandoraea, Dyella, Pseu-

domonas y Yokenella tal como se presenta en la Tabla 2.

TABLA 2. CEPAS AISLADAS DE LA MUESTRA DEL BOSQUE BI UTILIZANDO DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVOS Y SU RELACION TAXONOMICA.

@ Medio de aislamiento | Clase/familia Organisrr.ms Tmzis cercanamente relacionado (ntimero P.orv':e.:ntaje de
de cepa tipo") (acceso GenBank) similitud
Alfaproteobacteri
CELI CEL aproteobacteria/ Mesorhizobium plurifarium LMG 118927 (Y14158) [ 99,6%
Phyllobacteriaceae
Alfaproteobacteria/
CEL2 CEL 100%
Rhizobiaceae Rhizobium multihospitium CCBAU 83401" (EF035074) ?
ASD AS A]faproteobacteria/ Rhizobium hainanense 166" (U71078) 99,6%
Rhizobiaceae
CEL10° CEL Betaproteobacteria/ Burkholderia arboris R-24201" (AM747630) 99,7%
Burkholderiaceae
XILB1(4) XIL Betaproteobacteria/ Burkholderia diffusa R-15930" (AM747629) 98%
Burkholderiaceae
Betaproteobacteri
XILB1(2)  |XIL ctaproteobacteria/ Burkholderia metallica R-16017" (AM747632) 99,7%
Burkholderiaceae
XILB1(2A Betaproteobacteri 99%
@Yy ctaprotcobacteria/ Burkholderia arboris R-24201" (AM747630) ’
Burkholderiaceae
CEL3 CEL Betaproteobacteria/ Pandoraea oxalativorans TA25" (AB469785) 99%
Burkholderiaceae
XIL(3) XIL Gammaproteobacteria/ Dyella japonica XD5 3T (AB110498) 98,7%
Xanthomonadaceae
XIL(2) XIL Gammaproteobacteria/ Pseudomon asmoorei RW10T (AM293566) 99%
Pseudomonadaceae
S 99,7%
CELB1(2) CEL Gammaproteobacteria/ Yokenella rcgensburgei GTC 1377T (AB273739)
Enterobacteriaceae

De la muestra del bosque B2 se aislaron 10 cepas relacionadas con los géneros Burkholderia, Pseudomonas, Gibbsiella

y Bacillus tal como se presenta en la Tabla 3.
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TABLA 3. CEPAS AISLADAS DE LA MUESTRA B2 UTILIZANDO DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVOS Y SU RELACION TAXONOMICA.

Cepa Medio de aislamiento | Clase/familia Organismos m.és Tcercanamente relacionado (nd- Po.r.(:entaje de si-
mero de cepa tipo') (acceso GenBank) militud

Betaproteobacteri .

XILB2(1) XIL apreEsaY Burkholderia arboris R-24201 (AM747630) 999%
Burkholderiaceae

XILB2(4) XIL Betaproteobacteria/ Burkholderia oxyphila OX-01" (AB488693) 999%
Burkholderiaceae

XILB2(3) XIL Betaproteobacteria/ Burkholderia diffusa R-15930" (AM747629) 999%
Burkholderiaceae

XILB2(2) XIL Betaproteobacteria/ Burkholderia arboris R-24201" (AM747630) 99%
Burkholderiaceae
Betaproteobacteria/

XILB2(3A XIL 99%

(34) Burkholderiaceae Burkholderia anthina R-4183"(AJ420880) ?

XIL3 XIL Gammaproteobacteria/ Pseudomonas koreensisPs 9-14" (AF468452) 99%
Pseudomonadaceae

ASF AS Gammaproteobacteria/ Pseudomonas rhodesiae CIP 104664"(AF064459) 99%
Pseudomonadaceae
G teobacteri

ASE AS Pam(rlnapro ec(; iRy Pseudomonas extremaustralis 99%

seudomonadaceae CT14-37(A]583501)

CELB2 CEL Gammaproteobacteria/ Gibbsiella quercinecans FRB 97" (GU562337) 100%
Enterobacteriaceae

XILB2(4A) XIL Bacilli/ Bacillus luciferensisLMG 184227 (A]J419629) 99%
Bacillaceae

DISCUSION

La caracterizacién floristica indicé que los dos bos-
ques presentan cobertura vegetal de bosques maduros
y que no presentan similitud entre las familias vege-
tales dominantes, las cuales, a su vez son tipicamente
reportadas en selvas tropicales himedas. En el bosque
B1 predominaron palmas de la familia Arecacecae, se-
guido de la familia Sterculiaceae tipica de tierras bajas
(Doyle et al. 2004). En el bosque B2 por el contra-
rio predominaron angiospermas de la familia Myris-
ticaceae, seguido de especies de la familia Vochysiaceae,
una familia de plantas fanerégamas perennes (Tabla
1). Estas diferencias podrian tener un efecto en el
establecimiento y actividad microbiana debido a las
propiedades quimicas del material vegetal que queda a
disposicién de los microorganismos (Medina y Cuevas

2000). Ademds, entre los dos bosques se encontraron
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diferencias relacionadas con la altura promedio del
bosque, DAF, presencia de lianas, epifitismo y hoja-
rasca, siendo esta Gltima mayor en el bosque B2 y por
tanto esto podria representar una mayor disponibili-

dad de carbono para la comunidad microbiana.

Medina y Cuevas (2000), reportan que la produccién
de residuos de la parte aérea de un bosque (hojas, ra-
mas, flores), constituye una medida altamente corre-
lacionada con la productividad primaria del mismo,
siendo la hojarasca el componente mds sensible a las
condiciones nutricionales del suelo. Adicionalmente,
el 95% de la masa de raices finas se encuentra en los
primeros 20 c¢m del suelo, de los cuales el 48% lo
compone la estera radical en la cual ocurre la circula-
cién rapida de nutrientes proveniente de la descom-
posicién de la hojarasca, favoreciendo por ende el es-

tablecimiento de las comunidades microbianas.
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En términos generales las comunidades bacterianas
dominantes de las muestras de suelo de los bosques
B1y B2 estin relacionadas con organismos de los Fila
Acidobacteria y Proteobacteria, estos resultados siguen un
patrén ampliamente reportado en diferentes estudios
de microorganismos de suelo en los cuales se han de-
tectado como los grupos mds dominantes (Janssen
2006; Chan et al. 2006; Faoro et al. 2010; Will et
al. 2010). En suelos de selva hiimeda tropical como
el Bosque Atldntico de Brasil que se caracteriza por
presentar suelos con caracteristicas similares a los de
la Amazonia colombiana con valores de pH < 4,5,
altos nivel de saturacién de aluminio y baja saturacién
de bases, se ha reportado predominio de Acidobacte-
ria (63%), seguido por Proteobacteria (25,2%) de las
clases a- b, d y g-Proteobacteria, ademas se han detec-
tado los Fila Actinobacteria (1,29), Bacteroidetes (19),
Chloroflexi (0,66%), Firmicutes (0,26%), Planctomycetes
(0,49%), Nitrospira (0,4%), Gemmatimonadetes (1,6%) y
OP10 (0,13%) (Faoro et al. 2010). A diferencia de
los tres dltimos grupos mencionados anteriormente,
en los dos sitios de muestreo evaluados en este estu-
dio se encontraron secuencias relacionadas con estos

mismos Fila.

Aunque no se encontraron diferencias significativas (p
= 0,18) al comparar la composicién microbiana pre-
sente en los suelos de los dos bosques, si se observa
una variacién en el porcentaje de incidencia de cada
grupo microbiano, lo cual podria estar relacionado
con el bajo esfuerzo de muestreo, con diferencias
en la composicién floristica de cada bosque, con la
cantidad de hojarasca presente en el suelo e inclusive
con estados de sucesion vegetal lo cual influye sobre
la formaci6n y estructura del suelo, y por ende en la
distribucién de las comunidades microbianas (Kenne-

dy et al. 2005).

En particular se observan diferencias relacionadas
con la presencia del Filum Planctomycetes el cual solo
estuvo presente en la muestra analizada del bosque
Bl y con los Fila Verrucomicrobia y Bacteroidetes que
solo se encontraron en la muestra analizada del bos-
que B2. El hecho de capturar estos grupos micro-
bianos al azar podria sugerir que en los bosques de
estudio se encuentran en alto nimero, sin embargo,

no es facil inferir su funcién ni importancia en este

ecosistema pues no se dispone de suficiente infor-
macién. Se ha reportado que los dos tdltimos Fila
mencionados son meséfilos facultativos o anaero-
bios obligados, sacaroliticos y oligotréficos, aunque
se han encontrado géneros de vida libre, también se
han descrito endosimbiontes asociados a nematodos,
y son abundantes en suelos con altos contenidos de
carbono (Zchori-Fein et al. 2004; Bergmann et al.
2011), lo cual coincide con el alto contenido de ho-

jarasca en el bosque B2.

Ademas, los datos obtenidos evidenciaron que las co-
munidades bacterianas dominantes presentes en los
dos bosques (B1 y B2) siguen un patrén ampliamente
reportado en diferentes estudios de microorganismos
de suelo en los cuales se han detectado como los gru-
pos més dominantes organismos de los Fila Acidobac-
teria y Proteobacteria (Janssen 2006; Chan et al. 2006;
Faoroet al. 2010; Will et al. 2010).

Con respecto al Filum Acidobacteria, en las dos bi-
bliotecas de clones se detecté predominio de las
sub-divisiones Gp1, Gp2 y Gp3. Segin se ha repor-
tado, las sub-divisiones Gpl y Gp2 son usualmen-
te los més dominantes en suelos 4cidos (Lauber et
al. 2009), ademés de estar relacionados junto con
las sub-dividiones Gp3 y Gp4 con condiciones en
las cuales predominan bajas concentraciones de
nutrientes (Chan et al. 2006).Sin embargo, su im-
portancia ecolégica atin no es clara ya que hay re-
lativamente pocas especies aisladas y descritas (Lee
et al. 2008). De las 26 subdivisiones existentes en
este Filum se ha logrado aislar microorganismos solo
de cinco sub-divisiones, algunos de ellos relaciona-
dos a la sub-divisién uno, tales como Acidobacterium
(Kishimoto et al. 1991), Terriglobus (Eichorst et al.
2007), Edaphobacter (Koch et al. 2008) y Telmatobac-
ter (Pankratov et al. 2012), a excepcién de Telmato-
bacter que es un organismo anaerobio facultativo,
estos organismos se caracterizan por ser aerobios,
por crecer quimi—organotréﬁcamente en presencia
de azticares simples y sustratos complejos como la

celulosa, hemicelulosa, almidén y quitina.
Con respecto al Filum Proteobacteria se encontrd

que en el bosque Bl predominé a-Proteobacteria/
Rhizobiales (26%), mientras que en B2 predomina-
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ron tanto las clases a-Proteobacteria/Rhizobiales (21%)
como  g-Proteobacteria/Pseudomonadales-Xanthomona-
dales (12,5%). Los organismos relacionados al or-
den Rhizobiales estin asociados principalmente a
procesos de fijaciéon de nitrégeno atmostérico (N2)
(Lin et al. 2007). Por su parte organismos de los
ordenes Pseudomonadales y Xanthomonadales han sido
ampliamente reportados en muestras de suelo y
han sido detectados en muestras del sur del trape-
cio amazénico colombiano como solubilizadoras de
fosfatos (Useche et al. 2004).

También se detectaron en las dos muestras de sue-
lo grupos microbianos relacionados con Clostridia y
Actinomicetes (<3%), estos dos grupos participan
activamente en la degradacién de materia organi-
ca. Estudios previos realizados en suelos de bosques
Amazénicos en Brasil han evidenciado la presencia de
Clostridium en bosques primarios y secundarios (Bor-
neman y Triplett 1997; da C Jests et al. 2009) y or-
ganismos del grupo Actinomicetes han sido previamen-
te reportados en suelos de la Amazonia colombiana

(Cardona et al. 2009).

Por otro lado la comunidad cultivable se vio refleja-
da en los resultados obtenidos por el método culti-
vo independiente, siendo los organismos asignados al
Filum Proteobacteria y al género Burkholderia los de mds
amplia distribucién en suelos de los dos bosques eva-
luados. Burkholderia, incluye un grupo diverso de bac-
terias ubicuas en la naturaleza, muchas de las cuales
presentan propiedades benéficas como promotoras
de crecimiento vegetal con capacidad para fijar nitré-
geno atmosférico, como cepas de control biolégico,
como biorremediadoras (Coenye y Vandamme 2003;
Salles et al. 2006, Otsuka et al. 2011) y como promo-
tores de la meteorizacién de minerales facilitando la
captura de hierro y fésforo por las plantas y otras bacte-
rias (Herndndez et al. 2004; Calvaruso et al. 2006). Para
los bosques amazénicos es relevante la presencia de es-
tos microorganismos, debido a que gran parte de esta
vegetacion esta soportada por los procesos biolégicos
llevados a cabo por la microbiota edafica, al ser suelos
pobres en nutrientes y con saturaciones téxicas de alu-
minio, la tnica forma de asimilacién de los nutrientes
por las plantas es dada por los mecanismos de minera-

lizacién mediados por este tipo de microorganismos.
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También, en la muestra Bl se recuperaron cepas
relacionadas con los géneros Mesorhizobium 'y Rhizo-
bium, los cuales han sido cominmente reportados en
la rizésfera de bosques tropicales en donde partici-
pan en la fijacién simbiética de nitrégeno atmosfé-
rico, favoreciendo el crecimiento vegetal en suelos
con deficiencia en nutrientes como el nitrégeno lo
cual es cominmente observado en suelos 4cidos
de la Amazonia colombiana (Mantilla-Paredes et al.
2009). Aun cuando en el reporte de la composicién
floristica de los bosques muestreados no se evidencia
la presencia de Familias de leguminosas, la presen-
cia de estos géneros microbianos sugiere que estin
presentes. Ademas, se aislaron organismos de los gé-
neros Yokenella y Gibbsiella los cuales han sido poco
reportados en muestras de suelo, el género Yokenella
fue propuesto por Kosako et al. (1984) y a la fecha
solo hay un especie reportada y ha sido aislada con
muy poca frecuencia en muestras de agua e intestino
de insectos y el género Gibbsiella que a la fecha tam-
bién cuenta con una tnica especie descrita, ha sido
aislado de drboles de roble que presentaban sangrado
(Brady et al. 2010).

En la muestra B2 se aislé el mayor nimero de orga-
nismos relacionadas al género Pseudomonas, las espe-
cies de este género estan ampliamente distribuidas en
el suelo e incluye varias especies de interés ambiental,
tales como promotores de crecimiento vegetal (Pat-
ten y Glick 2002), patégenos de plantas (Palleroni
1993; Morris et al. 2007), biocontroladores por la
produccién de antibiéticos y produccién de sideré-

foros (Wu et al. 2009).

Aunque los enriquecimientos fueron realizados con
extracto de suelo procedente de cada bosque y con
sustratos como celulosa y xilano, dos polisacaridos
derivados del componente estructural de las plantas
y altamente abundante en estos suelos, se recuperé
poca diversidad de grupos microbianos lo cual se po-
dria explicar porque la utilizacién de medios de ais-
lamiento y las condiciones de crecimiento utilizadas
(incubacién a 28-30°C bajo condiciones aerébicas)
pueden favorecer a las bacterias aerébicas de rapido
crecimiento, limitando a los organismos refractarios
a las condiciones impuestas (McCaig et al. 2001), sin

embargo, es necesario continuar con los esfuerzos
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para optimizar medios de cultivos que faciliten la re-
cuperacién de microorganismos del suelo y por tanto
se pueda profundizar en el estudio de sus caracteris-
ticas fisiolégicas, bioquimicas y genéticas (Ben-Dov

et al. 2009)

Todas las cepas aisladas en este trabajo se conservan
en el banco de microorganismos edaficos del Instituto
Amazénico de Investigaciones Cientificas - SINCHI,

para su posterior caracterizacién.

En general, este estudio representa un punto de par-
tida para identificar la composicién de las comunida-
des bacterianas dominantes de suelos de bosques de
selva himeda tropical de la regién Amazénica colom-
biana, especificamente en bosques con baja inter-
vencién antrépica del departamento de Caquetd, sin
embargo, vale la pena considerar a futuro la evalua-
cién de los factores abidticos que podrian estar mol-

deando estas comunidades y su dindmica a lo largo

de tiempo. Al mismo tiempo, el hecho de ingresar a
la coleccién de microorganismos edéficos del Institu-
to Amazénico de Investigaciones Cientificas —Sinchi,
cepas relacionadas con organismos de los cuales se
han descrito importante funciones en la degradacién
de materia orgdnica, en la fijacién de nitrégeno at-
mosférico y en la solubilizacién de fésforo, facilitard
su estudio fisiolgico, genético y de aprovechamiento

en procesos biotecnolégicos.
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