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RESUMEN

Los polihidroxialcanoatos (PHAS) son biopolimeros de reserva de Carbono y
energia sintetizadas por algunas bacterias cuando se encuentran sometidas a
factores de estrés. Este tipo de bacterias se han aislado de diferentes ambientes
como agua, suelo y vegetacién. En estos ecosistemas muchos investigadores
consideran que la sintesis del polimero es una estrategia adaptativa a los
ambientes adversos. En suelos del Centro Ambiental Chimayoy, la abundancia de
bacterias PHAs se encuentra influenciado por el tipo de cobertura vegetal; en la
plantacién de Pinos (Pinus patula) aunque presento la mayor abundancia de
bacterias PHAs, tiene el menor nimero de aislados bacterianos, en la zona de
pastos presento el mayor numero de morfotipos acumuladores de PHAs pero
menor abundancia y en el Bosque Natural Secundario se encontr6 una baja
abundancia de bacterias PHAs. Ademas existe una relacion inversa con el pH del
suelo pero también se observa una relacion directa con la Capacidad de
Intercambio Cationico, Carbono, Nitrégeno y relacion C/N. Bajo estas
caracteristicas se podria pensar que este tipo de bacterias pueden ser utilizadas
como futuras bioindicadoras del estado del suelo.



ABSTRACT

The polyhidroxyalcanoates (PHAs) are Carbon and energy reserve biopolymers
synthesized by some bacteria when they are submitted to factors of stress. These
types of bacteria have been isolated of different environments as water, soil and
flora. In these ecosystems many researchers consider that the synthesis of the
polymer is an adaptative strategy against the adverse environments. In soils of the
Chimayoy Environmental Center, the abundance of bacteria PHAs is influenced by
the type of vegetal coverage; in the plantation of Pines (Pinus patula) it show the
major abundance of bacteria PHAs, and it has the minor number of bacterial
isolated, in the zone of pastures it present a major number of PHA accumulated
morpho-types in minor abundance, and it found a low abundance of PHA bacteria
in the Natural Secondary Forest. Besides an inverse relation exists with the pH of
the soil but also a direct relation is observed with the Capacity of Cationic
Interchange, Carbon, Nitrogen, and C/N relation. Under these characteristics, it
might think that this type of bacteria can be used as future bio-indicators of the
status of the soil.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Composicion del suelo

Figura 2. Ubicacion del Centro Ambiental Chimayoy en el departamento

de Narifio

Figura 3. Areas de estudio del Centro Ambiental Chimayoy que
corresponden a: bosque natural secundario (a), plantacién de pino (b) y
zona de pastos (c)

Figura 4. Parcelas de recoleccion de muestras de suelo

Figura 5. Organigrama

Figura 6. Porcentajes de materia organica, Carbono y Nitrégeno de suelos
bajo tres coberturas vegetales del Centro Ambiental Chimayoy, municipio de
Pasto, Nariflo, muestras colectadas en el periodo comprendido entre los
meses de Octubre y Diciembre de 2005

Figura 7. Porcentaje de la relacion C/N en las diferentes areas de estudio en
el Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto, Narifio, muestras
colectadas en el periodo comprendido entre los meses de Octubre y
Diciembre de 2005.

Figura 8. pH del suelo bajo tres coberturas vegetales en el Centro Ambiental
Chimayoy, municipio de Pasto, Narifio, muestras colectadas en el periodo
comprendido entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005. Figura 9.
Capacidad de intercambio catidonico en suelos de bosque natural
secundario, plantacién de pino y pastos en el Centro Ambiental Chimayoy,
municipio de Pasto, Narifio, muestras colectadas en el periodo comprendido
entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005.

Figura 10. Contenido de bases intercambiables en suelos con diferente
cobertura vegetal en el Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto,
Narifio, muestras colectadas en el periodo comprendido entre los meses de
Octubre y Diciembre de 2005

Figura 11. Contenido de Fosforo, Zinc y Aluminio en suelos de bosque
natural secundario, plantacion de pinos y pastos en el Centro Ambiental
Chimayoy, municipio de Pasto, Narifio, muestras colectadas en el periodo
comprendido entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005.

Figura 12. Densidad aparente obtenida bajo tres coberturas vegetales en el
Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto, Narifio, muestras
colectadas en el periodo comprendido entre los meses de Octubre y
Diciembre de 2005.

Figura 13. Fotografias en donde se indica la fluorescencia de las colonias
acumuladoras de polimero, mediante los rayos ultravioleta, en donde a y b,
son aislamientos de bacterias del suelo en la zona de Pastos; c, aislamiento
de bacterias del suelo de la plantacion de pino.

Figura 14. Porcentaje de morfotipos con diferente respuesta la prueba

Pag.
30

46

47
48
52

54

55

56

57

58

59

61



de Rojo Nilo para PHAs en suelos de bosque natural secundario, plantacion
de pino y pastos en el Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto,
Narifio, muestras colectadas entre los meses de Octubre y Diciembre de
2005

Figural5.Abundancia de bacterias acumuladoras de polihidroxialcanoatos y
bacterias totales en muestras de suelo colectadas en el periodo
comprendido entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005, bajo tres
coberturas vegetales en el Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto,
Narifio.

Figura 16. Caracterizacibn microscopica de los aislados bacterianos en
muestras de suelo bajo las diferentes coberturas vegetales del Centro
Ambiental Chimayoy colectadas entre los meses de Octubre y Diciembre de
2005.

Figura 17. Analisis de coordenadas principales

63

64

66
70



TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION

1. OBJETIVOS

1.10bjetivo General
1.20bjetivos Especificos

2. REVISION DE LITERATURA
2.1EL SUELO

2.1.10rigen y factores formadores
2.1.2Composicion

2.1.2.1Fase solida

2.1.2.2 Fase liquida

2.1.2.3 Fase gaseosa

2.1.3 Perfiles del suelo

2.1.4 Propiedades del suelo
2.1.4.1 Propiedades fisicas
2.1.4.1.1 Color

2.1.4.1.2 Textura

2.1.4.1.3 Estructura

2.1.4.1.4 Densidad aparente
2.1.4.2 Propiedades quimicas

2.1.4.2.1 pH

Pag.
25
28
28
28
29
29
29
30
30
31
31
31
31
31
32
32
32

32
32

33



2.1.4.2.2 Contenido de humedad

2.1.4.2.3 lones asociados a coloides

2.1.4.2.4 Capacidad de Intercambio Catidnico (CIC)
2.1.4.2.5 Nutrientes del suelo

2.1.4.25.1 Fosforo (P)

2.1.4.25.2 Potasio (K)

2.1.4.2.5.3 Calcio (Ca)

2.1.4.2.5.4 Magnesio (Mg)

2.1.4.25.5 Aluminio (Al)

2.1.4.25.6 Zinc (Zn)

2.1.4.2.5.7 Nitrégeno (N)

2.1.4.25.8 Carbono (C)

2.1.4.2.5.9 Relacién Carbono/Nitrégeno (C/N)
2.1.4.2.6 Materia organica

2.2 BACTERIAS DEL SUELO

2.2.1 Distribucion y abundancia de bacterias del suelo
2.2.2 Andlisis microbiolégico del suelo

2.2.3.1 Técnica de la laminilla en contacto

2.2.3.2 Mineralizacion de sustratos organicos

2.2.3.3 Método de numero mas probable (NMP)

2.2.3.4 Extraccion y derivatizacion de acidos grasos totales

2.2.3.5 Biomasa: Extraccion y cuantificacion de acidos Desoxy-

ribonucleicos (ADN) totales

33

33

34

34

34

34

34

34

35

35

35

35

36

36

37

37

38

38

38

39

39

39



2.2.3.6 Test de cutizina y celulosa

2.2.3.7 Método de diluciones sucesivas

2.3 BACTERIAS PRODUCTORAS DE POLIHIDROXIALCANOATOS

(PHAS)

2.3.1 Funciones del PHAs

2.3.2 Sintesis de PHA

2.3.3 Degradacioén de polihidroxialcanoatos

2.3.4 Técnicas analiticas para la deteccion de PHAs
2.3.4.1 Métodos cualitativos

2.3.4.2 Métodos cuantitativos

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 FASE DE CAMPO

3.1.1 Area de estudio

3.1.2 Toma de muestras

3.2 FASE DE LABORATORIO

3.2.1 Andlisis fisico-quimico del suelo

3.2.2 Aislamiento de bacterias PHAs

3.2.3 Cuantificaciéon y seleccién de bacterias de PHAs
3.2.4 Purificacion de bacterias PHAs

3.2.5 Caracterizacion cultural de bacterias PHAs
3.2.6 Conservacion de bacterias PHAs

3.3 ANALISIS DE RESULTADOS

3.3.1 Indices ecoldgicos de diversidad alfa

40

40

40

42

42

43

44

44

45

46

46

46

47

48

48

49

49

49

49

49

50

50



3.3.1.1 Riqueza de especies (S)

3.3.1.2 indice de Simpson (A)

3.3.1.3 indice de Shannon - Weaver (H’)

3.3.2 Analisis estadistico

4.  RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS FiSICO - QUIMICO DE SUELO

4.2 ANALISIS DE ABUNDANCIA DE BACTERIAS ACUMULADORAS
DE PHAs

4.2.1 Caracterizacion cultural de las bacterias acumuladoras de polimero
(PHAS)

4.2.2 Indices de diversidad alfa

4.3 RELACION ENTRE LAS PROPIEDADES FiSICO-QUIMICO DE
SUELO Y LA POBLACION DE BACTERIAS ACUMULADORAS DE PHAs

5. CONCLUSIONES
6. RECOMENDACIONES
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

50

50

50

50

53

53

61

65

66

69

75

76

77

91



GLOSARIO

AERACION: Exposicion de oxigeno y agua de una superficie dando como
resultado un incremento de la actividad biolégica en el suelo.

ALOFANICA: Una mezcla amorfa de Aluminio y Silicatos que rapidamente forma
complejos fosfatados, inmovilizando el fésforo de los suelos ricos en cenizas
volcanicas de las regiones humedas de las montafias tropicales.

APATITA: (Cas(PO4)sF) Es un mineral con cristales hexagonales, de color entre
parduzco o verdoso, generalmente se encuentra formando parte de sedimentos
producidos a partir de depdsitos organicos.

BIOMASA: Término acufiado por Transeau (1926) referido a la unidad de medida
de la masa viva del ecosistema por unidad de tiempo determinado; se presenta en
g/m? e indica la constante de peso seco (sin agua) de los compuestos organicos
presentes en el ecosistema.

Se lo define también como el peso seco total de un organismo por unidad de
superficie y por unidad de tiempo.

BIO-OXIDATIVO: Proceso de oxidacion biolégica en la cual intervienen agentes
ambientales en el proceso de degradacion de algun material biolégico.
BIOPOLIMERO: Sin6nimo: polimero bioldgico. Sustancia que consiste en grandes
moléculas o macromoléculas formadas por muchas unidades pequefias que se
repiten, llamadas mondmeros.

BIOTRANSFORMACION: Todo proceso biolégico mediante el cual una sustancia
se transforma en otra diferente, el término de biotransformacion se aplica a los
procesos disefiados para la produccién de compuestos mediante el empleo de un
organismo completo o de un sistema enzimatico

BOSQUE NATURAL SECUNDARIO: Comunidades complejas de seres vivos,
microorganismos, vegetales y animales, que se influyen y relacionan al mismo
tiempo y se subordinan al ambiente dominante de los arboles. Las especies que
conforman esta comunidad dependen del clima en primer lugar, y en segundo
término, del tipo de suelo.

CALCITA: (CaCO3) mineral compuesto principalmente de carbonato de calcio y
después del cuarzo, se encuentra en forma de estalactitas y tobas calcéareas,
ambas formadas a partir de depdsitos de aguas minerales.

COBERTURA VEGETAL: puede ser definida como la capa de vegetacion natural
que cubre la superficie terrestre, comprendiendo una amplia gama de biomasas
con diferentes caracteristicas fisondmicas y ambientales que van desde pastizales
hasta las areas cubiertas por bosques naturales. También se incluyen coberturas
vegetales inducidas que son el resultado de la accién humana como las éreas de
cultivos.

COLOIDE DEL SUELO: Se define como una mezcla de agua con varias
sustancias minerales en disolucion, de una composicion muy compleja y con
importancia primordial al ser el medio por el que los nutrientes son absorbidos por
las raices de las plantas y los organismos que se encuentran en el.



CONDENSACION: proceso en el que la materia pasa a una forma mas densa,
como ocurre en la licuefaccién del vapor. La condensacion es el resultado de la
reduccion de temperatura causada por la eliminacion del calor latente de
evaporacion; a veces se denomina condensado al liquido resultante del proceso.
COPOLIMERO: macromoléculas con diferentes unidades monomericas.
DESECACION: falta 0 escases de agua en el suelo, ocasionadas por la absorcion
de la arena y la evaporacion.

DOLOMITA: CaMg (COs3)2, es un mineral compuesto de carbonato de calcio y
magnesio, de origen hidrotermal y es un constituyente fundamental de las rocas
sedimentarias carbonatadas (dolomias y calizas dolomiticas) formadas por la
accion del agua de mar sobre fangos calcareos o formaciones organdégenas
ESPECIES CALCICOLA: Organismo que tiene afinidad de crecer y Vvivir
permanentemente en suelos ricos con carbonato célcico

ESPECIES CALCIGUGA: especies vegetales indicadoras de suelos pobres o sin
caliza.

FELDESPATOS: KAISi3Og. se encuentran como cristales aislados o en masas,
son grupos de minerales constituyentes fundamentalmente de las rocas igneas
aunque pueden encontrarse en cualquier tipo de roca.

FLUORESCENCIA: emision de luz que se observa en ciertos tipo de sustancias
segun las caracteristicas energéticas de su estructura, con una intensidad
proporcional a la concentracion de la muestra ocurre en respuesta a una
excitacion y que cesa casi inmediatamente al desaparecer su causa, se produce al
ser iluminadas por luz de una determinada tonalidad, la absorben e irradian luz de
otra tonalidad, cuya longitud de onda siempre es mayor.

GEN PLEIOTROPICO: gen que codifica para diferentes tipos de manifestaciones
fenotipicas

HUMINA: Es una de las fracciones en las que se puede fraccionar el humus y se
caracteriza por ser insoluble en pH basico o alcalino.

INMOVILIZACION: proceso mediante el cual parte de los nutrientes, producto de
la descomposicion de la materia orgéanica, no quedan disponibles para las plantas
ya que son incorporados en la biomasa microbial para satisfacer necesidades de
crecimiento y supervivencia.

IRRIGACION: rociar la superficie de algo con agua y otra sustancia liquida.
LIXIVIACION: proceso de lavado que realiza el agua que se infiltra en el suelo.
MATERIA ORGANICA: literalmente se refiere a algtin material derivado de plantas
o animales. Incluye cualquier cosa derivada de un organismo vivo o excretado por
este.

METEORIZACION: es el proceso de desintegracion fisica y quimica de los
materiales sélidos en o cerca de la superficie de la Tierra.

MICROBIOTA es el conjunto de microorganismos que habitan en un ecosistema y
constituyen lo que se denomina el microcosmos (mundo microscépico) del
ecosistema

MINERALIZACION: es el proceso mediante el cual las bacterias convierten las
moléculas organicas complejas de plantas y residuos de animales en didoxido de



carbono, agua, amonio y otros nutrientes inorganicos simples, de manera que
plantas y microorganismos del suelo pueden utilizarlos.

MORFOTIPOS: (colonias diferentes de bacterias Basandose en los recuentos
viables en plato se puede determinar el numero de morfotipos (colonias diferentes
de bacterias) en las muestras estudiadas y concluir cual de las muestras es mas
diversa que la otra, lo que permite comparar el impacto que diferentes manejos
agricolas ejercen sobre la diversidad microbiana.

ORGANISMO DESCOMPONEDOR: es un organismo, generalmente una bacteria
o un hongo, que transforma la materia organica en compuestos quimicos mas
simples, devolviendo asi los nutrientes al medio ambiente.

PERMEABILIDAD: capacidad de un material para permitir que un fluido lo
atraviese sin alterar su estructura interna. Se dice que un material es permeable si
deja pasar a través de él una cantidad apreciable de fluido en un tiempo dado, la
velocidad con la que el fluido atraviesa el material depende del tipo de material, de
la naturaleza del fluido, de la presion del fluido y de la temperatura.

PIROLISIS: La pirolisis o destilacion destructiva es un proceso de descomposicion
quimica de residuos soélidos mediante calor en una atmdsfera con poco oxigeno.
Esto genera una corriente de gas compuesta por hidrégeno, metano, mondxido de
carbono, dioxido de carbono, ceniza inerte y otros gases, segun las caracteristicas
organicas del material

PLANTACIONES DE PINO: Son aquellas cuya especie predominante corresponde
al género Pinus, en una presencia mayor al 95% en el rodal o unidad de
plantacion. Se caracterizan generalmente por no compartir su espacio de
plantacién con otras especies (ni nativas ni introducidas) por obstaculizar el paso
de la luz hacia el suelo y por arrojar sus aciculas secas al suelo, formando un
colchén espeso y denso, de descomposicion muy lenta denominado “Mull”, el cual
impide el crecimiento de otras especies tanto rastreras como formadoras de
sotobosque

PLASTICO: La palabra plastico procede de la voz griega plasticos, que significa
"capaz de ser moldeado" y que refleja la principal propiedad de los plasticos: su
deformabilidad ante la aplicacion de fuerzas relativamente deébiles y a
temperaturas no muy alejadas de la ambiental.

POLIESTERES: polimero de un éster que se obtiene por condensacion de
diacidos orgénicos con polialcoholes.

POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAS): son cuerpos de inclusion acumulados por
bacterias cuando el medio de cultivo de las mismas se encuentra desequilibrado.
Dicho material es acumulado como fuente de carbono y energia para ser utilizado
posteriormente. Estos polihidroxialcanoatos son termoplasticos enantiomeros o
elastomeros biodegradables.

POLIMERIZACION: Es el proceso realizado en la formacion de un polimero,
mediante el cual se agrega un diferente nimero de unidades en una molécula
grande.

ppm: Unidad de concentracion de masa que se refiere a partes por millon y
equivale a un miligramo por kilo. En una disolucibn acuosa equivale a un
miligramo por litro de disolucion



QUISTES: acumulacion de material extrafio al organismo en estado liquido o
semisélido, dentro de una capsula con una estructura en forma de saco que a
veces puede estar abierta.

RIZOSFERA Zona de interaccion entre las raices de las plantas y los
microorganismos del suelo.

ROCAS IGNEAS: Uno de los tres tipos principales de rocas, considerados como la
fuente primigenia de los materiales que constituyen la corteza terrestre, formadas
por el enfriamiento y la solidificacion de materia rocosa fundida, conocida como
magma (pluténico o volcanico) y segun ello pueden clasificarse en granito, basalto,
diorita, riolita, etc.

SAPROFITOS: cualquier organismo que no puede obtener su alimento mediante
la fotosintesis, y en su lugar se nutre de restos de materia vegetal o animal en
putrefaccion.

SAPROLITOS: materiales producidos por la disgregacién de las rocas
SEDIMENTOS NO CONSOLIDADOS: materiales que varian en cuanto a su
naturaleza y composicion

SOSTENIBILIDAD Se aplica a los ecosistemas que permanecen inalterables por
largos espacios de tiempo.

SUSTANCIAS HUMICAS: Es una de las fracciones en las que se puede dividir el
humus y que se caracteriza por ser soluble mediante extraccion con alcali.
TERMOPLASTICO: Formados por polimeros lineales o ramificados, impermeables
al agua, con bajas densidades, capaces de ablandarse o derretirse con el calor y
volverse a endurecer con el frio. Estas cualidades los hacen idoneos para fabricar
distintos objetos y sustancias, entre los que se incluyen materiales moldeados,
adhesivos y fibras textiles.

TRANSLOCACION: Fragmento de ADN separado del cromosoma original que se
une a uno distinto ocasionando alteraciones en un gen, las cuales pueden ser
benéficas o perjudiciales para un organismo.

TURBAS: Tipo de suelo compacto altamente organico, mas del 50% combustible,
de color pardo oscuro y muy rico en carbono, hecho de restos vegetales cuyas
estructuras son bien reconocibles, poco descompuestas debido a las condiciones
anaerobicas, frias, acidas, embebidas en agua.

UREASA: enzima que cataliza la descomposicion de la urea



INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos o PHAs son polimeros de reserva acumulados por un
gran numero de grupos bacterianos cuando en el ambiente proximo al
microorganismo escasea algun nutriente esencial como el nitrégeno, el fosforo o el
azufre y hay exceso en la fuente de carbono (Anderson and Dawes, 1990).

Existe una gran variedad de polihidroxialcanoatos los cuales dependen de la
posiciéon del grupo hidroxilo y del grupo funcional, asi como del numero de
mondmeros y del grado de polimerizacion de los mismos (Steinbutchel, 1995).
Toda este gran diversidad de PHAs se debe a que como es bien conocido las
bacterias pueden transformar una gran cantidad de sustratos en intermediarios de
acidos hidroxialcanoicos mediante diferentes rutas bioquimicas entre las cuales se
destacan la de B-oxidaciéon y la de sintesis de Novo de los acidos grasos
(Rothermich y col., 2000).

Son varios los estudios acerca de este tipo de bacterias y a pesar que muchos
autores consideran que la produccidn de este tipo de polimeros es una estrategia
de las bacterias para incrementar su nivel de supervivencia, sin embargo, Barnard
(1999) menciona en uno de sus estudios que la mayoria de investigaciones son
realizadas a nivel de laboratorio y especificamente en el campo industrial en la
busqueda de mejores sistemas de fermentacidén y cepas recombinantes debido a
que estos polimeros poseen propiedades fisicas y quimicas similares a los
plasticos convencionales con la diferencia que sus componentes se degradan y
penetran en el suelo formando parte del sedimento evitando de esta manera
dafios al medio ambiente.

En nuestro estudio hemos tomado como referente al suelo debido a que este es
un ecosistema de enorme riqueza microbiana en donde las bacterias tienen un
papel muy importante debido a que participan en los procesos de la
descomposicion de la materia organica, la formacién del humus y la incorporacion
de los restos organicos a los ciclos biogeoquimicos, ademas gracias a su actividad
metabdlica pueden transformar las moléculas organicas complejas en nutrientes
simples facilmente aprovechables por los organismos del suelo (Dilly y col., 2004).

Sin embargo, Bures (1999) menciona que su numero y actividad dependen en
gran parte de los recursos disponibles en el suelo por cuanto estos varian segun el
uso y la cobertura vegetal ya que ademas de influir en propiedades fisicas como la
textura y la porosidad influyen en propiedades quimicas como la actividad de
intercambio catidnico determinando de esta manera la disponibilidad de elementos
esenciales para los diferentes procesos vitales tales como el carbono y el
nitrogeno; Romera y Guerrero (2006) proponen al pH como otro factor que
determina la movilidad de elementos que pueden actuar como limitantes para el
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crecimiento bacteriano como el Calcio, el Magnesio, el Fosforo y el Potasio y la
movilidad de elementos que pueden ser tdéxicos para la mayoria de
microorganismos como el aluminio y el zinc.

En vista de que existen factores que pueden limitar al crecimiento bacteriano y que
son susceptibles a variables ambientales tales como el clima o la actividad
bioldgica, Almeida y col., (2004), mencionan que las bacterias han desarrollado
sistemas bioquimicos de produccion de polimero los cuales ademas de servir
como material de reserva en ambientes donde hay una elevada relacion C/N
sirven como una estrategia de supervivencia en ambientes adversos, entre estos
polimeros se encuentran los polihidroxialcanoatos o PHAs.

Y aunque no se han realizado estudios acerca del papel de estos polimeros en
suelos con diferente uso o cobertura vegetal, Steinbutchel (1999) y Stekolschik
(2006), han encontrado en condiciones in vitro, que estos polimeros incrementan
la capacidad de competencia y de supervivencia en comparacién con otras
bacterias que no pueden polimerizar ni degradar el PHA debido a que sirven como
deposito energético cuando en el ambiente proximo al microorganismo escasea
algun nutriente esencial, establece el balance hidrico y participa en los procesos
de enquistamiento y esporulacion que son mecanismos de resistencia al estrés
nutricional que ocurre en el suelo.

Teniendo en cuenta los anteriores aspectos, se ha observado la necesidad de
evaluar la abundancia de bacterias acumuladoras de polihidroxialcanoatos del
suelo bajo diferentes coberturas vegetales en el Departamento de Narifio.

Para ello se determiné las propiedades fisico-quimicas del suelo y se cuantifico el
numero de bacterias PHAs, haciendo uso de diluciones seriadas y siembra por
superficie. Entre los resultados mas relevantes de este trabajo de investigacion se
destaca que hay diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
abundancia de bacterias acumuladoras de polihidroxialcanoatos; en suelo bajo la
cobertura de pinos hay mayor abundancia de bacterias PHAs, menor en el bosque
natural secundario y en la zona de pastos aunque la abundancia de bacterias es
relativamente baja, la diversidad es la mas alta en comparacion con las diferentes
areas de estudio.

Por otra parte, entre los aportes tedricos realizados por el presente trabajo se
encuentran:

. El tipo de vegetacién influye en las propiedades fisico-quimicas del suelo
del Centro Ambiental Chimayoy.

. Las propiedades fisico-quimicas del suelo influyen en la diversidad y
abundancia de las bacterias acumuladoras de polihidroxialcanoatos (PHAS).
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. Se determiné que la abundancia de bacterias acumuladoras de PHAs varia
en suelos con diferente cobertura vegetal

. La abundancia de bacterias PHAs del suelo esta relacionada con: La
acidez, la capacidad de intercambio catidnico y los contenidos de materia
organica.

. En las diferentes zonas de estudio la mayoria de los aislados bacterianos
del suelo son bacilos gram-negativos y hay un morfotipo con mayor abundancia
relativa.

Entre los aportes practicos de esta investigacion tenemos:

. Se realizdé la caracterizacion fisico-quimica del suelo en tres zonas con
diferente cobertura vegetal del Centro Ambiental Chimayoy.

. Se aport6 con 38 colonias acumuladoras de polihidroxialcanoatos al cepario
de bacterias PHAs del laboratorio de Biotecnologia microbiana de la Universidad
de Narifio-Pasto-Colombia.

. Se contribuyd al conocimiento acerca de la ecologia bacteriana del suelo
en el Centro Ambiental Chimayoy
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la abundancia de bacterias acumuladoras de polihidroxialcanoatos en
funcién de las caracteristicas fisico-quimicas de suelos bajo coberturas de bosque
natural secundario, plantacibn de pino y pastos en la vereda de Pinasaco,
Departamento de Narifio.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Determinar las caracteristicas fisico-quimicas del suelo bajo las coberturas
de bosque natural secundario, plantacion de pino (Pinus patula Schlech et Cham.,)

y pastos.

. Determinar la  abundancia de  bacterias acumuladoras de
polihidroxialcanoatos presentes bajo las tres coberturas vegetales estudiadas.

. Relacionar algunos parametros fisico-quimicos del suelo con la abundancia

de bacterias acumuladoras de polihidroxialcanoatos en las diferentes areas de
estudio.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1 EL SUELO

El suelo es un agregado de minerales no consolidados y de particulas organicas
producidas por la accibn combinada del viento, el agua y los procesos de
desintegracion organica. Estos cambian mucho de un lugar a otro ya que la
composicion quimica y la estructura fisica del suelo en un lugar dado estan
determinadas por el tipo de material geoldgico del que se origina, por la cubierta
vegetal, por la cantidad de tiempo en que ha actuado la meteorizacion, por la
topografia y por los cambios artificiales resultantes de las actividades humanas
(Sandoval, 2003).

Por lo tanto, el suelo puede ser considerado como un sistema dinamico debido a
que sus condiciones afectan la disponibilidad de agua y nutrientes que sirven de
alimento para animales y microorganismos, ademas, por medio de las reacciones
que ocurren en el, los productos minerales retornan al suelo en los ciclos de los
elementos, otorgandole propiedades fisicas, quimicas y biologicas especificas
(Smith y Smith, 2001; Sandoval, 2003).

2.1.1 Origen y factores formadores. Los suelos se han formado a expensas de
rocas y depositos de materiales transportados, los cuales sufren un conjunto de
transformaciones de indole fisica, quimica y/o bioldégica que dan lugar a un nuevo
material sobre el que se asienta multitud de formas de vida, desde los organismos
mas pequenos, virus, a los mas evolucionados o desarrollados, como el hombre
(Leiva, 2000; Fernandez, 2003).

Sin embargo, aunque el proceso de formacion del suelo es similar en todos los
tipos, sus propiedades no son constantes debido a la acciéon del conjunto de
factores formadores del medio con que son factores que influyen o pueden influir
sobre el material original con el potencial de cambiarlo (Smith y Smith, 2001;
Jaramillo, 2002). Entre ellos, se encuentran el material original que constituye un
elemento pasivo en la formacién del suelo porque representa el estado inicial del
sistema y sobre el actuan la fragmentacién de la materia organica, la formacion de
humus y procesos de meteorizacion (Jaramillo, 2002; Fernandez, 2003). El clima,
debido a que la temperatura regula o afecta agentes abidticos como las
propiedades fisico-quimicas del suelo y la solubilidad de nutrientes, afectando
notoriamente en la abundancia y diversidad de los organismos (Martin, 1998;
Fuentes, 2003).

Otro agente formador es la actividad bioldégica en donde los micro y macro-

organismos facilitan la desintegracion de la roca madre y se encargan de las
transformaciones bioquimicas que ocurren en el suelo ademas de que participan
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en los procesos de meteorizacién fisica, quimica y bioldgica y la vegetacion que
constituye en si misma un factor determinante en la estructura de las poblaciones
microbianas, pues estas son las abastecedoras principales de las fuentes
especificas de carbono y energia para todos los seres vivos (IGAC, 1993; Callejas,
2003). Finalmente, la variacion de cualquier propiedad del suelo depende
finalmente del tiempo que expresa el periodo durante el cual han actuado los
factores formadores anteriormente mencionados (Jaramillo, 2002; Fernandez,
2003).

2.1.2 Composicion. El suelo es un cuerpo dinamico y viviente que juega un papel
importante en los ecosistemas terrestres. Los componentes del suelo incluyen
materiales minerales inorganicos (arena, limo y arcilla), materia organica, agua,
gases, y organismos vivos; se divide en tres fases: Sdlida, liquida y gaseosa, las
cuales intercambian constantemente iones y moléculas, otorgandole al suelo
propiedades especificas, las cuales son factibles de medir mediante los diferentes
procesos fisicos, quimicos, y biolégicos que ocurren en la superficie terrestre
(Callejas, 2003; Brissio, 2005) Figura 1.

Figura 1. Composicién del suelo
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Fuente: Jaramillo, (2002): Introduccion a la ciencia del suelo.

2.1.2.1 Fase solida: Esta fase es considerada como la mas estable del suelo, de
consistencia heterogénea, formada por constituyentes inorganico y organico, en
donde los minerales constituyen la base del armazén que soporta al suelo,
integrada por las particulas de arcillas, limos y arenas, que constituyen el 90-99%,
y el 10-1% restante corresponde a la materia organica a la cual hacen parte todos
los residuos de origen vegetal y animal en proceso de descomposicion y
mineralizacion (Sandoval, 2003; Brissio, 2005).
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2.1.2.2 Fase liquida: Esta fase se encuentra en constante competencia con la fase
gaseosa y los cambios climaticos estacionales, basicamente se define como una
solucion compuesta por agua y solutos disueltos en ella, los cuales circulan a
través del espacio poroso del suelo y ocupa cerca del 25% del volumen total del
sistema, sin embargo, este porcentaje puede variar dependiendo de las
precipitaciones atmosféricas (Jaramillo, 2002; Sandoval, 2003; Brissio, 2005).

2.1.2.3 Fase gaseosa: Conocida también como atmosfera del suelo, representa
alrededor del 25% del volumen total, y comprende el espacio poroso que permite
la circulaciéon del aire y el agua para que las raices de las plantas y los
microorganismos puedan llevar a cabo diferentes procesos biolégicos, tales como
respiracion, transpiracion, procesos de mineralizacion y oxidacion; los cuales
estan determinados por el consumo de Oxigeno y por la produccion de CO»
(Sandoval, 2003; Brissio, 2005).

2.1.3 Perfiles del suelo. El suelo esta formado por un sucesion de capas
superpuestas que se llaman estratos u horizontes y usualmente se reconocen
cinco tipos: El horizonte O compuesto por restos organicos, el horizonte A que
constituye el suelo mineral, el horizonte E donde se acumulan particulas de arena
y limo, el horizonte B incluye las capas en las cuales tiene lugar la sedimentacion
de materiales provenientes de las capas anteriores y el horizonte C que constituye
el material parental del que se origind el suelo (Carrillo, 2003; Fuentes, 2003;
Navarro, 2005).

La descripcidn del perfil de suelo permite establecer su génesis, su clasificacion
taxondmica, la caracterizacion de sus propiedades e identificar limitantes del uso,
cabe mencionar que como regla general el contenido de materia organica y la
actividad biolégica decrecen con la profundidad (Jaramillo, 2002; Smith y Smith,
2001).

2.1.4 Propiedades del suelo. En el suelo, conforme actuan factores y procesos
formadores, va adquiriendo una amplia gama de propiedades que ejercen cierta
influencia en el funcionamiento de su ecosistema y permiten conocer la manera
optima de manejar este recurso; dichas propiedades se pueden clasificar en
fisicas, quimicas y biolégicas (Jaramillo, 2002; Fernandez, 2003; Dorronsoro,
2006).

2.1.4.1 Propiedades fisicas: El suelo fisicamente es considerado como una mezcla
porosa de particulas inorganicas, materia organica descompuesta, aire y agua;
esta composicion determina las propiedades fisicas como el color, la textura, la
estructura entre otras. Ademas estan relacionadas con los procesos quimicos y
biolégicos que ocurren constantemente en el sistema edafico (Fuentes, 2003;
Garveba, 2004).
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Entre estas propiedades se encuentran:

2.1.4.1.1 Color: Esta propiedad nos permite tener una idea de las diferentes
caracteristicas del suelo, por ejemplo, colores oscuros se relacionan con altos
niveles de descomposicion de materia organica y una buena estructuracion del
suelo, los colores marrones se asocian con la presencia de materia organica acida
parcialmente descompuesta y combinaciones de 6xidos de Hierro con materiales
organicos, los colores grises indican que el suelo ha estado en contacto con agua
durante largos periodos de tiempo, los colores entre rojos y pardos se asocian a
procesos de alteracion de los materiales parentales bajo diferentes condiciones
como la temperatura alta, baja actividad del agua, rapida incorporacién de materia
organica, entre otros (Fernandez, 2003; Fuentes, 2003; Ovalles, 2003).

2.1.4.1.2 Textura: Es la relacién entre la proporcion relativa y la distribucion de los
componentes minerales del suelo: Arcilla, limo y arena. Con respecto a la cantidad
se divide en suelos arenosos en aquellos con mayor proporcion de la fraccion
arena, arcillosos con mayor proporcién de la fraccion arcilla y francos los que
contiene cantidades aproximadamente iguales de arena arcillas y limos (Fuentes,
2003; Fernandez, 2003).

2.1.4.1.3 Estructura: Se refiere al aspecto que presenta el suelo de acuerdo a la
forma, tamano y distribucion espacial de los agregados (Carrillo, 2003; Brissio,
2005). Tiene influencia directa en propiedades como: Porosidad, densidad
aparente, régimen hidrico, régimen térmico, permeabilidad, aireacién, distribucion
de la materia organica, intercambio gaseosa, desarrollo de las raices, movimiento
del agua y erosion del suelo, entre otra. Cabe destacar que cuando las
propiedades anteriormente mencionadas estan en una adecuada proporcion, el
suelo se vuelve macizo, sin grietas y la estructura no se ve afectada, pero cuando
existe algun desequilibrio entre estas propiedades el suelo presenta un aspecto
seco y se agrieta (Callejas, 2003; Navarro, 2005).

2.1.4.1.4 Densidad aparente: Se define como la masa por unidad de volumen y
refleja la porosidad, el grado de compactacion, el nivel de deterioro del suelo y la
facilidad de circulacion de agua y de aire, puesto que los residuos vegetales y
animales reducen el valor de la densidad aparente, teniendo en cuenta que a
medida que aumenta su valor, se esta produciendo una degradacion de la
estructura del mismo, bien sea por compactacién o por perdida de la materia
organica. La densidad aparente se tiene influencia directa en diversas
propiedades, entre las cuales se encuentran: Textura, estructura, contenido de
materia organica, humedad y grado de compactacion (Jaramillo, 2002; Fernandez,
2003; Callejas, 2003).

2.1.4.2 Propiedades quimicas: Se refiere a los materiales circulantes del suelo y

son afectados por el clima y el tiempo transcurrido desde la trasformacion de
material original, influyen en la capacidad de los suelos para el almacenaje, filtraje
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y descomposicidn de los compuestos quimicos tdéxicos o potencialmente toxicos,
igualmente afectan la disponibilidad de nutrientes para las plantas y otros
organismos (Jaramillo, 2002).

Entre estas propiedades se encuentran:

2.1.4.21 pH del suelo: Es una caracteristica que mide la concentraciéon de
hidrogeniones en el suelo y por presentar una fuerte resistencia a ser modificado,
es considerada como una de las propiedades quimicas mas importantes, debido a
que establece el grado de acidez o alcalinidad y tiene una gran influencia en
muchas de las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del suelo, su
importancia radica en que su valor produce diferentes efectos en los diferentes
niveles de organizacion de la materia viva ya que influye en la actividad
enzimatica, la disponibilidad de nutrientes esenciales que pueden actuar como
limitantes para el crecimiento microbiano y la movilidad de metales pesados tales
como el cobre y el aluminio que son téxicos para la mayoria de microorganismos
entre otros (Jaramillo, 2002; Brissio, 2005; Agropec-Star, 2002).

Entre los factores naturales que influyen en el pH del suelo, se encuentran la
velocidad de descomposicion de la materia organica, la naturaleza de la roca
madre, la profundidad del suelo, el tipo de vegetacidon presente, el clima de la
region y la precipitacion que produce la salida de nutrientes basicos (como las
bases de cambio Calcio, Magnesio o Potasio) o acidos (Cobre, Hierro, Manganeso
y Aluminio).

2.1.4.2.2 Contenido de humedad: Esta es una propiedad que presenta una alta
variabilidad, debido a que depende de la composicion del suelo, de la lluvia, del
drenaje y de la cubierta vegetal. Su importancia radica en que contiene diversos
materiales disueltos, cuya mezcla se conoce como solucion del suelo. El agua
puede encontrarse en el suelo de dos maneras: Por adsorcién sobre las
superficies y como agua libre formando laminas o peliculas entre las particulas del
suelo (Madigan y col., 1998).

Cabe mencionar que los suelos neutros de bosque o pastos con alto contenido de
humedad presentan recuentos de organismos bacterianos superiores a los suelos
aridos y con alto contenido de sustancias alelopaticas, ya que estos suelos son los
menos propicios para la proliferaciéon de organismos quimio-organotrofos (Grant y
Long, 1989).

2.1.4.2.3 lones asociados a coloides: Son todos aquellos elementos y moléculas
que no son parte constitutiva de las fracciones minerales u organicas, y pueden
encontrarse como iones solubles en la solucion del suelo o bien formando
precipitados. Los cationes (iones con carga positiva) que se asocian a las arcillas
minerales y a la materia organica humificada (Ej. complejo coloidal) se les
denomina como “cationes de intercambio” (Ej. Ca®*, Mg**, Na*, K*) y los aniones,
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tales como sulfatos, nitratos, cloruros y fosfatos, también pueden ser retenidos por
el complejo coloidal aunque los mecanismos de retencion son diferentes y algunas
veces mas complejos (Fuentes, 2003).

2.1.4.2.4 Capacidad de Intercambio Catidnico (CIC): Se refiere a la capacidad que
tiene el suelo a retener cationes intercambiables, cabe anotar que su valor varia
segun el tipo de suelo ya que depende basicamente del pH del suelo, el contenido
de materia organica, de la cantidad y el tipo de arcilla presentes en el suelo, por lo
tanto, en un suelo que tiene alto contenido de arcillas y materia organica
humificada en el suelo, posee mayor capacidad de intercambio cati6nico, en
comparacién a un suelo arenoso y con bajos contenidos de materia organica
(Agropec-Star, 2002; Fuentes, 2003).

2.1.4.2.5 Nutrientes del suelo:

2.1.4.2.5.1 Fosforo (P): En el suelo se encuentra en forma organica y mediante la
meteorizacién de los minerales debido a la descomposicion de la materia organica
se vuelve disponible reponiendo asi el Fosforo de la solucion del suelo y la forma
inorganica es una fuente de energia para los microorganismos y las plantas
(Equipo del proyecto fertilizar - inta pergamino, 2006; Agropec-Star, 2002;
Dorronsoro y Garcia, 2006).

2.1.4.2.5.2 Potasio (K): Este elemento alcanza en la litosfera una concentracion
media de 1,58%; se ha encontrado que la cantidad de este elemento es
relativamente alta en la mayoria de los suelos de clima frio a templado y sus
existencias son bajas en suelos calidos y tropicales debido al alto grado de
meteorizacién, ademas presenta una relacion directa con el pH y la disponibilidad
de Fosforo organico en el suelo (Abocol, 2004; Delgado, 2005).

2.1.4.2.5.3 Calcio (Ca): En el suelo no se encuentra en forma natural, sino
formando compuestos que constituyen el 3,63% de las rocas igneas y 3,22% de la
corteza terrestre, la principal fuente son los feldespatos, la apatita, la dolomita y la
calcita. En el suelo se presenta como carbonato de Calcio o sulfato de Calcio,
también se presenta como idn en la materia organica y como cation intercambiable
Ca** en la solucién del suelo y su cantidad fluctia entre 0.1 - 25%, cabe resaltar
que este nutriente esta gobernado por los fenomenos de intercambio cationico al
igual que los otros cationes, y se mantiene adherido como Ca?* intercambiables en
la superficie de los coloides cargados negativamente (Agropec-Star, 2002;
Fernandez, 2003; Abocol, 2004).

2.1.4.2.5.4 Magnesio (Mg): El contenido promedio de este elemento en la litosfera
es de 2,68%, proviene de la meteorizacion de rocas que contienen minerales
como biotita, dolomita y clorita, y varia segun el origen geoldgico del suelo. En la
naturaleza esta presente bajo formas no intercambiables y solubles en agua, por
su condicion de cation, el Mg* estd sujeto a intercambio catiénico, que
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generalmente se encuentra en la solucidn del suelo y se absorbe en las
superficies de las arcillas y la materia organica (Fernandez, 2003; Agropec- Star,
2002).

2.1.4.2.5.5 Aluminio (Al): Generalmente se encuentra en estado libre por tener una
consistencia reactiva, y en estado de combinacion constituye cerca del 7.5 % en
peso de la corteza terrestre, donde es el elemento metalico mas abundante. En el
suelo la mayor parte de este elemento se encuentra inmovilizado y en forma de
Oxidos vy silicatos de Aluminio, compuestos que no pueden ser absorbidos por los
vegetales, no obstante si las condiciones ambientales cambian, este Aluminio
puede llegar a solubilizarse y ser incorporado a los ciclos bioquimicos (Driscoll, y
col., 1988; Haug, 1984).

2.1.4.2.5.6 Zinc (Zn): Se concentra en los horizontes altos debido a que el Zinc
presenta baja movilidad descendente en el perfil a diferencia de otros elementos,
debido a que queda fijjado por la materia organica, las arcillas, los Oxidos e
hidroxidos de Hierro y los residuos de las plantas que se depositan en la
superficie, donde proporcionan pequefas cantidades de este elemento. Su
disponibilidad disminuye en suelos arenosos, pobres en materia organica y
aumenta en suelos acidos, de textura fina (Lucena, 2000; Fernandez, 2003).

2.1.4.2.5.7 Nitrégeno (N): El suelo contiene una proporcion relativamente alta de N
organico (proteinas, en acidos nucleicos, azucares, etc.), no soluble que
representa entre el 85 al 95% del total de N en el suelo y una pequefia proporcidon
de N inorganico que es disponible en el suelo (NH**, NO*, NO?%, etc.), representa
tan solo del 2 al 3 %. Sin embargo, estos porcentajes tienden a disminuir con la
profundidad, las altas temperaturas de los suelos, la disponibilidad de materia
organica y las precipitaciones atmosféricas (Dorronsoro y Garcia, 2006).

Existen dos procesos mediante el cual el nitrdgeno puede ser aprovechado por las
plantas y los organismos del suelo: Uno de ellos es la mineralizacion en donde se
convierten las formas organicas no disponibles a formas disponibles para las
plantas y demas organismos del suelo y la inmovilizacion, que es el proceso
inverso a la mineralizacion en donde se convierte de una manera inorganica del
nitrogeno a formas organicas de manera que no quedan disponibles para los
organismos del suelo, este proceso ocurre cuando el contenido de nitrogeno en
los residuos es bajo y los microorganismos aprovechan el nitrégeno disponible
para satisfacer sus necesidades vitales (Agropecstar, 2002)

2.1.4.2.5.8 Carbono (C): La captura de este elemento en el suelo, es mediante la
transformacién del carbono del aire en carbono organico, almacenado en el suelo.
Los niveles del CO, atmosférico pueden reducirse en la medida que los niveles de
carbono organico del suelo aumentan. El almacenamiento de este elemento
depende de las variables climaticas (temperatura del suelo y precipitacion) y del
contenido de arcilla en el suelo (Espinoza, 2005; Zamorano, 2002).
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Cumple funciones especificas e importantes en el crecimiento poblacional de las
bacterias; una abundante cantidad de carbono en el suelo puede desarrollar alta
actividad metabdlica, obteniendo por consiguiente un despliegue reproductivo, ya
que este elemento actua como reserva energética permitiendo a las bacterias
sobrevivir en periodos de estrés ambiental (Zamorano, 2002).

2.1.4.2.5.9 Relacion Carbono/Nitrogeno (C/N): Es un parametro que evalua la
calidad de los restos organicos de los suelos. La importancia de la relacion
Carbono-nitrégeno radica en que la accién microbiana puede mineralizar o
inmovilizar el nitrégeno. La cantidad de nitrogeno que necesita la poblacion
microbiana es proporcional a la cantidad de carbono que ingresa a él. La materia
organica con una relacion C/N amplia (mayor que 20:1) favorecen la
inmovilizacién, pero si la relacion C/N baja (inferior a 20:1) tienden a una mas
rapida mineralizacion. Las relaciones C/N entre 20 y 30:1 favorecen los dos
procesos por igual, sin embargo, una relacion C/N de alrededor de 32:1 constituye
el punto de equilibrio para la descomposicion de los materiales organicos en pocas
semanas (Agropec- Star, 2002; Sandoval, 2003; Dorronsoro y Garcia, 2006).

2.1.4.2.6 Materia organica: Las raices, tallos, restos de hojas, flores, los materiales
organicos lavados procedentes de la parte aérea de la planta, los exudados de las
raices, animales y microorganismos muertos conforman la materia organica del
suelo; no obstante la principal fuente la constituyen los residuos vegetales, los
cuales aportan energia y alimento a los organismos del suelo, al tiempo que son la
materia prima para la formacion de los coloides organicos (humus) que se
acumulan en la capa superficial. La descomposicion en mayor o menor grado de
estos seres vivos, es provocada por la accion de los microorganismos o por
factores abidticos que dan lugar a un abanico muy amplio de sustancias en
diferentes estados que son los constituyentes principales de coloides del suelo
(Bures, 1999; Romera y Guerrero, 2006; Dilly y col., 2004).

La materia organica es considerada como material dinamico termodinamicamente
inestable, que se encuentra ligada a los ciclos del Carbono, Nitrégeno, Fosforo,
Azufre, Hierro y Manganeso en el suelo, y a otros muchos procesos que puede
llegar a estabilizarse en funcién de los parametros ambientales (temperatura, pH,
humedad, contenido i6nico, poblaciones de microorganismos, etc.) (Martin, 1998;
Bures, 1999). Ademas influye en las propiedades fisicas y quimicas del suelo, por
ejemplo: aumenta la porosidad, incrementa la humedad, limita el arrastre de
particulas del suelo, aumenta la CIC, permitiendo que queden en posicién de
cambio varios nutrientes esenciales tales como el Nitrégeno (N), el Fésforo (P), el
Azufre (S) y algunos elementos menores, como el Cobre (Cu) y el Boro (B),
evitando por tanto que se produzcan pérdidas de nutrientes en el suelo (FAO,
2000; Nave y Garcia, 1990; Giner, 2004; Sandoval, 2003).

Nave y Garcia (1990), en su estudio sobre la dinamica de la materia organica con
énfasis en suelos de Ando, recopilo varias teorias que en general tratan de
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explicar la acumulacion de la materia organica y su bajo grado de mineralizacion
encontrando que la absorcion de sustancias humicas por las arcillas alofonicas,
inducen una baja actividad enzimatica por parte de los microorganismos del suelo,
debido a que disminuyen la posibilidad de ataque microbiano y la consecuente
mineralizacidn ya que la formacion de complejos insolubles, entre ellos los 6xidos
de hierro y aluminio y los compuestos organicos en procesos de transformacion al
igual que el material proveniente de pinos son relativamente dificiles de
descomponer.

2.2 BACTERIAS DEL SUELO

Las bacterias son organismos procariotas unicelulares que se encuentran en el
suelo en gran cantidad, ellas son mas pequefias que los organismos eucariotas y
poseen una estructura celular mucho mas simple. No obstante, su pequefio
tamafio no impide que las bacterias sean extremadamente versatiles
metabdlicamente y utilicen diferentes sustratos en los diversos procesos
involucrados en la obtencién de energia, la mayoria de las bacterias de suelo son
heterétrofas, es decir se alimentan de la materia organica o a través de la
formacion de asociaciones simbidticas, existen otras especies que son autoétrofas
y muchas otras son saprofitas 6 endofiticas y un numero limitado puede causar
enfermedades a las plantas, a los animales y a los humanos (Sylvia y col., 1995;
Zamorano, 2002).

A través de las actividades metabdlicas que realizan las bacterias, es posible
convertir las moléculas organicas complejas de plantas y residuos de animales en
diéxido de Carbono, agua, amonio y otros nutrientes inorganicos simples como el
Azufre y el Fosforo, de esta forma retornan estos nutrientes al suelo de manera
que plantas y microorganismos del suelo puedan utilizarlos. Pero no todos los
nutrientes productos de la descomposicion de la materia organica son liberados
para que otros organismos puedan utilizarlos. Las bacterias utilizan algunos de
estos nutrientes como reserva para su crecimiento y supervivencia. Como
resultado de esto, las bacterias juegan un papel central en la descomposicion de
la materia organica, ciclaje de nutrientes y la formacion del suelo (Sylvia y col.,
1995).

2.2.1 Distribucién y abundancia de bacterias del suelo. La cantidad y el tipo de
bacterias estan determinados en gran medida por el tipo y el uso del suelo;
reportes indican que en areas cultivadas y en zonas virgenes el numero de
microorganismos es mayor que en gran parte de los diferentes sistemas
forestales, como resultado de una alta densidad de raices y una elevada cantidad
de materia organica disponible (Mayer, 1992), también depende de los sustratos
que compongan el suelo, mientras algunos microorganismos actuan sobre un
substrato, otros se desarrollan en los productos de la transformacién. Cuando
terminan su funcion sobre la degradacién del sustrato, los grupos microbianos que
estaban actuando principalmente disminuyen al maximo, se reproducen o entran
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en latencia y se incrementa la poblacion de otras bacterias que cumpliran
funciones de transformacién de los productos del metabolismo del grupo
microbiano anterior. Por consiguiente las bacterias tienen especial importancia en
la relacion suelo-planta y son responsables del incremento o disminucion en el
suministro de nutrientes (Delgado, 2005).

Las bacterias y hongos son los organismos dominantes con respecto a la biomasa
y la actividad metabdlica en todos los suelos, pueden ser afectados de una o
varias maneras por los factores quimicos, fisicos y bioldgicos, presentes en el
ambiente en los que se encuentra como por ejemplo: el pH, humedad, fertilidad,
disponibilidad de nutrientes, contenido de materia organica, contenido de residuos,
temperatura, porosidad del suelo, entre otros (Acevedo, 1993; Zamorano, 2002).
Normalmente se asume que el carbono es el factor que influye en el crecimiento
microbiano en el suelo, aunque también se ha informado que el nitrégeno y el
fésforo también pueden actuar como elementos limitantes. Por consiguiente es
probable que diferentes sustancias actuen como inhibidores en diferentes suelos y
que estas condiciones varien con el tipo de organismo, el tiempo y las condiciones
ambientales presentes en la zona (Alden, Demoling y Baath, 2001).

2.2.3 Analisis microbiologico del suelo. Las bacterias del suelo pueden estudiarse
utilizando una bateria de procedimientos de microbiologia clasica que comprenden
procesos de enriquecimiento para facilitar la deteccion de bacterias poco
frecuentes, los estudios preliminares realizados permiten realizar predicciones
simples sobre las dinamicas de las poblaciones microbianas del suelo y sobre su
influencia en los procesos de descomposicion de material organico (Grant y Long,
1989; Delgado, 2005).

Entre las técnicas mas utilizadas para el estudio de bacterias de suelo se
encuentran:

2.2.3.1 Técnica de la laminilla en contacto: es una manera sencilla de evaluar
cualitativamente relaciones espaciales entre microorganismos del suelo. Aunque
esta técnica no es confiable para la enumeracion, es util para ilustrar la orientacion
de unos microorganismos con otros en las particulas de suelo. La técnica consiste
en el enterramiento de laminillas de cristal en el suelo por un periodo de tiempo
definido. Luego de incubar la laminilla se fija con acido acético, seguido de una
tincion que proveera suficiente contraste para ser examinadas bajo el microscopio
(Fuentes y Massol-Deya, 2002).

2.2.3.2 Mineralizacion de sustratos organicos: mide la actividad metabdlica de
microorganismos heterotréficos. La mineralizacion se define como la degradacién
completa de un compuesto a sus constituyentes minerales, en donde el Carbono
organico es oxidado hasta CO,. Dado que la descomposicién de un sustrato
organico por medio del proceso de respiracidon aerobica tiene como productos
principales a CO; y H,0, la evolucién de CO, puede utilizarse como un indicador
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bastante preciso de la actividad respiratoria de comunidades en agua y suelo.
Dicho objetivo se cumple en la medida que el ensayo de mineralizacion es
realizado bajo condiciones aerdbicas (Fuentes y Massol-Deya, 2002).

2.2.3.3 Método de numero mas probable (NMP): es una estrategia eficiente de
estimacion de densidades poblacionales especialmente cuando una evaluacion
cuantitativa de células individuales no es factible. La técnica se basa en la
determinacién de presencia o ausencia (pos 0 neg.) en réplicas de diluciones
consecutivas de atributos particulares de microorganismos presentes en muestras
de suelo u otros ambientes. Por lo tanto, un requisito importante de este método
es la necesidad de poder reconocer un atributo particular de la poblacién(es) en el
medio de crecimiento a utilizarse. El estimado de densidad poblacional se obtiene
del patron de ocurrencia de ese atributo en diluciones seriadas y el uso de una
tabla probabilistica (Fuentes y Massol-Deya, 2002).

Algunas de las ventajas del NMP son: la capacidad de estimar tamarfos
poblacionales basados en atributos relacionados a un proceso (selectividad); por
ejemplo se puede determinar la densidad poblacional de organismos que pueden
nodular leguminosas en una muestra de suelo usando el método de infeccion de
plantas, provee una recuperacion uniforme de las poblaciones microbianas de
suelos diversificados, determina sélo organismos vivos y activos metabdlicamente,
y suele ser mas rapido e igual de confiable que los métodos tradicionales de
esparcimiento en platos de cultivo, entre otros (Olalde, 1998).

2.2.3.4 Extraccion y derivatizacion de acidos grasos totales: perfiles de acidos
grasos derivados de los fosfolipidos de membranas celulares de microorganismos
pueden ser utilizados para estimar biomasa microbiana.

Ademas, estos perfiles proveen informaciéon sobre la estructura taxondmica,
diversidad funcional y estatus nutricional de comunidades microbianas. Por
ejemplo, perfiles de acidos grasos han sido usados para distinguir entre
comunidades microbianas de suelos sujetos a diferentes tratamientos agricolas.
La extraccién y andlisis de acidos grasos de organismos puros cultivados bajo
condiciones estandares proveen informacion suficiente para el reconocimiento e
identificacion a nivel de especies o subespecies (Fuentes y Massol-Deya, 2002).

2.2.3.5 Biomasa: extraccion y cuantificacion de acidos Desoxy-ribonucleicos
(ADN) totales: Una forma rapida para estimar la biomasa total presente en una
muestra es mediante la extraccidon y cuantificacién de acidos desoxirribonucleicos
(ADN) totales. Solo organismos vivos y viables poseen acidos nucleicos por lo que
el analisis de este constituyente celular es representativo de la abundancia de
organismos en un ambiente natural. En términos generales, las células son
quebrantadas y homogenizadas con enzimas y detergentes. EI ADN puede
entonces ser precipitado, separado del debris celular y cuantificado por
espectrofotometria (Fuentes y Massol-Deya, 2002).
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2.2.3.6 Test de cutizina y celulosa: Esta técnica es utilizada para evaluar la
intensidad de la actividad celulolitica y proteolitica de los microorganismos en el
suelo. En este Test, los sustratos de celulosa (papel filtro) y proteina (cutizina) son
depositados en una bolsa de malla de PVC para luego ser enterrados a una
profundidad de 100 mm. Después de un tiempo determinado de exposicion, las
pruebas son recuperadas del suelo, y los sustratos son procesados en laboratorio.
La tasa de descomposicion de celulosa y cutizina (mg/g/dia) es calculada segun la
ecuacion de Wiegert y Evans (Meneses, 2005. citado en Bello, 2006).

2.2.3.7 Método de diluciones sucesivas: Consiste en tomar una muestra de suelo,
la cual se seca al medio ambiente y se diluye en agua destilada estéril de forma
sucesiva hasta llegar a la mas baja concentracion. De esta ultima suspension se
toman alicuotas que se cultivan en medios de cultivos especificos para cada
microorganismo (Bello, 2006).

Unidades Formadoras de Colonia por gramo de suelo (UFC g de suelo), es una
de las unidades en que se expresa la poblacién de microorganismos encontrados
en el suelo. Puede definirse como la cantidad de colonias que se desarrollan sobre
un medio de cultivo sdlido (agar, principalmente) provenientes de la siembra de un
extracto de suelo con una determinada dilucién, contadas en un plato de petri en
el que se puedan contar facilmente entre 30 y 300 colonias individuales. El valor
correspondiente a UFC es el numero de colonias contadas multiplicado por la
potencia de 10 positiva de la dilucién en la que se hizo el conteo. Por ejemplo, si
se contaron 8 colonias en la caja correspondiente a la dilucién de 10, hay 8x10°
UFC (Jaramillo, 2002).

2.3 BACTERIAS PRODUCTORAS DE POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAs)

En la dinamica de la tierra existen factores que restringen el crecimiento
bacteriano que ha permitido que estos microorganismos evolucionen con el fin de
poder sobrevivir en ambientes con deficiencia de nutrientes. Una de las
caracteristicas es la de almacenar en forma de inclusiones de reserva y granulos
de material organico o inorganico. Estos se encuentran en la matriz citoplasmatica
y pueden ser visibles a menudo con el microscopio de luz. Algunos no estan
rodeados por una membrana y permanecen libres en el citoplasma por ejemplo,
granulos de polifosfato, cianoficina y de glucégeno. Otros estan rodeados por una
membrana unitaria de una sola capa de aproximadamente 2.0 a 4.0 nm de grosor
por ejemplo, los granulos de polihidroxialcanoatos, Azufre, carboxisomas vy
vacuolas de gas. Debido a que algunos cuerpos de inclusion se utilizan como
cuerpos de almacenamiento, su cantidad varia dependiendo del estado nutricional
de la célula (Prescott y col. 1998; Alden, Demoling y Baath, 2001).

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polimeros que se acumulan en forma de 8 y

12 granulos intracitoplasmaticos, miden 0.2 - 0.7 ym de diametro y estan provistos
de una monocapa de fosfolipidos de unos 3 a 4 nm de grosor. Son sintetizados
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por muchas especies de distintos géneros bacterianos en condiciones de
crecimiento caracterizadas por exceso en la fuente carbonada y limitacion de otros
nutrientes como Azufre, Nitrégeno o Fésforo (Barnard, 1999; Almeida y col., 2004).
De esta manera si el Carbono se agota o se suministra el nutriente faltante, el
PHAs es entonces utilizado como fuente de Carbono y energia en diferentes
procesos vitales que contribuyen a la supervivencia de la bacteria y en los
mecanismos de resistencia al estrés, como por ejemplo la esporulacién, o la
eliminacién de compuestos toxicos (Stekolschik, 2006).

Por lo tanto las bacterias ya sean aerobicas, anaerdbicas, heterétrofas vy
fotosintéticas son capaces de acumular PHAs, incluso algunas acumulan hasta el
90 % de su peso seco (Kawaguchi y Doi, 1992). Segun Rothermich y cols., (2000),
los polihidroxialcanoatos (PHAs) son compuestos lipidicos lineales de (R)-3-
hidroxiacidos en los cuales el grupo carboxilo de un monémero forma un enlace
tipo ester con el grupo hidroxilo del monémero siguiente y se producen en la
entrada de la fase estacionaria. La determinacion de diferentes condiciones para
la sintesis de PHAs, permite comprender los mecanismos que emplean las
bacterias para sobrevivir en ambientes cambiantes y brinda el conocimiento
necesario para optimizar los métodos de produccién de PHAs (Stekolschik, 2006).

Los recientes trabajos de investigacién hacen pensar en una asociacion del PHAs
con la respiracion y la fosforilacién oxidativa, sin embargo poco es conocido sobre
el papel ecoldgico de PHAs en las poblaciones bacterianas de ecosistemas
naturales. Aunque se ha descubierto bacterias productoras de PHAs en varios
ambientes, entre los cuales se destacan; los estuarios, sedimentos intermareales,
acuiferos, arenas ricas en yeso del nuevo México, lodo de alcantarillado, rios,
lagos, nédulos de la raiz, esferas microbianas, los sedimentos del mar profundo y
en depositos hidro-térmicos de tierra. También se han analizado varios aspectos
de la cubierta de PHAs, con el fin de entender mejor los procesos fisiolégicos
medioambientales de las procariotas como la esporulacion, la resistencia a la
inanicion, la respuesta a condiciones de tensidén, el metabolismo oscuro de
bacterias de Azufre purpureas, la fijacion de Nitrégeno y la modulacion asociada
para reducir poder energético. En ecosistemas naturales complejos, sin embargo,
la evidencia experimental para confirmar tales funciones es muy dificil de obtener
y por consiguiente es bastante escaso (Rothermich, 2000).

El primer PHAs descubierto fue el poli (3-B-hidroxibutirato) (PHB), en 1925 por el
microbiologo francés Maurice Lemoigne, un homopolimero detectado en la
especie Bacillus megaterium que era el polimero ubicuo en la naturaleza (Almeida
y col., 2004). Posteriormente, se encontraron inclusiones de PHAs en una extensa
variedad de especies bacterianas, Findlay y White (1983) citado por Rothermich
(2000), informaron que el polihidroxibutirato (PHB) era el polimero de
almacenamiento de lipidos que rutinariamente se ha descubierto en la naturaleza.
Entre las técnicas de analisis mas contemporaneas que emplean cromatografia de
gases (GC), cromatografia liquida de alta presién (HPLC) y las espectroscopias de
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masa, generalmente revelan que la presencia de PHAs en la naturaleza se
encuentra de forma compleja; Chia-Yin L. y col.,, (2000) menciona que en
muestras medioambientales como en lodo del alcantarillado, biomasa
cianobacterial, los sedimentos ricos en yeso, y sedimentos del estuario, las
unidades repetidoras de 3-hidroxivalerato (HV) eran mas prevalecientes que 3-
hidroxibutirato (HB) como unidades repetidoras.

2.3.1 Funciones del PHAs. Cuando en el ambiente proximo al microorganismo
escasea algun nutriente esencial y hay exceso de carbono, las bacterias sintetizan
PHAs como deposito energético, por lo tanto si el Carbono se agota, o se
suministra el nutriente faltante, el PHAs es entonces utilizado como fuente de
Carbono y energia en diferentes procesos vitales para la supervivencia de la
bacteria como por ejemplo el enquistamiento y la esporulacion (Stekolschik, 2006;
Anderson y Dawes, 1990; Henrysson y McCarty 1993; Godoy y col., 2003).

La sintesis de PHAs esta involucrada en procesos de diferenciacién celular, por
ejemplo, en algunas especies del genero Bacillus, el PHA sirve como fuente de
Carbono y energia para la formacién de esporas. En Azotobacter vinelandii el
metabolismo de PHA esta ligado con el proceso de diferenciacion que da como
resultado la formacion de quistes resistentes a la desecacion (Segura, 1998).

Al analizar la supervivencia de Bacillus megaterium utilizando microcosmos de
suelo se determino que la sintesis y utilizacion del polimero aumentaba la
supervivencia y la capacidad de competencia bacteriana en ambientes naturales
(Lépez y col., 1998).

Ruiz (2001), menciona que la expresion fenotipica de este polimero esta regulada
por un gen pleiotropico que codifica para cambios en la morfologia de la célula,
desarrollar tolerancia a tensién y a la supervivencia de bacterias en estado de
inanicién. Sin embargo se piensa que su funcion primordial es basicamente actuar
como reserva de almacenamiento en células procariotas (Steinbuchel, 1999; Chia-
Yin, 2000).

En bacterias fijadoras de nitrogeno, estos granulos son utilizados especificamente
en la proteccion de la nitrogenasa ya que el PHA permite la proteccién contra el
oxigeno en ausencia de una fuente de carbono exdgeno, porque le provee a la
célula una fuente de energia y carbono rapidamente oxidable, permitiendo
mantener una tasa respiratoria adecuada para disminuir la concentracion de
oxigeno (Lee, 1996).

2.3.2 Sintesis de PHAs. Desde hace tiempo se sabe que las bacterias cuentan con
sistemas que los protegen de las condiciones adversas del medio que los rodea;
uno de estos mecanismos de proteccion, denominado “respuesta general al
estrés”, se activa en determinado tipo de bacterias ante distintas situaciones de
estrés ambiental, como cambios bruscos de temperatura o escasez de nutrientes.
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Este sistema esta dirigido por la proteina “sigma S”, cuya funciéon es controlar la
expresion de los genes involucrados en la respuesta al estrés. Otro método de
proteccion bacteriana es la “respuesta estricta”, que se caracteriza por reaccionar
al estrés mediante un aumento en la concentracién intracelular de tetra fosfato de
guanosina (ppGpp), una molécula que regula la expresion de varios genes, entre
ellos el rpoS, que es el que codifica la sintesis de sigma S. Este conocimiento
previo, sumado a los resultados de experimentos anteriores, confirma que los
PHAs favorecen la supervivencia y la resistencia al estrés (Steinbutchel, 1999;
Stekolschik, 2006).

En condiciones de laboratorio algunas bacterias crecen en medios con
limitaciones de fuente de nitrégeno, pero con una relacion abundante de las
fuentes de carbono y energia. En esta situacion se detiene practicamente la
sintesis de proteinas y acidos nucleidos, la mayor parte del carbono asimilado se
convierte rapidamente en estos materiales de reserva. Cuando estas células se
pasan a un medio rico en nitrégeno, pero carente de fuente de carbono, las
inclusiones se usan como fuente interna de este elemento para la sintesis de
acidos nucleicos y proteinas. Las bacterias nitrofijadoras, en particular, acumulan
éstos polimeros como estrategia de supervivencia y de regulacion del
metabolismo energético, tanto en simbiosis como en vida libre (Steinbuchel, 1999;
Martinez y col., 2004).

En la actualidad, se han caracterizado diferentes vias de producciéon de PHAs en
varios grupos microbianos. La via mas comun es cuando el polimero se sintetiza
mediante un camino metabdlico que involucra tres enzimas: una B-cetotiolasa, que
condensa dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, una
acetoacetil-CoA reductasa, que convierte este compuesto en 3-hidroxibutiril-CoA,
y una polimerasa. Este camino metabdlico es el que utilizan la mayoria de las
bacterias productoras de PHB, tales como Ralstonia eutropha. De la misma
manera en el ciclo de los &acidos tricarboxilicos, el flujo de carbono esta
influenciado por las condiciones de crecimiento y los dos ciclos pueden competir
por un metabolito inicial comun, el acetil CoA. Sin embargo la funcion del PHA, en
el metabolismo celular en especies de Rhizobium no ha sido definida
(Encarnacion, 1995; Almeida y col., 2004).

Henderson y Colen (1997), informaron que durante la produccion de PHA a partir
de glucosa por Alcaligenes eutrophus, el azucar entra a la célula por un sistema
de transporte aun no identificado, es catabolizada por la via Entner-Doudoroff y el
complejo piruvato-deshidrogenasa que genera dos moléculas de acetil-CoA,
justificando la mayor producciéon con esta fuente carbonada

2.3.3 Degradacion de polihidroxialcanoatos. En la naturaleza los microorganismos
son capaces de degradar los PHAs hasta CO; y agua, mediante la accion de
PHAs despolimerasas y PHAs hidrolasas extracelulares (Almeida y col. 2004) La
sintesis y degradacion de PHAs, se debe gracias al ciclo de los acidos
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tricarboxilicos, en donde la coenzima acyl (acetyl-CoA) y los precursores son
convertidos por sendas metabdlicas en variedades diferentes de PHAs como por
ejemplo el poli-B-hidroxibutirato (PHB), poli-B-hidroxibutirato-co-valerato (P(HB-co-
HV)) vy poli-B-hidroxihexanoato-co-octanoato (P(HHx-co-HO)), el copolimero
(butirato-valerato) (poli(HB-co-11%HYV)), entre otros. Con la acumulacién de estos
compuestos se incrementa la supervivencia bacteriana y en un determinado
tiempo o periodo, se da la despolimerizacion o degradacion de PHAs cuando la
coenzima acyl-CoAs y acetyl-CoA se metabolizan y siguen su curso normal del
ciclo obteniendo una fuente de carbono y energia (Ruiz, 2001).

2.3.4 Técnicas analiticas para la deteccion del PHAs.
2.3.4.1 Métodos cualitativos.

Son preparaciones convencionales de microscopia Optica, electronica vy
tratamiento de imagenes con el fin de estudiar la ultra estructura de los PHAs y
compuestos relacionados, brindando informacion valiosa referente a los aspectos
citolégicos del polimero como: Dimensidn, localizacion dentro de la célula en
varios estadios fisioldgicos y condiciones de cultivo (Mayer, 1992).

Las técnicas de microscopia crioelectréonicas son apropiadas para una descripcion
confiable de la estructura, pero los resultados deben ser cuidadosamente
interpretados, porque los compuestos que forman parte de los granulos tienden a
alterarse artificialmente durante el congelamiento de la muestra (Gerngross y
Martin, 1995). La microscopia electronica de alta resolucion, ha permitido la
visualizacion directa de los planos del enrejado que forma el copolimero (Revol,
1989).

Ostle y Holt (1982), mencionan que las inclusiones intracelulares pueden ser
observadas en el microscopio como cuerpos brillantes o con una fluorescencia de
color naranja, luego de haber sido tefiidas con azul de nilo o rojo de nilo, aunque
cabe mencionar que este ultimo colorante es mas especifico para PHA debido a
que el azul de nilo se disuelve facilmente en los acidos grasos coloreandolos de
azul, mientras que el rojo nilo lipofilico se disuelve solo en grasas neutrales,
coloreandolas con las tonalidades que van desde el rojo hasta el amarillo, segun
reporta Lillie en 1969 (citado por Page, y col. 1992).

Las tonalidades adquiridas por los granulos tefiidos con el Rojo Nilo, permiten
afirmar que este colorante tiene una mayor afinidad por el PHAs, que el Sudan
Negro porque el polimero es observado con mucha mayor dificultad, debido a la
interferencia de las particulas del colorante (Ostle y Holt, 1982).

La fluorescencia que manifiestan las inclusiones de PHA en células de

Azotobacter vinelandii (UWD), luego de ser tefiidas con Azul de Nilo, es
proporcional con la concentracion de PHA. Los resultados manifiestan que el Azul
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de Nilo puede ser usado en una determinacidén cuantitativa de PHA en una gran
variedad de células (Page y col., 1992).

A través de las técnicas de acidos nucleicos, mediante la hibridizacion de colonias
(evitando las técnicas que implican un elevado consumo de tiempo y método de
tincion altamente inefectivos), es posible determinar la presencia de informacion
genética para la sintesis de PHAs en el medio ambiente, en el cual el polimero no
es detectado por técnicas tradicionales. De aqui se concluye que esta técnica
genética pudiera ser un método opcional para obtener informacién acerca de la
presencia de determinadas sustancias en las comunidades bacterianas, que son
rapidamente metabolizadas, en respuesta a cambios ambientales (Lépez y col.,
1998).

2.3.4.2 Meétodos cuantitativos.

Para determinar el contenido del polimero en la célula se han utilizado diferentes
métodos: uno de los mas usados es purificar la muestra por liofilizacion vy
extraccion gravimétrica del PHAs en solucion de cloroformo, aunque este tiene la
dificultad de ser muy lento, especifico y cuantitativo. El método permite determinar
las propiedades de estos polimeros como son: punto de fusion, peso molecular,
termo plasticidad y la composicion de los elementos formadores de estos
materiales por medio de la pirolisis (Basset, 1988). Un método clasico es disolver
la célula que contiene el PHAs en hipoclorito y determinar la turbidez de la
suspension producida por los granulos del polimero. Alternativamente el polimero
puede ser extraido en solucion de cloroformo y determinarlo cuantitativamente por
medio de la absorbancia (Lageveen y col., 1988).

Otro método espectroscoépico involucra la hidrdlisis y deshidratacion del polimero a
acido croténico mediante acido sulfurico y su posterior analisis cuantitativo por luz
ultravioleta a 235 nm, pero tiene el inconveniente de que hay interferencia de
azucares (se transforman a furfural, que absorbe la luz a esa longitud de onda) y
nucledtidos (Karr y col., 1983). Por otra parte la Resonancia magnética nuclear
(RMN), es un método analitico que permite cuantificar el PHAs luego de una
extraccion celular inicial del polimero y también pueden usarse para seguir la
produccion de este polimero de cadenas cortas, mientras que el analisis de
cromatografia gaseosa (CG), después de una metanolisis acida directa de las
células, esta restringida a determinar el total de PHAs, la masa celular y la
localizacion en la célula (Fristche y col., 1990).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 FASE DE CAMPO

3.1.1 Area de estudio. Esta investigacion se realizo terrenos del Centro Ambiental
Chimayoy (Figura 3), el cual, se encuentra ubicado en el Departamento de Narifio,
via panamericana Km 8, salida al aeropuerto de Pasto, ubicado en la vereda de
Pinasaco, corregimiento de Morasurco, tiene una extension territorial de 94 Ha
aprox., con posicionamiento global de coordenadas 01°16’ latitud norte, 77° 17’
longitud oeste. Tiene una altura promedio entre 2200 y 3000 m.s.n.m. temperatura
promedio anual de 11 °C, precipitacion promedio anual de 1200 mm y un régimen
de lluvias bimodal (meses de mayor precipitacion entre Marzo - Mayo y Octubre -
Enero), por otra parte, la época de verano se da entre los meses de Junio -
Septiembre, acentuandose mas en el mes de Agosto. Los suelos del area de
estudio son de origen volcanicos, formados a partir de tobas, derrames fluvio-
volcanicos, andesitas y arcillas. Son erosionables, superficiales y profundos, bien
drenados, de textura arcillosa, fina y franco fina, acidos a muy acidos, de baja a
muy baja saturacion de bases y con altos porcentajes de materia organica
(Benavides y Gdmez, 1998).

Figura 2. Ubicacién del Centro Ambiental Chimayoy en el departamento de Narifio

CENTRO
AMBIENTAL

CHIMAYOY PASTO

Fuente: BENAVIDES y GOMEZ, (1998): Plan de manejo de la microcuenca
Tosoabi, Pasto, Narifio
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En el Centro Ambiental Chimayoy se eligieron tres areas con diferente cobertura
vegetal teniendo en cuenta el grado de representatividad en la zona de estudio,
para el aislamiento de bacterias productoras de PHAs, estas se describen a
continuacion:

Sector 1: Bosque natural secundario, con coordenadas geograficas 01° 15’ 912”
latitud norte y 77° 17° 199” longitud oeste, segun el sistema de Holdridge (1987)
pertenece a una zona de bosque seco montano, presenta un clima frio con 10 °C,
con una extension aproximada de 15 Ha. y con una vegetacion dominante de las
familias Rubiaceae, Mirtaceae, Ericaceae y Rosaceae y de los géneros:
Weinmania, Rubus, Acacia, Miconia, Mimopsis, Myrica, Cavendishia, Hyeronima,
Freziera entre otros (Benavides y Gémez, 1998) (Figura 3).

Sector 2: Zona de pastos, con plantas de la familia Poaceae (Holcus lanatus); con
posicionamiento global de 01°15’816” latitud norte, 77°16°952” longitud oeste
(Benavides y Gémez, 1998) (Figura 3).

Sector 3: Plantacién de pino, se encuentra localizado entre las coordenadas 01°
15 53.1” latitud norte y 77° 17° 15.8” longitud oeste. Tiene una extension
aproximada de cuatro hectareas, cultivado con especie Pinus patula Schlech et
Cham., sembrada hace siete afios con alturas promedio de ocho metros y una
densidad aproximada de 3000 arboles/Ha (Benavides y Gomez, 1998) (Figura 3).

Figura 3. Areas de estudio del Centro Ambiental Chimayoy que corresponden a:
bosque natural secundario (a), plantacion de pino (b) y zona de pastos (c)

a b c
3.1.2 Toma de muestras. En cada una de las areas de estudio se trazdé un

cuadrante de 110 m x 55 m, el cual fue dividido en 5 parcelas de 22 m x 55 m. en
cada parcela se realizo un recorrido en zig-zag y en diferentes puntos se
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colectaron muestras de suelo hasta completar una bolsa de 1 Kg de suelo (Figura
4).

Para colectar las muestras, se cavo un hoyo de aproximadamente 15cm x 30 cm
de profundidad y de las paredes del hoyo a 20 cm del borde superior, haciendo
uso de una espatula previamente esterilizada se colectaron las muestras del suelo
en sentido horizontal a la superficie. En cada una de las zonas de estudio (bosque
natural secundario, pastos y pinos) se colectaron 5 muestras compuestas para un
total de 15.

Las muestras de suelo fueron transportadas al laboratorio de microbiologia de la
Universidad de Narifio — Pasto. Colombia, en donde fueron tamizadas y divididas
en dos porciones iguales, la primera de estas se utilizdé para el andlisis fisico -
quimico y la segunda se empleo para la caracterizacion microbiologica (Figura 5).

Figura 4. Parcelas de recoleccion de muestras de suelo

l—'— Mue|stras | |

1 2 3 4 5

L4

— 3 55mt

Sub-muestras

22 mt

110 mt

3.2 FASE DE LABORATORIO

3.2.1 Analisis fisico-quimico del suelo. Para determinar las propiedades fisico -
quimicas del suelo se siguieron los procedimientos que se utilizan actualmente en
los Laboratorios especializados de la Universidad de Narifio - Pasto. Colombia, y
se determinaron las siguientes variables: Textura (hidrometro de Bouyoucos), pH
(potencidmetro relacion suelo agua 1:1), Capacidad de Intercambio Catidnico
(CIC; acetato de amonio-1N,pH7), Fosforo extraible (método Bray Il), Zinc (método
de extraccién con DTPA), materia organica (digestion humeda de Walkley y
Black), Nitrogeno total (método de Kjeldahl), Carbono organico, K, Ca, Mg, Al de
cambio y densidad aparente, para la interpretacion de los datos se empleo el
manual propuesto por Unigarro y Carrefio en el 2005 (Anexo R).
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3.2.2 Aislamiento de bacterias PHAs. En cada una de las muestras de suelo, se
realizo el aislamiento de las bacterias acumuladoras de PHAs mediante la técnica
de series de dilucién seriada y siembra en placa en superficie (Parkinson vy
Coleman, 1991).

De cada muestra se peso diez gramos de suelo se macer6 y se colocé en un
erlenmeyer con 90 ml de agua destilada estéril (dilucion 107), se agité
suavemente durante tres minutos para luego hacer diluciones consecutivas hasta
10 en tubos de ensayo con nueve mililitros de agua destilada estéril.

A partir de la ultima dilucion se sembrd por diseminaciéon en superficie, una
muestra de 0,1 ml sobre placas petri (por triplicado), que contenian Agar Plate
Count, suplementado con sacarosa, extracto de suelo y el colorante selectivo Rojo
Nilo al 0.01% (1 pl/ml de medio de cultivo). Se incubaron a 20 °C por 72 horas y
después de este tiempo se seleccionaron aquellas cajas con crecimiento
bacteriano entre 30 y 300 unidades formadoras de colonia y se realizo un conteo
total (Anexo B).

3.2.3 Cuantificacion y seleccion de bacterias de PHAs. Las colonias se evaluaron,
observandolas a través del transiluminador de rayos ultravioleta a una A 340 nm y
se seleccionaron las cepas que presentaban fluorescencia de color rojo - naranja,
por Spikermann, y col (1999) las consideran positivas para la produccion de PHAs.
Los datos fueron expresados como bacterias/gramo de suelo seco y en este
momento a cada morfotipo seleccionado se le otorgo una nomenclatura
relacionada con el sitio de muestreo.

3.2.4 Purificacion de bacterias PHAs. Para la purificacion se selecciond cada
aislado bacteriano de acuerdo a su similitud morfologica y se inocul6 por separado
en Agar Plate Count suplementado con sacarosa, extracto de suelo y colorante
rojo nilo al 0,01 %.

3.2.5 Caracterizaciéon de bacterias PHAs. Para determinar parcialmente los
morfotipos aislados, se realizaron descripciones de las caracteristicas
macroscopicas (colonias) y microscépicas (tincion de Gram), segun las
caracteristicas descritas en el manual de Bergey’s de taxonomia microbiana
(Krieg, 1986) (Anexo B).

Como técnica complementaria para comprobar la presencia del polimero las cepas
seleccionadas fueron tefidas con el colorante negro sudan (Martinez y col., 2004),
el cual es empleado para observar la presencia del granulo de PHAs, ademas se
sometieron a un proceso de fermentacién mediante el cual se pudo extraer el
polimero y por medio de cromatografia de gases se pudo caracterizar el PHA.

3.2.6 Conservacion de bacterias PHAs. Las colonias aisladas y caracterizadas
fueron conservadas en perlas de porcelana y en caldo Glicerol a — 20°C
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3.3 ANALISIS DE RESULTADOS

3.3.1 indices ecolégicos de diversidad alfa. Con el fin de poder calcular la
estructura de las poblaciones bacterianas colectadas en cada area de estudio a
los datos obtenidos se aplicaron los indices de: Riqueza, dominancia segun
Simpson (A) y diversidad segun Shannon — Weaver (H’), mediante el programa
BIODAP (Moreno, 2001; Alvarez y col., 20086).

3.3.1.1 Riqueza de especies (S): Es el numero de morfotipos por sitio de muestreo
(Alvarez y col., 2006).

3.3.1.2 indice de Simpson ()): concede un valor a la probabilidad de seleccionar
aleatoriamente dos organismos de especies diferentes, le da poca importancia a
las especies no abundantes y mayor significancia a las especies que si lo son,
asume valores en un rango entre 0, cuando hay uniformidad en los datos de las
especies encontradas y 1 cuando la dominancia por un organismo es la maxima
esperada (Moreno, 2001; Alvarez y col., 2006).

Donde:

D = indice de Simpson

pi = proporcion de individuos del morfotipo i en la
comunidad.

D=1-% (p)’

3.3.1.3 indice de Shannon - Weaver (H’): Relaciona los factores que influyen en la
diversidad; abundancia y uniformidad; ademas este indice se aplica para estudiar
poblaciones no finitas, la literatura menciona que sus valores oscilan entre 0 y Log
(S); tiende a cero en comunidades poco diversas, y es igual al logaritmo de la
riqueza especifica en comunidades de maxima equitatividad (Moreno, 2001;
Alvarez y col., 2006).

Donde:
H’ = diversidad observada en la comunidad.
H'= - Z (pi In pi) In = Logaritmo natural

pi = abundancia proporcional del morfotipo.

3.3.2 Analisis estadistico. Con los resultados de abundancia de bacterias
acumuladoras de PHAs, se analizo su normalidad a través de la prueba de
Shapiro-Wilk y con el fin de que los datos se ajusten a una distribucion normal se
realizo una transformacion de escala aplicando la formula: 1/Log N; donde N es la
abundancia de bacterias PHAs en cada una de las areas de estudio.

Para establecer las diferencias que existen en los parametros fisico-quimicos de
suelo reportados en cada una de las areas de trabajo y la abundancia de bacterias
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acumuladoras de polihidroxialcanoatos encontrada en el suelo de las diferentes
coberturas vegetales, se realiz6 una prueba de ANOVA, para comprobar la
confiabilidad de los datos se empleo el estadistico de Kruskall-Wallis, haciendo
uso del programa Statgraphics, Version 5.1 y para determinar el porcentaje de
afinidad de las variables por cada sitio de muestreo se aplicd método multivariado
de analisis de coordenadas principales (PCooA), por medio del programa NTSyS
(Rohfl, 1997), Versién 2.00, utilizando para todas las pruebas un nivel de
significancia de 0.05 (Figura 5).
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Figura 5. Organigrama
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 ANALISIS FiSICO-QUIMICO DE SUELO

En la Tabla 1 se presentan los resultados de las caracteristicas fisico - quimicas
de los suelos de las tres areas de muestreo en el Centro Ambiental Chimayoy. En
términos generales puede afirmarse que en las muestras analizadas predominan
suelos &cidos, de textura organica, con altos contenidos de materia organica
superiores al 15%, con una CIC superior a 35 meg/100 g de suelo y densidad
aparente en un rango comprendido entre 0.6 y 0.74 g/cc (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo en bosque natural secundario,
plantacion de pino y pastos en el Centro Ambiental Chimayoy, departamento de
Narifio.

ZONAS DE ESTUDIO
BOSQUE NATURAL PLANgéCION ZggA
VARIABLES SECUNDARIO PINO PASTOS
Promedio DeS\{laC|on Promedio DeS\{lacmn Promedio DeS\{lauon
estandar estandar estandar
Mate”%%r ganica 25,54 2,35 23,36 2,58 18,38 1,30
Nitrégeno (%) 0,76 0,03 0,72 0,04 0,63 0,03
Carbono (%) 14,81 1,37 13,55 1,51 10,65 0,76
Relacién C/N (%) 19,48 1,02 18,67 1,01 16,81 0,42
pH 4,92 0,11 4,72 0,13 5,54 0,05
Capacidad de
'rgefc?mb'o 65,88 4,37 57,92 2,85 46,96 2,90
ationico
(cmol.Kg™)
Fosforo (ppm) 5,00 1,00 4,60 2,30 6,60 2,51
Calcio
(meq/100 g) 3,44 1,63 0,56 0,53 7,58 1,88
Magnesio
(meq/100 g) 1,44 0,40 0,44 0,11 2,36 0,76
Potasio
(meq/100 g) 0,65 0,11 0,25 0,05 1,36 0,21
Aluminio
(meq/100 g) 3,14 0,66 2,20 0,35 0,05 0,08
Zinc(ppm) 1,21 0,37 1,05 0,19 3,76 0,93
Densidad 0,62 0,04 0,74 0,09 0,74 0,05
Aparente (g/cc)
Textura Orgénico Orgénico Arenoso
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Es de sefialar, que los valores mas altos en el contenido de materia organica se
registraron en las muestras de suelo bajo la cobertura del bosque natural
secundario (25.54%) seguido por la plantacion de pino (23.3%) y la zona de
pastos (18.38%) (Figura 6). Segun el andlisis de varianza, se presentaron
diferencias estadisticas altamente significativas (P < 0,05) en el contenido de
materia organica en las tres coberturas vegetales. En este sentido el presente
trabajo concuerda con los datos expresados en el estudio realizado por Rodriguez
(2005), quien encontrd en suelos de una sucesion natural y pinos en la vereda la
Josefina (Pasto - Narifio), valores de materia organica entre 20,81% y 21,69%
respectivamente, cercanos a los encontrados en la presente investigacion (Anexo
D).

Segun, Rucks y col. (2004), las diferencias en la cantidad y distribucion de la
materia organica entre suelos forestales y de pradera, se relacionan con la
diferencias en el crecimiento de las plantas y la manera como los residuos son
incorporados dentro del suelo. En uno de sus estudios menciona que las raices de
los pastos son de corta vida y cada afo la descomposicion de raices muertas
contribuye a incrementar la materia organica humificada. Asi también se ha
verificado que la sintesis de humus se lleva a cabo en la rizosfera, la cual es mas
extensa en pasturas. Por el contrario, en los bosques las raices son de larga vida
y la adicion anual de residuos de plantas es principalmente como hojas y madera
muerta que cae sobre la superficie del suelo. Parte de los residuos se
descomponen sobre la superficie, pero pequefios animales transportan y mezclan
el manto superficial con los primeros centimetros de la capa superior del suelo
mineral, observandose por consiguiente una acumulacién de materia organica.

Figura 6. Porcentajes de materia organica, Carbono y Nitrégeno de suelos bajo
tres coberturas vegetales del Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto,
Narifio, muestras colectadas en el periodo comprendido entre los meses de
Octubre y Diciembre de 2005.
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Cabe sefalar que la elevada concentracion de materia organica se relaciona con
la acidez del medio, esta condicion favorece indirectamente la absorcion de
algunos nutrientes por las plantas, porque los grupos funcionales de la materia
organica proporcionan incremento en la capacidad de intercambio catiénico, en
suelos con bajo contenido en arcilla (Bures, 1999).

En cuanto a los contenidos de Carbono y Nitrégeno en el suelo bajo las tres
coberturas vegetales estudiadas en Chimayoy, se registran valores altos en el
bosque natural secundario y la plantacion de pino y los valores mas bajos la zona
de pastos. Al aplicar la prueba de ANOVA se establecié que existen diferencias
significativas entre las areas de estudio (P < 0,05) (Figura 6; Anexo E).

Estos valores probablemente se deban a la acumulacion y transformacion del
material vegetal a partir de la accion de los factores climaticos, porque en zonas
de pastos los residuos vegetales quedan expuestos directamente a la precipitacion
y temperatura que al incrementarse acelera los procesos oxidativos de
compuestos organicos. Por lo tanto es posible mencionar que el cambio de
bosques a pasturas inducen variaciones negativas en el contenido de Carbono y
Nitrégeno en el suelo (Mahecha, 2002; Robert, 2002). (Figura 6; Anexo F).

Figura 7. Porcentaje de la relacion C/N en las diferentes areas de estudio en el
Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto, Narifio, muestras colectadas en
el periodo comprendido entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005.
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En la relacion C/N de los suelos del area de estudio los valores fluctian entre 16%
- 20%, y a través de la prueba de ANOVA, se demuestra que existen diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,05). Segun los datos obtenidos el suelo
localizado en la zona de pastos presenta una baja relacion C/N, esto indica una
alta velocidad en la descomposicion del material vegetal en comparaciéon con los
sistemas forestales que presentan una mayor acumulacion de materia organica,
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debido a la dinamica de transformacién se hace mas lenta aumentando los valores
de la relacion C/N y probablemente esto se debe a que la humedad actia como un
catalizador que impide la transformacion rapida de los restos vegetales (Sandoval,
2003)(Figura 7; Anexo G).

Es de sefialar que la relacion C/N posee una relacién directa con la capacidad de
intercambio catidnico y depende en gran medida del contenido de materia
organica presente; ademas por encontrarse en un rango comprendido entre 10:1 —
20:1, favorece la mineralizacion que es un proceso en donde transforman los
nutrientes organicos no disponibles en sustancias inorganicas simples para las
plantas y los microorganismos del suelo (Agropec-Star, 2002; Sandoval, 2003).

En cuanto al pH, el valor mas bajo se presento en la plantacion de pino con un
valor de 4,72, seguido de bosque natural secundario (4.92) y por ultimo la zona de
pastos (5,54); al realizar el analisis de varianza es posible apreciar que existen
diferencias altamente significativas (P < 0,05) en las diferentes areas de muestreo
(Figura 8; Anexo H).

Coral y col. (2005), mencionan que en suelos con pH inferior a 5.0 hay una mayor
acumulacion de materia organica, por lo tanto determina que existe una relacién
inversa con estos dos parametros evaluados. Esto se observa en los resultados
obtenidos en bosque natural secundario y la plantacion de pinos, que presentan
valores bajos de pH en el suelo y con alto contenido de materia organica.

Figura 8. pH del suelo bajo tres coberturas vegetales en el Centro Ambiental
Chimayoy, municipio de Pasto, Narifio, muestras colectadas en el periodo
comprendido entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005.
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La CIC, para las tres areas de estudio es alta segun Unigarro y Carrefio (2005),
puesto que en suelos andinos el promedio es superior a 20 y al realizar el analisis
de varianza, se presentaron diferencias estadisticas altamente significativas (P <
0,05). Cabe anotar que en el bosque natural secundario se detectd el valor mas
alto y la zona de pastizal presento el valor mas bajo en esta caracteristica. Por
otra parte, Martel (1978), menciona que existe una relacion de la CIC con el
contenido de Carbono organico, disponibilidad de materia organica y grado de
compactacion del suelo; este aspecto se puede comprobar en los resultados de
esta investigacion (Figura 9; Anexo ).

Segun Sicard y Suarez (1998), la CIC tiene una relacion inversa con la densidad
aparente, esto se observa en los resultados obtenidos en bosque natural
secundario en donde la densidad aparente es baja y los valores de CIC son
mayores en comparacion con los resultados de las otras dos coberturas vegetales
en donde hay alta densidad aparente, a diferencia de la zona de pastos que
presenta una densidad aparente alta y bajos valores en la CIC del suelo.

Figura 9. Capacidad de intercambio cationico en suelos de bosque natural
secundario, plantacion de pino y pastos en el Centro Ambiental Chimayoy,
municipio de Pasto, Narifilo, muestras colectadas en el periodo comprendido entre
los meses de Octubre y Diciembre de 2005.
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Al analizar el contenido de bases cambiables los valores de Calcio, Magnesio y
Potasio, son altos en la zona de pastos en comparacion con los reportados para
las areas de bosque natural secundario y la plantacion de pino. Al aplicar la
prueba de ANOVA se presentaron diferencias estadisticamente significativas para
los diferentes lugares de trabajo (Figura 10).

Estudios presentados por Agropec-Star (2002), informan que la disponibilidad de
los elementos Ca™, Mg"™ y K'; varia segun el pH, la CIC y la textura del suelo;
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siendo mayor en suelos basicos y disminuyendo en medios &cidos, con bajos
valores en la CIC efectiva, debido a que a niveles altos estos nutrientes quedan
adheridos como elementos no intercambiables en la superficie de los coloides
cargados negativamente absorbiéndose en las superficies de las arcillas y la
materia organica; y en cuanto a la textura, la disponibilidad de bases aumenta en
suelos arcillosos, seguidos de aquellos con textura arenosa y por ultimo en suelos
organicos.

Figura 10. Contenido de bases intercambiables en suelos con diferente cobertura
vegetal en el Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto, Narifio, muestras
colectadas en el periodo comprendido entre los meses de Octubre y Diciembre de
2005.
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Sin embargo, Abocol (2004), menciona que los contenidos de Potasio son
superiores a los de Calcio y Magnesio en la mayoria de los suelos de clima frio a
templado y sus valores disminuyen en suelos calidos tropicales, debido al alto
grado de meteorizacion de material organico, no obstante, sus fracciones
disponibles (intercambiable y solucién) son bajos, ya que este elemento es
relativamente inmévil en el suelo y junto con el Magnesio son elementos que se
lixivian rapidamente (Figura 10).

Segun la ubicacion geoldgica del terreno, el porcentaje de saturaciéon de bases
tiende a ser mayor en los suelos desarrollados en las posiciones planas, este
comportamiento responde a la influencia de la precipitacion y de la pendiente, las
cuales sirven como medios para que exista un mayor lavado de bases por
escorrentia, acumulandolas en las posiciones mas bajas, razén por la cual en la
zona de pastos se presento el mayor contenido de bases intercambiables en
comparacion con las zonas de bosque natural secundario y plantacién de pino
(Veladsquez, 1997) (Figura 10).
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Por otra parte, segun los parametros establecidos por Unigarro y Carrefio (2005),
los valores reportados para Fosforo y Zinc son altos para la zona de pastos en
comparacion con aquellos reportados para las areas de bosque natural secundario
y plantacion de pino, a diferencia del Aluminio cuyos valores son més altos en los
ultimos ecosistemas mencionados en comparacion con la zona de pastos (Figura
11).

Segun Favela y col., (2002), probablemente los anteriores resultados, se deba a
que los contenidos de Fosforo y Zinc aumentan en medios con pH entre 5 — 7,
rango en el cual se encuentra el suelo bajo cobertura de pastos; mientras que en
suelos con pH fuertemente acido tales como los que presentan las areas de
bosque natural secundario y plantacién de pino, los fosfatos forman precipitados
insolubles con el Hierro y el Aluminio, elementos que son altamente solubles en
estas condiciones llegando a alcanzar niveles téxicos para los organismos del
suelo; por otra parte en suelos alcalinos el ion fosfato presenta afinidad con los
iones de Calcio, Potasio y Magnesio, formando compuestos solubles (Jaimes,
1994; Altomore y col., 1999; Rodriguez y Fraga, 1999; Abocol, 2004) (Anexo N;
Figura 11).

Figura 11. Contenido de Fésforo, Zinc y Aluminio en suelos de bosque natural
secundario, plantacion de pinos y pastos en el Centro Ambiental Chimayoy,
municipio de Pasto, Narifilo, muestras colectadas en el periodo comprendido entre
los meses de Octubre y Diciembre de 2005.
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Dentro de las propiedades fisicas, la densidad aparente en las diferentes areas de
estudio vario en un rango promedio de 0.62 y 0.74 g/cc, presentando los valores
mas bajos la zona de bosque natural secundario, no obstante los valores
encontrados en la zona de plantacion de pinos y pastos son iguales en promedio
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(0,74 gl/cc). Al realizar el andlisis de varianza para la densidad aparente del suelo
las tres coberturas vegetales hay diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de las tres variables a un nivel de confianza del 95,0% (Figura 12; Anexo
P).

Los resultados obtenidos concuerdan con los presentados por Rodriguez (2005),
en el sentido que la densidad aparente parece estar asociado con el estado
estructural del suelo y gobernados por el grado de agregaciéon originado por la
materia organica. Segun Salinas y col., (1997), la reduccion en los niveles de la
materia organica y la destrucciéon de los agregados promueven el almacenamiento
de agua lluvia en el perfil del suelo, lo que induce a un aumento en la densidad
aparente y disminucién en la disponibilidad de varios nutrientes en especial la del
Nitrégeno organico. Estos aspectos se pueden apreciar en la zona de pastos,
cuyos valores en densidad aparente son altos resultado del bajo contenido de
materia organica.

Figura 12. Densidad aparente obtenida bajo tres coberturas vegetales en el Centro
Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto, Nariio, muestras colectadas en el
periodo comprendido entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005.
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Sin embargo, en las plantaciones de pino se obtuvo mayor densidad aparente en
comparacion con los valores reportados para bosque natural secundario, esta
caracteristica se debe a que este tipo de plantaciones tienen un mayor uso de
agua, el suelo tiende a secarse lo que ocasiona pérdida de la conexion entre
particulas minerales y organicas, la disponibilidad de materia organica disminuye y
los suelos se transforman de retenedores de agua a repelentes de agua
ocasionando el agrietamiento severo y la prismatizacién de la estructura, la
transformacion del régimen de humedad edéfico hacia condiciones secas y la
disminucién apreciable de la actividad biol6gica (Cortés, 1990; Sicard y Suarez,
1998; Hofstede y Aguirre, 1999).
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Lo anterior nos permite determinar que los factores fisico-quimicos del suelos
varian segun las coberturas vegetales.

4.2 ANALISIS DE ABUNDANCIA DE BACTERIAS ACUMULADORAS DE PHA.

Con la técnica empleada para la deteccion y el aislamiento de bacterias
productoras de PHAs (Madigan y col., 2000; Carballo y col., 2004; Hidalgo y
Zambrano, 2005, Fernandez, 2006), se encontro 69 morfotipos bacterianos para
las tres zonas de estudio, las cuales posteriormente fueron sometidos a radiacion
ultravioleta haciendo uso de un transiluminador UV, lograndose apreciar diferentes
tonalidades de fluorescencia que van desde: verde fosforescente a beige ya que el
colorante Rojo Nilo del medio de cultivo le confiere esta propiedad. Cabe anotar
gue en este estudio solo se tuvieron en cuenta las colonias con fluorescencia entre
rojo y naranja (Spiekermann y col., 1999; Carballo, 2004; Fernandez, 2006), por lo
tanto en nuestro estudio el 55,1% del total de aislados resultaron positivos para
esta prueba (Figura 13).

Figura 13. Fotografias en donde se indica la fluorescencia de las colonias
acumuladoras de polimero, mediante los rayos ultravioleta, en donde a y b, son
aislamientos de bacterias del suelo en la zona de Pastos; c, aislamiento de
bacterias del suelo de la plantacion de pino.

a b c

Entre los estudios relacionados con el aislamiento de bacterias acumuladoras de
PHAs de suelos de Colombia, se cuentan los trabajos realizados por Suarez y col.,
(2004), quienes evaluaron muestras de suelos de cultivo de cafia en los
Departamentos de Narifio y Santander; ellos reportaron que de 242 aislamientos
evaluados, 132 resultaron positivos para inclusiones lipidicas con la coloracién de
Sudan Negro equivalente a 54.5 % del total, cabe sefialar que el colorante Rojo
Nilo tiene mayor afinidad por el PHA que el Sudan Negro, por cuanto es mas
especifico para este tipo de determinaciones (Page y Tenove, 1996). Por otra
parte en la investigacion realizada por Gomez (2002), se menciona que de 69
aislamientos obtenidos en suelos del Valle del Cauca, Parque Natural Chicaque y
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Amazonas, se logro identificar 25 aislamientos positivos a la produccion de PHASs,
gue equivalen a 36.2 % de morfotipos detectados mediante la técnica de
microscopia de fluorescencia, para lo cual los aislamientos fueron observadas con
la utilizacion de Azul de Nilo y Rojo de Nilo como colorantes especificos.

A diferencia de las publicaciones anteriormente citadas, en este estudio se utilizd
un medio de cultivo con Rojo Nilo incluido a una concentracién muy baja (0.01%)
capaz de detectar el PHA, asegurando un medio transparente y sin interferencias.
Esta técnica también fue empleada en las siguientes investigaciones: Fernandez
(2006); colectd 59 morfotipos bacterianos en 31 muestras de suelos de la regién
Andina del Departamento de Narifio, de los cuales 48 aislados que representan el
81.34 %, resultaron positivas en el medio de cultivo selectivo y el trabajo realizado
por Hidalgo y Zambrano (2005), quienes en la obtencion de bacterias nativas
productoras de polihidroxialcanoatos en suelos de la region de Narifio, aislaron 36
morfotipos bacterianos productoras del polimero al ser evaluadas con el colorante
Rojo Nilo y el transiluminador de UV.

Al comparar nuestros resultados, en la zona de pastos se detecté el mayor
namero de morfotipos productores de PHA ya que de las 22 colonias aisladas; 16
de estos resultaron positivos a la prueba de Rojo Nilo, los cuales representan el
72.73 % del total de los aislados y el 27.3 % restante son bacterias no
acumuladoras de PHA. En segundo lugar se encuentra el bosque natural
secundario, en el cual de 24 morfotipos, solo 12 son sintetizadoras del polimero
correspondiendo a un 50% y por ultimo, en la plantacién de pino (Pinus patula) 10
morfotipos fueron positivos para Rojo Nilo de las 23 encontradas, de manera que
el 43.48% de los morfotipos corresponde a bacterias formadoras del polimero y el
56.52% de los aislados son bacterias no productoras (Figura 14).

De acuerdo con los datos anteriores, se puede deducir que las propiedades del
suelo influyen sobre el metabolismo de las bacterias y esto se refleja en la
abundancia de morfotipos de las poblaciones microbianas (Fernandez, 2006).
Ademas, diversos autores plantean que los principales factores que influyen en la
estructura microbiana del suelo son: el tratamiento del suelo, el tipo y edad de las
plantas presentes, y las caracteristicas fisico-quimicas del suelo, por lo que se
puede deducir que cada microhabitat es ocupado por los organismos que pueden
colonizar mejor el lugar (Elsas y Trevors, 1997; Fenchel y col., 2000; Carrillo,
2003; Garbeva, y col, 2004). De alli que es probable observar las diferencias de
los porcentajes de bacterias PHAS en los diferentes suelos evaluados.

Es de mencionar que en los primeros trabajos realizados por los investigadores
del Laboratorio de Ecologia y Genética Microbiana para descubrir el rol de los
PHA en la célula bacteriana, demostraron que las colonias son capaces de
sintetizar polimero de reserva, tenian mayor supervivencia y capacidad para
competir con otras bacterias autdctonas en ambientes naturales (Stekolschik,
2006), esto se debe a que el PHA se acumula en el citoplasma del
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microorganismo en forma de granulos bajo condiciones de estrés nutricional,
ocasionados por la deficiencia de nutrientes tales como: Nitrégeno, Fésforo,
Azufre, Magnesio, Oxigeno, fuente de Carbono y energia, por lo tanto este
mecanismo le permite al microorganismo permanecer en lugares que presenten
condiciones adversas (Povolo, 1995; Quagliano, 1998).

Figura 14. Porcentaje de morfotipos con diferente respuesta la prueba de Rojo
Nilo para PHAs en suelos de bosque natural secundario, plantacion de pino y
pastos en el Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto, Narifio, muestras
colectadas entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005.
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Al comparar las tres zonas de estudio, en la plantaciéon de pino se registro mayor
abundancia de bacterias con reaccion positiva ante la prueba de Rojo Nilo, donde
el nimero de bacterias PHA por gramo de suelo de este lugar es
significativamente superior, aproximadamente dos veces con respecto al promedio
obtenido de las muestras de suelo del bosque natural secundario y la cobertura de
pastos. Esta afirmacion se evidencia al aplicar la prueba de ANOVA, con la cual se
encontrd que las muestras de suelo analizadas en las diferentes areas de estudio,
presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en el nimero de
unidades formadoras de colonias bacterianas acumuladoras de PHA (Figura 15;
Anexo P).

Es ampliamente conocido que en suelos cubiertos con pino la descomposicion de
la hojarasca que producen las coniferas es lenta, debido a que sus aciculas tienen
altos contenidos de lignina, la cual es de dificil degradacion, esta condicion implica
un reciclaje deficiente de nutrientes en los suelos donde se cultivan estas especies
vegetales (Villegas, 2004). Es probable que las poblaciones bacterianas en suelos
con este tipo de vegetacion necesiten mecanismos enzimaticos adecuados para
hacer uso de estas fuentes de Carbono complejas, en consecuencia prevaleceran
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solo las bacterias capaces de degradar este tipo de materia organica. Es de
resaltar que la formacion de polimeros de reserva como el PHA aumenta la
capacidad de supervivencia ya que la acumulacion, degradacion y utilizacion de
polihidroxialcanoatos en condiciones de estrés bacteriano es un mecanismo que
favorece su establecimiento, proliferacion, supervivencia y competencia, en
comparacion con otras bacterias nativas que se encuentran en el mismo medio
(Guerrero y Berlanga, 2001; Park y col., 2005; Fernandez, 2006).

Figura 15. Abundancia de bacterias acumuladoras de polihidroxialcanoatos y
bacterias totales en muestras de suelo colectadas en el periodo comprendido
entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005, bajo tres coberturas vegetales
en el Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto, Narifio.
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En suelos de pastizales, se encontr6 una menor abundancia de bacterias
acumuladoras de polimero en comparacion con la zona de pino, pero se detect6
un mayor numero de morfotipos productores de polihidroxialcanoatos (Figura 15).
Este resultado se podria atribuir a la dinamica que presenta los suelos bajo
cobertura de gramineas debido a los aportes continuos de materia organica que
conllevaria a un mayor establecimiento de morfotipos bacterianos (Toro, 2004).

Es de anotar que el suelo rizosférico de pastos manifiesta caracteristicas bien
diferentes al suelo distante de las raices de arboles, debido que en la rizésfera hay
mayor concentracién de nutrientes organicos incluyendo el etileno, azlcares,
aminoacidos, &acidos organicos, vitaminas, polisacaridos, y las enzimas
provenientes de las raices, los cuales estan disponibles para los microorganismos
que viven en asociacion con las raices de la planta, asimismo que puedan
aprovechar de diferentes maneras las sustancias que se encuentren en este
medio natural. Ademas el volumen de suelo circundante a la raiz de una planta
(rizosfera) es un espacio muy competido ya que en condiciones normales las
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raices secretan al suelo compuestos energéticos que estimulan el crecimiento de
bacterias que tengan la mejor adaptacion para colonizar estos lugares (Tisdall,
1996; Valencia y Pefa, 2001; Garbeva y col., 2005).

Esta dltima afirmacion nos permite concluir que las bacterias que se encuentran
en la zona de pastos poseen diferentes mecanismos para degradar los
compuestos secretados por la raiz de la planta y se espera que asi diversas
composiciones de los exudados de la raiz seleccionen a diversas comunidades
microbianas presentes (Garbeva y col., 2005).

En suelos bajo la cobertura de bosque natural secundario el nimero de bacterias
productoras de polihidroxialcanoatos de este lugar es inferior, con respecto al
promedio obtenido de las muestras de suelo de la zona de pastos y la de la
plantacién de pinos. Este resultado probablemente dependa de la influencia que
produce la diversidad estructural de la poblacién vegetal que caracteriza este
ecosistema, ya que segun Kennedy (1999), la composicién de la comunidad de
plantas influye en el crecimiento, la proliferacion y la diversidad de las bacterias y
hongos a causa de la composicion quimica de los diferentes exudados y ademas
Vitousek (1994), menciona que la descomposicion de la hojarasca constituye la
via de entrada principal de los nutrientes minerales en el suelo que sustentan las
necesidades de las bacterias.

4.2.1 Caracterizacion cultural de las bacterias acumuladoras de polimero (PHAS).
Al comparar las tres zonas de estudio, se observa que el mayor niumero de
morfotipos PHA se encontré en suelos con cobertura de pastos a pesar que su
abundancia es menor, en segundo lugar se encuentra el bosque natural
secundario y por ultimo la plantacidbn de pino que presenta menor numero de
morfotipos bacterianos PHA pero su abundancia es elevada. En cada una de las
areas de estudio hay uno o dos morfotipos dominantes, reflejandose en la
abundancia relativa y en la heterogeneidad de los datos obtenidos (Tabla 2; Anexo

Q).

De los 38 morfotipos PHA aislados, el 60.5 % son bacterias gram negativos y un
39.5% son gram positivos; con respecto a la descripcién microscépica (Figura 16),
el 94.71% de las bacterias productoras de polihidroxialcanoatos son bacilos y el
5.26% restante pertenecen a formas cocoides. Estos resultados se asemejan con
los obtenidos por Hidalgo y Zambrano (2005), quienes determinaron que el 57,2 %
corresponde a bacterias Gram-negativas y el 47,2 % a bacterias Gram-positivas.
Lo anterior corresponde con los planteamientos de Mora (2005) y Dorronsoro
(2006), quienes afirman que en la rizésfera las bacterias predominantes son
Gram-negativas y las mas abundantes en el suelo son pequefios bacilos cocoides
de morfologia variable (Tabla 2).
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Figura 16. Caracterizacion microscoépica de los aislados bacterianos en muestras
de suelo bajo las diferentes coberturas vegetales del Centro Ambiental Chimayoy
colectadas entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005.

Morfotipo: BNS 1 Morfotipo: PI 1

Tabla 2. Morfotipos acumuladores de PHA encontrados en suelo bajo tres
coberturas vegetales en bosque natural secundario (BNS); plantacion de pino (PI)
y zona de pastos (PA) en el Centro Ambiental Chimayoy, municipio de Pasto,
Narifio, muestras colectadas entre los meses de Octubre y Diciembre de 2005.

< . Respuesta a . Total_de
Area de estudio L Morfotipos Total morfotipos
tincién de Gram
por zona
+ BNS 1; BNS 3; BNS 7; BNS 7
Bosque natural 11; BNS 2; BNS 4; BNS 9 12
secundario BNS 5; BNS 6; BNS 8; BNS 5
] 10; BNS 12
Plantacién de + Pl 2; PI3;PI6;PI8 4 ”
pino ) Pl 1; Pl 4, PI 5, PI 7; PI 9; PI 6
10
+ PA 8; PA 10; PA 12; PA 14 4
Area de pastos PA 1; PA 3; PA 5; PA 7; PA 16
- 11; PA 15; PA 2; PA 4; PA 6; 12
PA 9; PA 13; PA 16.

4.2.2 Indices de diversidad alfa. Para determinar la diversidad y el grado de
dominancia de los morfotipos acumuladores de polimero por cada area de estudio,
se tuvo en cuenta los indices de riqueza, diversidad de Shannon y de dominancia
de Simpson; ademas se calculd la abundancia relativa de los morfotipos
encontrados en cada area de estudio, tomando como referente el total de
individuos encontrados en el suelo bajo diferentes coberturas vegetales (Tabla 3).
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Tabla 3. Abundancia relativa de los morfotipos acumuladores de PHA
encontrados en suelo bajo tres coberturas vegetales en el Centro Ambiental
Chimayoy del Departamento de Narifio, colectadas entre los meses de Octubre -

Noviembre del 2005.

BOSQUE NATURAL
SECUNDARIO PLANTACION DE PINOS ZONA DE PASTOS
Morfotipos | Porcentaje Morfotipos Porcentaje Morfotipos Porcentaje

(BNS) (%) (Gd) (%) (PA) %
BNS 1 44,3 PI1 81,6 PA 1 15,4
BNS 2 4,9 Pl 2 0,1 PA 2 3,8
BNS 3 0,1 PI 3 0,7 PA 3 7,6
BNS 4 0,6 Pl 4 41 PA 4 0,5
BNS 5 0,5 PI5 1,6 PA 5 1,9
BNS 6 0,9 Pl 6 10,6 PA 6 0,4
BNS 7 2,2 PI 7 0,2 PA7 1,2
BNS 8 0,8 Pl 8 0,8 PA 8 1,1
BNS 9 0,1 PI 9 0,2 PA9 0,1
BNS 10 26,4 PI 10 0,2 PA 10 65,5

BNS 11 2,4 PA 11 1
BNS 12 6,7 PA 12 0,8
PA 13 0,1
PA 14 0,3
PA 15 0,1
PA 16 0,1

BNS (Bosque Natural Secundario); Pl (Plantacién de Pino); PA (Zona de Pastos).

A través de los indices de diversidad alfa, determinamos que en la plantacion de
plantacion de pinos se presenta una marcada dominancia debido a que hay
mayor numero de individuos representados en un solo morfotipo y esto se
observa en abundancia de bacterias totales en la plantacién de pino fue de 33.3
UFC x 10 8, de los cuales el 49.6% son acumuladoras de PHAs, representados en
10 morfotipos (Tabla 3). Entre estos el mas representativo fue PI 1, con el 82.09 %
de abundancia, los demas morfotipos registran valores inferiores a 10.69%, esto
nos demuestra el predominio de un morfotipo bacteriano sobre el resto de los
aislados.

Lo anterior se relaciona con el bajo indice de diversidad encontrado en esta area
de estudio (Tabla 4), posiblemente este resultado se deba a lo mencionado por
Jaramillo en el 2002, el cual dice que los que los suelos pertenecientes a
cobertura de pinos, presenta condiciones adversas para las bacterias debido a la
materia organica que lo caracteriza y a la acidez del suelo. En consecuencia
prevaleceran solo las bacterias capaces de degradar este tipo de materia organica
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lo que induce a que pocos individuos se adapten mejor al medio, se reproduzcan o
sobrevivan mejor que otras bacterias presentes en el suelo.

Tabla 4. Indices de diversidad alfa para las bacterias PHAs en suelos bajo tres
coberturas vegetales en el Centro Ambiental Chimayoy del Departamento de
Narifio, colectadas entre los meses de Octubre - Noviembre del 2005

o . NUmero de Numero de indice de indice de
Areas de estudio morfotipos individuos diversidad dominancia
P (UFC x 10 ®)
Bosque natural 12 145 1.59 0.29
secundario
Plantacién de pino 10 30,1 0.71 0.68
Zona de pastos 16 16,1 1.24 0.5

En la zona de pastos la abundancia de bacterias totales fue de 16.6 UFC x 10 &,
de los cuales el 26.5% son acumuladoras de PHASs, representados en 16
morfotipos, de los cuales el mas abundante es PA 10 con un porcentaje de
65.53%, el resto de morfotipos presentaron valores mas bajos del 15.40% que
corresponden a PA1 (Tabla 3); aunque en esta area se encontrd el mayor numero
de morfotipos, su abundancia no es uniforme, por lo tanto su diversidad es menor
(1.24) en comparacion con la diversidad de bacterias PHAs en el bosque natural
secundario (1.59), probablemente esto se relaciona con el alto indice de
dominancia que presenta, razon por el cual, algunos microorganismos son mas
abundantes que otros (Tabla 4). Este resultado se podria atribuir al hecho de que
en suelos rizosféricos son espacios muy competitivos por las bacterias debido a
los compuestos energéticos que producen las raices, estimulando asi el
crecimiento de bacterias que aprovechen mas rapidamente estos recursos (
Valencia y Pefia, 2001).

En el bosque natural secundario la abundancia de bacterias totales fue de 24.7
UFC x 108, de los cuales el 23.9% son acumuladoras de PHAs, representados en
12 morfotipos, entre estos se destaca el morfotipo BNS 1, con un 44.39%, el resto
de los aislados bacterianos presentan valores inferiores a 26.4 % (Tabla 3). En
este lugar se encontré la mayor diversidad de bacterias PHAs (1.59), en
comparacion a las otras areas de estudio, esto se debe a que existe un mayor
grado de uniformidad en la abundancia de morfotipos bacterianos, lo que se refleja
en el bajo indice de dominancia (0.29) (Tabla 4). Este resultado probablemente
dependa de la influencia que produce la diversidad extructural de la poblacién
vegetal que caracteriza este ecosistema, ya que segun Kennedy en 1999, la
composicién de la comunidad de las plantas influye en el crecimiento, la
proliferacion y la diversidad de las bacterias a causa de la composicién quimica de
los diferentes exudados de las raices y las modificaciones que produce en cuanto
la extructura, porosidad y retencion de agua en el suelo.
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4.3 RELACION ENTRE LAS PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DEL SUELO Y
LA POBLACION DE BACTERIAS ACUMULADORAS DE PHAs

Con el objetivo de encontrar la relacion existente entre las poblaciones
microbianas con los factores fisico - quimicos del suelo y representar graficamente
las variables en funcién de las areas de muestreo, se procedi6 a realizar el analisis
de coordenadas principales PCooA, mediante el cual es posible calcular el
porcentaje de afinidad que existe entre las variables de estudio con las diferentes
zonas de trabajo; cabe anotar que las variables que hace parte de cada eje se
identifican por el mayor peso absoluto en los factores de carga y su ubicacién en
el espacio es determinado por el signo (Gower, 1966; Rohfl, 1997) (Tabla 5; Anexo
S).

Mediante este analisis se estableci6 que es necesario de las tres primeras
coordenadas para explicar el 91.43% de la varianza total, en donde el primer eje
absorbe un 70.8% de la varianza, el segundo el 12.91% y el tercero el 7.71%

La primera coordenada principal, explica la formacién de dos grandes grupos, uno
de ellos formado por el conjunto de las parcelas ubicadas en la plantacion de pino
y bosque natural secundario, los cuales se destacan por tener altos contenidos de
materia organica, CIC y Aluminio entre otros, y el segundo grupo esta conformado
por las parcelas que se establecieron en la zona de pastos como grupo
independiente, las cuales tienen altos valores en el pH y el contenido de bases
intercambiables, cuyos valores descienden a lado y lado del eje X (Figura 17). En
la segunda coordenada lo constituye la relacion entre la densidad aparente con la
abundancia de bacterias PHA y la parcela V de la plantacién de pinos con la
parcela Ill del bosque natural secundario. La tercera coordenada esta formada por
el contenido de Fésforo y la parcela V del bosque natural secundario.

Tabla 5. Factores de carga de las variables edaficas y parcelas analizadas
mediante el analisis de coordenadas principales.

Coordenada Principal
- — Parcelas
Variable Coordenada Principal C1l Cc2 C3
Analizada | c1 c2 c3 PA1L 1.04 | 0.25 0.03
pH 0.94 [ 0.08 0.04 PA2 1.05 | -0.19 -0.03
MO -082 | 0.07 | -0.07 PA3 134 | -0.41 0.23
Dap 037 | -0.84 | 0.50 PA4 095 | -030 | 0.10
P 0.46 | 0.089 | -0.48 PAS 0.85 054 0.10
CIC -0.76 0.28 0.30
& o8s T 02 005 PI1 -0.60 | 0.03 0.39
Mg 078 | 035 0.0 PI2 -0.37 0.22 0.27
K 08s I 016 006 PI3 -0.65 | 0.46 0.35
Al 087 | 013 | 0.28 P14 -0.77 | 030 | 0.28
Zn 0.90 | -0.08 | -0.03 PI5 -0.09 | 0.74 -0.46
N -0.82 0.07 | -0.05 BNS1 -0.77 | -0.50 0.08
[@ -0.82 0.07 | -0.07 BNS2 -0.76 | -0.49 -0.27
CvsN -0.81 0.05 | -0.09 BNS3 -0.31 | -0.49 -0.24
BacPHA -0.29 -0.68 -0.47 BNS4 -0.58 -0.20 0.02
BNS5 -0.32 | 0.039 | -0.66
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Figura 17. Analisis de coordenadas principales
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COORDENADAPRINCIPAL 1

BNS 1, 2, 3, 4, 5 (Parcelas de bosque natural secundario); PI 1, 2, 3, 4, 5
(Parcelas de plantacion de pino); PA 1, 2, 3, 4, 5 (Parcelas de pastos); CIC
(capacidad de intercambio cationico); CvsN (Relacién Carbono/Nitrogeno); MO
(materia organica); C (Carbono); N (Nitrégeno); Al (Aluminio); P (Fosforo), Mg
(Magnesio); Ca (Calcio); K (Potasio); Zn (Zinc); pH (Potencial de Hidrogeno); Dap
(densidad aparente); BacPHA (Bacterias acumuladoras de polihidroxialcanoatos
(PHA)); color naranja (primera coordenada); color verde (segunda coordenada);
color azul (tercera coordenada).

Estudios realizados por Atlas y Bartha (2002) mencionan que en lugares donde el
pH es fuertemente &acido hay mayor concentracibn de materia organica y
solubilidad de Aluminio, pero por lo general hay déficit de bases intercambiables
como: Calcio, Magnesio y Potasio, aspectos que son facilmente apreciables en la
Figura 17.

Ademas, en la plantacion de pino y en el bosque natural secundario, la mayor
concentracion de Carbono posiblemente se debe a que los ecosistemas forestales
contienen mas Carbono por unidad de superficie que cualquier otro tipo de
ecosistema debido a una lenta descomposicion de la materia organica y por ende
su acumulacion en la capa superficial del suelo propiciando la acumulacién de
Carbono (Robert, 2002)

De esta manera es posible confirmar lo planteado por Eter (1990), quien menciona

que la configuracion externa de un paisaje es el resultado de los factores que
intervienen en su formaciéon (clima, geomorfologia, suelos, hidrologia, material
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parental, vegetacion, actividad humana, entre otros), y su interaccion le confiere
unos rasgos distintivos en cuanto a la composicion fisico-quimica del suelo y la
cobertura vegetal, que son caracteristicas que permiten reconocer y diferenciar,
los paisajes unos de otros, ademas estos factores que inciden de manera directa
en la abundancia de organismos presentes en el suelo.

Por lo tanto a través de este andlisis se determino que la plantacion de pino, lugar
en donde se registraron los mas altos valores en la abundancia bacteriana
acumuladora de PHAs, esta relacionada con los altos contenidos de materia
organica y la disponibilidad de elementos como Carbono y Nitrégeno;
probablemente esto se debe a que las bacterias acumulan diferentes sustancias
cuando existe un exceso de recursos en su entorno, las cuales posteriormente son
degradadas para mantener las funciones minimas de la célula cuando la fuente de
energia externa disminuye (Guerrero y Berlanga, 2001; Balows y col, 2002;
Parhamy col., 2003).

En cuanto a la materia organica presente en este lugar su acumulacion y bajo
grado de mineralizacion se debe a que las sustancias alofanicas, tales como la
lignina y los polifenoles inducen una baja actividad enzimatica y la formacion de
complejos insolubles formados a partir del Aluminio ya que al encontrarse en
forma toxica en este tipo de suelos, inmoviliza una gran cantidad de nutrientes,
entre ellos el Fésforo, ocasionando estrés nutricional para muchos tipos
bacterianos, es de sefalar que la acumulacién intracelular de PHA se favorece
bajo estas condiciones (Ojumu y col., 2004), y posiblemente esta sea la razén por
la cual, en suelos de plantacion de pino, la abundancia de bacterias es alta en
comparacion con las demas éareas de trabajo (Foy, 1984; Haug, 1984; Fernandez,
2006).

La abundancia de bacterias PHAs en el suelo de bosque natural secundario fue la
més baja (14.39 UFC x 10°) en comparacién con las demas areas de muestreo,
sin embargo comparte caracteristicas fisico-quimicas similares con la plantacion
de pino, razon por la cual se ubican en la misma posicion del plano, la diferencia
se debe a la disponibilidad de nutrientes y la materia organica influyen en forma
positiva en la abundancia y diversidad de las bacterias en el suelo, sin embargo,
se debe tener en cuenta el tipo de materia organica ya que en la plantacion de
pino a pesar de tener niveles altos de materia organica esta se encuentra
conformada por sustancias de dificil degradacion para la microbiota del suelo, no
obstante los valores bajos reportados en el bosque natural secundario para las
bases intercambiables pueden ser una causa por la cual la sintesis de polimero
bacteriano se presente en esta area de estudio (Driscoll y col., 1988; Kennedy,
1999; Vitousek, 1994; Pumisacho y Sherwood, 2002).

Ademas, cabe mencionar que la vegetacion en bosque natural secundario y la

acumulacion de materia organica en estos ecosistemas le confieren al suelo
propiedades de resistencia a la compactacion ya que mantienen la humedad del
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sustrato, al igual que modifican la estructura, la porosidad, el pH y el potencial
rédox, estas caracteristicas propician un mejor ambiente para el desarrollo de los
microorganismos de diferentes tipos metabdlicos, incidiendo en la actividad, la
densidad y la distribucion de bacterias en microcolonias compuestas de pocas
células que pueden pertenecer a diferentes morfotipos (IGAC, 1993; Nunan, y col.,
2003; Nogales 2005).

Mediante el resultado obtenido para la zona de pastos, es posible determinar que
aungque no es el lugar en donde se encuentra el mayor nimero de bacterias
acumuladoras de PHAs (16.1 UFC x 10 ®), tampoco es el méas bajo, es probable
que esto se deba a los valores altos en el contenido de bases intercambiables y el
alto grado de compactacion que se refleja en los valores de densidad aparente,
caracteristicos de este lugar.

Pérez, y col. (1998); y otros autores mencionan que las bacterias en general se
son abundantes en suelos con alto contenido de materia orgénica y niveles
elevados de carbono, superior del que necesitan para vivir (Cerrato y Alarcén,
2001; Dorronsoro, 2006); dichos aspectos no se presentan en esta zona, razén
por la cual la abundancia de bacterias es inferior en comparacion con la plantacion
de pino, lugar en donde se reporta una mayor abundancia bacteriana.

Ademas, la dinamica que presentan los suelos bajo cobertura de gramineas
relacionada con los aportes continuos de materia organica, y la baja acumulacion
de esta en la capa superficial del suelo, aspectos que se traducen en los valores
de pH, los cuales son mas elevados en comparacion con los ecosistemas
forestales conlleva a incrementar los valores en el contenido de bases
intercambiables las cuales cumplen funciones de gran importancia en la bacteria,
por ejemplo: el Potasio, es considerado como un importante cofactor en algunas
reacciones enzimaticas, relacionadas con la sintesis de proteinas (Madigan y col.,
1997; Atlas y Bartha, 2002), y el Magnesio cuya funcién es la de estabilizar los
ribosomas, membranas celulares, acidos nucleicos y participar en la sintesis de
muchas enzimas (Madigan y col., 1997; Toro, 2004).

Sin embargo, es posible que la abundancia de estas bacterias en este lugar sea
mayor en comparacion con la de bosque natural secundario, debido a los altos
valores en la densidad aparente que hay en este lugar, producidas por la
compactacion, lo que ocasiona una baja capacidad de retencion de agua y CIC en
el suelo; de manera que quedan Ilimitados varios nutrientes que son
indispensables para la sintesis de moléculas importantes para las bacterias, por
otro lado en la plantacién de pinos la densidad aparente influyen en forma inversa
con diversidad de las bacterias en el suelo. Porque los valores elevados de esta
variable se correlacionan con escasa porosidad y menor disponibilidad de agua,
en este sentido, esta condicion afectard la actividad de agua, solubilidad de
nutrientes y la presion osmatica. Pero en la abundancia de bacterias productoras
de PHAs se incrementa, probablemente porque el polimero otorga resistencia a
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las bacterias que tiene capacidad de sintetizarlo. Por ejemplo, Fernandez (2006)
menciona que la regulacién del nivel de polimericacién o depolimeracion del PHA
las bacterias soportan cambios de presion osmdética del ambiente, porque a
diferencia del PHA, las unidades monoméricas que los conforman son
osmoéticamente activas y este procedimiento se lo puede considerar como una
estrategia de supervivencia bacteriana (Guerrero y Berlanga, 2001).

Cabe senalar que los resultados obtenidos en zona de pastos se relacionan con
los planteamientos de Luna y col. (2002), quienes mencionan que la vegetacion
presente en el lugar y los exudados que producen algunas raices, cambian las
propiedades fisicas y quimicas de los suelos, asi como la estructura, la porosidad,
el pH y el potencial rédox; factores que en su conjunto tienen influencia sobre la
densidad y la actividad de las poblaciones microbianas, reflejandose en la
abundancia de bacterias productoras de PHAs.

Por otra parte la segunda coordenada principal separa la parcela cinco de la
plantacion de pino (Pi 5) y la parcela tres de bosque natural secundario (BNS 3),
en funcién de la densidad aparente y la abundancia de bacterias acumuladoras de
PHAs.

En este sentido, Sadeghian y col., (2002), menciona en uno de sus estudios que la
actividad y la abundancia de los microorganismos se ve drasticamente reducida
por la compactacion, contrario a lo que ocurre en suelos con mayor volumen de
poros que se caracterizan por tener una economia hidrica eficiente y materia
organica aprovechable como las que presenta el bosque natural secundario, por lo
cual, estas condiciones favorecen la mayor abundancia bacteriana, ante esta
situacion el polihidroxialcanoato se hidroliza a unidades monoméricas que retienen
el agua y este procedimiento se lo puede considerar como una estrategia de
supervivencia bacteriana segun Guerrero y Berlanga en el 2001.

Al analizar los datos reportados para estas dos parcelas, la parcela BNS 3,
presenta bajos valores en la densidad aparente y altos en la abundancia de
bacterias PHAS, a diferencia de la parcela cinco de la plantacién de pino (Pi 5), en
donde los valores de densidad aparente son altos y la abundancia de
microorganismos es baja, comprobando de esta manera lo planteado por
Sadeghian (2002).

Y la tercera coordenada, explica la razén por la cual, la parcela cinco de bosque
natural secundario (BNS 5), se separa de las demas en funcion de los contenidos
de Fosforo, aqui su disponibilidad es baja pero sus contenidos de Aluminio son
altos. Rodriguez y Fraga (1999), hacen referencia a esta situacion al mencionar
gue el Fosforo forma compuestos insolubles con el Aluminio cuando el pH del
suelo es fuertemente acido, limitando la disponibilidad de este elemento; situacion
gue se presenta en las parcelas ubicadas en el bosque.
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Por lo tanto se podria considera que el tipo de cobertura vegetal presente en el
lugar, cambian las propiedades fisicas y quimicas del suelo y que en conjunto
tienen influencia sobre la abundancia y distribucion de las bacterias porque son
sensibles a este tipo de cambios, probablemente la acumulacién del polimero
PHA se utilice como un mecanismo por parte de las bacterias para establecerse
en lugares con condiciones heterogéneas. Cabe la posibilidad de que en un futuro
estas bacterias puedan ser utilizadas como indicadores potenciales para evaluar
disturbios en el suelo.

74



5. CONCLUSIONES

Los microorganismos son sensibles al disturbio y la evaluacion de los efectos
ocasionados sobre la abundancia y la diversidad microbiana del suelo puede
contribuir a entender su funcionamiento y calidad para el desarrollo de
agroecosistemas sostenibles (Kennedy, 1999). Por lo que a través de este estudio
y la relacion encontrada entre las diferentes variables fisico - quimica del suelo la
presente investigacion, se concluye lo siguiente:

1. En general los suelos del Centro Ambiental Chimayoy, se caracterizan por
ser ricos en material vegetal lo que se refleja en la textura organica, presentar pH
que oscila desde &cido a muy &cido, concentracion de materia organica superior al
15% y baja a muy baja saturacion de bases intercambiables.

2. Existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
abundancia de bacterias PHAs de suelo bajo las tres coberturas vegetales.

3. La disponibilidad de nutrientes, la concentracion y el tipo de materia
organica influyen en la abundancia y diversidad de las bacterias productoras de
PHAs.

4. La ABUNDANCIA BACTERIANA acumuladora de PHA, fue més alta en la
plantacion de pino seguida por la zona de pastos y ocupando el ultimo lugar el
bosque natural secundario.

5. Al comparar las tres areas de estudio, la zona de pastos present6é el mas
alto indice de RIQUEZA seguido de bosque natural secundario y ocupando el
ualtimo lugar la plantacion de pino (Pinus patula).

6. El més alto indice de DOMINANCIA se presenta en la plantacién de pinos y
la mayor DIVERSIDAD de bacterias acumuladoras de PHAs se encuentra en el
bosque natural secundario

7. Las caracteristicas fisico-quimicas del suelo; afectan las poblaciones
biolégicas. En especial la de microorganismos que son los responsables de la
gran mayoria de actividades concernientes con los procesos de descomposicion
de la materia organica y la disponibilidad de nutrientes en el suelo, los cuales
reaccionan modificando su abundancia y la diversidad.
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6. RECOMENDACIONES

o Teniendo en cuenta que los morfotipos de bacterias PHAs del suelo
encontradas bajo las diferentes coberturas vegetales presentan caracteristicas
culturales y microscoépicas diferentes, es necesario identificar hasta genero o
especie los morfotipos encontrados en cada una de las areas de estudio.

o Como se ha comprobado en el presente estudio las poblaciones
bacterianas son sensibles a las variaciones en la cobertura vegetal y el tipo de
materia organica, razoén por la cual se sugiere desarrollar este tipo de estudios en
suelos con otros tipos de vegetacion, por ejemplo: suelos agricolas, desérticos,
lodazales, entre otros.

o Debido a que la abundancia y la riqgueza de bacterias PHAs varia en funcion
de las caracteristicas del suelo, se sugiere evaluar la produccion de polimero con
cada uno de los aislados, para relacionarlo con las caracteristicas fisico-quimicas
del mismo.

o Las caracteristicas fisico- quimicas del suelo constituyen el factor principal
en el establecimiento de comunidades microbianas, sin embargo se debe tener en
cuenta otro tipo de variables del ambiente como: Epoca del afio, temperatura del
suelo, precipitacion, contenidos de hierro y azufre entre otros.

o Los resultados obtenidos sugieren que existen efectos de las propiedades
fisicoquimicas del suelo en la abundancia de poblaciones bacterianas
acumuladoras de PHASs, por lo que se recomienda realizar otras investigaciones
encaminadas a considerar este tipo de bacterias como bioindicadoras del estado
del suelo.
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ANEXOS
Anexo A. Prueba piloto

Con el fin de establecer el numero de muestras representativas en cada sitio; se
realizo el siguiente procedimiento:

v Se trazo dos transeptos a manera de zig-zag, tratando de cubrir la mayor
area posible.

v De cada transepto se colecto una muestra compuesta por 15 submuestras,
todas recolectadas a los 20 cm de profundidad, esto con el fin de evitar factores
que pueden intervenir en los resultados.

4 Posteriormente estas fueron llevadas al laboratorio para prepararlas con el
fin de realizar el respectivo analisis microbiologico.

Analisis microbiolégico

Este analisis consistio en realizar diluciones seriadas hasta 10° con el fin
determinar  cual dilucién favorecia el crecimiento de las bacterias en la
concentracion adecuada, determinandose que la dilucion apropiada para aplicar n
el presente estudio es 10 °, y posterior siembra por duplicado teniendo en cuenta
la dilucion, en medio de Agar Plate Count suplementado con Rojo Nilo y extracto
de suelo, el cual estaba previamente preparado; esto con el fin de determinar la
presencia del biopolimero.

v A las 72 horas de incubacion y observarse crecimiento bacteriano se
contabilizo y selecciono solamente aquellas cajas petri que contenian entre 30 e/
300 UFC totales. A partir de esta prueba se logro determinar que la dilucion 107,
permitia un adecuado crecimiento bacteriano ya que en las dos replicas se obtuvo
un numero de bacterias adecuado para el conteo.

v posteriormente con los datos obtenidos se calculd la media y desviacion
estandar de las bacterias productoras de polihidroxialcanoatos, magnitudes que
ademas de permitir establecer el tipo de distribucidon, se puede determinar el
numero de puntos de muestreo aplicando la siguiente férmula:

Puntos de muestreo Donde:

CV = coeficiente de variacion
CV= 1/4rs-1 r = numero de muestras
CV= §S/X S = desviacion estandar
S=  tir= (1/CV?)+1 X = promedio
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Anexo B. Tinciones utilizadas y preparacion del medio de cultivo
e Medio de cultivo selectivo

Se preparo 250 ml de medio de cultivo, para lo cual se tomo 5.625 g de Agar Plate
Count, 2.25 g de sacarosa, 250 pl de extracto de suelo y se ajusté el pH a 6.8 —
7.0, después se esterilizd a 15 Lb de presion durante 15 minutos.

Al medio de cultivo listo para servir en cajas petri se agrego 250 ul/ml de Rojo Nilo
0.1%, este reactivo permite la fluorescencia de la colonia en la presencia de
acidos grasos.

e Extracto de suelo

En un erlenmeyer se coloco 50 g de suelo tamizado posteriormente se adiciono
250 ml de agua destilada - estéril, se autoclavé durante 15 minutos a 15 Lb de
presion, posteriormente se filtro la mezcla a través de una malla formada de gasa
y algodon hasta obtener un extracto claro, se ajusto el pH a siete con un margen
de error de dos puntos y se esterilizo nuevamente (com. Pers. Fernandez, P.).

e Tincién Sudan Negro

Colocar en un portaobjetos una gota de agua destilada

Con una asa bacteriologica tomar un inoculo del cultivo y realizar un
xtendioé en la ldminas.

Fijar el inoculo mediante el calor haciendo uso de un mechero

Adicionar durante 15 minutos el colorante negro sudan

Lavar el colorante con agua destilada estéril durante 30 segundos

Aplicar durante 1 minuto safranina.

Repetir el lavado con agua destilada estéril durante 30 segundos

Dejar secar la placa a temperatura ambiente para su posterior observacion
Los granulos de PHB se colorean de gris a negro y las células vegetativas
de color rosado (Martinez, 2004)

ARG ]
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Anexo C. Tablas de analisis fisico-quimicos del suelo

Analisis de muestras de suelos de bosque natural secundario

Parametros I Il i v Vv

pH 49 4,80 5,10 4,90 4,90
Materia Organica 27,3 27,20 25,30 26,30 21,60
Densidad Aparente (g/cc) 0,6 0,60 0,60 0,70 0,60
Fésforo (P) Bray Il (ppm) 4 6,00 5,00 6,00 4,00
Capacidad de Intercambio

Catiénico (CIC) 71 67,00 65,40 59,00 67,00
Calcio de cambio (meg/100 g) 4,1 2,70 6,00 2,00 2,40
Magnesio de cambio(meq/100 g) 1,5 1,30 2,10 1,10 1,20
Potasio de cambio (meqg/100 g) 0,8 0,53 0,71 0,54 0,65
Aluminio de cambio (meg/100 g) 3,4 3,70 2,10 2,90 3,60
Zinc (ppm) 1,7 1,36 1,26 1,00 0,72
F=Franco-Ar=Arcilloso-A=Arenoso | Organico | Organico | Organico | Organico | Organico
Nitrégeno total (%) 0,78 0,78 0,76 0,77 0,70
Carbono organico (%) 15,84 15,76 14,68 15,26 12,50
Bacterias totales 806 90 262 281 0

Analisis de muestras de suelos de plantacién de pinos
Parametros I Il i v \

pH 4,80 4,80 4,50 4,70 4,80
Materia Organica 25,40 22,00 24,40 25,50 19,50
Densidad Aparente (g/cc) 0,70 0,60 0,80 0,80 0,80
Fésforo (P) Bray Il (ppm) 7,00 7,00 4,00 3,00 2,00
Capacidad de Intercambio

Catiénico (CIC) 57,00 55,00 56,00 62,00 59,60
Calcio de cambio (meqg/100 g) 0,70 0,40 Trazas 0,30 1,40
Magnesio de cambio (meg/100 g) 0,40 0,50 0,30 0,40 0,60
Potasio de cambio (meg/100 g) 0,24 0,21 0,20 0,30 0,29
Aluminio de cambio (meg/100 g) 2,00 2,00 2,20 2,80 2,00
Zinc (ppm) 1,30 0,94 0,94 1,20 0,88
F=Franco-Ar= Arcilloso- A=Arenoso | Organico | Organico | Organico | Organico | Organico
Nitrogeno total (%) 0,76 0,70 0,74 0,76 0,66
Carbono organico (%) 14,76 12,74 14,13 14,81 11,30
Bacterias totales 676 843 727 759 6
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Analisis de muestras de suelos de la zona de pastos

Parametros I Il 1 v \%
pH 5,50 5,50 5,60 5,60 5,50
Materia Organica 17,70 18,80 18,50 20,20 |16,70
Densidad Aparente (g/cc) 0,80 0,70 0,80 0,70 0,70
Foésforo (P) Bray Il (ppm) 6,00 7,00 10,00 7,00 3,00
Capacidad de Intercambio
Catiénico (CIC) 43,60 47,20 51,40 47,20 |45,40
Calcio de cambio (meg/100 g) 6,10 8,50 10,10 7,80 5,40
Magnesio de cambio (meq/100 g) 2,10 2,60 3,20 2,70 1,20
Potasio de cambio (meqg/100 g) 1,16 1,35 1,64 1,50 1,15
Aluminio de cambio (meg/100 g) 0,20 * * * *
Zinc (ppm) 3,60 4,00 5,00 3,80 2,40
F= Franco- Ar= Arcilloso- A=Arenoso | Arcilloso | Arcilloso | Arcilloso | Arcilloso | F-A
Nitrégeno total (%) 0,62 0,64 0,64 0,67 0,59
Carbono organico (%) 10,25 10,93 10,72 11,69 | 9,67
Bacterias totales 243 203 320 344 500
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Anexo D. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para el contenido de materia
organica en el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad medio -F
Entre grupos 134.15 2 67.07 14.86 0.0006
Intra grupos 54.16 12 4.51
Total (Corr.) 188.31 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 14,86, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

z Tamano | Rango
ona ?

muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 12.0
Area de pastos 5 3.2
Plantacion de pinos 5 8.8
Estadistico = 10.21 P-valor = 0.008

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo E. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para el contenido de Nitrégeno
en el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos 0.04 2 0.02 16.47 0.0004
Intra grupos 0.01 12 0.001
Total (Corr.) 0.06 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 16,4703, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS
7 Tamano | Rango
ona ?
muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 12.1
Area de pastos 5 3.2
Plantacion de pinos 5 8.7
Estadistico = 10.21 P-valor = 0.006

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo F. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para el contenido de Carbono
en el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Grados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos 45.41 2 22.70 14.41 0.0006
Intra grupos 18.91 12 1.57
Total (Corr.) 64.32 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 14,408, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05,
hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables a
un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

7z Tamano | Rango
ona 2

muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 11.8
Area de pastos 5 3.2
Plantacion de pinos 5 9.0
Estadistico = 9.62 P-valor = 0.008

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipdtesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo G. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para la relacion
Carbono/Nitrégeno en el suelo bajo las tres coberturas vegetales
TABLA ANOVA
Fuente Suma de | Grados de| Cuadrado | Cociente Valor P
cuadrados | libertad Medio -F
Entre grupos 18.69 2 9.34 12.58 0.0011
Intra grupos 8.91 12 0.74
Total (Corr.) 27.60 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 12,5814, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

z Tamano | Rango
ona :

muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 11.8
Area de pastos 5 3.2
Plantacion de pinos 5 9.0
Estadistico = 9.62 P-valor = 0.008

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipdtesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo H. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para el pH en el suelo bajo las
tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Grados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos 1.83 2 0.914 85.69 | 0.0000
Intra grupos 0.13 12 0.010
Total (Corr.) 1.96 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 85,6875, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

7z Tamano | Rango
ona 2

muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 7.7
Area de pastos 5 13.0
Plantacion de pinos 5 3.3
Estadistico = 12.21 P-valor = 0.002

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipdtesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo |. Andlisis de varianza y test Kruskal-Wallis para la Capacidad de
Intercambio Cationico en el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Grados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos | 902.41 2 451.208 38.03 | 0.0000
Intra grupos 142.36 12 11.864
Total (Corr.) 1044.78 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 38,0317, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

z Tamano | Rango
ona ?

muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 12.6
Area de pastos 5 3.0
Plantacion de pinos 5 8.4
Estadistico = 11.62 P-valor = 0.003

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo J. Andlisis de varianza y test Kruskal-Wallis para el contenido de Fésforo en
el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos 11.2 2 5.6 1.33 0.3000
Intra grupos 50.4 12 4.2
Total (Corr.) 61.6 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 1,33333, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es superior o
igual a 0,05, no hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de
las 3 variables a un 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

7 Tamano | Rango
ona ?

muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 7.0
Area de pastos 5 10.3
Plantacion de pinos 5 6.7
Estadistico = 2.06 P-valor = 0.356

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es superior o igual a 0,05,
no hay diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo K. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para el contenido de Calcio en
el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos 124.52 2 62.26 28.72 0.0000
Intra grupos 26.0 12 2.16
Total (Corr.) 150.54 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 28,7231, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

7 Tamano | Rango
ona ?
muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 8.2
Area de pastos 5 12.8
Plantacion de pinos 5 3.0
Estadistico = 12.02 P-valor = 0.0024

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo L. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para el contenido de Magnesio
en el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos 9.22 2 4.61 18.59 0.0002
Intra grupos 2.97 12 0.248
Total (Corr.) 12.19 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 18,5914, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

z Tamano | Rango
ona ?
muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 8.8
Area de pastos 5 12.2
Plantacion de pinos 5 3.0
Estadistico = 10.88 P-valor = 0.0043

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo M. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para el contenido de potasio
en el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos 3.17 2 1.59 78.38 0.0000
Intra grupos 0.243 12 0.020
Total (Corr.) 3.42 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 78,3845, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

z Tamano | Rango
ona ?
muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 8.0
Area de pastos 5 13.0
Plantacion de pinos 5 3.0
Estadistico = 12.5 P-valor = 0.0019

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo N. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para el contenido de Aluminio
en el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos 25.26 2 12.63 67.55 0.0000
Intra grupos 2.244 12 0.18
Total (Corr.) 27.50 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 67,5544, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

z Tamano | Rango
ona ?
muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 12.6
Area de pastos 5 3.0
Plantacion de pinos 5 8.4
Estadistico = 11.87 P-valor = 0.0026

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo O. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para el contenido de Zinc en el
suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos 23.11 2 11.55 33.35 0.0000
Intra grupos 4.15 12 0.34
Total (Corr.) 27.27 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 33,3472, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

z Tamano | Rango
ona ?
muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 6.4
Area de pastos 5 13.0
Plantacion de pinos 5 4.6
Estadistico = 9.79 P-valor = 0.0074

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo P. Analisis de varianza y test Kruskal-Wallis para la Densidad Aparente en
el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Grados Cuadrgdo Cociente Valor p
Cuadrados | de libertad Medio -F
Entre grupos 0.048 2 0.024 5.54 0.0198
Intra grupos 0.052 12 0.004
Total (Corr.) 0.1 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 5,53846, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

7z Tamano | Rango
ona 2

muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 4.0
Area de pastos 5 10.0
Plantacion de pinos 5 10.0
Estadistico = 6.72 P-valor = 0.0035

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipdtesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo Q. Anadlisis de varianza y test Kruskal-Wallis para la abundancia de
bacterias acumuladoras de PHAs en el suelo bajo las tres coberturas vegetales

TABLA ANOVA
Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Cociente Valor P
cuadrados || libertad Medio -F
Entre grupos | 301420.0 2 150710.0 4.08 0.0446
Intra grupos | 443789.0 12 36982.5
Total (Corr.) | 745209.0 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 4,07517, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3
variables a un nivel de confianza del 95,0%.

TEST DE KRUSKAL-WALLIS

z Tamano | Rango
ona ?
muestreal | medio
Bosque natural secundario 5 8.8
Area de pastos 5 11.2
Plantacion de pinos 5 4.0
Estadistico =6.72 P-valor = 0.0035

El test de Kruskal-Wallis prueba la hipétesis nula de igualdad de las medianas
dentro de cada una de las 3 columnas. Los datos de todas las columnas primero
se combinan y se ordenan de menor a mayor. Entonces se calcula el rango medio
para los datos en cada columna. Puesto que el p-valor es inferior a 0,05, hay
diferencia estadisticamente significativa entre las medianas a un nivel de
confianza del 95,0%.
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Anexo R. Descripcion de las caracteristicas culturales de los morfotipos
productores de PHAs del suelo bajo las tres coberturas vegetales

Descripcion cultural de morfotipos de bacterias productoras de PHAs en la Plantacion de

Pinos
Morfotipos | Gram Descripcion
Pl 1 ) Bacilos solos, forma de_lla colonia tipo puntifo_rmg, de_color rosado,
con borde entero, elevacion plana y de superficie lisa brillante.
Bacilos en empalizada, forma de la colonia tipo circular, de color
Pl 2 + blanco, con borde entero, elevacion plana y de superficie lisa
brillante.
Bacilos esporulados, forma de la colonia tipo irregular, de color
P13 + blanco, con borde ondulado, elevacién umbilicada y de superficie lisa
brillante.
Pl 4 ) Bacilos solos, forma. fde la colonia tipo ci_rc_ule}r, de.color rosado, con
borde entero, elevacion plana y de superficie lisa brillante.
PI5 ) Bacilgs solos, forma de la colonia tipo cir.cgla.r y elgvada, de color
amarillo claro, con borde entero y de superficie lisa brillante.
Bacilos solos, forma de la colonia tipo circular, de color amarillo
Pl 6 + oscuro, con borde entero, elevacion umbilicada y de superficie lisa
brillante.
P| 7 + Bacilos en c_:adena, formglde la colonia tipo ir_re_gul_ar, dg color curuba,
con borde rizado, elevacion plana y de superficie lisa brillante.
Pl 8 i Bacilos en cadena, forma de la colonia .tipo circular y elevada, de
color blanco, con borde entero y de superficie seca.
Bacilos empalizados, forma de la colonia tipo circular, de color
Pl 9 - curuba, con borde entero, elevacion convexa y de superficie lisa
brillante.
P 10 ) Bacilos empalizados, forma de la colonia tipo irregular, de color verde

claro, con borde lobulado, elevacion convexa y de superficie seca.
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Descripcion cultural de morfotipos de bacterias productoras de PHAs en Bosque Natural

Secundario.

Morfotipos

Gram

Descripcion

BNS 1

+

Bacilos solos, forma de la colonia tipo puntiforme, de color rosado,
con borde entero, elevacion plana y de superficie lisa brillante.

BNS 2

Bacilos en cadena, forma de la colonia tipo irregular, de color gris,
con borde ondulado, elevacion plana y de superficie seca
pulverulenta.

BNS 3

Bacilos en cadena, forma de la colonia tipo irregular, de color
amarillo, con borde ondulado, elevacion plana y de superficie lisa
brillante.

BNS 4

Bacilos en empalizada, forma de la colonia tipo circular, de color
blanco, con borde entero, elevacion convexa y de superficie lisa
brillante.

BNS 5

Bacilos solos, forma de la colonia tipo circular, de color amarillo, con
borde entero, elevacién convexa y de superficie lisa brillante.

BNS 6

Bacilos en empalizada, forma de la colonia tipo circular, de color
blanco, con borde entero, elevacion convexa y de superficie lisa
brillante.

BNS 7

Bacilos en cadena, forma de la colonia tipo circular, de color
transparente en el borde y amarillo en el centro, con borde entero,
elevacion convexa y de superficie lisa brillante.

BNS 8

Bacilos solos, forma de la colonia tipo irregular, de color verde, con
borde ondulado, elevacién plana y de superficie seca ornamentada.

BNS 9

Bacilos en cadena, forma de la colonia tipo irregular, de color blanco,
con borde rizado, elevacion convexa y de superficie seca
pulverulenta.

BNS 10

Bacilos en cadena, forma de la colonia tipo circular, de color rosado,
con borde entero, elevacion plana y de superficie lisa brillante.

BNS 11

Bacilos en cadena, forma de la colonia tipo irregular, de color verde,
con borde rizado, elevacion convexa y de superficie lisa brillante.

BNS 12

Bacilos solos, forma de la colonia tipo circular, de color exterior
blanco y de centro verde, con borde entero, elevacién plana y de
superficie lisa brillante.
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Descripcion cultural de morfotipos de bacterias productoras de PHAs en la zona de

Pastos

Morfotipos | Gram Descripcion

PA 1 ) Bacilos en empalizada, formg de la colonia tipo_ irre_gular elevada, de
color verde claro, con borde rizado y de superficie erizada.

PA 2 ) Bacilos solos, forma de la colonia tipo circular, de color rosado, con
borde rizado, elevacién convexa y de superficie lisa brillante.

PA 3 ) Cocos en pares,.forma de Ia. polonia tipo irregule]r,. de color verde
claro, con borde rizado, elevacion plana y de superficie seca.
Bacilos en empalizada, forma de la colonia tipo circular, de color

PA 4 - transparente, con borde entero, elevacion convexa y de superficie lisa
brillante.

PA5 + Bacilos solos, forma dg la colonia tipo 'ci'rculgr y elevada, de color
verde claro, con borde rizado y de superficie erizada.
Bacilos en cadena, forma de la colonia tipo circular, de color amarillo

PA 6 + oscuro, con borde entero, elevacion convexa y de superficie lisa
brillante.
Bacilos esporulados en pares, forma de la colonia tipo circular, de

PA7 - color blanco, con borde entero, elevacion convexa y de superficie lisa
brillante.

PA 8 + Bacilos en cadena, forma de la colonia tipo' irregular y elevada, de
color curuba, con borde ondulado y de superficie lisa brillante.

PA9 + Coco_s en pares, forma de_ la colonia tipo irre.gullar y e_Ievada, de color
amarillo claro, con borde rizado y de superficie lisa brillante.

PA 10 ) Bacilos en empalicada, forma de la colonia tipo irregular y elevada,
de color verde claro, con borde lobulado y de superficie lisa brillante.

PA 11 ) Bacilos solos, forma de I_a colonia tipo irrggulgr y e_levada, de color
verde oscuro, con borde rizado y de superficie lisa brillante.

PA 12 ) Cocos en pares, forma de Ia'f;olonia tipo irregula.r,. de; colqr verde
claro, con borde entero, elevacion plana y de superficie lisa brillante.
Bacilos empalizados, forma de la colonia tipo circular, de color verde

PA 13 - claro, con borde entero, elevacion umbilicada y de superficie lisa
brillante.

PA 14 ) Bacilos empalizados, forma de la colonia tipo irrgg_ular y elevada, de
color verde claro, con borde ondulado y de superficie seca.

PA 15 ) Bacilos solos, forma de la colonia tipo ci.rc?ula'lr y e]evada, de color
transparente, con borde entero y de superficie lisa brillante.

PA 16 + Bacilos solos, forma de la colonia tipo irregular, de color blanco, con

borde rizado, elevacién plana y de superficie seca.
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Anexo S. MATRIZ DE ANALISIS DE COORDENADAS PRINCIPALES

Caracteristicas Fisico — Quimicas de los suelos vs Abundancia de bacterias acumuladoras de PHA; en las tres
zonas de estudio.

PARCELAS

VARIABLES ZONA DE PASTOS PLANTACION DE PINO BOSQUE NATURAL SECUNDARIO
PA1|PA2|PA3|PA4 | PAS| PI1 | PI2|PI3|Pl4 | PI5|BNS1 BNS2 BNS3 BNS4BNS5
pH 5,50 | 5,50 | 5,60 | 5,60 | 5,50 | 4,80 | 4,80 | 4,50 | 4,70 | 4,80 | 4,90 | 4,80 | 5,10 | 4,90 | 4,90
MO 17,70|18,80/18,50(20,20|16,70|25,40|22,00|24,40(25,50|19,50| 27,30 | 27,20 | 25,30 | 26,30 | 21,60
Dap 0,80 | 0,70 | 0,80 | 0,70 | 0,70 | 0,70 | 0,60 | 0,80 | 0,80 | 0,80 | 0,60 | 0,60 | 0,60 | 0,70 | 0,60
P 6,00 | 7,00 |10,00| 7,00 | 3,00 | 7,00 | 7,00 | 4,00 | 3,00 | 2,00 | 4,00 | 6,00 | 5,00 | 6,00 | 4,00
CIC 43,60(47,20/51,40(47,20|45,40|57,00|55,0056,00(62,00|59,60| 71,00 | 67,00 | 65,40 | 59,00 | 67,00
Ca 6,10 | 8,50 |10,10| 7,80 | 5,40 | 0,70 | 0,40 | 0,01 | 0,30 | 1,40 | 4,10 | 2,70 | 6,00 | 2,00 | 2,40
Mg 2,10 | 2,60 | 3,20 | 2,70 | 1,20 | 0,40 | 0,50 | 0,30 | 0,40 | 0,60 | 1,50 | 1,30 | 2,10 | 1,10 | 1,20
K 1,16 | 1,35 | 1,64 | 1,50 | 1,15} 0,24 | 0,21 | 0,20 | 0,30 | 0,29 | 0,80 | 0,53 | 0,71 | 0,54 | 0,65
Al 0,20 | 0,01 | 0,01 | 0,01 0,01} 2,00 |200|220|280|200]| 3,40 | 3,70 | 2,10 | 2,90 | 3,60
Zn 3,60 | 4,00 | 5,00 | 3,80 | 2,40 1,30 0,94 | 094|120 |0,88]| 1,70 | 1,36 | 1,26 | 1,00 | 0,72
N 0,62 0,64 | 064 067059076 |0,70|0,74 0,76 | 0,66 | 0,78 | 0,78 | 0,76 | 0,77 | 0,70
C 10,25|10,93/10,72(11,69| 9,67 |14,76|12,74|14,13(14,81{11,30| 15,84 | 15,76 | 14,68 | 15,26 | 12,50
CvsN 116,50|17,00|16,75(17,44|16,38|19,42|18,20|19,09(19,50(17,12| 20,30 | 20,20 | 19,31 | 19,80 | 17,80

Bac PHA | 243 | 203 | 320 | 344 | 500 | 676 | 843 | 727 | 759 6 806 90 262 | 281 0
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