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Cuantificacion de bacterias nitrificantes en tres usos del suelo, en la zona altoandina de
Pasto, Narifio.

Quantification of nitrificant bacteria in three uses of the soil, in the altoandina area of the
municipality of Pasto.

Lubi Yomaira Culchac C.%, Jhon Sebastian Estrada M.?, Viviana Benavides Arteaga®,
German Chaves Jurado*

RESUMEN

El estudio se realizé en Pasto - Narifio, con el fin de estimar la cantidad de bacterias oxidadoras
de amonio (BOA) y bacterias oxidadoras de nitrito (BON), en tres usos del suelo y dos
profundidades. Se utilizé un disefio experimental de Bloques Completos al Azar (BCA), con seis
tratamientos y tres repeticiones, para un total de 18 unidades experimentales. La cuantificacion
se realizé mediante la técnica del nUmero mas probable (NMP). El andlisis de varianza mostré
diferencias estadisticas altamente significativas para usos y profundidades del suelo en BOA y
BON. Igualmente se encontraron diferencias altamente significativas en BOA para la interaccion
uso x profundidad. La pastura tradicional presento la mayor densidad de BOA a una profundidad
de 0-10 cm con 87784,61 UFC gramo-1, y el bosque presento menor densidad con 1312,73 UFC
gramo-1. En BON la mayor densidad poblacional se encontr6 en pastura con 9377,24 UFC
gramo-1, y el bosque presentd menor densidad con 3847,74 UFC gramo-1. La mayor densidad
de bacteria se presenté de 0 a 10 cm, con valores de densidad para BOA de 37557,19 UFC
gramo-1 y para BON de 7306,35 UFC gramo-1, posiblemente a que en los primeros 5 cm del
suelo se encuentra la capa biolégicamente mas activa del suelo. Las mayores densidades de
bacterias nitrificantes encontradas en los usos de suelo; pastura tradicional y sistema
silvopastoril, pudo estar relacionado a las fertilizaciones orgéanicas, la reincorporacion del
estiércol y orina de los animales, los cuales, son un sustrato ureico promotor de crecimiento de

microorganismos.

Palabras claves: bosque, microorganismos, pastura, sistema silvopastoril, suelo.



ABSTRACT

The study was performed in Pasto - Narifio, with the purpose of to estimate the amount of
ammonium oxidizing bacteria (BOA) and nitrite oxidizing bacteria (BON), in three soil uses and
two depths. An experimental design of Randomized Complete Blocks (BCA) was used, with six
treatments and three repetitions, for a total of 18 experimental units. Quantification was
performed using the most probable number technique (NMP). The analysis of variance showed
highly significant statistical differences for land use and depth in BOA and BON. Likewise,
highly significant differences were found in BOA for the interaction use x depth. The traditional
pasture presented the highest density of BOA at a depth of 0-10 cm with 87784.61 CFU gram-1,
and the forest presented lower density with 1312.73 CFU gram-1. In BON the highest population
density was found in pasture with 9377.24 CFU gram-1, and the forest presented lower density
with 3847.74 CFU gram-1. The highest density of bacteria was presented from 0 to 10 cm, with
density values for BOA of 37557.19 CFU gram-1 and for BON of 7306.35 CFU gram-1,
possibly because in the first 5 cm of the soil find the most biologically active layer of soil. The
highest densities of nitrifying bacteria found in land uses; traditional pasture and silvopastoral
system, could be related to organic fertilizations, the reincorporation of animal manure and urine,

which are a substrate ureic promoter of growth of microorganisms.

Key words: BOA, BON, Silvopastoral System, Most Probable Number (NMP), Colony Forming
Units (UFC gramo™)
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1. INTRODUCCION

Los modelos tradicionales productivos agropecuarios y la limitada aplicabilidad de sistemas
sostenibles aceleran la pérdida de la biodiversidad de microorganismos del suelo y
finalmente limitan su productividad, incrementando asi los costos bioldgicos y econdmicos
(Lopez, 2002).

Estas actividades productivas desarrolladas por el hombre muestran poco interés en la
conservacion del recurso suelo, es asi, como el uso indiscriminado de agroquimicos, la
aplicacion excesiva de plaguicidas, el bajo conocimiento sobre el manejo de sistemas de riego,
los monocultivos y las practicas de labranza intensiva, conllevan a la destruccion del
desarrollo del edafén, el cual hace parte fundamental de la meteorizacién y/o disponibilidad

de nutrientes para las plantas (L6opez, 2002).



De igual forma, la actividad ganadera en las zonas Alto Andinas del departamento de Narifio,
se caracterizan, porque la base de sus praderas, estan constituidas por pasto kikuyo,
principalmente, en las zonas de mayor altitud, donde los cultivos agricolas estan restringidos
0 son imposibles de establecer (Guevara y Zamora, 2012). Esta actividad, conlleva a una alta
degradacion de las praderas, debido a las deficientes practicas de manejo de la fertilizacion
y al sobrepastoreo, de esta forma, el establecimiento de los sistemas ganaderos, afecta la
biodiversidad, modifica el balance de los nutrientes, aumenta la compactacion en un tiempo
relativamente corto (menor que 2 6 3 afios), reduce el volumen de los espacios porosos,
contribuye a la disminucion de la biota, disminuye la velocidad del flujo del agua y propicia la
erosion (Steinfeld et al., 2009).

A pesar, de que se ha determinado que las practicas de manejo agricola tienen un efecto sobre
la calidad del suelo y la productividad, es poco conocido, el efecto que estas tienen sobre las
comunidades microbianas edaficas y el impacto sobre el funcionamiento del suelo (Feng et
al.,2003). Para evaluar su impacto sobre los microorganismos edéaficos se pueden emplear dos
aproximaciones: monitoreando la diversidad estructural y funcional en la comunidad
microbiana total edafica y evaluando los grupos funcionales  especificos, que se encuentran
conectados con procesos involucrados en el ciclaje de nutrientes, tales como las bacterias
fijadoras de nitrégeno, bacterias oxidadoras de amonio (BOA), bacterias oxidadoras de
nitritos (BON) vy bacterias desnitrificantes (BD) (Coleman & Whitman, 2005). Dichos
estudios, suministran informacion acerca de la relacion existente entre la diversidad
microbiana, las funciones ecosistémicas y las interacciones ecologicas entre grupos
funcionales, lo cual es prioridad en estudios de ecologia microbiana (Collof et al., 2008;
Malchair et al., 2010).

Por otra parte, estudios previos llevados a cabo por De la Paz-Jiménez et al. (2002) han
demostrado, que los microorganismos presentan una elevada sensibilidad a disturbios
antropogénicos, respondiendo en escalas de tiempo mucho mas cortas en comparacién con
los fisicos 0 quimicos. Entre los pardmetros microbianos utilizados, vale la pena mencionar

los grupos funcionales de bacterias nitrificantes, es asi, como la presencia, ausencia o densidad



y actividad de estos organismos, los convierte en un buen indicador para determinar la calidad

de suelos en una variedad de ecosistemas.

Por las anteriores consideraciones, la investigacion tuvo como objetivo principal,
la cuantificacion de bacterias nitrificantes como indicadores de calidad de suelo, debido a su
gran sensibilidad frente a cambios ambientales y actividades antropogénicos, en tres usos de
suelo, mediante métodos de aislamiento, presencia y cuantificacion, para poder determinar en

cudl de los usos existi6 mayor presencia de bacterias nitrificantes tanto BOA como BON.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Localizacion

La investigacion, se desarrollo en la finca EI Rincon, ubicada en Vereda Cruz de Amarillo,
localizada al Suroccidente del Municipio de Pasto, con limites proximos al municipio de

Tangua, a una altura de 2820 msnm, con una temperatura promedio de 12°C y una

precipitacion de 806 mm afio™t (IDEAM, 2016); geograficamente se encuentra localizado a 1°
08’ 12,3” Latitud Norte y 77° 18 57,42” Longitud Oeste. La zona de vida de Holdridge
para esta zona es Bosque Humedo Montano “Bh-M”, cuenta con un relieve montafioso y
volcanico representado por altas pendientes y vertientes bien formadas y representativas
(CORPONARINO, 2011).

Los suelos se clasifican como Typic melanudands, desarrollados a partir de cenizas
volcanicas, las cuales originan un horizonte superficial espeso, de color negro. A partir de los
35 cm de profundidad existe un horizonte B estructural de color pardo grisaceo oscuro, textura
franca y tixotrépica que descansa sobre un horizonte C de color pardo oliva. Son suelos muy
profundos, bien drenados, de relieve quebrado a fuertemente quebrado, con textura franca a
franco-arenosa, el pH varia entre 4 y 5.7, presentan altos contenido de carbono organico.
Quimicamente son suelos de reaccion acida, de baja a muy baja saturacion de bases, de
alta capacidad de intercambio cationico, de contenido de fosforo bajo y de fertilidad
moderada. Son suelos limitados en su uso por las bajas temperaturas y los fuertes vientos.
(IGAC, 2004).



2.2. Disefio experimental.

Se utilizé un disefio experimental de Bloques Completos al Azar (BCA), bajo un arreglo
bifactorial 3x2 con seis tratamientos y tres repeticiones, para un total de 18 unidades
experimentales (Tabla 1). El factor A correspondi6 a usos del suelo, con los siguientes
niveles 1: Bosque secundario (plantado y en regeneracion natural); 2: Pastura tradicional
compuesta por kikuyo (Cenchrus clandestinus (Hochst. Ex Chiov.) Morrone.)), 3: Arreglo
silvopastoril de arboles dispersos con aliso (Alnus acuminata L) y Kkikuyo (Cenchrus
clandestinus (Hochst. Ex Chiov.) Morrone.)); el factor B hizo referencia a las profundidades
del suelo evaluadas con los siguientes niveles: 1: profundidad de 0 -10 cm y 2: profundidad
de 10 - 20 cm (Tabla 2).

Tabla 1. Esquema del disefio experimental utilizado.

Tratamiento Bloque 1 Bloque 2

T1 BS * Profundidad 0 - 10 BS * Profundidad 0- 10 cm
Uso 1 * Profundidad 1 Uso 1 * Profundidad 1

T2 BS * Profundidad 10- 20 BS * Profundidad 10- 20 cm
Uso 1 * Profundidad 2 Uso 1 * Profundidad 2

T3 PT * Profundidad de 0 - 10 PT * Profundidad de 0 - 10 cm
Uso 2 * Profundidad 1 Uso 2 * Profundidad 1

T4 PT * Profundidad de 10 - PT * Profundidad de 10 - 20 cm
Uso 2 * Profundidad 2 Uso 2 * Profundidad 2

T5 SSP * Profundidad de 0 -  SSP * Profundidad de 0 - 10 cm
Uso 3 * Profundidad 1 Uso 3 * Profundidad 1

T6 SSP * Profundidad de 10 - SSP * Profundidad de 10 - 20 cm
Uso 3 * Profundidad 2 Uso 3 * Profundidad 2

BS: bosque secundario, PT: pastura tradicional, SSP: sistema silvopastoril de arboles dispersos, P1: profundidad uno
0-10 cm, P2: profundidad dos 10 — 20 cm. Epoca 1: invierno, Epoca 2: verano.

Modelo estadistico
Y= + Bloque + Uso + Profundidad + Error
Y=p + Bi + Uj +Px + £ij

Donde

u: Media

pi= Efecto del bloque (Epoca)

Uj= Efecto del uso del suelo

Pw= Efecto de la profundidad de muestreo
Eijx= Error



Tabla 2. Descripcion de los usos evaluados para la cuantificacion de bacterias nitrificantes, finca
El Rincdn, vereda Cruz de Amarillo, 2018.

UsSosS DESCRIPCION

UsoO 1 Bosque natural secundario producto de la regeneracién natural y siembra de aliso
(A. acuminata), aproximadamente 28 afios de edad.

USoO 2 Lote con pastura tradicional de pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus), area de 2000
m?, con preparacion y aplicacion de abono organico a base de estiércol y melaza, y
un historial de manejo mayor a 5 afios.

USoO 3 Lote con sistema silvopastoril de arboles dispersos (A. acuminata) sembrados a 3x3
metros y pasto kikuyo ((Cenchrus clandestinus), area total de 2 hectareas, con
aplicacion de abono orgénico de estiércol bovino, melaza, y un historial de manejo
de 7 afios.

2.3. Muestreo de suelos.

El muestreo para los analisis microbiologicos consistio en seleccionar tres puntos al azar en el
area de muestreo de cada uso del suelo, en los cuales, se extrajo con ayuda de una pala, un
monolito de suelo de 20 cm de largo x 20 cm de ancho y 25 cm de profundidad, el cual fue
separado en dos secciones (0-10 cm y 10-20 cm). De cada seccidn, se extrajo la porcion del
tercio medio (100 g de suelo) la cual se empaco en bolsas plasticas auto-sellables, con el
propdsito de no contaminar las muestras, se sellaron y rotularon adecuadamente. Para no
alterar la representatividad de los resultados, la muestra se conservo dentro de una hielera
durante el transporte al Laboratorio de Biologia de la Universidad de Narifio, a una
temperatura de 4-6°C por 24 horas. Se realizaron diluciones seriales e inoculacion en

medios selectivos de cultivo (Vallejo et al., 2011).

Para el analisis fisico-quimico del suelo segln los tratamientos, se ubicaron 15 sitios al azar en
forma de zigzag en el area de muestreo de cada uso definido en la investigacion; aqui se
limpio el area de donde se extrajo la muestra de cualquier cobertura presente, hasta lograr que
el suelo quede desnudo. Con ayuda de un barreno cilindrico, se extrajo las submuestras, de las
cuales se selecciond la porcion de suelo del tercio medio de la muestra extraida, estas
submuestras se homogenizaron en un recipiente plastico libre de impurezas, desinfectado

con hipoclorito de sodio al 3% y luego se tom6 una muestra representativa de 1 kg que se



coloco en una bolsa plastica autosellable (Figura 1) y se llevo al Laboratorio de Suelos de la
Universidad de Narifio, para su posterior analisis.
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Figura 1. Toma de muestras de suelo. Finca El Rincon, Vereda Cruz de Amarillo, 2018

2.4. Aislamiento de bacterias nitrificantes.

Para el aislamiento, se utilizaron 100 g de suelo, proveniente de diferentes puntos o al azar, de
los tres usos del suelo a evaluar seleccionados a dos profundidades de 0-10 y 10-20 cm, las

cuales fueron mezcladas y homogenizadas en el muestreo.

En el aislamiento de las bacterias nitrificantes, se utilizd dos medios de cultivo: caldo amonio y
caldo nitrito y se siguié la metodologia del nUmero méas probable NMP de Schmidt & Belser
(1994); la técnica se basa en la determinacidn de presencia o ausencia (positiva o0 negativa) en
réplicas de diluciones consecutivas, de atributos particulares de microorganismos presentes en
muestras de suelo u otros ambientes, modificado por Rodriguez et al., (2007) para lo cual, se
realizaron diluciones hasta que el microorganismo de interés no esté presente. Se utilizaron tres
tubos como repeticiones para cada dilucién y se sembré en medio de cultivo liquido
(Figura 2). Las bacterias se incubaron por 15 dias, en el Laboratorio de Biologia de Docencia
de la Universidad de Narifio, periodo en el cual se presentdé un mayor crecimiento,

posteriormente se realizé la identificacion y cuantificacion de las bacterias.
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Figura 2. Siembra de muestras de suelo, Laboratorio de Biologia, Universidad de Narifio.

2.5. Presencia y cuantificacion de bacterias nitrificantes.

Para conocer la actividad puntual y detectar la presencia de NO; originado por la accién
oxidativa de BOA a partir de NH4", se realizé la prueba con el reactivo Griess-llosvay (Figura 3),
que utiliza reactivo diazotizante y reactivo acoplante, indicador que se tornard de color fucsia
para tubos positivos. Para observar la presencia de NO3™ producto de la actividad oxidativa de
BON a partir de NO2', se realizé la prueba de colorante nitrato o prueba de la difenilamina,
adicionando reactivo colorante nitrato, cuyo indicador, es el color azul oscuro en forma de
precipitado para tubos positivos (Gallego, 2012).

Figura 3. Prueba para cuantificacion de bacterias nitrificantes, Laboratorio de Biologia,
Universidad de Narifio.

Se tuvo en cuenta que, coloraciones extremadamente tenues en ambas pruebas, pueden parecer
como negativas, debido a la presencia de nitrito en cantidades trazas insuficientes para

desarrollar el complejo Azo de coloracion fuerte y estable. De igual modo, en algunos casos, la



ausencia o debilidad del color, se debe a que las BOA, realizaron su trabajo oxidativo del
amoniaco hasta NO2", pero en algunas ocasiones, las BON pueden sobrevivir en el mismo
medio de cultivo, tomando este ion y oxidandolo hasta NOz,, limitando la presencia de

trazas que puedan reaccionar con el complejo Azo (Gallego, 2012).

Las respectivas lecturas y cuantificacion de poblaciones fueron expresadas en UFC gramo™
suelo himedo y por medio de correcciones de humedad; finalmente se obtuvieron los datos
expresados en unidades UFC gramo™* suelo seco (Gallego, 2012) con base en la tabla guia para
cuantificar poblaciones de bacterias nitrificantes (Tabla 3).

Tabla 3 Guia para cuantificar la poblacion total de bacterias nitrificantes mediante software
MPNes ®.
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4 4 4 1 0 0 13665,5
4 4 4 1 1 0 20793,3
4 4 4 2 0 0 23169,3
4 4 4 3 1 0 61781,5
4 4 4 3 2 0 80791,1
4 4 4 3 3 0 95047,8
4 4 4 4 0 0 104553,3
4 4 4 4 1 0 133033,9
4 4 4 4 2 0 228113

4 4 4 4 3 0 456200

Fuente: Tabla de nimero mas probable MPN para base de dilucién radio 10 y P (0,95), (Neuza Asakawa, CIAT,
2013).

2.6. Andlisis estadistico.

La informacion obtenida en el ensayo fue sometida a Andlisis de Varianza (ANAVA),
mediante el programa estadistico INFOSTAT. En aquellos casos donde se detecto diferencias
estadisticas significativas (P<0.05), se realizo la Prueba de Comparacion de Medias de Tukey

para agrupar a los tratamientos que tuvieron mayor aporte a la variabilidad de los datos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Presenciay cuantificacion de Bacterias Oxidadoras de Amonio (BOA).

La nitrificacion, es llevada a cabo en dos etapas y catalizada por dos grupos de bacterias
filogenéticamente distintas. En la primera, participan las bacterias oxidadoras de amonio
(BOA), las cuales tienen la habilidad de utilizar amonio, como Unica fuente de energia y
oxidarlo hasta nitrito, también necesitan de CO,, como fuente de carbono y oxigeno, como
aceptor final de electrones (Balows et al., 2001); estas bacterias, se encuentran en ambientes
aerobios donde estd disponible el amoniaco, a través de la mineralizacién de la materia
organica o por fuentes antropogénicas. La segunda etapa de nitrificacion es llevada a cabo por
las BON, grupo de microorganismos, que se caracterizan por su habilidad de utilizar el nitrito

como fuente de energia y el CO, como fuente de carbono.



De acuerdo con los resultados obtenidos, en el presente ensayo a partir de las pruebas
bioquimicas para el aislamiento e incubacion en los medios diferenciales, mostraron la presencia
de BOA y BON, segun la coloracién caracteristica mencionada por Schmidt & Belser, (1994) y
Sylvia et al., (2005) para cada microorganismo y proceso de transformacion de NH4™ a NOs;,

donde el color violeta 0 morado, indica la presencia de BOA y el azul de BON.

El Analisis de Varianza (ANDEVA), (Tabla 4), mostrd diferencias estadisticas altamente
significativas para los tres usos del suelo (Bosque secundario, Pastura tradicional y Sistemas
Silvopastoriles con arboles dispersos de Aliso con un (p = 0,0001), igualmente se encontr6
diferencias altamente significativas para las dos profundidades del suelo realizadas (0-10 cm y
de 10 - 20 cm) con un (p=0,0001), asi como también para la interaccion entre usos a

diferentes profundidades.

Tabla 4. Anélisis de varianza para cuantificacion de bacterias oxidadoras de amonio (BOA),
finca El Rincon, vereda Cruz de Amarillo, 2018.

F.V SC GL CM F P
MODELO 13924764696,87 6 2320794116,14 4539,16 <0,0001
EPOCA 199,33 1 199,33 0,00039 0,9850
uso 13584222757 2 6792111378,40  13284,45 0,0001**
PROF 289760361,9 1 289760361,90 566,73 0,0001**
USO * PROF 50781378,84 2 25390689,42 49,66 0,0005**
ERROR 2556413,33 5 511282,67
TOTAL 13927321110 11

*Diferencias estadisticas significativas; p<0,05, **: Diferencias estadisticas altamente significativas; p<0,01,
ns: no Significativas.

La comparacion de medias se realiz6 por medio de la Prueba de Tukey para las interacciones
uso * profundidad con los diferentes usos de suelo (Tabla 5). La interaccion que presentd
mayor abundancia de bacteria oxidadoras de amonio (BOA), fue la pastura tradicional con
87784,61 UFC gramo™? a una profundidad de muestreo de 0- 10 cm, seguido del mismo uso de
suelo pero auna a profundidad de 10-20 cm, con 72143,15 UFC gramo™, mientras el sistema
silvopastoril presento una abundancia de 16858,59 UFC gramo™ a una profundidad 1 (0- 10
cm), sin embargo, el SSP a wuna profundidad 2 (10-20 cm) y el bosque secundario a una
profundidad 1 no son significativamente diferentes. Finalmente, el uso 3 a una profundidad 2

fue el que presento menor abundancia con 1312,73 UFC gramo™.



Tabla 5. Prueba de comparacién de Medias de Tukey para uso * profundidad del suelo de
bacterias oxidadoras de amonio (BOA), finca El Rincdn, vereda Cruz de Amarillo, 2018.

Uso Profundidad Medias Significancia
Pastura Tradicional 1 87784,61 A
Pastura Tradicional 2 72143,15 B
Sistema Silvopastoril 1 16858,59 C
Sistema Silvopastoril 2 9732,11 D
Bosque Secundario 1 8028,36 D
Bosque Secundario 2 1312,73 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Estos resultados concuerdan, con estudios realizados por Murgueitio, (2003) donde los
mayores recuentos de BOA, se encontraron en los usos de suelo de pastizal, posiblemente, este
comportamiento se puede asociar a las modificaciones que se generan en el ambiente por las
actividades agropecuarias, de esta manera, los suelos con uso agronémico, muestran altas tasas
de nitrificacion, lo cual se puede atribuir al elevado uso de insumos externos, principalmente
fertilizantes nitrogenados, que al ser adicionados en los suelos, aceleran la transformacion de C
durante la oxidacion de materia organica en dioxido de carbono (CO2) y contribuyen en el
aumento de la mineralizacion del nitrégeno organico en nitrégeno mineral (NH4*) por parte de
los microorganismos, ofreciendo un ambiente favorable para el crecimiento de bacterias
nitrificantes (Bruns et al.,1999).

Ademas, se sabe que el pastoreo modifica las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del
suelo, y también afecta los procesos hidroldgicos, el ciclo de nutrientes y la produccion vegetal
en el sistema, por lo tanto, los cambios en las comunidades microbianas de grupos funcionales,
pueden explicarse a través de los efectos directos e indirectos como: a) cambios en la porosidad
del suelo debido al pisoteo de los animales, b) cambios en la competencia de N entre los
microorganismos y de las plantas recientemente defoliadas, ¢) cambios en las tasas de ingreso y
calidad de residuos y exudados de raices debido a la defoliacion, lo cual se estima, genera un
impacto en la abundancia de microorganismos implicados en el ciclaje de N (McNaughton
et al., 1997; Busso et al., 2001; Patra et al., 2006).



Los cambios en las comunidades microbianas de grupos funcionales, también pueden explicarse
a través de los efectos generados por los productos metab6licos de la orina y heces del ganado
vacuno, que posiblemente favorecen el crecimiento de las bacterias nitrificantes, puesto que la
orina emitida por estos animales contiene urea, la cual es hidrolizada hasta el carbonato de
amonio y las heces contienen grandes cantidades de materia proteinica, las cuales son convertidas
hasta NH4" por bacterias saprofitas bajo condiciones aerobias o anaerobias (Murgueito, 2003),
que favorece el crecimiento de poblaciones bacterianas, puesto que es un insumo necesario
para el crecimiento de bacterias nitrificantes BOA y BON, siendo la fuente principal de energia
(Pacheco et al., 2002). Es asi como, la concentracion de amonio es uno de los factores que mas

afecta la comunidad de bacterias nitrificantes (Le Roux et al., 2008).

Igualmente, se realizd la Prueba de Comparacion de Medias de Tukey, para las dos
profundidades (Tabla 6), la cual indica que la profundidad que presentd mayor abundancia de
bacterias nitrificantes BOA fue la de 0 a 10 cm, con 37557,19 UFC gramo * yla de la

menor abundancia la profundidad 2 de 10 a 20 cm.

Tabla 6. Prueba de Comparacion de Medias de Tukey para la profundidad del suelo de
Bacterias Oxidadoras de Amonio (BOA), finca El Rincon, Vereda Cruz de Amarillo, 2018.

Profundidad Medias Significancia
1 37557,19 A
2 27729,33 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Al comparar la densidad poblacional de bacterias nitrificantes (BOA y BON) en las
dos profundidades de usos de suelo evaluadas, se pudo determinar, que en la profundidad de 0 a
10 cm se presentd mayor cantidad de bacterias nitrificantes en los diferentes usos de suelo,
resultados similares se encontraron en estudios realizados por Mcneill y Unkovich, (2007) en los
que afirman, que en los primeros 5 cm de profundidad del suelo gracias a la difusion del
oxigeno, se realiza de forma mas eficiente el proceso de mineralizacion, ya que esta superficie,

es la capa bioldégicamente mas activa del suelo.



Adicionalmente estos suelos son provenientes de cenizas volcanicas, que resultan del
movimiento explosivo natural del volcan Galeras ubicado en la cordillera Central, igualmente los
valores de material organico en la mayoria de los casos son superiores en el horizonte superficial
que en los subsuperficiales (IDEAM, 1997). Por esta razdn se generan condiciones ideales para
la produccion agricola, debido a que presentan gran contenido de materia organica que garantiza
una buena estructura y niveles de importantes de nitrégeno organico, y también la estructura de
sus granulos beneficia el proceso de aireacion, favoreciendo el crecimiento y desarrollo de los

microorganismos (UTP, 2001)

Ademas, el proceso de nitrificacion requiere de la presencia de oxigeno, por consiguiente sucede
solamente en ambientes aerobios, como las aguas que circulan o en las capas superficiales de los
suelos y sedimentos las supervivencia de las bacterias nitrificantes en ambientes donde hay
concentraciones bajas de oxigenos dependera de su capacidad para competir con las raices de
las plantas y con organismos heterotrofos (Lata et al., 2004), la adicion de plaguicidas, al
manejo de pastoreo intensivo, fertilizacion quimica del suelo, asi como a actividades de

labranza, generan alteraciones a nivel de las propiedades fisicoquimicas y biologicas del suelo.

Asi mismo, estudios llevados a cabo por Enwall et al., (2007), demostraron que los diferentes
tipos de fertilizacion tienen efectos claros sobre la actividad y composicion de las BOA y que
aquellos suelos fertilizados con residuos organicos, tienen una comunidad de BOA mas activa y
diversa, lo cual tiene mucha relacion con los resultados obtenidos en la investigacion donde la
mayor presencia y densidad de BOA, fue en pastura tradicional, seguramente, porque el
productor realiza una fertilizacion de las pasturas y el SSP con abono organico que el mismo

elabora con estiércol de ganado y melaza.

3.2. Presenciay cuantificacion de Bacterias Oxidadoras de Nitrito BON

El Analisis de Varianza (ANDEVA), encontrd diferencias estadisticas altamente significativas
para los diferentes usos y profundidades del suelo con un (p=0,0001), para las interacciones no

se encontrd diferencias estadisticas (Tabla 7).

Tabla 7. Cuadro de Andlisis de Varianza para cuantificacion de Bacterias Oxidadoras de Nitrito.

F.V S GL C F P




MODELO 70523359,8 6 11753893,31 603,77 <0,0001
EPOCA 1, 1 1, 0,00008  0,9930
Uso 61752027,2 2 30876013,61 1586,0  0,0001*
PROF 8713830,2 1 8713830,26 447,61  0,0001*
uso * '57500,70 2 28750,35 1,48  0,3133
ERROR 97337,93 5 19467,59

TOTAL 70620697,7 1

*: Diferencias significativas; p<0,05, **: Diferencias altamente significativas; p<0,01, ns: no significativas.
La prueba de comparacion de medias de Tukey para uso (Tabla 8) indico, que los usos de suelo
que presentaron mayor abundancia de BON, fueron el SSP y la pastura tradicional, siendo

bosque el de menor abundancia.

Tabla 8. Prueba de Comparacion de Medias de Tukey para uso del suelo de Bacterias
Oxidadoras de Nitrito (BON), finca El Rincon, Vereda Cruz de Amarillo, 2018.

uUSsoO MEDIAS SIGNIFICANCIA
Pastura Tradicional 9377,24 A
Sistema Silvopastoril 6137,64 B
Bosque Secundario 3847,74 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

De igual forma, al realizar la misma prueba para profundidad (Tabla 9) la cual indica que la
profundidad que presentd6 mayor abundancia de BON fue la de 0 a 10 cm con 7306,35 UFC

gramo™ y la de la menor abundancia la de 10 a 20 cm con 5602,06 UFC gramo™

Tabla 9. Prueba de Comparacion de Medias de Tukey para la profundidad del suelo de
Bacterias Oxidadoras de Nitrito (BON), finca El Rincdn, Vereda Cruz de Amarillo, 2018.

Profundidad Medias Significancia
1 7306,35 A
2 5602,06 B
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Las mayores densidades poblacionales, para el caso de BOA como de BON, se presentaron en
Pastura Tradicional y SSP con arboles dispersos de aliso, en las dos estaciones climéticas
evaluadas (invierno y verano). Estos  usos de suelo, se caracterizan por tener una alta
intervencidn antropogénica, principalmente la actividad ganadera. En los pastizales se emplean

monocultivos para una produccion masiva de alimento para ganado, siendo necesario el uso de



fertilizantes quimicos NPK y fertilizantes organicos como la pollinaza en combinacion con la
labranza (Murgueitio, 2003).

Sin embargo, en los agroecosistemas como los pastizales, donde la presion por la
productividad de los cultivos demanda un uso intensivo de fertilizantes, las tasas de
nitrificacién, se han incrementado, lo que conlleva a que se presenten una serie de
consecuencias como la lixiviacion del nitr6geno, contaminacion de las aguas y la atmosfera
(Liu et al., 2013, Subbarao et al., 2012).

La comunidad microbiana que habita estos ecosistemas, se adapta a la alta oferta de nutrientes,
adoptando mecanismos que hace mas eficiente la transformacion del exceso de N (Liu et al.,
2013). Bajo esta condicion, se da una rapida conversion de amonio (proveniente de
fertilizantes o mineralizacién de materia organica) a NOs (Cui et al., 2011) el cual, es un
componente temporal en la solucion del suelo, ya que su carga negativa, no le permite ser
retenido y se pierde rapidamente por lixiviacion, contaminando cuerpos de agua, 0 es
denitrificado (reducido) produciendo 6xido nitroso, un gas con efecto invernadero (Reay et al.,
2012). Alrededor del 70% de los fertilizantes nitrogenados aplicados en ecosistemas

intervenidos, se pierden a través de la nitrificacion y procesos asociados.

La conversion rapida de NH4* a NOs™ en el suelo, limita la efectividad de la mayor parte del N
aplicado en forma de fertilizante. Alrededor del 90% de los fertilizantes nitrogenados, se
aplican al suelo en forma de NH4*, el cual es en su mayoria nitrificado dentro de cuatro
semanas después de la aplicacion. Aparte de la volatilizacion del amoniaco (Grant et al., 1996)
la nitrificacidn se asocia con la mayoria de las principales vias de pérdidas de N, la
desnitrificacion y la pérdida de NOs por lixiviacion. Desde el punto de vista agricola,
mantener el N en la forma de NH4", tiene la ventaja de extender el tiempo que el N se mantiene
en la rizosfera, permitiendo a la planta mas tiempo para que pueda absorberlo (Subbarao et al.,
2009). Las dos principales rutas de pérdidas de N durante y después del proceso de la
nitrificacion son emisiones gaseosas como dinitrégeno (N), 6xidos de N (N20, NO), ademas
de la lixiviacion de NOs™ (Canfield et al., 2010).



De acuerdo con los resultados obtenidos, el uso de suelo tres (SSP), obtuvo una presencia
y cantidad alta, tanto de BOA como BON, seguramente porque este tipo de SSP a
diferencia de los sistemas de produccion convencional, se caracterizan por ser altamente
diversificados, autosuficientes; contribuyen a generar impactos positivos sobre la calidad del
suelo, lo cual, asociado con la alta cobertura arbérea y baja realizacion de
practicas  agropecuarias convencionales de produccion como la labranza y la quema,
contribuyen a favorecer procesos naturales e interacciones bioldgicas, que benefician procesos
ecosistémicos fundamentales, tales como el ciclaje de nutrientes, el control bioldgico, el
secuestro de C, el mantenimiento de la estructura edafica, la fertilidad y consecuentemente su
productividad (Vallejo, 2012).

Por otra parte, al comparar las poblaciones de BOA y BON en los usos de suelo evaluados, se
determing, que el uso de suelo en bosque, presentd las poblaciones mas bajas; los bajos
recuentos de bacterias nitrificantes encontrados en esta cobertura, posiblemente pueden
relacionarse, a que estos sitios se caracterizan por presentar mayor cantidad de materia
organica, lo cual, puede inhibir de forma indirecta a las bacterias nitrificantes (Bruns et al.,
1999). Este tipo de bacterias, se inhibe por ser quimioauoétrofas, las cuales tienen una alta

especificidad por la fuente de carbono y energia inorganica disponible.

En estudios de Brouwer et al., (2006) en bosques frondosos de Falmouth, Massachussets
(E.U), observaron menores tasas de nitrificacion, al compararlo con suelos agricolas,
debido posiblemente a una alta concentracion de carbono en la hojarasca y de lignina en el
material lefloso, siendo la lignina estructuralmente resistente a la descomposicion y

permitiendo a su vez que en los suelos de bosque no varie el contenido de carbono.

Igualmente, Verhagen y Laanbroek, (1995) al realizar estudios de competiciébn por
amonio entre bacterias heterétrofas y nitrificantes en raices de plantas, en presencia de altas
concentraciones de carbono organico, encontraron que los competidores mas débiles por
amonio eran las nitrificantes y por tales razones, su densidad fue la méas baja, concluyendo
que las bacterias heterotrofas eran mejores competidoras por presentar mayores tasas de

crecimiento.



La menor poblacion de bacterias nitrificantes en bosques, pueden también ser causada por el
proceso de alelopatia caracteristico de estas coberturas, en el cual, se liberan compuestos
como taninos que influyen en el desarrollo forestal y evitan la pérdida de nitrato del
ecosistema (Blanco, 2012). Estudios de Lata et al., (2004), sugirieron que se presentaba una
relacion directa entre la liberacién de compuestos alelopéticos y la inhibicion del crecimiento
de bacterias nitrificantes en los bosques.

Las BON, presentaron una baja densidad poblacional en el uso de suelo en bosque, lo cual
puede estar relacionado principalmente con la baja cantidad de sustrato proveniente de la

;
oxidacion de NHs en esta cobertura, realizada por BOA.

Los resultados reportados en los estudios encontrados en la literatura guardan relacion con los
obtenidos en las coberturas de Pastura Tradicional y SSP, uso en el cual, se realiza
fertilizacion organica con compost de estiércol de ganado y biofertilizantes aplicados por el

productor; estos resultados presentaron las mayores densidades de bacterias nitrificantes.

4. CONCLUSIONES

La densidad poblacional de BOA y BON en diferentes profundidades del suelo, se ve afectada
por la cobertura vegetal y manejo del mismo. Los mayores valores de UFC gramo™ para los
dos grupos bioldgicos estudiados se presentaron en la pastura compuesta y el sistema

silvopastoril con A. acuminata y P. clandestinum.

En ambos casos, las bacterias nitrificantes (BOA y BON) se encuentran en mayor proporcién a
una profundidad de 0 a 10 cm, dado que en el suelo superficial estd la capa biolégicamente

mas activa del suelo.



En la cobertura de bosque hubo menores densidades de bacterias nitrificantes (BOA y BON), se
hizo evidente la sensibilidad de las bacterias a la humedad, poca aireacion, y los altos contenidos

de materia organica
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