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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD MICROBIANA EN UN SUELO BAJO
COBERTURA DE CHOCHO (Lupinus mutabilis L.) EN UN ANDISOL, PASTO,
NARINO

EVALUATION OF THE MICROBIAL ACTIVITY IN A SOIL UNDER
COVERAGE OF CHOCHO (Lupinus mutabilis L.) IN AN ANDISOL, PASTO,

NARINO?!
Andrea Fernanda Hernandez Ch.?
Yesid Hernando Ramirez D.?
Jorge Alberto Vélez L.
RESUMEN

El estudio se realizé en el corregimiento de Daza, municipio de Pasto, Departamento de
Narifio, ubicado a 1° 15” 42”° Latitud Norte y 77° 17’ 04’ Longitud Oeste. Se realiz6 el
conteo por nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de suelo, a través
de la metodologia de dilucion serial (10 a 10®) en siembras de medios modificados para
cada microorganismo, para bacterias y hongos medio Esga, para actinomicetos medio
C’zapek y para bacterias fijadoras de nitrogeno medio Agel. Se cuantifico la actividad de
los microorganismos del suelo, a través de la produccion de CO, en la respiracion

microbiana, en términos de mg CO,/10g de suelo.
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La poblacion bacteriana se presento en mayor abundancia en el suelo rizosférico sin tener
en cuenta la cantidad de fosforo aplicada, mientras que otras poblaciones microbiales como
hongos, bacterias fijadoras de nitrdgeno y actinomicetos, se evidenciaron en mayor

abundancia en el suelo rizosférico a medida en que se incremento las dosis de fosforo.

La medida de la actividad microbiana, a través de la produccion de CO,, muestra que esta

es mayor en el suelo rizosferico y a medida que se incrementan las dosis de Rafos.

Palabras claves: Respiracion, Microorganismos, Unidades Formadoras de Colonias,
Medios de Cultivo, Rizdsfera.

ABSTRACT

The study was conducted in the corregimiento of Daza, municipality of Pasto, Department
of Narifio, located at 1° 15' 42" north latitude and 77° 17' 04" West longitude. The count
was conducted by number of colony forming units (CFU) per gram of soil, through the
serial dilution methodology (10°to 10°) in plantings of modified for each microorganism,
for bacteria and fungi means Esga for actinomycetes medium C'zapek and for nitrogen
fixing bacteria means Agel. We quantified the activity of microorganisms in the soil,

through the production of CO; in the microbial respiration, in terms of mg CO,/10g soil.

The bacterial population are presented in greater abundance in the s rhizospheric soil
without taking into account the amount of phosphorus applied, while other populations
such as microbial fungi, nitrogen fixing bacteria and actinomycetes, evidenced in greater

abundance in the s rhizospheric soil as and when they increase the dose of phosphorus.

The extent of microbial activity, through the production of CO,, shows that it is higher in

the rhizospheric soil and to increase as the dose of Rafos.
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INTRODUCCION

Las relaciones que se presentan en el sistema planta - suelo, se deben en gran parte a los
microorganismos que habitan en la rizésfera (Bethlenfalvay y Linderman, 1992), en esta
zona algunos microorganismos penetran las células vivas de la raiz, sin dafiarlas, mientras
que sus hifas se extienden en el suelo para establecer un estrecho contacto con este y con
otros microorganismos (Read, 1991). En este sentido, las leguminosas liberan compuestos
organicos a la rizésfera sustentando una poblacion muy grande de microorganismos
(Cardoso, 1992), manifestandose en la respiracién de suelo, considerandose éste, como un
proceso que refleja la actividad bioldgica del mismo y es notorio a través del
desprendimiento de CO; y el consumo de O resultante del metabolismo de los organismos

vivos existentes en el suelo (Gonzales, 2009).

Gomez (2000), afirma que las bacterias representan entre el 25 y 30% de la biomasa
microbiana del suelo, comportandose como los organismos mas numerosos del suelo (entre
10° y 107 bacterias g™ de suelo) y Olalde y Aguilera (1998), manifiestan que los hongos,
dado su mayor tamafio y presentando menor abundancia, evidencia la biomasa mas
significativa. Las tasas de respiracion del suelo han sido medidas en gran variedad de
ecosistemas con el fin de evaluar la actividad microbial, el reciclaje de nutrientes, los flujos
de carbono y energia, la dinamica de las raices, y otros procesos (Singh y Gupta, 1977;
Burbano, 1989).

La poblacion microbiana juega un papel muy importante dentro del suelo con relacion a la
nutricion de la planta, al respecto, Garza y Valdés (2000), mencionan que los hongos
micorricicos son responsables del aumento en la capacidad de exploracion del suelo por la
raiz e incluso sirven como 6rgano de absorcion de la planta, ya que se presenta una
proteccion fisica contra la entrada de patdgenos a la raiz y por ende, a la planta; otro
ejemplo de estas interacciones planta-microorganismos, lo constituye la fijacion biologica

de nitrégeno, en la cual bacterias del género Rhizobium, en las leguminosas, contribuyen a



la conversion del nitrégeno atmosférico a compuestos nitrogenados que son asimilables por

las plantas y que se refleja en la ganancia de biomasa de éstas.

En cuanto a la abundancia microbiana, Calvo, P. et al. (2008), estudio las poblaciones
microbianas de la rizésfera del cultivo de papa (Solanum tuberosum) en zonas alto andinas
de Peru (San José de Aymara en Huancavelica y en el departamento de Puno), en donde se
empleo fertilizacion organica y quimica (N-P-K) en presencia de dos variedades: Peruanita
y Amarilla Tumbay (variedades nativas) y encontrd que la poblacion de bacterias totales en
la rizosfera de las regiones muestreadas siempre fue mayor que la poblacion de hongos;
Puno registr6 mayores poblaciones de bacterias totales. También observo un efecto de la
variedad de papa sobre las poblaciones de estos microorganismos en la rizosfera,
confirmando la influencia de los exudados de la planta sobre las poblaciones rizosféricas.
Del total de 17 muestras procesadas obtuvo 63 aislamientos de Bacillus spp., 29 (46%) de
Huancavelica y 34 (54%) de Puno; 37 aislamientos de Actinomicetos, 32 (87%) de
Huancavelica y 5 (13%) de Puno y 50 aislamientos de Azotobacter spp., 37 (74%) de
Huancavelica y 13 (26%) de Puno, observandose para estos dos Gltimos casos una mayor

diversidad en suelos de pH &cido.

En Colombia, Trujillo P. y Rivera B. (2010), realizaron un estudio similar a este, en donde
se identifico y cuantifico la actividad microbiana y macrofauna de un Andisol bajo
diferentes sistemas de manejo en el municipio de Marinilla, en Antioquia; en el cual se
cuantifico la actividad de la biota del suelo a través de la produccion de CO,, se realizo
conteo por numero de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de suelo seco y se
cuantifico la macrofauna asociada a los suelos; encontrando que el suelo virgen presento la
mayor respiracion con 0,6g CO, kg™ y la menor la reporto el suelo con mas de 20 afios de
labranza con una produccion promedio de 0,0087 g CO, kg™ . El suelo con 10 afios de
labranza presento 136 UFC de hongos. La mayor abundancia de morfoespecies de la
macrofauna se encontro en el suelo virgen y estuvo representada principalmente por la
clase insecta, lo que significa que no existe una correlacion diresta entre el componente
microbiano y la macrofauna, pero si existe, entre el historial de manejo y la respiracion,

siendo la mayor influencia de esta la macrofauna.



En lo que se refiere a la actividad microbiana del suelo, Silva, Coral y Menjivar, (2006)
evaluaron el efecto de la fertilizacion nitrogenada sobre la actividad microbial vy
rendimiento de avena forrajera en un suelo andisol del departamento de Narifio en
Colombia, especificamente en el centro experimental Botana de la universidad de Narifio,
en el corregimiento de Catambuco, municipio de Pasto, en donde se tuvo en cuenta los
cambios en la actividad microbial por efecto de la aplicacién de tres fuentes nitrogenadas al
suelo: nitrato de potasio (13% de N y 44% de K,0), sulfato de amonio (21% de N y 24% de
S) y colacteos (27% de N, 10% de Ky 6% de P ), en tres épocas de aplicacion (a la
siembra, a los 45 dias y fraccionado) y en tres dosis (25, 75 y 150 kg/ha) y se observo que
la actividad microbial se incrementd con la aplicacion del fertilizante a la siembra y a los 45
dias y con las dosis altas, sin importar la fuente utilizada. La época de aplicacién no afectd
el numero de bacterias, ni la poblacion de hongos pero si la de actinomicetos, cuyo nimero
se incrementd con la aplicacion del fertilizante al momento de la siembra. Las dosis altas de
nitrato de potasio incrementaron las poblaciones de bacterias y actinomicetos. Los
contenidos de materia seca se incrementaron cuando se aplico todo el fertilizante en la
siembra o0 a los 45 dias, mientras que los maximos rendimientos en forraje fresco, materia
seca y proteina se obtuvieron con 75 y 150 kg/ha. En cuanto a las fuentes los mayores
rendimientos en forraje fresco, materia seca y proteina se obtuvieron, respectivamente, con

nitrato de potasio, sulfato de amonio y colacteos.

Este estudio hace parte del macro proyecto “Variaciones en el pH rizosférico del chocho
Lupinus mutabilis L., a la fertilizacion fosfatada de baja solubilidad en un andisol del
altiplano de Pasto, departamento de Narifio, financiado por la vicerrectoria de
investigaciones, postgrados y relaciones internacionales (VIPRI) de la Universidad de
Narifio para el afio 2011, teniendo como objetivo evaluar la actividad microbiana en un
suelo rizosférico y no rizosferico, de la leguminosa Lupinus mutabilis L. bajo condiciones

de invernadero con sustrato proveniente del Corregimiento de Daza, Municipio de Pasto.
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METODOLOGIA

La investigacion se realizd en el centro ambiental Chimayoy, corregimiento de Daza,
municipio de Pasto, a una altura de 2750 msnm, ubicado a 1° 15’ 42’ latitud norte y 77°
17° 04 longitud oeste, presenta una temperatura promedio de 12°C y una precipitacion
anual de 800mm. Los suelos de este corregimiento pertenecen al conjunto Meneses vy al
subgrupo Typic Dystrandept, cuyas caracteristicas principales son: suelos superficiales a
moderadamente profundos limitados por abundantes fragmentos rocosos, bien drenados, de
textura franco-gruesa o franco fina, presentan reaccion ligeramente acida, son muy pobres
en fosforo, alta capacidad cationica, baja saturacion de bases, altos contenidos de materia
organica y de fertilidad baja. (IGAC, 2003).

En diferentes lugares del sitio de estudio, se tomaron muestras de suelo de los primeros 40
cm de profundidad, en nucleos de pvc de dimensiones de 11 x 40 cm, que posteriormente se
llevaron al invernadero del centro internacional de produccion limpia-Lope del SENA, en
donde se llevo a cabo la fase de germinacion y crecimiento. En cada nucleo de pvc se
sembré una semilla de Lupinus mutabilis L. a 2 centimetros de profundidad, en los
primeros 20cm de suelo, se aplico una dosis de fuente fosfatada de 0 — 25 — 50 kg\ha y los
riegos se realizaron con agua, cada 2 a 3 dias, manteniendo siempre la humedad proxima a

la capacidad de campo.
Disefio Experimental

Se utilizé un disefio Irrestrictamente al Azar (DIA), con arreglo factorial 2x3x2 con doce
(12) tratamientos y tres (3) replicaciones, para un total de treinta y seis (36) unidades

experimentales, en donde:

o El factor A, estaba conformado por dos fuentes fosfatadas de distinta solubilidad,
(Fosforita Huila y Rafos).

o El factor B, representado por tres (3) dosis de aplicacion (0, 25 y 50kg de fosforo
(P) por hectéarea).
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o El factor C, correspondié al suelo tomado a dos distancias respecto de la raiz (Ocm-

suelo rizosférico y 5ecm-suelo no rizosférico).

Descripcion de Tratamientos

Los tratamientos empleados se describen en la siguiente tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de Tratamientos Utilizados en el Presente Estudio

Tratamiento Factor A Factor B Factor C
1 Fosforita Huila 0 kg 0 cm (Rizosférico)
2 Fosforita Huila 0 kg 5 cm (No Rizosférico)
3 Fosforita Huila | 25 kg 0 cm (Rizosférico)
4 Fosforita Huila | 25kg | 5cm (No Rizosférico)
5 Fosforita Huila | 50 kg 0 cm (Rizosférico)
6 Fosforita Huila | 50 kg 5 cm (No Rizosférico)
7 Rafos 0 kg 0 cm (Rizosférico)
8 Rafos 0 kg 5 cm (No Rizosférico)
9 Rafos 25 kg 0 cm (Rizosférico)
10 Rafos 25kg | 5cm (No Rizosférico)
11 Rafos 50 kg 0 cm (Rizosférico)
12 Rafos 50 kg 5 cm (No Rizosférico)

Treinta dias después de la germinacidn, se recolectaron las 36 muestras para la primera

evaluacion, para lo cual se extrajo todo el suelo de cada uno de los ndcleos y se lo coloco

en una mesa con el fin de tomar la cantidad suficiente de suelo rizosférico y no rizosférico.

Este mismo procedimiento se realiz a los 60 y 90 dias después de la germinacion (segunda

y tercera evaluacion). Una vez se terminaba de recolectar todas las muestras de suelo, estas

eran llevadas a los laboratorios de la Universidad de Narifio, en donde cada una de estas

era empleada para evaluar abundancia e identificacion de microorganismos y parte se

utilizaba para determinar respiracion del suelo.

Variables Evaluadas

«» Cuantificaciéon de Poblaciones Microbianas
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La metodologia utilizada corresponde a la adoptada por el laboratorio de microbiologia de

la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira.

Se tomaron las muestras de suelo por triplicado para cada unidad experimental y fueron
secadas al aire, luego se tamizaron a 2mm y se retiraron 10g de suelo para la estimacion de
unidades formadoras de colonias de microorganismos (UFC), mediante la preparacién en
diluciones en serie hasta 10 y conteos en platos de dilucién, tomando tres repeticiones

para cada dilucién (Correa, 2001).

Para lograr una buena inoculacion, desarrollo y multiplicacion de cada microorganismo
presente en el suelo, se prepararon medios de cultivos especificos: Extracto de suelo—
glucosa—agar (ESGA) para bacterias y hongos, medio C’zapek y agar—glicerol—extracto de
levadura (AGEL) para actinomicetos y medio Agar—Extracto de levadura de manitol rojo

congo para bacterias fijadoras de nitrégeno.

El namero de diluciones dependio del tipo de microorganismos que se deseaba aislar. Para
bacterias se empleé las diluciones 10 a 10°, para hongos y para fijadoras de nitrégeno 10
a 10" y para actinomicetos 10%a 107

Las unidades formadoras de colonias (UFC) se calcularon de la siguiente forma:

UFC/gramo suelo=10"*((T+P+10° + T*P*10' + T*P*10%+ T*P*10° + T*P*10* +
T*P*10°)/n)

Donde:

10*= Factor comun para las diluciones para los actinomicetos este factor es 10°
T=Total de colonias contadas en la dilucién 10"

P= Promedio de colonias contadas en la dilucion.

N= Numero total de colonias contadas en todas las diluciones.

% Respiracion del Suelo
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La metodologia utilizada corresponde a la propuesta por Burbano (1978), en donde, las
muestras utilizadas para evaluar esta variable, eran colocadas en un lugar oscuro y a
temperatura ambiente durante 1 semana, con el fin de disminuir la humedad, conservando

la actividad microbiana del suelo.

Al cabo de 1 semana, las muestras se pasaban por un tamiz de 2mm, hasta obtener 10
gramos de suelo, que se colocaban en tubos de ensayo de 2x15mm en donde se adiciono
entre 5y 6ml de agua destilada con el fin de que el contenido de humedad correspondiera al
de capacidad de campo. Para determinar la cantidad de agua a adicionar, se realizaron

ensayos previos al montaje de las muestras.

En cada uno de los tubos de ensayo se introdujo un vial que contenia 0,2g de perdxido de
bario (BaO,) y dos (2) gotas de hidréxido de bario (Ba (OH),), una vez se introducia el vial,

de inmediato se procedia a tapar el tubo de ensayo.

Los tubos de ensayo se colocaban a incubar en condiciones de oscuridad y a temperatura

ambiente durante 8 semanas, realizando mediciones cada semana (7 dias).

Medicion de CO,: Se determino el CO; al concluir cada periodo de incubacion (7 dias). Se
retiraba el vial del tubo de ensayo y se lo colocaba en el frasco del calcimetro junto con un
tubo pléstico que contenia 5ml de HCI al 37%. Se enrasaba a cero la columna del
calcimetro, tomando la precaucion de que todas las llaves del aparato se encuentren
cerradas. El frasco del calcimetro era agitado durante un minuto, con el fin de colocar en
contacto el carbonato de bario (BaCOs), con el &cido clorhidrico (HCI), para lograr el
desprendimiento del CO,. Se leian los milimetros que el liquido desplazaba en la columna

del calcimetro por la presion del CO, desprendido.

ANALISIS ESTADISTICO. Se realiz6 anélisis de varianza y en las variables donde se
presentaron diferencias significativas se realizaron pruebas de comparacion de medias de

Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION
COMPONENTE MICROBIANO

Bacterias

El analisis de varianza para abundancia de bacterias, indica diferencias significativas para
suelo a diferentes distancias respecto de la raiz. No se evidencian diferencias estadisticas
para fuentes fosfatadas, dosis de aplicacion, interaccion fuentes fosfatadas por dosis de
aplicacion, fuentes fosfatadas por suelo a diferentes distancias respecto de la raiz, dosis de
aplicacion por suelo a diferentes distancias respecto de la raiz y fuentes fosfatadas por dosis

de aplicacion por suelo a diferentes distancias respecto de la raiz. (Tabla 2).

Tabla 2. Andlisis de varianza para abundancia de bacterias del suelo en un andisol

sometido a diferentes dosis y fuentes fosfatadas.

F.V. SC gl F p-valor
Modelo 2,1*10% 13 5,05 0,0004
BLOQUE 1,4*10% 2 22,48 <0,0001
FUENTE 3,7%10% 1 0,12™ 0,7365
DOSIS 1,6*10% 2 2,50™ 0,1055
SUELO 4,1*10% 1 12,837 0,0017
FUENTE*DOSIS 3,2%10%® 2 0,05" 0,9501
FUENTE*SUELO 4,9%10% 1 0,02" 0,9027
DOSIS*SUELO 8,1*10% 2 1,27™ 0,3014
FUENTE*DOSIS*SUELO 1,6%10% 2 0,03" 0,9752
Error 7,0%10* 22

Total 2.8%10>" 35

™ altamente significativo al 99% de confiabilidad
™: no significativo

Segun la prueba de comparacion de medias de Tukey, el suelo rizosférico con un promedio
de 3.4*10" UFC de bacterias, presento diferencias estadisticas significativas respecto al

suelo no rizosférico con un promedio de 1.2*10° UFC de bacterias. (Tabla 3).
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Tabla 3. Prueba de Comparacién de medias de Tukey para Suelos a Distintas

distancias respecto de la Raiz a través de la Cuantificacion UFC para Bacterias.

SUELO Medias
Rizosférico 3.4*10’ a
No Rizosférico 1.2*10’ b

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

La abundancia de bacterias en la rizésfera se debe al rapido crecimiento y la habilidad que
presentan de utilizar un amplio rango de sustratos como fuentes de carbono o nitrégeno
(Glick, 1995). Las sustancias o exudados producidos por las raices ofrecieron una fuente
energética, disponibilidad de sustratos, nutrientes y factores de crecimiento microbiano en
la rizésfera logrando de esta manera crear una dinamica poblacional (Reyes & Valery,
2007).

La cantidad de bacterias que se encontraron pudo haber estado influenciada por factores
como: tipo de suelo, vegetacidn, contenido de humedad, tipo de labranza y fertilizacion,
como lo menciona (Killian et al., 2001). Si se habla de habitat especifico de las bacterias,
algunas se pueden encontrar adheridas a la superficie de las particulas de suelo como
agregados o interactuando especificamente con las raices de las plantas; sin embargo, la
concentracion de bacterias por gramo de suelo que se halla alrededor de las raices de las
plantas en la llamada rizésfera es mucho mayor que en el resto del suelo (Lynch, 1990).

Hongos

El andlisis de varianza para abundancia de hongos, indica diferencias altamente
significativas para suelo a distintas distancias respecto de la raiz, de igual forma se
evidencian diferencias significativas para dosis de aplicacién y se presentan diferencias
estadisticamente significativas para la interaccion dosis de aplicacion por suelo a diferentes
distancias respecto de la raiz. No se aprecia diferencias estadisticas para fuentes fosfatadas,
interaccion fuentes fosfatadas por dosis de aplicacion, dosis de aplicacion por suelo a
diferentes distancias respecto de la raiz y fuentes fosfatadas por dosis de aplicacion por

suelo a diferentes distancias respecto de la raiz. (Tabla 4).
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Tabla 4. Analisis de varianza para abundancia de hongos del suelo en un andisol

sometido a diferentes dosis y fuentes fosfatadas.

F.V. SC gl F p-valor
Modelo 6,010% 13 8,18 <0,0001
BLOQUE 1,2*10% 2 11,10 0,0005
FUENTE 9,7*10% 1 0,17" 0,6824
DOSIS 1,2*10% 2 11,27 0,0004
SUELO 2,7%10% 1 4937 <0,0001
FUENTE*DOSIS 1,3*10% 2 0,12" 0,8868
FUENTE*SUELO 1,7*10% 1 0,03" 0,8620
DOSIS*SUELO 6,5%10% 2 5,81 0,0094
FUENTE*DOSIS*SUELO 9,8*10% 2 0,09" 0,9169
Error 1,2*10% 22

Total 7,2%10% 35

™" altamente significativo al 99% de confiabilidad
™: no significativo

La prueba de comparacion de medias evidencia efectos de interaccién entre dosis de
aplicacion por suelo a diferentes distancias respecto de la raiz, es decir que los suelos

afectan la abundancia hongos de forma diferencial, a ciertos niveles de aplicacion de
fosforo.

Segun la prueba de comparacion de medias de Tukey, el suelo rizosférico sometido a
50kg/ha de fosforo con un promedio de 8,1*10° UFC de Hongos presento diferencias
estadisticas significativas respecto al suelo no rizosférico sin aplicacion de fosforo con un
promedio de 1,3*10" UFC de Hongos, (Tabla 5).

Tabla 5. Prueba de Comparacion de medias de Tukey para Suelos con Distintas
Distancias Respecto de la Raiz a través de la Cuantificacion UFC para Hongos.

Dosis  Suelo Medias

50,00 Rizosférico 8,1*10’ a
25,00 Rizosférico 6,2*10’ a b
0,00 Rizosférico 5,2*10’ b
50,00 No rizosférico 3,3*10’ b
25,00 No rizosférico 1,9%10’

0,00  No rizosférico 1,3*10’

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)
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Se observo una mayor incidencia de colonizacion por parte de los hongos en las particulas
provenientes del suelo rizosférico, resultados que se relacionan con la posible existencia de
una mayor proporcién de micelio activo en la rizosfera de Lupinus sp, debido a las
condiciones mas favorables para el crecimiento y desarrollo de los organismos en este
habitat (Lee y Pankhurst, 1992; Valencia y Pefia, 2001), Los exudados, la descomposicién
de células radicales y las diferencias en el microclima alrededor de las raices, condicionan
una composicion floristica propia. En tanto que las condiciones propias del suelo no
rizosférico libre de raices determinan una mayor escasez de elementos nutritivos, pudiendo

limitar las fases de mayor actividad metabdlica de los hongos.

Todo esto indica que la dindmica microbiana en la rizésfera puede variar
considerablemente de la  dindmica poblacional del suelo, y la presencia de
microorganismos puede estar altamente influenciada por los exudados vegetales y por otras

poblaciones propias de la rizosfera.

La aplicacion de P, provoca un crecimiento en la longitud de las raices y le proporciona una
mayor area de colonizacion a las poblaciones de hongos en el suelo (Jones et al., 1990), a su
vez las bajas concentraciones de P en el suelo provoca que la colonizacién de hongos en las

raices sea menor (Bolan et al., 1984).

Resultados coincidentes con los encontrados por Azizah y Ragu (1986), quienes
encontraron que la aplicacion de fosforo influencié considerablemente el desarrollo de
hongos, en suelos deficientes en fosforo, consiguiendo un incremento en el porcentaje de
colonizacion de las raices cuando se aplico dosis de fosforo y una reduccion en la
colonizacion al incrementar la dosis, debido a que el fosforo disponible en el suelo aumenta
la biomasa de la planta y favorece la descomposicion de material organico presente en el
suelo, esto ayuda a que las colonias de hongos se aumenten y solubilicen el fosfato para que

las raices absorban este elemento.
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Bacterias Fijadoras de Nitrogeno

El analisis de varianza para abundancia de bacterias fijadoras de nitrogeno, indica
diferencias altamente significativas para suelo a diferentes distancias respecto de la raiz, del
mismo modo se aprecia diferencias significativas para dosis de aplicacién. No se
evidencian diferencias estadisticas para fuentes fosfatadas, interaccion fuentes fosfatadas
por dosis de aplicacion, fuentes fosfatadas por suelo a diferentes distancias respecto de la
raiz, dosis de aplicacion por suelo a diferentes distancias respecto de la raiz y fuentes
fosfatadas por dosis de aplicacién por suelo a diferentes distancias respecto de la raiz.
(Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis de varianza para Abundancia de Bacterias Fijadoras de Nitrégeno

del suelo en un Andisol sometido a diferentes dosis y fuentes fosfatadas.

F.V. SC gl F p-valor
Modelo 4,0%10°° 13 9,40 <0,0001
BLOQUE 1,8*10%' 2 28,45 <0,0001
FUENTE 4,3*10% 1 1,3™ 0,2612
DOSIS 3,6*10%° 2 5,51 0,0115
SUELO 1,6%10%" 1 50,79™ <0,0001
FUENTE*DOSIS 5,0*10% 2 0,76 0,4789
FUENTE*SUELO 7,0%10% 1 0,21" 0,6478
DOSIS*SUELO 9,7*10% 2 0,15™ 0,8640
FUENTE*DOSIS*SUELO 5,9*10% 2 0,09" 0,9147
Error 7,2*10%° 22

Total 4,7*1027 35

™" altamente significativo al 99% de confiabilidad
“: diferencias significativas al 95% de confiabilidad
™ no significativo

Segun la prueba de comparacion de medias de Tukey, el suelo rizosférico con un promedio
de 6.5*10° UFC de Bacterias Fijadoras de Nitrogeno presento diferencias estadisticas
significativas respecto al suelo no rizosférico con un promedio de 2.2*10° UFC de
Bacterias Fijadoras de Nitrégeno (Tabla 7).
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Tabla 7. Prueba de comparacion de medias de Tukey para suelo a diferentes
distancias respecto de la raiz, a través de la cuantificacion de UFC para bacterias

fijadoras de nitrogeno.

SUELO Medias
Rizosférico 6.5*10° a
No Rizosférico 2.2%10° b

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Se ha observado que las plantas aumentan la cantidad de exudados liberados a la zona
radicular para favorecer un aumento en la poblacion microbial asociada a ella, mas aun,
cuando la planta esta en condiciones de estrés hidrico o nutricional (Souchie & de Souza
Abboud, 2007). Lynch & Whipps (1990), hallaron que las plantas pueden liberar a la
rizosfera hasta un 40 % del carbdn total fijado por fotosintesis para asegurar la asociacion,
ademas la rizésfera es un zona con elevada concentracion de compuestos organicos
facilmente degradables debido a la exudacion radical, razén por la cual las bacterias

encuentran este lugar muy apropiado para fijar nitrogeno (Glick, 1995).

Lupinus es una leguminosa que favorece la relacion simbidtica, las raices liberan
compuestos que permiten la multiplicacion de las bacterias y la colonizacién de la rizosfera,
(Mayz, 1997) De hecho, las caracteristicas fisico—quimicas de dicha region hacen de ella un
lugar muy adecuado para el crecimiento de microorganismos (Bazin M.J. y col., 1990), de
los cuales los mas abundantes son las bacterias, en gran parte propiciado por la presencia de
los exudados de la leguminosa ricos, entre otros, en compuestos carbonados. Entre el 10%
y el 30% de los fotosintatos de la planta son secretados en los exudados radiculares (Bowen
G.D. y Rovira A.D., 1999) abarcando carbohidratos, acidos organicos, vitaminas,
aminoacidos y derivados fenolicos. Entre dichos compuestos se encuentran los flavonoides
(derivados del 2—fenil-1,4-benzopirona) cuya composicion va a variar dependiendo de la
especie, y que ademas de ser metabolizados, desencadenan una serie de respuestas
especificas en los rizobios circundantes apropiados. Asi, algunos de estos compuestos

fenolicos atraen a las fijadoras de nitrégeno como los rizobium (Sanchez, 1990).
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Teniendo en cuenta la prueba de comparacién de medias de Tukey, la dosis 50kg/ha con
un promedio de 5.7*10° UFC de bacterias fijadoras de nitrégeno presenté diferencias
estadisticas significativas respecto a la dosis Okg/ha con un promedio de 3.3*10° unidades

formadoras de colonias de bacterias fijadoras de nitrégeno. (Tabla 8).

Tabla 8. Prueba de comparacion de medias de Tukey para suelos con distintas dosis
de aplicacion de fuentes fosfatadas a través de la cuantificacion UFC para bacterias

fijadoras de nitrégeno.

DOSIS  Medias

50,00  5.7*10° a
2500  4.1*10° a b
0,00 3.3*10° b

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Esto se debe a que tanto la proliferacion de Rhizobium como la formacion de nodulos,
requieren presencia de fosforo, potasio, calcio, zinc, cobre y boro. La aplicacion de
fuentes fosfatadas favorecen el aumento en la cantidad de raices y de nddulos (Abbasi et
al., 2010), ademas provoca un aumento en la masa de los nédulos (Gunawardena et al.,
1993) y también en el tamafio del nédulo (Kuang et al., 2005). Esto logra que al haber una
mayor area de suelo en contacto con las raices y una mejor nodulacion crea un espacio ideal
para que las colonias de bacterias fijadoras se establezcan y formen comunidades y

comiencen con procesos de multiplicacion y desarrollo microbiano.

Actinomicetos

El Andlisis de Varianza para abundancia de Actinomicetos, indica diferencias altamente
significativas para suelo a diferentes distancias respecto de la raiz, del mismo modo se
evidencia diferencias significativas para dosis de aplicacion. No se aprecia diferencias
estadisticas para fuentes fosfatadas, interaccion fuentes fosfatadas por dosis de aplicacion,
fuentes fosfatadas por suelo a diferentes distancias respecto de la raiz, dosis de aplicacion
por suelo a diferentes distancias respecto de la raiz y fuentes fosfatadas por dosis de

aplicacion por suelo a diferentes distancias respecto de la raiz. (Tabla 9).

21



Tabla 9. Andlisis de varianza para Abundancia de Actinomicetos del suelo en un

Andisol sometido a diferentes dosis y fuentes fosfatadas.

F.V. SC gl F p-valor
Modelo 1,2*10% 13 3,77 0,0030
BLOQUE 3,7¥10% 2 7,08 0,0042
FUENTE 4,8*10% 1 0,18 0,6726
DOSIS 2,5%10% 2 4,84* 0,0181
SUELO 5,8%10% 1 22,26* 0,0001
FUENTE*DOSIS 3,2*10% 2 0,06 0,9399
FUENTE*SUELO 2,0%¥10% 1 0,01 0,9309
DOSIS*SUELO 7,0¥10* 2 1,33 0,2852
FUENTE*DOSIS*SUELO 64*10* 2 1,2E-03 0,9988
Error 5,8%10% 22

Total 1,8%10% 35

": diferencias significativas al 95% de confiabilidad

™ no significativo

Segun la prueba de comparacion de medias de Tukey, la Dosis 50 kg/ha con un promedio
de 3.8*10° UFC de Actinomicetos presento diferencias estadisticas significativas respecto

al suelo no rizosférico con un promedio de 1.8*10° UFC de Actinomicetos (Tabla 10).

Tabla 10. Prueba de comparacion de medias de Tukey para diferentes dosis de

aplicacion a traves de la cuantificacion UFC para actinomicetos.

DOSIS Medias

50,00 3.8*10° a

25,00 2.3*10° a b

0,00 1.8*10° b

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Este comportamiento se debe a que la actividad microbiana depende del suministro de
nutrientes adecuados entre ellos el fésforo (Thompson y Troeh, 1988). Produciéndose una
relacion directamente proporcional entre mayor disponibilidad de un elemento mayor
unidades formadoras de colonias de actinomicetos. Se ha demostrado que muchos
microorganismos del suelo como hongos y bacterias, incluyendo actinomicetos, pueden
solubilizar iones fosfatos (H,PO*, HPO,*, PO,*) a partir de fuentes de fosforo organico e
inorganico de escasa solubilidad (Guerrero et al., 1996).
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Segun la prueba de comparacion de medias de Tukey, el suelo rizosférico con un promedio
de 3.9*10° UFC de Actinomicetos presento diferencias estadisticas significativas respecto
al suelo no rizosférico con un promedio de 1.4*10° UFC de Actinomicetos. Se evidencia
una relacién inversamente proporcional a mayor distancia de la raiz menor cantidad de
Actinomicetos (Tabla 11).

Tabla 11. Prueba de comparacion de medias de Tukey para suelo a dos diferentes
distancias respecto de la raiz, a través de la cuantificacion de UFC para

actinomicetos.

SUELO Medias
Rizosférico 3.9*10° a
No Rizosférico 1.4*10° b

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

La rizosfera region del suelo que rodea las raices de las plantas, es significativamente
diferente del resto del suelo. En esta existe un nimero considerablemente mayor de tipos

especificos de microorganismos (Ingraham, 1998).

Los resultados obtenidos indican que las UFC de Actinomicetos es superior en el suelo
rizosférico debido a que por la presencia de raices va a presentarse una mayor aireacion lo
que creara condiciones para los actinomicetos debido a que estos son organismos aerobios
segun lo indica Wild (1989).

Algunas investigaciones mencionan el género Streptomyces descrito como colonizador de
la rizésfera, capaz de ejercer biocontrol sobre hongos fitopatdgenos, promover la
nodulaciéon y ayudar a los bacteriodes de Rhizobium en la fijacion de nitrégeno en
leguminosas como en este caso con Lupinus mutabilis, lo cual contribuye indirectamente a
la promocion de crecimiento vegetal (Tokala et al. 2002). Este resultado nos permite tener
en cuenta como se ven favorecidas las colonias de actinomicetos comunes en el suelo,

especialmente, cerca de la rizosfera de una especie arbustiva fijadora de nitrégeno.
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Respiracion Del Suelo

El analisis de varianza para evaluacion de la actividad microbiana a través de la respiracion
del suelo indica diferencias altamente significativas para fuentes fosfatadas, dosis de
aplicacion y suelo a distintas distancias respecto de la raiz, asi mismo evidencia diferencias
significativas para la interaccion fuentes fosfatadas por dosis de aplicacion. No se
encontraron diferencias estadisticas para la interaccion fuentes fosfatadas por suelo a
diferentes distancias respecto de la raiz, dosis de aplicacion por suelo a diferentes
distancias respecto de la raiz y fuentes fosfatadas por dosis de aplicacion por suelo a
diferentes distancias respecto de la raiz (Tabla 12).

Tabla 12. Andlisis de varianza para evaluacion de la actividad microbiana, a través de
la respiracion del suelo y produccion de CO; en un andisol sometido a diferentes dosis

y fuentes fosfatadas.

F.V. SC gl F p-valor
Modelo 61,99 13 2068,77 <0,0001
BLOQUE 56,97 2 12358,70 <0,0001
FUENTE 0,03 1 14,49” 0,0010
DOSIS 0,38 2 82,59 <0,0001
SUELO 4,56 1 1976,81" <0,0001
FUENTE*DOSIS 0,02 2 4,32 0,0262
FUENTE*SUELO 0,01 1 2,72" 0,1132
DOSIS*SUELO 0,01 2 2,44™ 0,1101
FUENTE*DOSIS*SUELO 0,01 2 1,92" 0,1702
Error 0,05 22 2068,77

Total 62,04 35

™" altamente significativo al 99% de confiabilidad

“: diferencias significativas al 95% de confiabilidad

™ no significativo

Segun la prueba de comparacion de medias de Tukey, el suelo rizosférico con un promedio
de 12,39 mg CO,/10g de suelo presento diferencias estadisticas significativas respecto al

suelo no rizosférico con un promedio de 11,68 mg CO,/10g de suelo (Tabla 14).
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Tabla 13. Prueba de Comparacion de medias de Tukey para suelo a dos diferentes

distancias respecto de la Raiz a través de la respiracion del suelo y produccién de CO,

SUELO Medias
Rizosférico 12,39 a
No Rizosférico 11,68 b

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Este comportamiento pudo haberse presentado, ya que la rizdsfera tiene caracteristicas bien
diferentes al suelo distante de las raices, pues es el lugar en donde hay mayor cantidad de
nutrientes, tal como lo manifiesta el IGAC (1993), de igual manea, Delgado (2010), afirma
que los microorganismos permanecen adheridos a las raices de las plantas, ya que estas les
suministran sustancias organicas que les sirven de alimento y estimulan su reproduccion

incrementando su metabolismo y con ello una mayor actividad microbiana.

También se puede apreciara que la produccion de CO,, se reduce entre mas alejado del
rizoplano de la planta esta el volumen del suelo, debido a una menor influencia de la
dindmica rizosferica como lo menciona Mora (2007) en su trabajo de doctorado de la

Universidad Nacional.

Por otra parte, se dice que en la rizésfera ocurren procesos catabdlicos y anabdlicos en
torno a materiales organicos e inorganicos. El primer proceso proporciona moléculas
simples, ATP, energia caldrica y CO,, gas que se utiliza como indicador de la actividad
microbiana del suelo (AMS). El segundo acompleja e inmoviliza las moléculas simples en
estructuras de los microorganismos, generando la biomasa microbiana del suelo (BMS)
(Burbano, 1989; Cerri et al., 1992; Siqueira et al., 1994, Labrador, 1996; Sparling, 1997;
Sanchez de P. et al., 2000; Gomez, 2000).

La prueba de comparacion de medias para fuentes fosfatadas por dosis de aplicacion
evidencia efectos de interaccion, es decir que las fuentes afectan la respiracion del suelo de
manera diferencial a diversas dosis de aplicacion de las fuentes. Es decir que Rafos con la

dosis 50 kg/ha presenta diferencias estadisticas significativas con un promedio de 12,22 mg
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CO,/10g de suelo, frente a Rafos Okg/ha con un promedio de 11,94 mg CO,/10g de suelo y
fosforita 0 kg/ha con un promedio de 11,87 mg CO,/10g de suelo (Tabla 14).

Tabla 14. Prueba de comparacion de medias de Tukey para la interaccion fuentes
fosfatadas por dosis de aplicacion, a través de la respiracion del suelo y produccion de
CO;

FUENTE DOSIS Medias

Rafos 50,00 12,22 a

Fosforita 50,00 12,10 b

Rafos 25,00 12,03 b
Fosforita 25,00 12,03 b

Rafos 0,00 11,94 c
Fosforita 0,00 11,87 c

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

Teniendo en cuenta que el trabajo fue realizado en un Andisol del Departamento de Narifio,
en donde predomina la al6fana, con una alta capacidad de fijacion de fésforo, siendo esta
una de las causas que implic6 menor disponibilidad de fuentes energéticas para el
metabolismo de los microorganismos y por ende el desprendimeinto de CO,, al no aplicar
ninguna dosis de fertilizante, ya que las aplicaciones de fosforo favorecen la biota del suelo,
como lo menciona Burbano (1989), quien encontré en uno de sus estudios realizados en
suelos volcanicos del sur de Colombia, los cuales fueron tratados con fosforo y glucosa,
con el fin de agregar un nutriente deficitario y aportar una fuente de energia y de carbono
respectivamente, encontrando respuesta positiva por parte de los microorganismos a estos
dos tratamientos, ya que la produccion acumulada de CO,, por espacio de tres semanas que
duro la prueba de incubacion, resulto mayor cuando el fosforo y la glucosa fueron

adicionados.

En cuanto a las fuentes fosfatadas, el hecho de que el tratamiento al cual se le aplico
50kg/ha de Rafos presentara mayor cantidad de CO,/g de suelo pudo haberse debido a que
RAFOS es un fertilizante complejo cuya férmula comercial es 12-24-12-2, que contiene
una alta formulacién de fosforo, balanceado con nitrégeno y potasio, altamente solubles,
permitiendo que haya mayor fuente de energia para el crecimiento de la poblacién
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microbiana, dado que, los principales nutrientes para los microorganismos son carbon
organico y nitrogeno, y la deficiencia en una de estas dos fuentes de nutrientes puede
limitar el metabolismo y, por ende, la respiracion, como lo menciona Alexander (1980). Se
dice ademas, que los microorganismos contienen por lo general 5 a 10% de nitrégeno con
base en el peso seco, el cual debe ser suministrado por la concentracion de N existente en el
suelo o el sustrato organico a descomponer (Smith et al., 1985; Anderson e Ingram, 1993;
Brady, 1989; Siqueira et al., 1994).

Cervantes (2001), también dice que los procariotas requieren de fosforo para la sintesis de
acidos nucleicos, asi como también requieren de otros nutrientes como el azufre, potasio,
magnesio, calcio, sodio y hierro, asi como tambien algunos micronutrientes como cromo,
cobalto, cobre, manganeso, molibdeno, niquel, selenio, tungsteno, vanadio y zinc, los

cuales tienen una funcion estructural en varias enzimas.

Lo anterior puede ser una explicaciéon a lo que pasa con Fosforita Huila, fertilizante que
presenta baja solubilidad y aunque contiene 28% de fosforo asimilable, en comparacion con
Rafos que contiene 24% de fosforo, Fosforita Huila no contiene en muy buena cantidad
todos los elementos que los microorganismos requieren como fuente de energia para
actividad microbial, ademas Rafos es una fuente de alta solubilidad que puede haber

influido.

CONCLUSIONES

La poblacion bacteriana se presenta en mayor abundancia en el suelo rizosférico sin tener
en cuenta la cantidad de fosforo aplicada, mientras que otras poblaciones microbiales como
hongos, bacterias fijadoras de nitrogeno y actinomicetos, se presentan en mayor abundancia

en el suelo rizosférico a medida en que se incrementa el fosforo.

La medida de la actividad microbiana, a través de la produccion de CO,, muestra que esta

es mayor en el suelo rizosférico y a medida que se incrementan las dosis de Rafos.
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