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Resumen y Abstract

Resumen

El mantimiento y funcionamiento de los ecosistemas boscosos dependen en gran medida
de la actividad microbiana presente en el suelo, particularmente aquellos que se relacionan
con el ciclo del nitrégeno, siendo aprovechado en diferentes procesos como la fijacion,
mineralizacion e inmovilizacién. En este sentido, se estimaron grupos funcionales
microbianos relacionados con el ciclo del nitrdgeno en suelos del Bosque Seco Tropical de
la Un iversidad del Magdalena (Bs-T). Para esto, se tomaron muestras de suelo de manera
aleatoria, en cinco puntos dentro del bosque entre 5 y 20 cm de profundidad, segun el
método de muestreo del IGAC; seguidamente se procesaron en laboratorio y se realizaron
cultivos in vitro de los grupos funcionales microbianos como fijadores de nitr6geno,
proteoliticos, amonizantes y desnitrificantes a través de la técnica de recuento directo en
placa y determinaciébn del nimero mas probable. Paralelamente, se determinaron
parametros fisicoquimicos del suelo segun el método analitico establecido por el IGAC y
se establecieron las correlaciones con las comunidades microbianas evaluadas a través
de un andlisis de redundancia RDA. Se encontraron variaciones en el tamafio poblacional
de los grupos funcionales durante los meses evaluados, las bacterias simbiéticas fijadoras
de nitr6geno y las bacterias amonificantes registraron las densidades promedio més altas
en el mes de diciembre, con valores de 136 UFC/g suelo Y 2.4 NMP/g suelo
respectivamente. Paralelamente, se determinaron algunos parametros fisicoquimicos del
suelo y se establecieron las correlaciones con las comunidades microbianas evaluadas, a
través de un andlisis de redundancia RDA. Se encontraron variaciones en el tamafio
poblacional de los grupos funcionales durante los meses evaluados, las bacterias
simbiéticas fijadoras de nitrdgeno y las bacterias amonificantes registraron las densidades
mas altas en el mes de diciembre. Los grupos funcionales del ciclo del nitrégeno se
relacionaron con las propiedades fisicoguimicas del suelo y con la estacionalidad
pluviométrica registrada durante el estudio; lo que produce cambios o modificaciones en

la estabilidad nutricional del suelo del Bs-T.

Palabras claves: Bacterias del suelo, calidad del suelo, flujo de nutrientes, inmovilizacién

del nitrégeno.



Il Resumen y Abstract

Abstract

The maintenance and functioning of forest ecosystems depend to a great extent on the
microbial activity present in the soil, particularly those that are related to the nitrogen cycle,
being used in different processes such as fixation, mineralization and immobilization. In this
sense, the microbial functional groups related to the nitrogen cycle in soils of the Tropical
Dry Forest of the University of Magdalena (Bs-T) were estimated. For this, soil samples
were taken at five points within the forest between 5 and 20 cm deep; They were then
processed in the laboratory and in vitro cultures of the microbial functional groups such as
nitrogen fixers, proteolytics, ammonizers and denitrifiers were carried out through direct
plate count and most probable number techniques. At the same time, some
physicochemical parameters of the soil were determined and the correlations with the
microbial communities evaluated through a RDA redundancy analysis were established.
Variations were found in the population size of the functional groups during the months
evaluated, nitrogen-fixing symbiotic bacteria and ammonifying bacteria recorded the
highest average densities in the month of December, with values of 136 CFU/g soil AND
2.4 PWN/g soil respectively. The functional groups of the nitrogen cycle were related with
the physicochemical properties of the soil and to the rainfall seasonality recorded during
the study; which produces changes or modifications in the nutritional stability of the Bs-T

soll.

Keywords: Soil bacteria, soil quality, nutrient flow, nitrogen immobilization
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Introduccion

El nitrégeno es un elemento necesario para los seres vivos, ya que es uno de los
constituyentes principales de los compuestos vitales (Ticona, 2018); esto lo convierte en
la molécula esencial para el crecimiento de todos los organismos, y regulador de procesos
ecoldgicos (ciclos biogeoquimicos, dinamica de comunidades y crecimiento de las
plantas). Asimismo, es considerado como uno de los indicadores mas importantes en la
calidad del suelo, debido al estatus nutricional que aporta a los cultivos (Aristizabal &
Cerodn, 2012).

Debido a su particularidad de ser una molécula casi inerte, el nitrdgeno no puede ser
asimilado por los organismos a excepcion de un grupo de bacterias altamente
especializadas, las cuales, lo transforman en diferentes compuestos que son utilizados por
el resto de los seres vivos en sus actividades metabdlicas como en la sintesis de proteinas,

aminoéacidos y acidos nucleicos (Mayz-Figueroa, 2004).

El proceso de fijacién biolégica del nitrdgeno se realiza a través de un proceso de
inmovilizacion, el cual consiste en la extraccion de nitrégeno inorganico por parte de los
microorganismos del suelo, quienes lo utilizan en la formacién de compuestos organicos
como aminodcidos y proteinas, que luego son mineralizados formando en amoniaco (NHs)
o nitratos (NO3’) (Grahmann et al., 2013). La fijacion bioldgica del nitrégeno es mediada
por el complejo nitrogenasa, presente en los microorganismos fijadores de nitrégeno
(Halbleib & Ludden, 2000). La actividad del complejo enzimatico mencionada
anteriormente puede ser reducida o inactivada por el oxigeno, lo que obliga a los
microorganismos a implementar mecanismos de evasion del O; y desarrollo en ambientes
anaerdbicos; de esta manera mantienen bajas concentraciones de oxigeno con el
propésito de mantener activa las enzimas nitrogenasas (Ureta & Nordlund, 2002; Lee et
al., 2004).

Las proteinas son compuestos organicos complejos conformados por una serie de
aminoacidos, para la asimilacion de estos nutrientes se requiere de un proceso de
degradacién conocido como protedlisis, en el cual participan una serie de enzimas
proteasas y peptidasas (Fuka et al., 2008). Algunas especies de bacterias producen
grandes cantidades de enzimas proteoliticas y entre las mas activas estan, Clostridium

histolyticum y C. sporogenes; géneros como Proteus, Pseudomonas y Bacillus producen
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dichas enzimas, pero en menor grado de actividad (Aristizabal & Ceron, 2012). En la
naturaleza, la mineralizacién del nitrégeno organico se logra con la actividad de los
microorganismos, que desaminan los aminoacidos hasta la obtencion de los radicales
aminos (NH2), de manera que estos radicales dan lugar a la produccion de amoniaco (NHs)
0 proceso de amonificacion, este ultimo utilizado por las plantas y microorganismos, en

condiciones fisicoquimicas del suelo favorables lo oxidan a nitrato (Pacheco et al., 2002).

La nitrificacion es el siguiente paso de oxidacion biol6gica del amonio a nitratos por
microorganismos aerobios, que usan el oxigeno molecular como aceptor final de
electrones. Consta de dos etapas distintas, separadas y consecutivas; la Nitritacion
conocida como la oxidacién de NHs* a NO, por bacterias nitrificantes, este proceso es
llevado a cabo por Betaproteobacteria, principalmente del género Nitrosomonas y
Nitrosospira (Yuan et al., 2008). Por otro lado, esta la nitratacién que se define como la
oxidacion de NO, a NOs', usando como catalizador a la enzima nitrato deshidrogenasa,
puede ser realizada por algunos géneros de bacterias como: Nitrobacter, Nitrococcus y
Nitrospira (Yuan et al., 2008). El proceso de nitrificacion es importante en el suelo, ya que
la transformacion de iones de amonio a nitrito y nitrato provoca un aumento en la capacidad

de intercambio cationico (Rodriguez et al., 2007).

Otro proceso implicado en el ciclo del nitrdgeno es la desnitrificacién, la reduccién
asimilatoria catalizada por la enzima NADH (nicotinamida adenina dinucleétido), en el que
se reduce el NOs y NO2 a N2O y N2 de forma anaerobia; es de vital importancia debido a
gue devuelve el nitrégeno fijado a la atmdsfera por procesos de respiracion microbiana
(Aristizabal & Cerén, 2012). La actividad desnitrificante en bacterias se induce en presencia
de nitritos y nitratos, y bajo condiciones limitantes de oxigeno, ya que se puede inhibir en
presencia de este elemento (Hayatsu et al., 2008). La desnitrificacion puede ser llevada a
cabo por microorganismos como Thiobacillus desnitrificans, que son los Unicos
representantes de este grupo capaces de catalizar la reaccidn, los cuales son anaerobios

facultativos y utilizan el NOs como aceptor final de electrones (Sanchez & Sanabria, 2009).

Teniendo en cuenta lo anterior, en el suelo convergen una serie de comunidades
microbianas relacionadas con el flujo y transformacién de nutrientes y los ciclos
biogeoquimicos conocidos como Grupos funcionales microbianos. Particularmente en el
ciclo del nitrégeno, estos grupos estan asociados a cinco grandes procesos como la

fijacidn, protedlisis, amonificacion y desnitrificacion (Figura 1).
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Nitrobacter

nitrato
Nitrosocoocus

(k) DESNITRIFICACION
Pseudomonas

Paracoccus \
Denitrificans Amonificacion

h, Del vitrato

ORGANICO (1) FUACION N 3) NITRIFICACION
Azotobacter Rhizobium
HIDROLISIS DE Inclustyial
PROTEINAS

(2) PROTEOLISIS
Clostridium  Pseudomonas

NITRITACION

Nitrosomonas
Nitrosospira

MINERALITACION N

Figura 1. Esquema Ciclo del Nitrégeno en el suelo. (1) Fijacion del Nitrégeno por bacterias
de vida libre y en simbiosis con plantas, (2) Protedlisis- hidrolisis de proteinas, (3)
Nitrificacién transformacion del amonio (NH4) a nitrato (NOs); se distinguen dos procesos:
Nitritacion y Nitratacion, (4) Desnitrificacion conversion del nitrato (NOs) a N». Adaptado
de Paredes et al. (2007).

Los grupos funcionales microbianos presentes en el suelo son esenciales en los procesos
ecolégicos, puesto que permiten el funcionamiento de los ecosistemas; siendo
responsables de la descomposicién de la materia organica y del ciclaje de los nutrientes
como carbono, nitrégeno, fésforo, azufre (Montafio et al., 2010). En este sentido, las
actividades microbianas estan estrechamente relacionadas con la calidad del suelo, y sus
propiedades fisicoquimicas, tales como pH, temperatura, textura, niveles de oxigeno, entre
otros. De esta manera, estos sirven como indicadores tempranos, con la capacidad de

predecir los cambios en las propiedades del suelo (Ginovart et al., 2005).

Entre los estudios realizados sobre grupos funcionales microbianos en Bosque seco
Tropical, se encuentra el de Singh & Kashyap, (2006) en la regién de Vindhyan (India)

donde evaluaron la mineralizacion de N, la nitrificacion y el tamafio de la comunidad viable
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de bacterias oxidantes de amonio y nitrito afectadas por diferentes sitios y estaciones. Por
otro lado, Montafio et al. (2009; 2013), investigaron sobre poblaciones microbianas en
suelos de Bs-T en México, dichos estudios revelan el comportamiento de la actividad
microbiana de acuerdo con la disponibilidad de nutrientes (C y N) y las variaciones
espaciotemporales que inciden sobre estos. Finalmente, el comportamiento de la actividad
microbiana y los nutrientes en un periodo de transicion de estacion seca a humeda fue
estudiado por Eaton, (2001) en tres habitats forestales (bosque de montafia, bosque de
palma Cohune y bosque bajo), dentro de la selva tropical subtropical del noroeste de

Belice.

En Colombia los estudios sobre grupos funcionales microbianos se han realizados
principalmente en sistemas agricolas, Grandett et al. (2015), investigaron la intervencion
de los microorganismos en el ciclo del nitrdgeno en diferentes ambientes, indicando que
su diversidad y funcionalidad son controlados por factores biéticos y abiéticos. Por otro
lado, Beltran & Lizarazo, (2013) y Beltran et al. (2017) desarrollaron investigaciones
enfocada a establecer las relaciones sobre los grupos funcionales de los ciclos de C, Ny
P en un suelo perturbado por incendio forestal vs un suelo en condiciones normales, y en

suelo revegetalizado vs otro sin revegetalizar en Boyaca.

Los Bosques secos tropicales en Colombia son uno de los ecosistemas mas degradados,
debido a las condiciones ambientales y la fertilidad de sus suelos, han sido un foco de
interés para el desarrollo de actividades agricolas y pecuarias, dejando de lado el valor de
rigueza de especies (Diaz, 2006; Amaya, 2014). Estas alteraciones en las propiedades
fisicoquimicas y biolégicas conllevan a una pérdida de la calidad del suelo y biodiversidad
edafica, las cuales cuenta con un gran potencial como un indicador y proporcionan
informacion para dar un diagnéstico oportuno sobre el estado y funcionamiento de los
ecosistemas terrestre. Dada su participacion en los procesos de descomposicion de

materia organica y circulacién de nutrientes (Ginovart et al., 2005).

El relicto de Bosque seco Tropical de la Universidad del Magdalena se enfrenta a dos
periodos climéticos (seco y lluvioso); la distribucion de lluvias anual juega un papel
fundamental en la entrada de sustratos y humedad del suelo, favoreciendo la actividad
microbiana que a su vez aumenta la productividad de las plantas (Garcia-Oliva et al., 2003;
Saynes et al.,, 2005; Montafio et al., 2007), que dependen de la transformacion y

transferencia de compuestos nitrogenados provenientes de microorganismos fijadores de
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nitrégeno (Vitousek et al., 2002). En este sentido, y teniendo en cuenta la importancia del
Bs-T de la Universidad del Magdalena, el cual ofrece una serie de servicios ecosistémicos,
como la regulacion hidrica, retencién de suelos, regulacion del clima y ademas de ser un
lugar estratégico para llevar a cabo investigaciones en pro de la conservacion de la
biodiversidad (Barranco et al., 2016); el presente trabajo de investigacion evalud la
dinamica del nitrégeno a través de los grupos funcionales microbianos, con el propésito de
entender los procesos de este nutriente relacionados con la calidad y nutricion del suelo,

ademas de servir como referente para este tipo de bosques presentes en la region.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar los grupos funcionales microbianos cultivables relacionados con el ciclo del
nitrégeno en el Bosque seco Tropical (Bs-T) de la Universidad del Magdalena y de esta

manera entender el funcionamiento y mantenimiento del bosque.

Objetivos especificos

e Cuantificar las comunidades microbianas heterétrofas como fijadores de N,
proteoliticos, amonizantes, nitrificantes y desnitrificantes relacionadas con la

nutricion del suelo del Bs-T.
e Evaluar los pardmetros fisicoquimicos del suelo del Bs-T.

e Determinar la relacion entre las comunidades microbianas y los parametros

fisicoquimicos del Bs-T
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Materiales y métodos

Area de estudio

El estudio se llevd a cabo en el Bosque seco Tropical de la Universidad del Magdalena,
Santa Marta — Colombia, ubicada a los 11°13°18,08” N - 74°11°11,25” O (Figura 2), el cual
se caracteriza por presentar régimen de precipitacion de tipo bimodal, con dos periodos de
lluvias (mayo-junio y septiembre-noviembre) y dos periodos secos (diciembre-abril y junio-
agosto). La precipitacion promedio anual de 578 mm y la temperatura promedio anual de
27°C (Strewe et al., 2009; Rangel & Garzon, 1995). Estas condiciones proveen un clima
semi-arido que refleja un déficit hidrico muy marcado en la época seca, la parcela de
Bosque seco Tropical cuenta con un area de aproximadamente 3,5 hectéreas, que exhibe
un estrato vegetativo con un perfil arb6éreo de dosel amplio y uno inferior muy denso
conformado principalmente por arbustos espinosos y arboles entre los 6 a 12 metros de
altura (Rojano & Esparia, 2013). Los suelos son de origen aluvial, poco evolucionados con
predominio de texturas gruesas, (franco arcillo arenosa), clasificados en el orden Entisoles
y suborden Psamments (Lobato, 2003; Vasquez et al., 2010).

Las muestras de suelos fueron recolectadas en los meses de octubre, noviembre y
diciembre del afio 2019, se establecieron cinco puntos de muestreos, cada uno con tres
replicas distribuidos aleatoriamente; con la ayuda de un barreno se realizé la extraccion
del suelo, a una profundidad de 5-20 cm. Todas las muestras se depositaron en bolsas
plasticas tipo Ziploc de 500 g, las cuales fueron previamente rotuladas y trasladadas a los
laboratorios de Calidad de Aguay Fisica del suelo de la Universidad del Magdalena, donde

se realizaron los analisis microbioldgicos y fisicoquimicos propuestos.

Figura 2. Ubicacion geoespacial del Bosque seco Tropical, Universidad del Magdalena.
Adaptado de Google Earth, (2020).
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Caracterizacion fisicoqguimica del suelo

Previo a la realizacién de los andlisis fisicoquimicos, las muestras de suelo fueron
tamizadas con el proposito de homogenizarlas. Seguidamente fueron procesadas
siguiendo los métodos establecidos por el IGAC, (2006). Los parametros Los parametros
evaluados se indican en la (Tabla 1).
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Tabla 1. Determinacion de pardmetros fisicoquimicos a partir de muestras de suelos del

Bosque seco Tropical de la Universidad del Magdalena.

Parametro Método Unidad de medida
Ph Potenciometro Unidades
Temperatura °C Termdmetro °C
Materia organica Walkley & Black %
Carbono orgéanico Walkley & Black %
Porosidad Gravimétrico %
Nitrégeno total Kjeldahl %
Fésforo total mg Olsen %
Humedad % Gravimétrico %
Relacion C/N Adimensional
Capacidad de

intercambio catidnico Acetato de amonio meq/100
Textura Método de Bouyoucos %

Analisis microbiolbgicos

Recuento directo en placa de microorganismos fijadores de nitrégeno

Para establecer los microorganismos fijadores de nitrégeno de vida libre y simbidtica, se
manejé el método de siembra directa en placa utilizando, agar Ashby y agar Rojo-Congo
manitol propuesto por Wen et al. (2012) y Vincent, (1970) respectivamente; se realizaron
diluciones de suelo en agua destilada desde 10 hasta 10°, posteriormente las placas se
incubaron a 30°C + 2 durante 7 dias, finalmente se procedié a hacer cuantificaciéon de

unidades formadoras de colonia sobre gramos de suelo (UFC/g).

Estimacion de grupos funcionales microbianos del ciclo del
nitrogeno

La determinacién de microorganismos proteoliticos, amonizantes y desnitrificantes se
realiz6 aplicando la técnica de Numero Més Probable (NMP) en serie de 3 tubos utilizando
diluciones desde 102 hasta 10“ segin el método propuesto por Alexander, (1982),

empleando gelatina microbiologica, caldo asparagina segun Levine, (1953) y caldo nitrato-
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glucosa planteado por Tiedje, (1982), los cuales se sembraron a partir de 0.1 ml de la

dilucion de suelo; posteriormente fueron incubados a 30°C + 2 durante 7 dias.

En la evaluacién de los microorganismos proteoliticos, pasado el periodo de incubacion,
se llevaron los tubos a refrigeracién durante una hora, con el fin de observar la licuefaccién
de la gelatina. Los tubos en los cuales se observo la gelatina en estado sélido se tomaron
como negativos y aquellos en los cuales la gelatina se mostré en estado liquido se tomaron
como positivos. Finalmente se anoté la cantidad de tubos positivos por cada serie
(combinaciones) y se consulto en la tabla del indice de NMP segun McGrady el equivalente
al nUmero de microorganismos por gramo de suelo analizado (Luna, 2020).

Con respecto a los amonizantes, transcurridos los 7 dias de incubacién se procedi6 a hacer
la lectura utilizando reactivo de Nessler (Nessler, 1856), adicionando 5 a 6 gotas del
reactivo a cada uno de los tubos, aquellos con una coloraciéon amarillo-naranja fuerte se
consideraron positivos, mientras que los tubos incoloros o débilmente amarillos se tomaron
como negativos, para aquellos en los que no hubo coloracion o hubo una coloracién
amarilla débil se tomaron como negativos. Las combinaciones de tubos positivos fueron

consultadas en la tabla de McGrady como se explico anteriormente.

Por ultimo, la estimacién de los microorganismos desnitrificantes se realiz6 mediante la
aplicacion de los reactivos Griess-llosvay Ay B (Flérez & Uribe, 2011). A cada uno de los
tubos se le adicion6 de 3 a 4 gotas de cada reactivo consecutivamente. Finalmente,
aquellos tubos que presentaron una coloraciéon amarilla tenue a fuerte se tomaron como
negativos y los que reaccionaron a los reactivos exhibiendo una coloracion de rosa palido
a fuerte, fueron tomados como positivos; el NMP se estim6 de acuerdo con la tabla de
McGrady (Luna, 2020).

Analisis estadistico

Los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos fueron promediados y se calculé su
desviacion estandar por meses para determinar la variacion que presentaron durante la
época de muestreo. Se realiz6 un andlisis de redundancia (RDA) con el fin de identificar
las variables ambientales que mejor explicaran los patrones de ordenacion observados en
los grupos funcionales microbianos del ciclo del nitrdgeno. Para esto los datos ambientales
fueron estandarizados y el conjunto de datos microbiolégicos fueron tratados con la

transformacion de Hellinger. Posteriormente se aplicd un test de permutacién (nperm =
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1000) para verificar la significancia del modelo y los ejes candnicos. El andlisis estadistico

se realizé con ayuda del programa RStudio 1.2.5001.
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Resultados

Analisis fisicoquimico del suelo

Los pardmetros fisicoquimicos del suelo del Bosque seco Tropical de la Universidad del
Magdalena, evaluados durante los meses de octubre, noviembre y diciembre presentaron
un comportamiento similar (Tabla 2). El pH del suelo fue moderadamente alcalino, la
humedad del suelo fue mayor para el mes de octubre con un porcentaje promedio del 13%
donde se evidenciaron los mayores niveles de precipitacion. En relacién a la textura del
suelo se establecié que esta es de tipo franco arenosa. La porosidad del suelo oscilo entre
los 44 a 56 %, mientras que la temperatura promedio estuvo alrededor de los 30°C. Asi
mismo el contenido de materia organica (MO) fue mayor en este mes, mientras que los
meses de noviembre y diciembre presentaron valores por debajo del 50% con respecto a

octubre.

Tabla 2. Valor promedio de los parametros fisicoquimicos del suelo en el Bosque seco

Tropical durante los tres meses muestreados (octubre, noviembre, diciembre).

Parametro Octubre Noviembre Diciembre

pH 7.522 7.848 7.78

Temperatura °C 29.73 29.68 29.95
Materia organica % 0.598 0.403 0.408
Carbono organico % 0.356 0.687 0.703
Porosidad % 51.4 44.53 56.73
Nitrégeno total % 0.201 0.254 0.229
Fésforo total mg 21.211 27.148 28.453
Humedad % 13.363 10.036 8.729
Relacion C/N 1.771 2.705 3.065
CIC meqg/100 2.893 2.96 1.693
Arena% 44.77 43.61 39.47
Arcilla% 19.25 24.78 29.86

Limo% 36.49 31.56 30.66
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En contraste con lo anterior, el contenido de carbono organico (CO) en el primer mes de
muestreo en relacién a los otros dos meses, fue el que registré los niveles mas bajos, de
igual manera sucedio con las concentraciones de nitrégeno total (Nt) y fosforo total (Pt). La
capacidad de intercambio catiénico (CIC) registro valores mayores en el mes de noviembre
seguido por los meses de octubre y diciembre respectivamente.

Recuento de grupos funcionales de microorganismos

El recuento de las unidades formadoras de colonias por gramo de suelo (UFC/g de suelo)
de las bacterias fijadoras de nitrdgeno de vida libre fue mayor para el mes de octubre con
un valor de 86,0 x102 (Figura 3). En el caso de las bacterias simbiéticas se evidencia mayor

namero de colonias para el mes de diciembre con un recuento de 136,13 UFC/g de suelo.
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Figura 3. Recuento de UFC/g de suelo de bacterias fijadoras de Nitrdgeno de vida libre y
simbiética en el suelo del Bs-T de la Universidad del Magdalena. Las barras corresponden
a la media con su respectivo error estdndar. FNVL: bacterias fijadoras de nitrégeno de vida

libre; FNS: bacterias fijadoras de nitrdgeno de vida asociativa.

Las estimaciones de los microorganismos amonificantes arrojaron altas densidades
durante el mes de diciembre (2,40 NMP/g), mientras que en el mes de octubre fueron bajas
con respecto a los demés meses. Asi mismo las bacterias desnitrificantes estuvieron mejor

representadas en el mes de diciembre con un recuento poblacional de 0,74 NMP/g; en
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contraste las poblaciones proteoliticas registraron valores mas altos en el mes de octubre

1,25 NMP/g y un menor valor para el mes de diciembre (Figura 4).
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Figura 4. Namero mas probable (NMP/g de suelo) de los grupos funcionales microbianos
del ciclo del nitrégeno (proteoliticos, amonizantes y desnitrificantes) en el suelo del Bosque

seco Tropical de la Universidad del Magdalena.

Relacion entre variables fisicoquimicas del suelo y grupos
funcionales microbianos

Las relaciones entre los grupos funcionales microbianos del ciclo del nitrégeno y las
variables fisicoquimicas se presentan mediante un andlisis de redundancia (RDA), el cual
conformd cinco grupos correspondientes al nimero de puntos de muestreos; el RDA
representa un ajuste del 85,1% (R2 ajustado=0,8506) a excepcion del grupo 1 (RDA 1).
Debido a que (p<0,05) se acepta que existe relacion lineal entre las variables
fisicoquimicas y los grupos funcionales del nitrdgeno evaluados. Asi mismo, la proporcion

de la varianza acumulada de los dos ejes graficados fue de 95,4% (Tabla 3).
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Tabla 3. Varianza y valor propio del analisis de Redundancia canénica RDA.

Ejes candnicos Valor propio Proporcion Varianza
explicada acumulada
RDA 1 0.06256 0.83618 0.83618
RDA 2 0.008817 0.117844 0.954029
RDA 3 0.001007 0.013459 0.967488
RDA 4 0.000690 0.009223 0.976711
RDA 5 0.0001466 0.0019599 0.9786708

En la parte inferior de la Figura 5 (Scaling 1) se destaca una alta correlacion positiva entre
los grupos funcionales amonificantes (Amon), proteoliticos (Prot) y desnitrificantes (Desn).
Del mismo modo, se indican las principales variables que estan influyendo en la
distribucion de estos grupos, tal es el caso de la capacidad de intercambio catiénico (CIC),
nitrégeno total (NT), Humedad (Hum) y textura limosa (limo), estas dos ultimas variables

estan caracterizando los sitios (2;11) evaluados dentro del Bs-T.

Los fijadores de nitrdgeno no se relacionaron con los demas grupos funcionales, sin
embargo, las bacterias fijadoras de vida simbidtica (FNS) se correlacionaron positivamente
con latemperatura (T), porosidad (Por), materia organica (MO) y el carbono organico (CO),
del suelo diferenciando los sitios (1;3;6;7;13;14;15) del resto. A su vez el pH y el NT
mostraron una relacién negativa para este grupo. Para el caso de las bacterias fijadores
de vida libre (FNVL) se observd una correlacion positiva con el tipo de textura del suelo
(arcillosa y arenosa), el pH y NT presentaron una se relacién positiva pero no muy

marcada, en cuanto a la temperatura y limo se correlacion6 negativamente.

Por otro lado, en la parte superior se muestran los valores mas altos de contenido de MO
y CO, los cuales se correlaciona positivamente con fosforo total (FT) en los sitios (6;13;
14;15). No obstante, estos sitios presentan bajos niveles de CIC y NT; asi mismo se

observan la relacion negativa de la humedad y los suelos de textura arenosa.
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Figura 5. Andlisis de redundancia (RDA), triplot para los grupos funcionales microbianos
del ciclo nitrégeno. Los vectores indican las variables ambientales: pH, temperatura
(Temp), materia organica (MO), carbono organico (CO), porosidad (Por), capacidad de
intercambio catidnico (CIC), nitrdgeno total (NT), fosforo total (FT), humedad (Hum), textura
(arena, arcilla, limo) en relacién con los grupos fijadores del nitrégeno (amonificantes,
proteoliticos, desnitrificantes, fijadores de N vida libre y fijadores de N vida simbi6tica). Los
nameros representan los puntos de muestreos evaluados en el Bs-T de la Universidad del

Magdalena.

La Figura 6 ilustra las caracteristicas macroscoépicas y microscépicas de Azotobacter spp.,
aislado en las muestras de suelo del Bs-T, el cual se destaca como un buen fijador de
nitrégeno de vida libre. Estas bacterias se distinguen por presentar células Gram negativas
con forma de cocos o bastones, su morfologia puede cambiar segun las condiciones de

cultivo.



Grupos funcionales microbianos del ciclo del nitrégeno en el suelo del Bosque Seco
Tropical de la Universidad del Magdalena 17

Figura 6. Caracteristicas morfolégicas de Azotobacter spp. a) colonias cultivadas en agar
Ashby., b) cocobacilos Gram negativos observados a 100X. / Graciani, Ribén, Rocha,
Luna, 2020
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Discusion

El presente trabajo evalu6é los grupos funcionales microbianos relacionadas con el
metabolismo edafico del nitrdgeno, generando las primeras aproximaciones del
comportamiento de las poblaciones microbianas frente a los diferentes factores

fisicoquimicos del suelo, que pueden inhibir o favorecer su desarrollo y abundancia en el
suelo de Bosque seco Tropical de la Universidad del Magdalena.

En este sentido, se observé una variacibn de los grupos funcionales microbianos,
destacando el recuento de bacterias simbidticas fijadoras de nitrogeno, las cuales
exhibieron los promedios poblacionales mas altos para el mes de diciembre. Asi mismo,
las estimaciones de bacterias amonificantes evaluadas con la técnica NMP fueron mas
altas para este mes, donde se evidencié poca precipitacién. Lo que puede deberse al
metabolismo aerébico de estos microorganismos, que son afectados por las condiciones
anoxicas del suelo cuando se presentan altos niveles de humedad (Pajares et al., 2018).
Sin embargo, Gei & Powers, (2015) en su investigacién en suelos de bosque tropical en
Guanacaste, Costa Rica, observaron mayor masa de nodulacion durante la temporada de
lluvias, sefialando que la disponibilidad de agua puede ser un factor determinante sobre la

nodulacion de leguminosas.

Durante los meses de octubre y noviembre se observaron menor densidad de los grupos
funcionales microbianos, donde predominaron las bacterias fijadoras de vida libre y
proteoliticas, posiblemente por las diversas especies microbianas aerdébicas como

anaerobicas implicadas en este proceso (Mayz-Figueroa, 2004; Cafién et al., 2012).

Estudios realizados en suelos tropicales han reportado un patrén estacional de los grupos
bacterianos del nitrdgeno; Hernandez & Puentes, (2017) observaron mayor densidad de
los grupos funcionales del nitrdgeno en la época seca en un suelo de Bosque seco del
Centro de Investigaciones La Tribuna (Neiva); hecho que atribuyeron a que algunos
microorganismos en suelos de bajo contenido de humedad, desarrollan mecanismos de
resistencias como las endosporas para solventar las condiciones de sequedad. El
crecimiento poblacional de estos grupos funcionales también se ha relacionado con un alto
contenido de carbono para esta época, puesto que muchas bacterias del ciclo del nitrégeno
son de condicién heterotrofa las cuales aumentan con la entrada de la materia organica

para la temporada seca (Garcia-Oliva et al., 2003; Montafio et al., 2007). En contraste
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Singh & Kashyap, (2006) encontraron un aumento del tamafio poblacional de los
microorganismos nitrificantes aislados en un suelo de bosque caducifolio (Uttar Pradesh,
India) durante el periodo de lluvias, lo que condujo a un mejoramiento de la tasa de
mineralizacién del nitrégeno proporcionando altas cantidades de nutrientes para las
plantas. Por su parte Montafio et al. (2013) en su trabajo en el suelo del bosque seco de
Chamela, México reportaron mayor biomasa de bacterias nitrificantes en los suelos con
menor concentracion de carbono |abil en la temporada de lluvias, debido a que obtienen la

energia a través de la oxidacion del amonio y no del carbono organico.

De acuerdo con Pajares et al. (2018) en su estudio desarrollado en un bosque
estacionalmente seco en la peninsula de Yucatan, registraron un aumento general en el
potencial de desnitrificacion, debido a las condiciones limitantes de oxigeno generadas
durante la temporada de lluvia. Caso contrario ocurrié en el presente trabajo, donde se
presentaron bajas densidades de bacterias desnitrificantes durante el periodo de
muestreo, lo que puede estar sujeto a comportamientos de competencia por nutrientes de
las poblaciones microbianas heterotrofas, debido a la cantidad limitada de carbono y
nitrégeno, cuando el contenido de agua no es un factor limitante en los suelos tropicales
(Beltran et al., 2017).

El andlisis de correlacion de los grupos funcionales y los factores ambientales, resaltan
principalmente las relaciones positivas entre los grupos bacterianos proteoliticos,
amonificantes y desnitrificantes; indicando una posible participacion sinérgica de la
comunidad microbiana, que provee mecanismos de metabolismo (Beltran & Lizarazo,
2013). En otros ecosistemas se han documentado relaciones similares, por su parte
Cafon et al. (2012) en su investigacién sobre microorganismos asociados al ciclo del
nitrégeno en suelo bajo tres sistemas de uso (Cultivo de papa, ganaderia y Paramo), en el
Parque Nacional Natural los Nevados, Colombia; demostrd que las bacterias proteoliticas
intervienen en el primer paso de mineralizacion del nitrégeno, degradando la materia
organica del suelo en compuestos nitrogenados como amino&cidos, que posteriormente
seran transformados por bacterias amonificantes en fragmentos que puedan ser
rapidamente asimilados por otros microorganismos encargados de la nitrificacion y
desnitrificacion (Zimmerman et al., 2007); este Ultimo considerado como uno de los
procesos mas importantes del ciclo, que devuelve el nitrégeno a la atmosfera por medio
de la respiracion microbiana dando lugar a la reduccion desasimilatoria del nitrito (NO) y

el nitrato (NOg3’) a 6xido nitroso (N20) y nitrdgeno molecular (N2) (Simén et al., 2002).
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El contenido de humedad en el suelo puede explicar la abundancia de los grupos
funcionales, puesto que, el exceso de agua propicia la deficiencia de oxigeno, generando
las condiciones ideales para las bacterias desnitrificantes de metabolismo anaerébico. No
obstante, el déficit hidrico disminuye la tasa de mineralizacién del nitrégeno, por lo que
incide en la difusion de solutos y la distribucion de los productos de la actividad metabdlica
de los microorganismos (Ramos & Zudiga, 2008). En este sentido, Cafén et al. (2012)
observaron bajas densidades de bacterias proteoliticas y amonificantes debido a que, su
crecimiento fue inhibido por la disminucién del espacio poroso al aumentar los niveles de
humedad en el suelo, puesto que estas bacterias son de preferencia aerdbicas. Lo anterior
explica las correlaciones observadas de los grupos proteoliticos, amonificantes vy
desnitrificantes con este parametro. Simultdneamente, estas poblaciones se asociaron
positivamente con el tipo de textura limosa del suelo, el cual posee la capacidad de retener
agua y nutrientes proporcionando mayores recursos a los microorganismos (Simén et al.,
2013).

Los microorganismos fijadores de nitrégeno de vida libre mostraron una relacion marcada
con el porcentaje de arcilla, debido a que estos suelos presentan mayores niveles de
materia organica y retencion de nitrdgeno (Marschner et al., 2001; Celaya & Castellanos,
2011), dando como resultado una mayor colonizacién por estas bacterias. Sin embargo,
Matus & Maire, (2000) sefialaron que la tasa de mineralizacion del carbono y el nitrégeno
estan mas relacionadas con el contenido de carbono organico que con los agregados que

conforman la textura del suelo (limo, arenay arcilla).

En relacion con el pH, Ramos & Zudiga, (2008) en un estudio sobre los efectos de la
humedad, temperatura, y pH del suelo en la actividad microbiana a nivel de laboratorio,
registraron mayor actividad microbiana a medida que éste se acercaba a la neutralidad
(7,8), concluyendo que a valores de pH 4,0; 6,1 y 8,2 la actividad microbiana desciende
significativamente. De igual modo Waring et al. (2016) en su estudio sobre tres tipos de
bosque seco tropical en Costa Rica, para determinar la variacién dependiente de la escala
en el ciclo del nitrégeno y las comunidades de hongos establecieron que la variacion del
nitrégeno podria estar relacionada con variables abidticas tales como el pH, la temperatura
y la humedad. Sin embargo, en el presente estudio el pH no se presenté como una variable
determinante para el crecimiento de las poblaciones microbianas, a excepcion de las
bacterias de vida simbiotica donde la correlacidn fue negativa, lo cual resulta ser afin a los

resultados obtenidos en estudios realizados en otros ecosistemas, como lo reporta Bello
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et al. (2014) a través de su investigacion sobre diazo6trofos en cultivos de papa en Boyaca,

guienes sefalaron que el pH no fue un factor limitante para la actividad microbiana.

En un estudio realizado en Michigan (EE. UU.) por Yermakov & Rothstein, (2006) Indicaron
gue la tasa de ciclaje del nitrégeno estaban reguladas por la temperatura del suelo y las
altas cantidades de cationes intercambiables, propiciando las condiciones favorables para
la actividad microbiana. Sin embargo, la temperatura del suelo no fue un factor
determinante para el establecimiento de estos grupos, debido a que en las zonas tropicales
las variaciones de temperaturas son pocas, a diferencia de las bacterias fijadoras nitrégeno
de vida simbiotica, quienes mostraron una correlacion con la temperatura del suelo. Calvo,
(2011) en su investigacion sefal6 la temperatura como un factor que afecta de manera
indirecta la simbiosis, debido a que altas temperaturas hacen que la asociacion de bacteria
y plantas sea menor por el contrario temperaturas inferiores a los 7 °C hacen que la

nodulacion sea inexistente.

En cuanto a los resultados obtenidos en el contenido de materia organica y porosidad del
suelo, estas variables fueron las que mejor se asociaron con las bacterias fijadoras de
nitrégeno de vida simbidtica. Lo contrario ocurrié con el nitrdgeno total del suelo, el cual se
correlacion6 negativamente con el mismo grupo de microorganismos, esto puede ocurrir
debido a que estas bacterias emplean en gran medida la materia organica o exudados
radiculares como fuentes de carbono, faciimente accesibles e incorporados en el

metabolismo celular (Mayz-Figueroa, 2004).

En general las poblaciones de bacterias simbiéticas fueron las mas abundantes durante el
estudio, posiblemente por el gran nimero de especies leguminosas (Fabaceae) presentes
en el relicto boscoso de la Universidad del Magdalena, tales como: Acacia tamarindifolia,
Albizia niopoides, Albizia saman, Alysicarpus vaginalis, Caesalpinia punctata, Colindara

magdalenae, Pithecellobium roseum (Barranco et al., 2016).

Algunos estudios revelan el efecto de las especies vegetales dominantes en los
ecosistemas forestales; Diaz et al., (2017) evaluaron tres especies de fabaceas tropicales
fijadoras de nitrdgeno (Phaseolus vulgaris, Canavalia ensiformis y Clitoria ternatea) en
suelos tropicales y su efectos significativos sobre el aporte de N y P en el suelo, siendo
Canavalia ensiformis y Clitoria ternatea las que presentaron mayor desarrollo en biomasa
favoreciendo significativamente el aporte de N y P en el suelo. Menge et al. (2019)

estudiaron los patrones de abundancia de arboles fijadores de nitrdgeno en los bosques
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tropicales de Asia y América en el cual, indicaron que los niveles de nitrégeno en los

bosques dependen de la fijacion simbidtica, la cual se ve limitada por la abundancia de

arboles.

De tal manera que las determinaciones de los grupos funcionales microbianos realizadas,
se relacionaron positivamente con la naturaleza fisicoquimica del suelo, debido las
variaciones climatolégicas durante el periodo de muestreo, dicho evento podria
representar una fuente de nitrégeno disponible y facilmente asimilable para el beneficio del
suelo del Bs-T. De manera que las especies vegetales podrian hacer uso del nitrégeno
gue queda disponible por parte de la comunidad microbiana.

Conclusiones

Los grupos funcionales microbianos del ciclo del nitrdgeno (bacterias fijadoras de
nitrégeno, microorganismos proteoliticos, amonizantes y desnitrificantes) evaluados en el
Bosque seco Tropical de la Universidad del Magdalena mostraron variaciones en las

densidades poblacionales, relacionadas con las propiedades fisicoquimicas del suelo y con
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la estacionalidad pluviométrica registrada durante el estudio; lo que produce cambios o

modificaciones en la estabilidad nutricional del suelo del Bs-T.

Los microorganismos fijadores de vida simbiotica y los amonificantes mostraron mayor
crecimiento en la época seca, caso contrario ocurrid con los fijadores de vida libre y
proteoliticos, quienes mostraron su mayor crecimiento en la época lluviosa. El flujo del
nitrogeno y la actividad microbiana del Bosque Seco Tropical en relacion con los
parametros fisicoquimicos y el comportamiento pluviométrico podria representar una
fuente considerable de nitrégeno para las especies vegetales presentes en el relicto
boscoso. De manera que los grupos funcionales microbianos pueden estar realizando
actividades degradativas, permitiendo asi la movilidad del nitrégeno gracias a las entidades

microbianas que estan en funcion de este.

A través del andlisis de redundancia (RDA) realizado entre las comunidades microbianas
relacionadas con el ciclo del nitrégeno y los parametros fisicoquimicos del suelo, se
pudieron observar relaciones positivas, asi mismo, relaciones antagoénicas entre las que
destacan, la de los microorganismos amonizantes, proteoliticos y desnitrificantes con
parametros como fosforo total y carbono organico, fijadores de vida libre con humedad y
fijadores de vida simbidtica con el pH. Por todo lo anterior se sugiere que el flujo de este
nutriente en el suelo del Bs-T es de caracter secuencial y dependiente del funcionamiento

de cada uno de los grupos microbianos evaluados.

Recomendaciones

Se recomienda adelantar estudios encaminados a la evaluacién de los grupos funcionales
relacionados con los ciclos del carbono y fosforo, de esta manera se tendria una base
solida 'y complementaria al estudio realizado con los microorganismos del nitrégeno, lo que

permitiria predecir ampliamente el funcionamiento nutricional del suelo del Bs-T.

Asi mismo, se exhorta a realizar la exploracion y funcionamiento de bacterias promotoras

de crecimiento vegetal relacionadas especies vegetales del Bs-T, ya que esto facilitaria
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entender el comportamiento de las comunidades microbianas con el desarrollo foliar del

bosque.
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Anexos

Anexo A. Crecimiento de bacterias fijadoras de nitrdgeno en medio de cultivo ashby (1)
(bacterias de vida libre) y agar Rojo Congo Manitol (2) (bacterias simbioticas).

Anexo B. Revelacion de microorganismos amonizantes sembrados en caldo asparagina,
la determinacion del crecimiento se realiza a través de el reactivo de Nessler, la coloracion

naranja significa crecimiento positivo, mientras que los incoloros se toman como negativo
para crecimiento microbiano.




Anexos

Anexo C. Coeficientes candnicos del RDA

RDA1 RDA2 RDA4 RDAS5
RDA3

pH 0,621829145 -1,2683955 -1,31238877 1,41243183 0,391901296
Temp -0,190963937 -0,21301516 -0,11717809 0,15435479 0,095049991

MO  -0,883001565 2,24400493 -0,6312706  2,77882546  0,09911084
CO 2,560512261 2,20352151 0,44637987 -2,00113402 -0,387399324
Por  -0,006304411 -0,01239186 -0,01215761 -0,02938284 0,000312034
CIC  0,551222348 1,7434053 0,10448075 -0,06227051 -0,267261512
NT  -1,238826632 -2,05933316 -10,99003262 0,3510348 23,68397133
FT -0,090884933 0,26764502 -0,10587674 0,02055406 0,281413199
Hum  0,040208347 0,04757584 -0,05713668 -0,02386251 -0,028303745
Arena -0,154871268 -0,15387267 0,15277502 0,11881944 0,260527403
Arcilla -0,148822652 -0,22463049 0,12434389 0,11716171 0,248019167
Limo -0,206050178 -0,24377163 0,17142 0,13497694 0,291384697




Anexo D. Triplot de RDA scaling 2 para los grupos funcionales del ciclo del nitrégeno y

los parametros fisicoquimicos.
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