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RESUMEN

Los estudios encaminados a establecer la composiciéon y dindmica de las comunidades
microbianas en el suelo de los paramos colombianos son muy pocos y no existen
registros para el departamento de Antioquia. En este estudio se determiné la comunidad
microbiana cultivable asociada a la rizosfera de Espeletia sp. de los paramos de Santa Inés
y Urrao y se caracterizo su respuesta en las temporadas de sequia y lluvia. Los resultados
mostraron que en la rizosfera de Espeletia sp. predominan bacilos Gram negativos
seguidos por levaduras, hongos filamentosos, Pseudomonas, BAFE y actinobacterias, sin
embargo, la distribucién de la abundancia relativa de cada grupo estudiado fue diferente
entre sitios, asi como las caracteristicas ambientales y propiedades fisicoquimicas. Al
comparar las biomasas de los grupos microbianos de cada paramo respecto a la
temporada climatica no se evidenci6 una tendencia. El estudio de la microbiota funcional
mostré que en ambos sitios se establecen poblaciones con potencial para fijar nitrégeno,

solubilizar fosfatos inorganicos e hidrolizar la celulosa.

Palabras clave: comunidad microbiana, biomasa, suelo rizosférico, paramo.



1. MARCO TEORICO

1.1 La rizosfera como habitat microbiano

El suelo es una capa de minerales que recubre la litosfera y se forma a partir de las rocas
que son sometidas a meteorizacion como consecuencia de factores fisicos, quimicos y
biologicos que las reducen a un compuesto denominado regolito, que finalmente
constituye el suelo. Los suelos soportan el desarrollo de las plantas y proveen habitats
que son colonizados por diversos microorganismos, los cuales interactian entre si y con
el suelo generando una dindmica de cambios constantes que da lugar a la formacién de
microambientes que favorecen el establecimiento de ciertos organismos, permitiendo la

especiacion mediada por el nicho (Atlas y Bartha 1997).

La rizosfera es un ambiente dinamico en donde los microorganismos interactdan con las
raices de las plantas y el suelo, la estructura y diversidad de las comunidades microbianas
en este microambiente estan influenciadas por aspectos bioldgicos, fisicoquimicos y
climaticos que interactian entre si seleccionando las poblaciones microbianas dando

lugar a la formacion de nichos (Faoro et al. 2010).

Las relaciones microorganismo-planta son ubicuas a lo largo de los diferentes niveles
tréficos y son un componente esencial de la funcidon del ecosistema. Estas relaciones
estan clasificadas basandose en el efecto sobre las plantas de forma que pueden ser:
negativas (fitopatogenos), positivas (promotores de crecimiento, simbiontes) o neutrales
(Nannipieri et al. 2008). Esta relacion puede ser directa de modo que los compuestos
liberados ya sea por la planta o por el microorganismo son aprovechados por el otro o

indirecta por la modificacion del medio a nivel fisico o quimico (Atlas y Bartha 1997).

Dentro de las interacciones directas puede destacarse el efecto que tienen las sustancias
introducidas al suelo por rizodeposicién, tales como los exudados radiculares,
carbohidratos, proteinas y lisados celulares, que acttian seleccionando y/o promoviendo

el crecimiento de algunas poblaciones microbianas especificas que los metabolicen



(Nannipieri et al. 2008). Myung et al. (2012) analizaron suelo del rizoplano y suelo
distante de la rizésfera en bosques tropicales y encontraron que la biomasa del género
Burkholderia fue 40 veces mayor en el rizoplano, lo que fue explicado como el posible
efecto del aprovechamiento de las fuentes de carbono secretadas por las raices. La accion
que tienen los exudados radiculares sobre el ensamblaje de la comunidad microbiana
también puede ser indirecta ya que modifican algunas propiedades fisicoquimicas del
suelo como el pH y el contenido de algunos elementos (Nannipieri et al. 2008). Por
ejemplo, en el caso de la reduccion del manganeso, el acido ascorbico en conjunto con
otros exudados radiculares de las plantas de trigo disuelve el 6xido de manganeso en la

rizésfera para que pueda ser aprovechado por la planta (Uren 2007).

Este intercambio de compuestos, especialmente la secrecion de exudados radiculares,
lleva a una actividad enzimatica mayor en el suelo rizosférico que en el alejado de la
rizésfera dandose lugar a procesos como la fijaciéon del nitrégeno, la solubilizacién del
féosforo y la degradaciéon de compuestos carbonados entre otros que favorecen el
crecimiento vegetal (Nannipieri et al. 2008). Ademas, las relaciones positivas entre las
rizobacterias y las plantas incluyen la produccion de fitohormonas, la inhibicién de la
sintesis de etileno, el aumento en la permeabilidad de la raiz, el incremento de la
tolerancia a factores abiéticos causantes de estrés y la proteccion frente a fitopatégenos

(Kim Won-Il et al. 2011).

A pesar de la alta diversidad taxonémica de los microorganismos, sélo unos pocos grupos
de bacterias se han encontrado asociados a la mayoria de las especies de plantas, en
particular los miembros del phylum Proteobacteria (Pini et al. 2012). La hipotesis mas
aceptada es que la capacidad de colonizar una planta no es una caracteristica
generalizada en la comunidad bacteriana del suelo sino que reside preferentemente en
taxones especificos con diversas funciones enzimaticas o con el potencial genético para
asociarse con plantas. Este planteamiento ha sido apoyado por el hallazgo de un conjunto
de genes comun en todos los miembros de las Proteobacterias que establecen relaciones

con plantas (Sorensen y Sessitsch 2007 y Pini et al. 2011), ademas, la composicion de la



comunidad bacteriana en el suelo rizosférico de Rumex patientia muestra la dominancia
del phylum Proteobacteria, mientras en el suelo no rizosférico predominan Bacteroidetes

y Acidobacterias (Qi et al. 2012).

Respecto al efecto de las caracteristicas fisicoquimicas se ha propuesto que el pH es la
variable que mejor predice la estructura de la comunidad microbiana. Fierer y Jackson
(2006) analizaron la diversidad de la comunidad bacteriana en suelos de diferentes
ecosistemas a lo largo del continente americano reportando que los estimativos de
riqueza disminuyen conforme los valores de pH se alejan de la neutralidad hacia la
acidez. Posteriormente, se demostré que la abundancia del phylum Acidobacteria esta

estrechamente relacionada de manera negativa con el valor de pH (Jones et al. 2009).

El contenido de fésforo en el suelo, independientemente de ser o no rizosférico, tiene un
efecto sobre la incidencia de las poblaciones bacterianas fosfato solubilizadoras ya que
estas aumentan conforme disminuye del contenido de fésforo (Mander et al. 2012). El
nitrégeno también influye en la dinamica de las poblaciones, Fierer et al. 2012 reportaron
que poblaciones de Actinobacterias, Bacteroidetes y Proteobacterias (alfa y gama)
aumentan su abundancia relativa tras la adiciéon de fertilizantes nitrogenados, mientras

las Acidobacterias tienden a disminuir.

En cuanto a elementos menores presentes en el suelo, Faoro et al. (2010) reportaron que
el incremento de Al3* estd vinculado a la disminuciéon de la diversidad, mientras la
relacion Ca?*/Mg?* se relaciona directamente con la diversidad. La textura del suelo
también ejerce una influencia sobre las comunidades microbianas, de modo que la
fraccion arcillosa presenta una mayor biomasa y diversidad comparada con las fracciones

de limo y arena (Sessitsch et al. 2001).

En relacion a las condiciones atmosféricas, los periodos secos y lluviosos afectan la
disponibilidad de agua y oxigeno y por lo tanto el ensamble microbiano. En suelos

encharcados el oxigeno presente se encuentra disuelto en el agua y es consumido



rapidamente por los microorganismos generandose condiciones andxicas (Madigan et al.
2010). Un estudio realizado con el fin de comparar la respuesta de la comunidad
microbiana ante la continua entrada de agua demostro, al analizar los marcadores de los
acidos grasos metil esteres de cada grupo, que el estancamiento reduce el porcentaje de
bacterias aerobias, Gram positivas, Gram negativas y hongos micorrizicos en

comparacién con los suelos donde se permite el flujo de agua (Unger et al. 2009).

En general, los phyla bacterianos dominantes en el suelo de diferentes ecosistemas son
Acidobacteria, Actinobacteria y Proteobacterias (Chu et al. 2010 y Faoro et al. 2010).
Acidobacteria es el phylum bacteriano mas abundante en los suelos a nivel global, habitan
en una amplia variedad de entornos naturales en un intervalo de temperatura, salinidad y
materia organica, su abundancia se correlaciona con el pH, su rol ecolégico y funcional ha
sido poco caracterizado debido a su reciente descubrimiento y la dificultad para su
cultivo en condiciones de laboratorio, sin embargo, se ha comprobado que degradan

algunos polisacaridos (Rawat et al. 2012)

El phylum Actinobacteria es un grupo de bacterias Gram positivas con altos contenidos de
guanina y citosina, presentan un crecimiento micelial y la mayoria de sus miembros son
aerobios; en suelos acidos se ha reportado una incidencia mayor de géneros como
Acidimicrobium, Streptomyces y Actinospica, su estudio tiene relevancia ya que
desempefian un papel importante en el recambio de la materia organica, en el ciclo del
carbono y en la inhibicién de algunos patégenos debido a la produccién de antibidticos

(Jenkins et al. 2010).

Dentro de Proteobacterias se encuentra el género Pseudomonas el cual es muy diverso y
esta conformado por bacilos Gram negativos, estrictamente aerobios, flagelados, oxidasa
positivos (Madigan et al. 2010). Este género ha sido ampliamente estudiado debido a su
versatilidad metabdlica, algunas especies producen antibioticos y sideroforos actuando
como agentes biocontroladores de hongos y nematodos, son promotoras de crecimiento

vegetal ya que pueden fijar nitrogeno atmosférico y solubilizar fésforo inorganico,



ademdas son utilizadas en biorremediacién debido al potencial para degradar

hidrocarburos (Das y Mukherjee 2007 y Noory y Saud 2012).

Aunque la incidencia del género Bacillus no es tan marcada en suelos, su estudio ha
cobrado gran interés debido a que algunas especies pueden ser utilizadas como
promotoras de crecimiento vegetal, en especial los miembros de Bacterias Aerobias
Formadoras de Endospora (BAFE), las cuales son ampliamente utilizadas en campo
debido a su ventaja para resistir condiciones extremas como la radiacidn, el calor, la
sequia y sustancias tdxicas mediante la formacion de la endospora (Madigan et al. 2010).
Por ejemplo, B. amyloliquefaciens presenta actividad fitasa extracelular que contribuye al
desarrollo de las plantulas de maiz (Idriss et al. 2002). Algunas especies generan
protecciéon sistémica a enfermedades como en el caso de cultivos de remolacha (Beta
vulgaris) que al ser tratados con suspensiones de B. mycoides son menos susceptibles al

ataque de Cercospora (Kloepper et al. 2004).

Los hongos filamentosos constituyen una parte importante de la biomasa del suelo. Se ha
reportado que estos afectan la estructura del suelo mediante la exudacién de
polisacaridos y mucilagos lo que ha sido vinculado con la adhesién entre particulas del
suelo, ademas la produccién de compuestos hidrofébicos afectan las tasas de infiltracién
del agua (Ritz y Young 2004). Se ha demostrado que los hongos cumplen funciones como
la proteccién frente a fitopatdgenos, participan activamente en el reciclaje de nutrientes
mediante la descomposicion de polimeros como celulosa, hemicelulosa y lignina

contribuyendo con el mantenimiento del ciclo del carbono (Atlas y Bartha 1997).

En el caso de las levaduras son pocos los estudios realizados aunque se sabe que su
mayor reservorio es el suelo donde predominan géneros como Schwanniomyces y
Lipomyces (Déak y Beuchat 1996). Sin embargo, estudios como el realizado por Yurkov et
al. (2012) muestran que la riqueza de especies de levaduras es relativamente baja y es
una comunidad dindmica que responde al tipo de vegetacién y al uso del suelo. Su

importancia ecoldgica es sobresaliente ya que estos microorganismos han sido



vinculados con el reciclaje y transformaciéon de nutrientes, la promocién del crecimiento

vegetal y mantenimiento de la estructura del suelo (Botha 2010).

1.2 Microbiota funcional

1.2.1 Solubilizacion del fosforo

Los suelos por lo general contienen grandes cantidades de fésforo total que oscilan entre
200 y 5000 mg/kg, sin embargo solo una fraccién esta disponible para ser asimilada por
las plantas, ya que Unicamente pueden absorberlo como ortofosfatos (HPO42 y H2P041)
de la solucién del suelo, estas formas del fosforo por lo regular presentan
concentraciones muy bajas debido a la alta reactividad de estos iones con Fe*3, Al*3 y Ca*2

(Khan et al. 2009).

Los microorganismos del suelo disponibilizan el fésforo inorganico mediante la
produccion de acidos organicos los cuales pueden solubilizar fosfatos al quelar iones Fe*3,
Al*3 'y Ca*?, por ejemplo Erwinia herbicola produce acido gluconico el cual le confiere la
habilidad de solubilizar hidroxiapatita. En otros casos el mecanismo principal es la
liberacion de protones producto de la respiracion o durante la asimilacion del NH4*.
Ademas, los microorganismos participan en la mineralizacion del fésforo organico a
través de la secrecion de enzimas hidroliticas como las fosfatasas acidas y las fitasas,
estas enzimas han sido detectadas en microorganismos como Francisella tularensis y

Aspergillus niger, respectivamente (Patifio 2010).

Las bacterias fosfato solubilizadoras mas frecuentemente aisladas pertenecen a los
géneros Pseudomonas, Xanthomonas, Paenibacillus, Pantoea, Acinetobacter, Enterobacter,
Chromobacterium, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Microccocus,
Aerobacter, Flavobacterium, Klebsiella, Rhodobacter, Arthrobacter, Serratia y Erwinia,

entre otros. Entre los hongos con este potencial se destacan algunas especies de los



géneros Penicillium, Aspergillus, Scopulariopsis, Moniliella y Mortierella (Bobadilla y

Rincon 2008, Khan et al. 2009, Patifio 2010 y Kim Won-Il et al. 2011)

1.2.2 Fijacion de nitrogeno atmosférico

El nitrégeno es un nutriente fundamental para el desarrollo de las plantas, a pesar de su
abundancia es un factor limitante debido a que su asimilacién depende del proceso de
fijacion que es llevado a cabo ya sea por bacterias endosimbioticas o diazétrofas capaces
de reducir el nitr6geno a amonio o nitratos (Richardson et al. 2009). Todos los
microorganismos que fijan el N2 lo hacen debido la actividad de la nitrogenasa, esta
enzima junto con la ferrodoxina y la flavodoxina y en presencia de ATP, reduce el N a
NHj3, el cual es rapidamente protonado a NH4*. La accion de este complejo enzimatico es
limitada en presencia de oxigeno de tal manera que los organismos fijadores aerobios
poseen mecanismos de proteccion de la nitrogenasa como la tasa respiratoria elevada y
proteccion conformacional, en la que la enzima cambia a una forma inactiva reversible

(Mays-Figueroa 2004).

La fijacion simbiodtica del nitrégeno es llevada a cabo principalmente por especies de los
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium, los cuales colonizan el interior de las
raices y se establecen tras la formacion de ndédulos. En general esta relacion genera un
intercambio de compuestos, la planta provee fuentes de carbono y glutamato a la bacteria
y esta le suministra a la planta amonio y algunos aminoacidos (Resendis-Antonio et al.

2007).

Los diazétrofos de vida libre frecuentemente reportados pertenecen a géneros
comunmente encontrados en suelos como Acetobacter, Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum, Gluconobacter, Bacillus
Pseudomonas y Klebsiella (Barua et al. 2011, Roesch et al. 2006). Segin Mays-Figueroa en

2004, estos microorganismos excretan amonio que es captado por las plantas y



recientemente, se ha demostrado que incrementan la capacidad radical de absorcién de

nitratos estimulando el desarrollo radical y el sistema transportador de este compuesto.

1.2.3 Microorganismos celuloliticos

Los microorganismos del suelo se encargan del reciclaje de variadas fuentes de carbono
incluyendo la celulosa, el carbohidrato mas abundante en la naturaleza. En este proceso
actian un grupo de enzimas denominadas celulasas que catalizan tres tipos de
reacciones: las endocelulasas rompen las interacciones no covalentes presentes en la
estructura amorfa de la celulosa, mientras las exocelulasas acttian en los extremos de la
cadena de la celulosa originando azucares pequefios que seran hidrolizados hasta

obtener glucosa por accion de las -glucosidasas (Phitsuwan et al. 2012).

La tasa a la cual ocurre la degradacion de la celulosa depende de factores ambientales
como la temperatura, la aireacién y el pH. El pH 6ptimo para la actividad de las celulasas
producidas por bacterias estd entre 5 y 9, mientras las producidas por hongos

generalmente requieren pH acido (entre 3,3 y 6) (Howard et al. 2003).

Las bacterias celuloliticas del suelo reportadas mas frecuentemente incluyen los filos
Proteobacterias, Actinobacteria y Firmicutes destacandose géneros como Pseudomonas,
Burkholderia, Streptomyces, Cellulomonas, Bacillus, Paenibacillus y Clostridium (Pourcher
et al. 2001, Talia et al. 2011). Entre los hongos celuloliticos se encuentran los géneros
Trichoderma, Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Paecillomyces, Mucor,

Cladosporium y Chaetomium (Gaitan y Pérez 2007).

1.3 El ecosistema paramuno

El término paramo se refiere a la vegetacion caracteristica de la alta montafia andina
dentro de las latitudes 8° Sur y 11° Norte, es decir, desde el Norte del Peru hasta la Sierra

Nevada de Santa Marta en Colombia, la cordillera de Talamanca (sector suroriental de los



Andes centroamericanos) y la cordillera de Mérida en Venezuela (Hofstede et al. 2003).
Segun la definicién de Cuatrecasas (1958), el cintur6n paramuno se divide de acuerdo a la
altitud, entre 3000 a 3500 msnm esta el denominado subpdramo o pdramo bajo que se
caracteriza por vegetacidon arbustiva en la que predominan elementos floristicos de la
familia Compositae, el pdramo propiamente dicho, el cual se extiende entre los 3500 y los
4500 msmn donde prevalecen pastizales y frailejones, y por ultimo el superpdramo
ubicado por encima de los 4500 msmn caracterizandose por la discontinuidad de la

vegetacion.

El clima de los ecosistemas paramunos colombianos se caracterizan por presentar una
humedad relativa promedio entre 70-85%, aunque puede alcanzar el 100% en
temporada de lluvias, valores de precipitacién que varian aproximadamente entre los
1000-3000mm anuales y bajas tasas de evapotranspiracion debido a las bajas
temperaturas y la alta nubosidad. En general se ha establecido que la temperatura en
horas sol puede ser superior a los 20 °C y decae por debajo de los 0 °C en la noche,
mientras que los porcentaje de radiacion solar e insolacién cambian notoriamente entre

los periodos de lluvia y sequia (Diaz-Granados et al. 2005).

Los suelos de los paramos son de origen volcanico, se caracterizan por tener un pH acido
y acumular una gran cantidad de humus, la porosidad permite un alto grado de
infiltraciéon produciendo valores elevados de conductividad hidraulica, con una capacidad
de retencion del agua significativa ya que en los primeros 30 cm de profundidad el agua

ocupa aproximadamente el 60% del volumen total del suelo (Diaz-Granados et al. 2005).

Los biomas paramunos son considerados islas de endemicidad respecto a su flora, este
fenémeno ha sido explicado por las consecuencias de las eras de hielo del cuaternario,
durante los periodos glaciales se permitié una elevada tasa de dispersion de polen y flujo
génico entre las zonas mas altas de las montafas que posteriormente quedarian aisladas
en los periodos interglaciares, restringiendo asi la distribucion de géneros como

Espeletia, conocido cominmente como frailejon, el cual pertenece a la familia Asteraceae,



y comprende 73 especies cuya distribucion esta confinada entre las cordilleras del norte
del Ecuador y la cordillera de Mérida al Oeste de Venezuela (Hooghiemstra y Van der

Hammen 2004).

Las especies del género Espeletia presentan morfologias muy diferentes entre si, van
desde arboles ramificados con tallos lefiosos de hasta 20 m de altura hasta pequefias
rosetas sésiles sin un tallo evidente y cuya altura no sobrepasa los 20 cm. Su evolucidn es
un ejemplo de adaptacidn a la alta montafia, mientras en los frailejones mas primitivos y
de tipo arborescente el peciolo tiene una forma tubular, en los de aparicién mas reciente
hay una tendencia a desarrollar un peciolo mas aplanado y reducido que favorece la
existencia de una cobertura entretejida que protege el cuerpo del tallo (Rivera et al.
2001). Ademas, presentan pubescencia foliar densa lo cual reduce la transpiraciéon y
aumenta la temperatura de la hoja, el aislamiento térmico del tallo por la retencién de las
hojas secas y el superenfriamiento de las hojas adultas evitando la congelacién (Paramo

ecosystem 1999).

1.3.1 Sistema de paramos de Antioquia

En el departamento de Antioquia, el sistema de paramos esta constituido por el paramo
de Sonson y el de Santa Inés ubicados en la cordillera central y los paramos de Frontino-

Urrao y Farallones de Citara localizados en la cordillera occidental.

El paramo de Santa Inés estd ubicado entre los 3100 y 3340 msnm y ocupa un area de
1080 ha, corresponde a un bosque pluvial montano, la temperatura promedio fluctda
entre los 10 y 16 °C y la precipitacion entre los 1900 y 2200 mm/afo, presenta un
régimen de lluvias monomodal, con un periodo seco entre diciembre y marzo y uno
lluvioso de abril a noviembre. Aunque no se presentan grandes variaciones en el
promedio, durante el dia se da un contraste térmico que puede llegar a ser hasta de 25 °C
de diferencia entre la madrugada y el medio dia. En el aspecto geologico, en este complejo

predomina la cuarzodiorita del batolito antioqueiio, los origenes de los suelos son rocas



igneas, pluténicas y graniticas con recubrimientos parciales de cenizas volcanicas

(Morales et al. 2007).

El paramo de Frontino-Urrao posee una extension de 4030 ha de las que
aproximadamente el 90% pertenece al Municipio de Urrao, se ubica entre los 3400 y
3930 msnm, presenta un paisaje geomorfoldgico asociado a montafias de caracter
fluviogravitacional, debido a su ubicaciéon este complejo se ve influenciado por las
corrientes de aire provenientes del mar Caribe y del océano Pacifico provocando el
establecimiento de masas nubosas que junto con las condiciones climaticas se mantienen
durante todo el ano, aunque parece presentarse una disminucién de las lluvias entre
enero y marzo, la precipitaciéon promedio anual es superior a los 2000 mm (Morales et al.
2007). El suelo de este complejo esta constituido por vulcanitas alteradas o redepositadas
por los fenémenos glaciares generandose suelos que presentan propiedades andicas de
alta porosidad, textura media, moderadamente bien estructurados y fuertemente acidos

(Flérez et al. 2004).

1.3.2 Microbiota en suelo de paramos colombianos

La mayoria de estudios microbiologicos realizados en el suelo de los paramos
colombianos han estado restringidos al departamento de Cundinamarca y han empleado

unicamente metodologias dependientes de cultivo.

Chitiva et al. (2007) determinaron los hongos filamentosos presentes en la rizosfera de
Espeletia killipii en el pAramo de Guasca (3000-3500 msnm), su reporte indica que los
géneros Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium y Acremonium son los mas
abundantes y diversos. Ademas, esta investigacidn incluy6 los hongos de la filosfera de E.
killipii y E. barclayana y los géneros Fusarium, Cladosporium, Alternaria y Epicoccum

fueron aislados de ambas especies.



Posteriormente, Arias y Pifieros (2008) aislaron e identificaron los hongos filamentosos
cultivables de suelo de los paramos de Guasca y Cruz Verde. Ambos sitios tienen una
riqueza de especies muy similar (42 y 43 especies respectivamente), los géneros con
mayor incidencia son Penicillium y Aspergillus. Benavides y Hermida (2008) estudiaron
estos mismos sitios con el fin de identificar la flora bacteriana, este analisis se enfocé en
el grupo de los Gram positivos, tanto formadores como no formadores de espora, y se
reportdé la presencia de géneros como: Staphylococcus, Bacillus, Micrococcus,

Amphibacillus, Sporolactobacillus, Sporosarcina, Brochothrix, Lactobacillus entre otros.

Bernal et al. (2006) analizaron la composicién de la microbiota cultivable presente en la
hojarasca de bosque ubicado a 3.373 msnm en el paramo de Guerrero, obtuvieron que el
recuento total de microorganismos fue de 22 x 10® UFC/g, los morfotipos bacterianos
aislados fueron identificados como Staphylococcus sp., Bacillus sp., Micrococcus sp. y
Pseudomonas y en el caso de los hongos se reporta Penicillium, Cladosporium y

Rhodotorula.

Las técnicas no dependientes de cultivo han comenzado a ser implementadas en el
estudio de la microbiota del suelo de estos ecosistemas en nuestro pais. Recientemente,
Montafia et al. (2011) realizaron la asignacidn taxondmica de una libreria metagenémica
obtenida a partir de una muestra de suelo de bosque alto andino del Parque Nacional
Natural de los Nevados, localizado a 3.464 msnm, en este estudio se reporté que los
ordenes mas frecuentes fueron Actinomycetales, Rhizobiales y Burkholderiales, siendo
los géneros Mycobacterium, Streptomyces, Bradyrhizobium 'y Frankia los mas

representativos.

El Gnico reporte de la microbiota funcional en paramos es la investigacion de Moratto et
al. (2005) en el cual se evalua el efecto del uso del suelo sobre las bacterias diazotréficas
y los hongos fosfato solubilizadores en el paramo de Guerreo. Los resultados mostraron
que el recuento de diazotrofos fue mayor en el bosque que en aquellos suelos cultivados,

fenomeno explicado por la inhibicién que ejerce la aplicacién de agroquimicos con



nitrégeno combinado, los géneros reportados fueron Azospirillum, Beijerinckia,
Pseudomonas y Derxia. En el caso de los hongos solubilizadores de fésforo se identificaron
géneros como Mucor, Alternaria, Penicillium, Gliocladium y Humicola los cuales

presentaron indices de solubilizacién entre el 17 y 2.4.

2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Colombia es considerada una de las tres naciones megadiversas del mundo (Mittermeier
et al. 1997) y a su vez el norte de los Andes, gran parte del cual esta localizado en
Colombia, ha sido definido como una de las regiones con la mayor diversidad de especies
por unidad de area en el mundo (Henderson et al. 1991). El acervo biolégico del que dan
cuenta los estudios que han permitido las consideraciones anteriormente planteadas esta
limitado a la fauna y flora de estas regiones, pasando por alto la microbiota que sustenta
estos ecosistemas. El desconocimiento cientifico sobre la biota microbiana de nuestro
pais es alarmante si consideramos que un gramo de suelo no tropical contiene
aproximadamente 106 células bacterianas, dentro de las que se encuentran

aproximadamente 5.000 especies diferentes.

Los ecosistemas paramunos son particulares en las condiciones climaticas, presentando
caracteristicas que se consideran extremas para la mayoria de los organismos; la
nubosidad, la humedad atmosférica y del suelo son altas y la temperatura fluctiia durante
el dia en un rango de 25 °C. En los paramos de Antioquia no se han realizado estudios
encaminados a establecer la composicién de las comunidades microbianas en el suelo, ni
sobre su dinamica de acuerdo con las variaciones climaticas. El conocimiento del efecto
de las temporadas climaticas sobre la microbiota permitira entender la respuesta de
estas de acuerdo a la versatilidad fisioldgica, la cual ya ha sido reportada para este grupo
bioldgico en la adaptacion a condiciones extremas. En Colombia las investigaciones se
han realizado en paramos de la cordillera oriental (paramo de Guasca, paramo el Tablazo,

paramo Guerrero y paramo Cruz Verde) estudiando bacterias y hongos de diferentes



microhdabitats como suelo, fildsfera y hojarasca (Bernal et al. 2006, Chitiva et al. 2007,

Arias y Pifieros 2008 y Benavides y Hermida 2008).

En este contexto surgen las siguientes preguntas: ;es posible establecer diferencias entre
las biomasas de los grupos microbianos asociados a la rizosfera de Espeletia sp. de los
paramos de Santa Inés y Urrao? y ;como los periodos de lluvia y sequia afectan las

biomasas de los grupos microbianos en cada paramo?.

3. HIPOTESIS

Si el aislamiento espacial de las comunidades microbianas asociadas a Espeletia sp. en los
paramos de Urrao y Santa Inés ha sido significativo y dado que los suelos y las
condiciones ambientales son diferentes entonces debe existir diferencias entre ambas

comunidades.

Si la disponibilidad de agua es una variable determinante para el establecimiento o
desarrollo de algunas poblaciones microbianas entonces la temporada de lluvias en
comparacién a la temporada de sequia debe generar cambios en la biomasa de

microorganismos presentes en el suelo rizosférico de Espeletia sp.

4. OBJETIVOS

4.1 General

Determinar la biomasa de diferentes grupos microbianos asociados a la raiz del género

Espeletia sp. en dos paramos ubicados en el departamento de Antioquia durante dos

temporadas climaticas diferentes.



4.2 Especificos

e (aracterizar fisicoquimicamente el suelo rizosférico de Espeletia sp. de los paramos de
Santa Inés y de Urrao.

e Establecer la biomasa de grupos bacterianos y hongos asociados a la rizésfera de
Espeletia sp. para ambos paramos en temporada de sequia y lluvia.

e Establecer la biomasa bacteriana asociada a el suelo rizosférico de Espeletia sp. con
potencial como fijadores de nitrégeno, solubilizadores de fosfato y degradadores de
celulosa.

e (aracterizar el potencial de la microbiota de suelo de paramos como solubilizadores

de fosfato y degradadores de celulosa.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Sitios de estudio

Las areas de estudio se encuentran localizadas en el complejo de Santa Inés ubicado a
3216 msnm, N 6°37.919° W 75°38.669’, en el municipio de Belmira y el complejo
Frontino-Urrao el cual estd a 3580 msnm, N 6°27.349’ W 7°5.313’.

Los muestreos en el paramo de Santa Inés se realizaron en los meses de febrero (época
de sequia) y junio (época de lluvia) de 2012, y en el paramo de Urrao en los meses de

marzo (época de sequia) y mayo (época de lluvia).

En los sitios de estudio se realizaron mediciones de temperatura, humedad relativa e
intensidad luminica a nivel de las hojas de los frailejones y del suelo utilizando un
termohigrometro (HANNA HI 8564) y un luxémetro (Traceable® Dual-Range Light
Meter). Ademas, se registré la altura y envergadura de los frailejones con el fin de

caracterizar los individuos del &rea muestreada.



5.2 Recoleccion de las muestras

Se hicieron muestreos aditivos de la rizésfera de Espeletia sp. en cada sitio en dos
temporadas climaticas diferentes. Cada muestra consisti6 en la mezcla de suelo
rizosférico de 30 plantas seleccionadas al azar el cual se tom6 haciendo raspados de las
raices. Las muestras fueron almacenadas en recipientes de plastico estériles y
trasportadas bajo refrigeracion al laboratorio, manteniéndolas en esta condicion hasta el

momento del andlisis.

5.3 Caracterizacion fisicoquimica del suelo

Los parametros fisicos y quimicos del suelo fueron analizados de la siguiente manera: la
Capacidad de Intercambio Catiénico Efectiva (CICE) fue determinada mediante valoracién
acido base y extraccién con acetato de amonio, el pH se midi6 con un potenciémetro a
partir de una suspension de suelo en agua 1:1. El porcentaje de materia organica se
estableci6 de acuerdo al método de Walkley Black y a partir de este se calculé el de
nitrogeno, el contenido de fésforo fue valorado por colorimetria aplicando el
procedimiento de Bray II, la cantidad de aluminio se calculé haciendo una valoracién
acido base siguiendo el método de Yuang (HCI). La concentracion de azufre se determiné
por colorimetria a partir de la extraccion con fosfato de calcio monobasico 0.008 M y la
del boro por turbidimetria usando el mismo extractante. Las bases de cambio (calcio,
magnesio, potasio y sodio) y los micronutrientes (hierro, cobre, manganeso y zinc) fueron
calculados mediante absorcion atémica de una extracciéon con acetato de amonio y acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) respectivamente y por ultimo, la textura fue

valorada al tacto.

5.4 Determinacion de la biomasa microbiana de la rizésfera de Espeletia sp.

Para la cuantificacion de los grupos bacterianos y hongos presentes en el suelo rizosférico
de Espeletia sp. se utilizé el método de siembra en superficie de diluciones seriadas y

determinacion de las Unidades Formadoras de Colonias por gramo de suelo (UFC/g)



(Koch 1994). Se realizaron diluciones en factor de 10 en solucién salina al 0.85% y se

sembraron alicuotas de 100 uL en medios de cultivo para cada grupo microbiano.

La biomasa microbiana se determindé como el nimero de UFC por gramo de suelo
utilizando la férmula:

) Factor de dilucién
= # Colonias x

F
U C/gsuelo Alicuota

Para los recuentos de bacterias heterdtrofas totales las alicuotas se sembraron en agar
nutritivo (peptona de carne 5 g, extracto de carne 3 g y agar-agar 12 g por litro de agua

destilada).

Para determinar la biomasa de bacilos Gram negativos (BGN) se hicieron siembras en
agar EMB, eosina azul de metileno, (peptona 10 g, Kz2HPO4 2 g, lactosa 5 g, sacarosa 5 g,

eosina amarillenta 0.4 g, azul de metileno 0.07 gy agar-agar 13.5 g por litro).

La siembra para determinar la biomasa de Pseudomonas (P) se realiz6 en agar King B
(proteosa-peptona 20 g, MgS0O4 1.5 g, K3P04 1.8 g, glicerol 10 g y agar-agar 10 g por litro),
como control del medio para realizar los recuentos de Pseudomonas fluorescentes se
utiliz6 una cepa referencia de Pseudomonas aeruginosa. En este medio de cultivo las
colonias que corresponden a Pseudomonas fluorescentes se observan de color amarillo
fluorescente al ser expuestas a luz ultravioleta. Posteriormente se verifico la identidad
taxonomica de las colonias aisladas como Pseudomonas mediante pruebas bioquimicas
convencionales de fermentacion de glucosa y lactosa, utilizacién del citrato, hidrolisis de

urea y gelatina, motilidad y produccién de indol.

La biomasa de bacterias aerobias esporulantes (BAFE) fue establecida al someter las
diluciones a bafio Maria a 80 °C durante 20 min, las cuales fueron sembradas en agar
tripticasa de soya (peptona de caseina 15 g, peptona de harina de soya 5 g, NaCl 5 gy
agar-agar 15 g por litro).



Pasadas 48 horas de crecimiento a temperatura ambiente, se procedié a realizar el
recuento de estos grupos bacterianos, se describieron y aislaron los diferentes

morfotipos.

La biomasa de actinobacterias (AB) fue determinada mediante siembras en agar almidon
caseina (almidon soluble 10 g, K2HPO4 2 g, NaCl 2 g, caseina 1 g, MgS04 0.05 g, CaC03 0.02
g, FeS04.7H20 0.01 g y agar-agar 15 g por litro) (Fonseca et al. 2011) y el recuento y
aislamiento de morfotipos se hizo después de 12 dias de incubacién a temperatura

ambiente.

El recuento de hongos filamentosos (HF) y levaduras (HL) se realizé en PDA, agar papa
dextrosa, (extracto de papa 4 g, glucosa 20 g, agar-agar 15 g por litro), suplementado con
gentamicina para inhibir el crecimiento de bacterias, el nimero de UFC/g de hongos y
aislamiento de los morfotipos se llevd a cabo pasados cinco dias de incubacién a

temperatura ambiente.

5.5 Determinacion de la biomasa de bacterias con potencial para fijar nitrégeno,

solubilizar fosforo inorganico y degradar la celulosa.

Con el fin de determinar la biomasa bacteriana capaz de fijar nitrogeno atmosférico,
solubilizar fésforo inorganico e hidrolizar celulosa se realizaron recuentos de UFC/g en

medios especificos.

El recuento de bacterias fijadoras de nitrégeno (FN) se hizo en el agar levadura-manitol
(K2HP040.5 g, MgS04 0.4 g, NaCl 0.1 g, manitol 10 g, extracto de levadura 0.5 g, rojo congo
0.025 gy agar-agar 15 g por litro). La biomasa de fijadores de nitrégeno tipo Rhizobium y
Bradyrhizobium se estableci6 mediante el conteo de colonias con la morfologia
caracteristica, color rosado tenue y blanco, respectivamente. Los conteos se realizaron

pasadas 48 horas de incubacién a temperatura ambiente.



La cuantificacién de la biomasa bacteriana solubilizadora de fosfatos inorganicos (BSP) se
hizo sembrando alicuotas de las diluciones en agar Pikovskaya (PVK) compuesto de
glucosa 10 g, extracto de levadura 0.5 g, Ca3(PO4)2 5 g, (NH4)2504 0.5 g, KC1 0,2 g, MgSO4
0.1 g, MnSO4 0.0001 g, FeSO4 0.0001 g y agar-agar 15 g por litro. En este medio los
microorganismos solubilizadores presentan un halo transparente alrededor producto de
la solubilizacion del fésforo rodeando la colonia. Después de cinco dias de incubacién se
contaron las colonias positivas y para confirmar este caracter funcional cada colonia fue

sembrada de manera aislada en el mismo medio.

El recuento de las bacterias celuloliticas (BC) se realizé en agar carboximetilcelulosa
(CMC) compuesto de NaNO3 2 g, K;2HPO4 1 g, MgS04 0,5 g, KCl 0.5 g, sal de CMC 2 g,
Peptona 0.2 g y agar-agar 15 g por litro (Kasana et al. 2008). A los cinco dias de
incubacion, los diferentes morfotipos observados fueron purificados en agar nutritivo
para su conservacion y se afladi6 lugol (KI 1.33%, 1 0.66%) al medio en el que se hicieron
los recuentos. El lugol se intercala entre la molécula de celulosa cuando no hay
degradaciéon observandose un color marrén, cuando hay degradacién el lugol no se
intercala y se forma un halo transparente alrededor de la colonia. Los aislados fueron

evaluados individualmente para corroborar la produccion de celulasas.

5.6 Evaluacion del potencial de los microorganismos para hidrolizar la celulosa y

solubilizar fosfatos.

Los hongos aislados fueron sembrados individualmente en agar CMC y PVK por
duplicado, una vez las colonias alcanzaron un didmetro aproximado de 3 cm se registré el
tamafio del halo alrededor de la colonia para cada ensayo. Como control positivo de la

produccion de celulasas se utilizé una cepa de Aspergillus niger.

Para cuantificar los potenciales metabdlicos de los aislados obtenidos a partir de los

recuentos de bacterias celuliticas y solubilizadoras, las colonias fueron sembradas



individualmente en agar CMC y PVK por duplicado. Pasadas 72 horas de incubacién a

temperatura ambiente, se registrd el tamafio de la colonia y del halo para cada ensayo.

La actividad solubilizadora y celulolitica fue determinada mediante el indice:

Diametro externo (halo)

Indice actividad = — -
Didmetro colonia

5.7 Analisis de datos

Para determinar si las variables ambientales medidas en campo eran diferentes entre y
dentro de cada sitio se realizaron pruebas de comparaciéon de medias (U Mann Whitney)
en IBM SPSS 20 Software. La biomasa de los grupos microbianos y funcionales fue
determinada haciendo tres andlisis de cada muestra de suelo, con cinco replicas por
dilucién. Los diferentes morfotipos fueron designados conforme a sus caracteristicas
macro y microscopicas y se establecieron indices de diversidad (Shannon-Weaver) y
similitud (Jaccard) para los grupos evaluados, excepto Pseudomonas. Se realizé un
analisis de Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS, siglas en inglés) en el

programa estadistico R para establecer las relaciones entre las variables.

6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion de los sitios de muestreo

La vegetacion en los sitios muestreados esta dominada por Espeletia sp. y su distribucién
y tamafio varia en cada uno de estos, la cobertura es mas densa en el paramo de Urrao
que en Santa Inés donde su tamafio también es menor, con una altura media de 100 cm
(28-177 cm), mientras que en Urrao presentan una altura superior con un promedio de

133 cm (27-235 cm). Ademas se observaron diferencias en cuanto a la vegetacién



acompafiante, en Urrao predominan representantes del género Sphagnum, mientras los

pastizales recubren gran parte del suelo en Santa Inés.

Respecto a las condiciones climaticas evaluadas, temperatura, intensidad luminica y
humedad, el test de medias indicé diferencias en las dos épocas estudiadas para cada
paramo y entre paramos. En ambos sitios el comportamiento de las mediciones de
temperatura e intensidad luminica en el momento del muestreo indicaron valores
mayores en Santa Inés. En cuanto a la humedad se registraron valores mayores en el

paramo de Urrao, como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Valores registrados para la temperatura (T), humedad relativa (H) e intensidad
luminica (IL) a nivel de las hojas (amb) y a nivel del suelo.

La temperatura atmosférica y a nivel del suelo en el paramo de Santa Inés en la época de
sequia fue mayor que en la época de lluvia, en 3.9 °C y 5.1 °C, respectivamente. La
humedad relativa fue mayor en la época de lluvia, a la altura de las hojas 17.15% y a nivel
del suelo de 11.98%. En el paramo de Urrao los registros de temperatura fueron mayores
en la lluvia en 2.7 °C tanto a nivel del suelo como a la altura de las hojas y la humedad
también aumentd, en un 13.3% para la humedad ambiental y en un 11.2% en la humedad

a nivel del suelo.



6.2 Propiedades fisicoquimicas del suelo

El suelo en las dos localidades era humedo con textura franca, variando la coloracion,
siendo mas oscura en el paramo de Urrao, que en Santa Inés. Los suelos de los sitios se
caracterizan por ser fuertemente acidos, los valores de materia organica, nitrégeno y
sodio son mayores en la temporada de sequia, por el contrario la concentraciéon de
fésforo, boro y cobre aumentan en la de lluvia. Al comparar el contenido de los macro y
micronutrientes de los suelos de los dos paramos se observo que en general son mas
elevados en Urrao que en Santa Inés, destacandose las concentraciones de hierro, azufre,

potasio, magnesio y manganeso (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos en los sitios de estudio.

Parimetro Santa Inés Urrao
Sequia Lluvia Sequia Lluvia
pH 4.49 417 432 4.3
Materia organica (%) 12.99 10.45 38.02 32.59
Nitrégeno (04) 0.65 0.52 1.9 1.63
Fasforo [ppm) 0.81 12.61 27.94 31.44
Potasio (meq/100g) 0.25 0.14 0.99 1.84
Magnesio (meq/100g) 0.15 0.13 1.07 1.16
Calcio (meq,/100g) 0.75 0.47 1.39 1.63
Aluminio (meq/100g) 2.81 23 272 346
Sodio (meq/100g) 0.17 0.12 0.32 0.31
Azufre (ppm) 6.68 1.05 8.38 9.44
Hierro (ppm) 337.88 386 5495 504.75
Boro (ppm) 0.06 0.14 0.03 0.04
Cobre (ppm) 0.36 0.77 032 0.77
Manganeso (ppm) 452 1.43 17.84 21.44
Zinc (ppm) 1.98 1.12 2.39 2.37
CICE (meq/100g) 412 3.16 6.49 8.4

Textura Franca Franca Franca Franca




6. 3 Determinacion de la biomasa microbiana

Las biomasas de los grupos microbianos evaluados presentan un patréon proporcional en
los dos paramos. Las mayores abundancias se registraron en los grupos bacterias
heterdtrofas (1.55 x10¢ UFC/g en Urrao y 1.29 x 10® UFC/g en Santa Inés) seguido por,
bacilos Gram negativos, levaduras, hongos filamentosos, Pseudomonas, BAFE vy
actinobacterias. El grupo que presentan la mayor variacion entre sitios es el de los BAFE
cuya biomasa es 3.8 veces mayor en Urrao (figura 2). La relaciéon hongo/bacteria (0.46)

es mayor en Santa Inés que en Urrao (0.30).
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Figura 2. Biomasa (UFC/g) para cada grupo microbiano evaluado en los paramos de Santa Inés y
Urrao.

La distribucion de la abundancia relativa presenta variaciones entre los paramos siendo
notorio el porcentaje de BAFE, el cual es 5 veces mayor en Urrao. El grupo de los bacilos
Gram negativos cambia en 12 puntos porcentuales, siendo mayor en Santa Inés. Los
grupos de Pseudomonas y hongos filamentosos son menores entre 3 y 4 puntos
porcentuales en Santa Inés, mientras que las actinobacterias presentan un leve aumento
en Urrao (0.3%) y el grupo de las levaduras representa el mismo porcentaje en ambos

paramos (figura 3).



1,0 -
- 0.9 1 mBGN
S 08
g 07 - P
Z
T 06 - B BAFE
[5)
L] 4
s » AB
E g - mHL
e =} .
S 03
2 02 HF
<

01 -

0,0 ; .

Santa Inés Urrao

Figura 3. Proporcion de cada uno de los grupos microbianos para cada sitio de muestreo.

Las mayores diferencias entre los sitios de muestreo se reflejaron en los morfotipos
registrados. Los indices Jaccard mostraron que el grupo mas similar entre ambos sitios
correspondié a actinobacterias (0.444), seguido de BAFE (0.242) y bacilos Gram
negativos (0.039). En el grupo de hongos las levaduras presentan una mayor similaridad

(0.250) que la de los hongos filamentosos (0.021).

6.3.1 Efecto de las condiciones climaticas sobre la microbiota del paramo de Santa

Inés.

Las biomasas de los grupos evaluados mostraron cambios considerables entre
temporadas. Los grupos bacterianos y las levaduras fueron mayores en la temporada de
sequia, los bacilos Gram negativos y las actinobacterias presentaron las mayores
variaciones siendo 1.42 y 1.7 veces mayores en esta temporada, respectivamente. Por el
contrario, los hongos filamentosos registraron un aumento en lluvia de 1.29 veces el
valor en sequia (figura 4). El indice hongo/bacteria mostré un aumento en la temporada

de lluvia, pasando de 0.40 a 0.52.
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Figura 4. Comparacion de la biomasa de cada grupo evaluado entre las temporada de sequia
(azul) y lluvia (verde) en el pdramo de Santa Inés.

Los indices de diversidad, riqueza y similaridad establecidos para cada grupo analizado
en cada temporada se muestran en la tabla 2. En todos los casos la riqueza de morfotipos
y la diversidad presentaron una relacion directa, los indices de similaridad entre las
poblaciones de cada grupo por temporada no superaron el 0.45, excepto para las

levaduras donde no se visualiz6 cambios en los morfotipos (similaridad = 1).

Tabla 2. indices de riqueza, diversidad y similaridad para los grupos evaluados
en cada temporada climatica en Santa Inés.

Grupo Temporada Riqueza Diversidad Similaridad

BGN 5 40 3.080 0.441
L 45 3.278

AB 5 13 2.347 0.400
L (5] 1.845

BAFE S 13 2.129 0.250
L 7 1.740

HE 5 35 3.3216 0.018
L 21 2.754

HL 5 2 0.677 1.000
L 2 0.668




6.3.2 Efecto de las condiciones climaticas sobre la microbiota del paramo de Urrao.
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Figura 5. Comparacién de la biomasa de cada grupo evaluado entre las temporadas de sequia
(azul) y lluvia (verde) en el paramo de Urrao.

En el paramo de Urrao, las biomasas de los grupos microbianos muestran variaciones
entre temporadas. En general los grupos bacterianos incrementaron en la temporada de
lluvia, el grupo de los BAFE mostré una duplicacién de su biomasa, seguido de las
actinobacterias y Pseudomonas las cuales fueron 1.65 y 1.32 veces mayores en esta
temporada. Por el contrario, los hongos filamentosos y levaduras fueron 1.12 y 1.55 veces
mayores en sequia (figura 5). La relaciéon hongo/bacteria muestra una disminucién de

0.39 a 0.23 para la época de lluvia.

Tabla 3. Indices de riqueza, diversidad y similaridad para los grupos evaluados
en cada temporada climatica en Urrao.

Grupo Temporada Riqueza Diversidad Similaridad

BGN 5 30 2.952 0.396
L 37 3.161

AB 5 7 1.581 0.545
L 10 2.008

BAFE S 15 2.446 0.150
L (5] 1.635

HF 5 23 2.804 0.049
L 20 2.668

LEV S 3 1.021 0.667
L 2 0.646




Los indices de riqueza y similaridad presentaron una relacién directa, los indices de
similaridad entre las poblaciones de cada grupo por temporada muestran que las
levaduras y las actinobacterias son los grupos con menos variaciéon entre temporadas,

mientras los hongos filamentosos solo comparten un 4.9% de los morfotipos (tabla 3).

6.3.3 Relaciones entre las variables, la temporada y el paramo

El analisis NMDS (figura 6) mostré una separacion entre los sitios de estudio (NMDS 1) y
dentro de cada sitio de acuerdo a la temporada climatica (NMDS 2). El porcentaje de
materia organica, nitroégeno, fosforo y la biomasa de BAFE, son las variables que

caracterizan el paramo de Urrao.
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Figura 6. Plano de ordenacién obtenido por NMDS. Paramo de Santa Inés (SI), lluvia (L), sequia
(S), temperatura atmosférica (Ta), temperatura a nivel del suelo (Ts), humedad atmosférica
(HRa), humedad a nivel del suelo (HRs), bacilos Gram negativos (BGN), Pseudomonas (Ps),
actinobacterias (AB), materia organica (MO), nitrégeno (N), fosforo (P). La materia organica se
observa sobre puesta con el nitrégeno.



6.4 Biomasa de los grupos funcionales

Se evalu6 la cantidad de microorganismos que presentan potencial para solubilizar
fosfatos, degradar la celulosa y fijar nitrégeno atmosférico, la biomasa microbiana total
de estos grupo es similar en ambos paramos 5.89x10> UFC/g en Santa Inés y 4.99x10°
UFC/g en Urrao. Los microorganismos fijadores de nitrégeno tipo Rhizobium y
Bradyrhizobium presentaron mayor biomasa, 3.38x10°> UFC/g en Santa Inés y 2.75x10°
UFC/g en Urrao; seguido de bacterias celuloliticas con 1.59x10°> UFC/g y 1.52x105 UFC/g
en Santa Inés y Urrao, respectivamente, el grupo con menor biomasa fue el de bacterias
solubilizadoras de fosfatos con 9.23x104 UFC/g en Santa Inés y 7.13x104 UFC/g en Urrao.
En consecuencia con esto la distribuciéon de la abundancia relativa de bacterias con los

potenciales metabolicos evaluados es muy similar en ambos sitios de estudio (figura 7).
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Figura 7. Proporcion de la abundancia relativa de microorganismos fijadores de N,
solubilizadores de P y celuloliticos en los paramos de Santa Inés y Urrao.

6. 5 Evaluacion del potencial metabdlico

6.5.1 Actividad celulolitica

A partir del suelo del paramo de Santa Inés se aislaron 48 microorganismos celuloliticos
23 bacterianos (12 Gram positivos y 11 Gram negativos) y 35 fungicos (62.5% del total de

aislados). En total fueron aislados 48 microorganismos celuloliticos del paramo de Urrao



20 (11 Gram positivos y 9 Gram negativos) bacterianos y 28 fungicos (65% del total de
aislados). Los hongos presentaron los indices de hidrdlisis mas bajos, entre 1.1 y 2.2,

mientras la capacidad metabdlica de los aislados bacterianos estuvo entre 1.3 hasta 14.5.
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Urrao (sequia)
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Figura 8. Distribucidon de los aislados celuloliticos segin el indice de hidrdlisis.

Los asilados B1CMC4 (Gram negativo) y UICMC3 (Gram positivo) presentaron indices
iguales o superiores a 14. En la figura 8 se muestra la distribucion de los aislados segun el

indice de hidrdlisis de la celulosa, para ambos sitios en las dos temporadas.

6.5.2 Solubilizacion de fosfato inorganico

En total fueron aislados 13 microorganismos fosfato solubilizadores del paramo de Santa
Inés 12 bacterianos (11 Gram negativos y 1 Gram positivo) y 1 fingico. En Urrao fueron
aislados 12 microorganismos fosfato solubilizadores, 11 bacterianos (todos Gram
negativos) y 1 fungico. El indice de solubilizacion de los hongos fue de 1.1 y 1.2 mientras
la capacidad metabdlica de los aislados bacterianos fluctiia desde 1.1 hasta 2.2. Como se
observa en la figura 9, la distribucion de los morfotipos segun el indice de solubilizacién

mostro uniformidad en la capacidad metabdlica de los aislados de cada sitio de estudio.
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Figura 9. Distribucion de los aislados solubilizadores de fosfatos segtin el indice de solubilizacion.

7. DISCUSION

Los registros de las caracteristicas climaticas determinadas en este estudio permitieron
establecer que los paramos de Santa Inés y de Urrao presentan condiciones diferentes. La
época de lluvia en el paramo de Santa Inés, se caracterizé por una disminucién en la
temperatura de hasta 5 °C respecto a la sequia; mientras que en el paramo de Urrao esta
variacion no permite diferenciar las temporadas, sin embargo, lo que caracterizé la época

de lluvia en ambos paramos fue el aumento en el porcentaje de humedad relativa.

En los paramos estudiados los valores de pH del suelo fueron fuertemente acidos, lo cual
ya ha sido reportado como una generalidad para los suelos de paramos alto andinos
(Diaz-Granados et al. 2005). Los porcentajes de materia organica y nitrégeno
caracterizaron diferencialmente los suelos de los paramos estudiados, el paramo de
Urrao presentdé mayor contenido (3 veces) que el valor registrado en Santa Inés. Los
estudios en suelos de paramos han indicado que estos presentan altos valores de materia
organica debido a que procesos como la descomposicion de hojarasca se ralentizan como

consecuencia de las bajas temperaturas (Diaz-Granados et al. 2005).



Aunque el objeto de estudio en ambos paramos fue la comunidad microbiana asociada a
la rizésfera de Espeletia sp., los sitios presentan caracteristicas particulares de acuerdo a
los resultados de las variables climaticas y las propiedades fisicoquimicas del suelo las
cuales influyen en la distribucion de las biomasas de los grupos microbianos evaluados ya
que el crecimiento y el metabolismo microbiano puede ser limitado por la temperatura y
la humedad, las cuales a su vez interfieren en la difusion y disponibilidad de nutrientes

(Landesman y Dighton 2011).

Estudios empleando metodologias independientes de cultivo se ha mostrado que las
bacterias Gram negativas predominan en los suelos rizosféricos debido a que la
disponibilidad de nutrientes es mayor en estos (Holding 1960), en este trabajo los
resultados también mostraron que los bacilos Gram negativos fueron dominantes en la
rizésfera de Espeletia sp. en los dos sitios de estudio. En Santa Inés la lluvia afecto la
concentracion de bacilos Gram negativos registrandose una disminucién en un 29.3%, sin
embargo la riqueza y la diversidad aumentaron ya que se determinaron nuevos
morfotipos. Por el contrario en el paramo de Urrao este grupo aument6 en su biomasa
(8.13%), en el indice de riqueza y de diversidad. Ese mismo patréon de aumento o
disminucién de la biomasa en cada paramo se observé para la poblaciéon de Pseudomonas
ya que como se ha evidenciado estas conforman una parte importante de la comunidad

de bacilos Gram negativos y su dindmica se ajusta a la de este grupo.

Las investigaciones han reportado que la baja concentraciéon de nutrientes (bajas tasas
C:N) es una de las condiciones que favorecen la esporulacién de las bacterias (Brandes et
al. 2011), sin embargo, los resultados obtenidos muestran que la mayor biomasa de
bacterias esporulantes se encuentra en el paramo de Urrao donde se presentaron los
mayores valores de materia organica. Los valores de biomasas registrados para las
poblaciones de BAFE presentaron una disminuciéon del 14.2% en la temporada de lluvia
en Santa Inés, consecuentemente el nimero de morfotipos y la diversidad es mayor en
temporada de sequia, estos hallazgos estan en acuerdo con estudios que muestran como

la abundancia de este grupo, en especial el género Bacillus, es significativamente mayor



en suelos no inundados (Graff y Conrad 2005). Contario a lo reportado por la literatura, la
temporada de lluvia favoreci6é significativamente el establecimiento de BAFE en el
paramo de Urrao, sin embargo, la diversidad y la riqueza disminuyeron, este
comportamiento diferencial entre los paramos probablemente este explicado por la
respuesta especifica de las poblaciones, lo que se puede demostrar por el bajo indice de

similaridad entre paramos. Unir esto con el primer parrafo

En general las actinobacterias presentan las menores biomasas de los grupos evaluados,
esto se debe a que por lo general, los miembros de esta comunidad adoptan la estrategia
K, creciendo lentamente en especial en suelos muy humedos (Cruz-Martinez et al. 2009).
En el grupo de las actinobacterias se encontré que la dindmica cambia diferencialmente
dentro de cada paramo. En Santa Inés su biomasa disminuy6 en la época de lluvia en
41.3%, asi como la riqueza y diversidad de morfotipos, puede ser explicado por la
supresion de poblaciones estrictamente aerobias susceptibles a la disminucién de su
abundancia cuando se aumenta el contenido de agua en el suelo (Cruz-Martinez et al.
2009). Por el contrario, en Urrao su biomasa aument6 en un 64.9% y consecuentemente
se registr6 un aumento en la riqueza y diversidad. Aunque en ambos paramos se
encuentran en la temporada de lluvia una gran cantidad de morfotipos comunes con
distribuciones muy similares, en Urrao se aislaron morfotipos exclusivos de la temporada
de lluvias, lo cual explicaria el incremento en biomasa para esta temporada. Lo observado
se corresponde con lo descrito por Landesman y Dighton (2011), los cuales analizaron la
respuesta de la microbiota a la lluvia en suelos secos y himedos, mostrando que este
grupo puede responder positivamente a los continuos pulsos de agua incrementando su
abundancia como sucede en Urrao, donde la precipitacion y humedad tienden a

mantenerse constantes en el tiempo.

En el grupo de los hongos filamentosos, en la temporada de lluvia en el paramo de Santa
Inés se registr6 un aumento del 28.9% de la biomasa, sin embargo, la riqueza y
diversidad disminuyeron. La variable estudiada que puede explicar este aumento es la

disminucién en el pH, ya que se ha visto que la acidez del suelo favorece



preferencialmente a los hongos, fendmeno que también fue visualizado con el incremento
en la relaciéon hongo/bacteria para la época de lluvia en la cual el pH es de 0.3 unidades
menor (Strickland y Rousk 2010). En contraste, en el paramo de Urrao se present6 una
disminucién tanto de la biomasa (10.9%) como de los indices de riqueza y diversidad
para la temporada de lluvia al igual que la relaciéon hongo/bacteria atin cuando el pH no
mostrd variacion. Por otro lado, la relaciéon hongo/bacteria fue menor en Urrao que en
Santa Inés, lo que podria ser explicado como un efecto negativo de los altos contenidos de
Cy N sobre la biomasa fingica en Urrao, correspondiéndose con los hallazgos de Bardgett
y McAlister (1999), quienes observaron que la relacién hongo/bacteria era mayor en
pastos donde los contenidos de C y N eran bajos en comparaciéon con aquellos sitios que

recibian grandes cantidades de fertilizantes.

Un aporte de este trabajo es el registro de poblaciones de levaduras en suelo rizosférico
de paramos. Para este grupo se registraron valores de biomasa altos los cuales responden
al efecto de la lluvia con una disminucién en la biomasa de este grupo en la temporada de
lluvia en un 6.3% y 35.3% en Santa Inés y Urrao respectivamente. Asi mismo se observo
una disminucion en el indice de diversidad en ambos sitios siendo mucho mas marcado el
cambio en Urrao a causa de la ausencia de uno de los morfotipos reportado en sequia. La
significativa abundancia de levaduras en estos suelos puede estar vinculada al porcentaje
de carbono y nitrégeno debido a que su densidad poblacional esta directamente
correlacionada con estos nutrientes (Moawad et al. 1986) y a las multiples adaptaciones

que presentan algunas especies a los ambientes frios (Thomas-Hall et al. 2010).

La mayor diferencia en las poblaciones bacterianas funcionales se observo en las
biomasas de las bacterias solubilizadoras de fosfatos y fijadoras de nitrégeno, las cuales
son 1.23 y 1.29 veces mayores en Santa Inés. La mayor abundancia de bacterias fosfato
solubilizadoras en Santa Inés podria ser explicada por el efecto de las altas
concentraciones de fésforo en Urrao ya que como lo mostraron Mander et al. 2012, la

incidencia de estas poblaciones es mayor en suelos con bajos contenidos de fdsforo.



Las poblaciones estudiadas con potencial para fijar nitrégeno tipo Rhizobium, se
presentaron en el suelo rizosférico de ambos paramos, siendo mayor su biomasa en el
paramo de Santa Inés, fendmeno que podria explicarse por el contenido de nitrégeno en
ambos suelos, ya que bajos contenidos favorecen el proceso de fijacion (Atlas y Bartha

1997) lo que puede ocurrir en cepas de Rhizobium de vida libre (Luwing 1984).

Los hongos aislados en este estudio con potencial celulolitico corresponden al 62.5% en
Santa Inés y 65% en Urrao, lo que indica, que en los dos paramos hay un potencial
degradador de celulosa, pero de acuerdo con los indices obtenidos la actividad celulolitica
de estos hongos no es muy significativa (entre 2.21 y 1.03). Los resultados podrian
indicar que hongos rizosféricos de paramos no presentan una alta actividad
descomponedora lo que junto con la temperatura explicarian las bajas tasas de
degradacién de la materia organica en estos ecosistemas, as{ también la baja proporcion
de hongos solubilizadores de fosfatos en estos suelos indica que su actividad no es muy
significativa por lo que puede presumirse que es la comunidad bacteriana la que

disponibiliza este nutriente para las plantas.

El analisis NMDS mostré que en conjunto las variables climaticas, los pardmetros
fisicoquimicos y las biomasas de los grupos microbianos permiten diferenciar los
paramos estudiados corroborando la hipétesis de aislamiento geografico. Ademas, se
observé un distanciamiento en las temporadas de lluvia y sequia para cada paramo,

indicando que los factores climaticos afectan la dinamica del suelo.

8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las condiciones climaticas de cada paramo fueron diferentes, asi como también se
observaron cambios conforme a las temporadas de lluvia y sequia, de modo que un
incremento en la humedad relativa es el factor ambiental que define la temporada de

lluvia.



Los parametros fisicoquimicos del suelo rizosférico de Espeletia sp. fueron diferentes
para los dos sitios de estudio, el pdramo de Urrao mostr6 valores muy elevados en los

macronutrientes.

La biomasa total de microbiota rizosférica de Espeletia sp. en los paramos de Santa Inés y

Urrao es muy similar, sin embargo, los grupos evaluados se distribuyen diferencialmente.

Las poblaciones microbianas son dinamicas y sufrieron cambios conforme a las

temporadas climaticas, aunque no se puede establecer un patrén para dichos cambios.

En ambos paramos la microbiota presenta potencial para participar en procesos como la
fijaciéon de nitrégeno atmosférico, la solubilizacién de fosfato inorganico y la degradacion

de celulosa, interviniendo en los ciclos biogeoquimicos.

Con el fin de dilucidar la interaccion entre las variables ambientales, fisicoquimicas y

microbiolodgicas es necesario hacer un seguimiento a largo plazo.
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