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Resumen

El frailejon Espeletia hartwegiana, es la Unica especie presente en el paramo del Ruiz, es
una planta con gran éxito en el poblamiento de los paramos, siendo el arbusto emblema
de este ecosistema de importancia debido a que son necesarios en la regulacion,
generacion y almacenamiento de recursos hidricos. Por tal razén, los frailejones se
constituyen como modelos ideales para la comprensién de la regeneracidon de
comunidades paramunas. Por otra parte, considerando la importancia de los
microorganismos en la estructuracion del suelo y en la disponibilidad de los nutrientes
como soporte para el crecimiento vegetal, se aislaron bacterias fijadoras de nitrégeno no
simbiontes en el suelo rizosférico de Espeletia hartwegiana en dos épocas climaticas (seca
y lluviosa) y se relacionaron con el tamafio de la planta, se estudié una poblacion en la
Laguna del Otun ubicada en el Parque Nacional Natural los Nevados. Para esto, se
realizaron dos muestreos en dos épocas climaticas (seca y lluviosa), se tomaron muestras
de la rizdsfera de frailejones a diferentes alturas, las muestras obtenidas se trasladaron al
laboratorio de Microbiologia Aplicada de la Universidad de Caldas, se homogenizaron y se
cultivaron en el medio selectivo LGl para el aislamiento e identificacidon por caracteristicas
macroscopicas y microscopicas. Posteriormente se realizd una matriz de datos en el
programa Excel para organizar y relacionar la variables abundancia y riqueza con las dos
épocas climaticas, se obtuvo finalmente mayor abundancia en época seca y mayor riqueza
en época lluviosa, para determinar si existié relacion significativa entre las variables se
utilizd la regresién lineal multiple teniendo a la abundancia como variable respuesta y la
altura, riqueza y época como variables regresoras, no obstante, no se encontraron
diferencias significativas entre ellas, posteriormente el indice de similitud de Jaccard fue
realizado para establecer caracteristicas afines en los grupos de bacterias asimbidticas
fijadoras de nitrégeno, se encontré que estos grupos bacterianos presentaron gran
variabilidad y dispersién y por lo tanto no presentaron similitud. Se concluye que los
microorganismos fijadores de nitrégeno indicaron gran variabilidad y que no depende de
la altura de la planta ni de la época climatica, conllevando a establecer que las condiciones
de la rizosfera estudiadas son estables dado que la zona esta protegida de impactos
ambientales.
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Abstract

The frailejon Espeletia hartwegiana, the only species present in the paramo del Ruiz, is a
plant with great success in the population of the paramos, being the emblematic shrub of
this important ecosystem because they are necessary in the regulation, generation and
storage of water resources. For this reason, frailejones are ideal models for understanding
the regeneration of paramo communities. On the other hand, considering the importance
of microorganisms in soil structuring and in the availability of nutrients as support for
plant growth, non-symbiont nitrogen-fixing bacteria were isolated in the rhizospheric soil
of Espeletia hartwegiana in two climatic periods (dry and rainy) and were related to the
size of the plant, a population was studied in the Otun Lagoon located in the Los Nevados
National Natural Park. Samples were taken from the rhizosphere of frailejones at different
heights. The samples obtained were taken to the Applied Microbiology laboratory of the
University of Caldas, homogenized and cultured on LGl selective medium for isolation and
identification by macroscopic and microscopic characteristics. Subsequently, a data matrix
was made in the Excel program to organize and relate the abundance and richness
variables with the two climatic epochs; greater abundance was obtained in the dry season
and greater richness in the rainy season; to determine if there was a significant
relationship between the variables, multiple linear regression was used, with abundance
as the response variable and height, Finally, Jaccard's similarity index was used to
establish similar characteristics in the groups of asymbiotic nitrogen-fixing bacteria, it was
found that these bacterial groups presented great variability and dispersion and therefore
did not present similarity. It is concluded that the nitrogen-fixing microorganisms showed
great variability and that it does not depend on the height of the plant or the climatic
season, leading to establish that the rhizosphere conditions studied are stable given that
the area is protected from environmental impacts.
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INTRODUCCION

Los paramos son ecosistemas de gran riqueza ecolégica y, a su vez, juegan un importante
papel en la economia de sociedades andinas por su valor agricola e hidrico (DIAZ et al.,
2005). Prestan a la sociedad servicios ambientales como la provision continua de agua,
regulacion hidroldgica, estabilidad de suelos, mantenimiento de la biodiversidad,
almacenamiento de carbono, valor paisajistico y cultural (AVELLANEDA & TORRES, 2015).
Su funcién principal como reguladores y abastecedores de agua es gracias a sus
componentes bidticos como los frailejones, que pueden captar y secuestrar el agua de
rocio y a sus componentes abidticos como bajas temperaturas y la estructura del suelo
que retrasan la evaporacion del agua (GONZALEZ, 2012). Los frailejones mas que cualquier
otro grupo de plantas simbolizan y caracterizan el paramo, pues constituye uno de los
componentes principales en las comunidades de alta montafia (VARGAS, 2016).

Colombia es uno de los paises que posee la mayor area de pdramos en los andes
tropicales con cerca de 1.925.410 ha (HERNANDEZ, 2019), de las cuales el 38,7% se
encuentran en dreas de Parques Nacionales Naturales (HERNANDEZ & LIZARAZO, 2015).

El Parque Nacional Natural los Nevados cuenta con una extension de 60.420 hectareas y
alturas que van desde los 2.600 hasta los 5.321 metros sobre el nivel del mar. (CUENCA,
n.d.). Ademas, posee un sistema de humedales ubicados en la parte alta de la cuenca del
rio Otun, que incluye lagunas, pantanos y turberas de diferentes tamanos. Entre ellas
estan la laguna verde y la laguna del Otun (CUENCA, n.d.). En la laguna del Otun y su
vegetacion circundante se encuentran especies como la plegadera (Lachenilla orbiculata),
Paja de Paramo (Calamagrostis effusa), Chilco (Bracharis genestoides) y Frailején
(Espeletia hartwegiana) principalmente (GIL et al., 2010).

A pesar de la gran importancia que reciben estos ambientes, los paramos han estado
sujetos a transformaciones de su paisaje debido a acciones de agroecosistemas, quemas
de vegetacion para la regeneracion de pastos para ganado y por la ocupacién antrépica
(ERASO & AMARILLO, 2016). Entre estos factores tanto naturales como antrdpicos, se
destaca la quema (BELTRAN & LIZARAZO, 2013). Si bien, uno de estos eventos ocurrié en
el parque Nacional Natural los Nevados en el afio 2006 (DELGADO & MORENO, 2010). Esto
implicé un gran cambio en gran parte de estos suelos a nivel bioldgico (macro y micro
fauna y vegetacién) especialmente en la laguna del Otun, junto con factores como
cambios climaticos y la deforestacién, hacen que los recursos hidricos disminuyan,
afectando no sélo a la fauna sino también a los pobladores que habitan alli cerca (FORERO
& PEREZ, 2010).



Estos disturbios ecoldgicos como los incendios, afectaron finalmente las propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas del suelo que son en si determinadas en gran medida por los
microorganismos implicados en el ciclado de nutrientes (BELTRAN & LIZARAZO, 2013) y
que son indispensables para el desarrollo de la biomasa vegetal (DELGADO & MORENO,
2010). Como consecuencia, en los frailejones muestran una mayor mortalidad después de
las quemas porque los adultos no alcanzan a ser reemplazados por los pequenos, esto
debido al lento crecimiento de estas especies. La mortalidad aumenta con la altura y
aumenta el doble en la edad adulta (VARGAS, 2016)

Asi, el suelo, su microbiota y el papel que ésta desempeia en un ecosistema tan
estratégico para la generacién de agua ha sido poco investigado (LIZARAZO & GOMEZ,
2015). Los pocos estudios realizados, se han enfocado en bacterias heterétrofas y
oligotréficas del suelo provenientes del Paramo de La Cortadera (HERNANDEZ &
LIZARAZO, 2015), hongos enddfitos en Espelietia argentea (bonpl.) en el PNN Chingaza
(GONZALEZ, 2012), microbiota rizosférica de Espeletia spp de los paramos de Santa Inésy
de Frontino-Urrao (LIZARAZO & GOMEZ, 2015), respuesta de plantas nativas en vivero de
rizobacterias aisladas ante inoculacién en el Pdramo de Rabanal (HERNANDEZ, 2019) y
bacterias diazotrodficas en el paramo de Guerrero (Cundinamarca) (MORATTO, et al.,
2005). Para el Parque Nacional Natural los Nevados, se han realizado estudios como el
efecto de la restauracién activa y pasiva sobre grupos funcionales fijadores de nitrégeno
libre y proteoliticas del suelo del PNN Nevados (DELGADO & MORENOQO, 2010) y los efectos
del cultivo de papa y la ganaderia sobre la diversidad microbiana del suelo en PNN
(AVELLANEDA & TORRES, 2015).

Ante esta problematica, actualmente se han implementado estrategias enfocadas a la
recuperacién de ecosistemas degradados, donde la siembra de plantas nativas de interés
ecoldgico es una de las iniciativas mas usadas; otras se enfocan solo en las propiedades de
los suelos, mientras que unas pocas estdn incorporando microorganismos como
indicadores en procesos de recuperacién de areas degradadas y calidad de los suelos
(GALVEZ, 2002; HERNANDEZ, 2019; VARGAS, 2011)

A través de los diferentes microorganismos capaces de aumentar la disponibilidad de
nutrientes para las plantas se encuentran las bacterias fijadoras de nitrégeno libres o
asimbidticas (BFNL), cuya funciéon principal es de abonar de forma natural el suelo al
proporcionar una forma asimilable el nitrégeno en forma de amonio (NH;") el cual es
luego utilizado por plantas, organismos y microorganismos que hacen parte del ciclo del
nitrogeno, en donde el nitrogeno sufre una serie de transformaciones beneficiando en
cada etapa a cada ser vivo que interactia con este (MAHECHA, 2011). Estos
microorganismos conocidos como “rizosfericos” pueden ser clave para mejorar la calidad
del suelo, como también el desarrollo y crecimiento de la vegetacién (HERNANDEZ, 2019),
especialmente para el género Espeletia hartwegiana por su importante papel ecolégico en
la resistencia de las condiciones extremas de los paramos debido a sus caracteres



morfoldgicos (VARGAS, 2016) y en el mantenimiento de las funciones ecoldgicas de éste
hace de estas plantas indispensables para la conservacion (SALINAS et al., 2013)

Con el presente trabajo se da a conocer las bacterias asimbidticas fijadoras de nitrégeno
en la rizosfera del frailejon (Espeletia h.) en la laguna del Otun, contribuyendo asi al
conocimiento y asi mismo ser una herramienta de consulta para la comunidad cientifica,
las instituciones académicas y gubernamentales, y sectores de la sociedad interesados en
la biodiversidad microbiana de los paramos colombianos y su conservacion.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La Laguna del Otun esta situada dentro del Parque Nacional Natural los Nevados a una
elevacion de 3.900 m (4247'05" N, 75225'00" O), en la vertiente Occidental en los Andes
centrales colombianos (GIL et al., 2010). La zona posee en régimen tetra estacional
bimodal con dos periodos de lluvias (abril-mayo y octubre-noviembre), y dos periodos de
época seca (diciembre-febrero y junio-agosto). La precipitacién media anual se estima en
1096,2 mm, una temperatura media de 7,0 minima de -1,5 y mdxima de 14,8 °C. La
humedad relativa se estima en promedio 82 % (DELGADO & MORENO, 2010), los suelos
del Otun se caracterizan por ser drenados, profundos, con alto contenido de materia
organica y arcillas y por presentar un pH acido (MAHECHA, 2011).

Se realizaron dos muestreos en la Laguna del Otun en dos épocas climaticas: Temporada
seca (Agosto-Septiembre) y lluviosa (Marzo-Abril). Luego se procedié a la extraccién de la
rizosfera de frailejon de plantas con diferentes alturas desde los 1 cm hasta los 400 cm. De
cada planta muestreada se tomaron tres muestras por altura y se homogeneizaron en una
bolsa. Finalmente, las muestras fueron almacenadas en bolsas de plastico estériles
transportadas bajo refrigeracién al laboratorio y mantenidas en estas condiciones hasta el
momento del analisis.

Fase de laboratorio

Aislamiento y procesamiento de muestras

Una vez obtenidas las muestras del area de estudio, siguiendo la técnica de ARGUELLO et
al., (2016), se pesaron 10 g de cada muestra de suelo con su respectiva altura, estas
muestras fueron suspendidas en frascos de vidrio con 90 ml de agua peptonada y se
dejaron en agitacion por 24 horas a 37° C para mayor concentracién de bacterias. Una vez
realizado el proceso anterior, se prepard el medio selectivo agar LGl semisdlido ((carente



de nitrégeno) K,HPO,4 0.2 g/L; KH,PO4 0.6 g/L; MgS0,4; 7H,0 0.2 g/L; CaCl,; 2H,0 0.02 g/L;
Na,MO4; 2H,0 0.02 g/L; FeCls; 6H,0 0.01 g/L). El medio permite el crecimiento de estas
bacterias debido a que estas bacterias no disponen de otra fuente de nitrégeno para su
crecimiento, sino el presente en el aire contenido dentro del recipiente debido a que el
medio de cultivo utilizado carece de este elemento (LARA, VILLALBA, & OVIEDO, 2007).

Ya preparados los medios, se extrajeron y se realizaron dos diluciones: 100 pul y 10 pl de
cada muestra, dejando los cultivos a temperatura ambiente por 24 horas.

Recuento de microorganismos

Pasado el tiempo de incubacién de las muestras en el medio LGI, se realizd el recuento de
las bacterias fijadoras de nitrégeno por cada caja de petri. El recuento fue expresado en
unidades formadoras de colonias (UFC) realizadas manualmente.

Posteriormente, se seleccionaron aquellas bacterias que presentaron crecimiento,
morfologia y coloracidn diferente para aislarlas en medio agar nutritivo y visualizarlas en
el microscopio para determinar y analizar las caracteristicas morfoldgicas y bioldgicas. Este
procedimiento se realizd para las dos épocas climaticas.

Descripcidon de microorganismos bacterianos

En las bacterias se realizé la descripcion de la morfologia de las colonias teniendo en
cuenta la pigmentacién, forma, elevacidn, borde y tamafio; mediante la tincién de Gram
se describié la morfologia celular teniendo en cuenta la forma y disposicién clasificandolos
como grampositivos o gramnegativos de acuerdo con los métodos descritos en el manual
de (BERGEY’S, 2000).

Analisis estadistico

La informacién obtenida se organizé en una base de datos en el programa Microsoft
Excel, se realizé un andlisis de regresion lineal multiple aplicada con el programa MANOVA
para cada grupo de bacterias teniendo la abundancia como variable respuesta, y a la
altura, época y riqueza como variables regresoras, siendo el valor P< 0.05 significativo.
Estos datos fueron posteriormente analizados y corridos en el programa estadistico IBM
SPSS Statistics versidn 22 para determinar si presentaron relacién entre la altura, riqueza y
abundancia para las dos épocas climaticas.

Por otra parte se realizé un analisis de clister para todas las alturas y las dos épocas
climaticas en estudio, este método fue utilizado para establecer los grupos de bacterias
asimbidticas fijadoras de nitrégeno que presentaran caracteristicas similares, finalmente
para determinar la similitud entre estos grupos bacterianos se usé indice de similitud de



Jaccard, el dendrograma fue realizado con el programa Past, agrupando asi, los
morfotipos en clusters.

RESULTADOS Y DISCUSION

La importancia de las interacciones planta-microorganismo en la estructura de los
ecosistemas es ampliamente reconocida y dicha asociacién es esencial para el crecimiento
de cualquier especie vegetal (BELTRAN, BERNAL, & PITA, 2017). Se determind la relacién
de riqueza y abundancia con la altura del frailején para las dos épocas climaticas seca y
lluviosa en la laguna del Otun.

Abundancia

Los datos resultantes fueron variables y no presentaron relacion directa. En la abundancia,
la época lluviosa obtuvo mayor valor en la altura de 100-150cms y menor en 250-300 cms;
en la época seca fue mayor en 250-300cms y menor en 150-200cms (Tabla 1). En
promedio, la abundancia de estas bacterias asimbidticas fijadoras de nitrégeno para todas
las alturas fue mayor en la época seca a diferencia de la época lluviosa que presentd
menor abundancia pero mayor riqueza que en la época seca. De acuerdo al estudio
realizado por DELGADO & MORENO (2010), al establecer el efecto de dos restauraciones
(pasiva y activa) como el de la época climatica sobre la actividad de grupos bacterianos
fijadores de nitrégeno en el parque Nacional Natural los nevados, mencionan que cuando
el contenido de agua es mayor en el suelo producto de las lluvias, causa la separacién de
agregados sellando los poros del suelo, de manera que se disminuye la concentracién de
oxigeno (aire), la cantidad de materia orgdnica y por consiguiente los nutrientes que se
encuentran en ella, ademas de causar fluctuaciones en la rizosfera y en la disponibilidad
de nutrientes, estructura del suelo y abundancia de los microorganismos presentes en
este tipo de ecosistemas (MANTILLA et al., 2009) razén por la cual la actividad de estos
microorganismos se disminuyen en época de lluvia.

La abundancia de microorganismos del suelo se relaciona también con la distribucion
espacial de los recursos BELTRAN et al., (2017). Esto es consistente con la tendencia de los
resultados encontrados en este trabajo al explicar la menor cantidad de bacterias
encontradas en la época lluviosa a diferencia de la época seca. Trabajos también como
como el de SOTO, ZAVALA, PEREZ, & CAMARGO, (2012) apoya lo encontrado al cuantificar
poblaciones totales de bacterias y hongos asociadas a las raices de dos especies de plantas
diferentes en estudio como Viguiera dentata y Ferocactus latispinus evaluando de igual
manera el efecto de estacionalidad para dos épocas climaticas (lluviosa y seca)
encontraron que en ambas especies, las poblaciones de bacterias fueron mayores en la
época seca que en la de lluvias, esto a que las poblaciones de microorganismos fueron
afectadas diferencialmente por la especie vegetal hospedera.



Por otra parte, RAMOS & ZUNIGA, (2008) al evaluar la influencia de la humedad en la
actividad microbiana en un suelo agricola medida por la cuantificacién de la produccién de
CO2 y actividad deshidrogenasa, determinaron que a porcentajes de humedad bajos
(18%), la actividad microbiana es menor esto debido a que el potencial hidrico genera una
fuerte influencia sobre la actividad de estos microorganismos del suelo. O en caso
contrario como el de GARRIDO, (2007) al evaluar el efecto de la época climatica de lluvia y
sequia sobre la poblacién de bacterias diazotréficas y su interaccién con gramineas;
establecieron que la época climdtica seca produjo la disminucion de estas bacterias
posiblemente a que las condiciones ambientales no favorecieron la produccién de
exudados que pudieran ser aprovechados por las poblaciones de bacterias diazotréficas
presentes en la rizésfera afectando entonces la promocidn del crecimiento vegetal por
parte de estas bacterias diazotréficas en el departamento del Cesar. Al hablar de rizdsfera
también juegan un papel importante las caracteristicas de las plantas y los exudados
producidos (CALVO, REYMUNDO & ZUNIGA, 2008).

Y por ultimo existen casos en donde las épocas climaticas lluviosa y seca no generan
influencia en el crecimiento de estas bacterias del suelo como el estudio de OBANDO et
al., (2010) donde evaluaron el efecto de las épocas de lluvia y sequia sobre poblaciones de
microorganismos diazotréficos en Eucalyptus spp. Encontraron que las muestras aisladas
de la rizésfera de la planta para ambas épocas climaticas no presentaron diferencias
significativas, segun estos autores esto pudo haber sido a la eficiencia fotosintética, las
exigencias nutricionales y la resistencia a condiciones desfavorables, entre otras, que son
caracteristicas que estdn ligadas a la especie de la planta y que pueden presentar
influencia en la eficiencia de fijacidn de nitrégeno por las bacterias asociadas a éstas. Por
lo tanto se puede concluir que las épocas climaticas pueden afectar la poblacidon de
bacterias fijadoras de nitrégeno dependiendo de las condiciones climaticas de la zona de
estudio y de la especie de la planta en interaccion con estas bacterias. En este caso, el
clima de la laguna del Otun estd determinado por la circulacion de la atmdsfera en el
trépico, en un sistema bimodal de invierno y verano, y por las condiciones del relieve que
determinan el cambio de las lluvias con la altura. Las precipitaciones son del orden de los
1000 a 2500 mm/afio (LOTERO, 2006). De acuerdo a lo anterior, estas caracteristicas
pueden traer consigo modificaciones en la distribucién, diversidad y abundancia de estos
microorganismos.

Por otro lado, la relacién de las bacterias asimbioticas fijadoras de nitrégeno con el
frailejon es de vital importancia ya que el frailejon es una de las plantas mas
representativas y significativas de los ecosistemas de paramunos (VARGAS, 2016). En el
presente trabajo, estas poblaciones de plantas estan presentes en los suelos de manera
natural y son componentes importantes del ciclo de nitréogeno en la laguna del Otun. La
mayor abundancia de estas bacterias encontradas en alturas menores de la planta, es
decir en su etapa juvenil, indica que a medida que la planta crece, la cantidad de



microorganismos disminuye esto es debido a que la mortalidad de estas plantas aumenta
con la altura y aumenta el doble en la edad adulta (VARGAS, 2016). La abundancia
presente de estas bacterias en la rizésfera en comparacién con otros microorganismos es
debido a su rapido crecimiento y la habilidad que presentan de utilizar un amplio rango de
sustratos como fuentes de carbono o nitrégeno (CALVO et al. 2008).

Tabla 1. Riqueza y Abundancia de bacterias fijadoras asimbidticos de nitrégeno en la
rizésfera de frailejon a diferentes alturas de la planta.

ALTURA Riqueza Abundancia | Riqueza Abundancia
(Cm) Epoca seca UFC/mL Epoca lluviosa UFC/mL
Epoca seca Epoca lluviosa
0-50 cm 6 275.5 12 238.3
50-100 cm 10 273.6 8 290.1
100-150 cm 9 356.3 8 411.1
150-200 cm 8 96.3 7 158.5
200-250 cm 6 322.1 10 220.3
250-300cm 6 409.5 7 123.8
300-350 cm 6 402.5 10 257.2
350-400cm 9 319.6 8 279.5
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Figura 1. Relacion de altura, riqueza y abundancia para las dos épocas climaticas.
Promedio de abundancia y altura para la época seca (a), riqueza y altura para época seca
(b), Promedio de abundancia y altura para la época lluviosa (c), riqueza y altura para

época lluviosa (d).

Tal como se muestra en la figura 1, para las dos épocas climaticas, no se presentdé relacion
directa en cada una de las graficas entre las variables altura, riqueza y abundancia, esto
debido a que el comportamiento de los datos generd dispersidn en los valores resultantes,
por lo tanto, hubo poca asociacién e incorrelacidn en el estudio.

Riqueza

La riqueza de morfologias macroscépicas fue de mayoritariamente de bacilos gram
negativos de tamafio pequeino a mediano, se observaron algunos bacilos gram positivos.
Las morfologias macroscépicas fueron de colonias blancas a cremosas de borde entero y
ameboide, onduladas y de elevacion pulvinada. Las anteriores morfologias corresponden
a microorganismos asimbioticos fijadores de nitrégeno como Azotobacter. Este género
comprende bacterias con forma bacilar, reaccionan a la tincién de gram como gram
negativos. Las colonias jovenes de estos microorganismos son generalmente lisas, opacas,
poco convexas y viscosas (JIMENEZ, 2007), son generalmente de color blanquecinas con
bordes irregulares y finalmente de aspecto mucoide (GARCIA, 2019).

En relacion a la riqueza y los aislamientos realizados obtenidos, la diversidad de bacterias
para la época climatica seca presentd mayores valores en la altura de 50-100 cms con un
total de 10 morfotipos y menores para las alturas 0-50 cm, 200-250 ¢cm, 250-300 cm y 300-



350 cm un total de 6 morfotipos y para la época lluviosa, la altura de 0-50 cms con 12
morfotipos y la menor para 150-200 cm y 250-300 cm con 7 morfotipos.

La riqueza de estas bacterias se presentd mayoritariamente en la época lluviosa a
diferencia de la seca. De acuerdo a lo anterior, cuando se presentaron las mayores
abundancias se observé menor riqueza de morfotipos (época lluviosa) y al contrario en
época seca se presentd mayor riqueza y menor abundancia. Esto es explicado mediante el
principio de Gause en 1934 o exclusién competitiva en la cual las especies bacterianas
coexistentes en un mismo nicho ecoldgico compiten por recursos limitados (debido al
efecto del contenido del agua y la poca disponibilidad de nutrientes) excluyendo una a la
otra dado un periodo de tiempo (PALEOLOGOS & SARANDON, 2014)

Por otra parte, las condiciones climatoldgicas de la laguna del Otldn y su regulacion de
aguas, han permitido tener una densa cobertura vegetal protectora y una rdpida
meteorizacion del material parental de los suelos, que compensa la pérdida de estos por
la actividad humana en las condiciones actuales (CHIQUITO & ZULUAGA, 2007), al ser una
zona de gran cobertura vegetal, con baja intervencion antrdpica y con abundantes fuentes
nutricionales, favorece el establecimiento y diversificacion funcional de grupos de
microorganismos (MANTILLA et al., 2009). Los resultados concordaron con el trabajo de
MANTILLA et al., (2009) al encontrar mayor nimero de morfologias bacterianas en zonas
de bosque del Amazonas con gran cobertura vegetal y periodos constantes de lluvia en
contraste con los registros de abundancia que fueron menores con respecto a las otras
coberturas evaluadas (pastizal y chagra). Esto debido al gran movimiento continuo de
nutrientes que favorecieron la diversificacién de estos microorganismos, lo cual es un
apoyo a la explicacidn a la riqueza de estas bacterias fijadoras de nitrégeno en la zona de
estudio.

2. Diversidad
Analisis de dendrogramas

Con las caracteristicas macroscépicas y microscépicas evaluadas, se realizé el dendograma
mediante el indice de jaccard, se analizaron 130 aislamientos usando un nivel de similitud
del 80% del cual se aislaron finalmente 86 morfotipos asociados en 3 clusters con un 25%
de similitud

Acorde al andlisis del dendograma, se confirmé que la similitud de estas bacterias
asimbidticas fijadoras de nitrégeno estudiadas en la Laguna del Otun fueron poco
significativas, es decir que no se presentd alguna correlacion que indicara semejanza
conforme a las caracteristicas de cada grupo de bacterias de los aislamientos realizados.
Esto se relaciona con las distancias entre los grupos mas cercanos por su gran variabilidad
y dispersién en los datos.



SeE————
T4} we %

s
T

=5

e

=W

Figura 1. Dendograma de cluster para analisis de bacterias asimbidticas fijadoras de
nitrégeno en ambas épocas climaticas

3. Comparacion entre diversidad y altura

Para evaluar la diversidad y la altura de la planta se realizoé el analisis de regresidon multiple
lineal de cada grupo de bacterias teniendo la abundancia como variable respuesta, y a la
altura, la época y la riqueza como potenciales variables regresoras o cualitativas.

Los modelos de regresion para cada aislamiento se realizaron en el programa SPSS v. 22,
esto con la finalidad de explorar, en cudles de los 86 aislamientos totales se podrian
evidenciar los coeficientes de regresion significativos. Se obtuvo que 4 aislamientos (H3b,
Blal, Fla, B2b) que presentaron relacidon alguna entre la abundancia con estas variables
regresoras.



Tabla 2. Relacidon estadistica de las variables altura, riqueza, época (regresoras) y
abundancia (respuesta) con los cuatro aislamientos obtenidos que presentaron efectos
significativos con las variables anteriores.

Coeficientes™"

Coeficientes
no
estandarizad
0%

Codign  Modelo B

H3hb 52540,000
-10320,000
Blal 18580,000
-1830,000
Fla 1200,000
500,000
B2b -253,333
53,333

De acuerdo a lo anterior, se corrieron en el programa Excel los modelos de regresiéon
multiple para cada uno de los cuatro aislamientos o cédigos resultantes. Luego de que los
datos fueron trasladados, el proceso fue repetitivo, lo que llevéd a determinar las tres
variables regresoras. Al modelo conjunto que no presentd significancia estadistica, se
eliminaron una a una las variables en estudio (aquella con un mayor valor P) y se corrié
nuevamente el modelo.

El primer aislamiento denominado H3b se correlaciond la abundancia con la época,
observandose que hubo una disminucidn con la época seca por el cambio de las dos
épocas. El aislamiento Blal presentd una correlacién directa y positiva entre la
abundancia y la altura, es de resaltar que este aislamiento fue el Unico que presentd este
comportamiento y que la abundancia de esta bacteria disminuyd con la altura. Para el
aislamiento Fla, mostré una correlaciéon entre la época y la abundancia, similar al
aislamiento H3b con disminucidn en la época seca. Y finalmente el aislamiento B2b mostro
una correlacion positiva entre las variables abundancia, altura y riqueza, se encontrdé que a
mayor altura menor riqueza y mayor abundancia.

Finalmente, el andlisis indica que no existe una diferencia significativa entre la abundancia
de microorganismos y la riqueza con la época del muestreo, esto demuestra que la
existencia y distribucion ecolégica de las bacterias en un suelo especifico estd
condicionada a diversos factores los cuales determinan su presencia o ausencia. Segun



LARA, et al. (2007) Las caracteristicas fisicas y quimicas incluyendo contenido de materia
organica, humedad, relacion carbono nitréogeno, pH, condiciones climaticas y exudados de
las raices de las plantas que sirven de nutrientes para estas poblaciones, afectan la
distribucién de estos microorganismos (LARA, et al. 2007); e incluso las practicas de
cultivo o la edad de la planta, ejercen efectos sobre las poblaciones microbiales
(HUASASQUICHE, MORENO, & JIMENEZ, 2020). Esto se explica con la humedad y pH del
suelo para ambas épocas climadticas en la laguna del Otun, donde la humedad fue de 39%
(época seca) y 42% (época lluviosa), asi como el pH que pasé de 4,51 (época lluviosa) a
4,78 (época seca).

Por otro lado, las caracteristicas de los suelos del paramo, relacionadas con contenidos de
aluminio y valores de pH bajos, han permitido, durante mucho tiempo, la adaptabilidad de
especies vegetales, los cuales, reflejan las condiciones naturales de éste ecosistema vy, por
esta condicion, se hace mas fragil, una vez es intervenido y pierde sus caracteristicas
naturales (VARGAS, 2006). La laguna del Otun, presenta pH acidos (pH 4.5-4.6), con baja
saturacion de bases, niveles altos a medios de materia orgdnica y pobres en fésforo y
potasio y de fertilidad baja (LOTERO, 2006). Estos valores pueden estar relacionados con
el porcentaje de materia organica, ya que la cantidad de carbono en un suelo esta
vinculada con la actividad metabdlica microbiana presente (MAHECHA, 2011). Por otra
parte, la humedad ejerce una fuerte influencia sobre el proceso de desarrollo y actividad
de estos microorganismos (MAHECHA, 2011). Y finalmente el efecto de la cobertura
vegetal de bosque maduro en la Laguna del Otun conserva estables las condiciones del
suelo.

Al ser la rizésfera una zona de interaccidn con la planta, los microorganismos encuentran
en ella un ambiente favorable con nutrientes orgdnicos provenientes de las raices, y esto
conlleva a que la concentracion de microorganismos en la rizésfera generalmente sea
mucho mayor que en el resto del suelo (HUASASQUICHE et al., 2020) esto se puede deber
a los altos niveles de nutrientes que se hallan en la zona que rodea a las raices y que
permiten el desarrollo de poblaciones microbianas (CALVO, et al., 2008)

CONCLUSIONES

e No se encontré una relacidn significativa entre la abundancia y la riqueza con la
altura de Espeletia h. en ambas épocas climaticas sobre las bacterias asimbidticas
fijadoras de nitrégeno

e La abundancia de bacterias asimbidticas fijadoras de nitrégeno fue mayor en la
época seca mientras que la riqueza fue mayor en época lluviosa, esto influido por
el contenido de agua en el suelo y la variacion del pH



No se presentd similitud entre los aislamientos bacterianos y la altura en las dos
épocas climaticas

De los 86 morfotipos aislados, sélo 4 aislamientos bacterianos presentaron
variaciones entre la abundancia con la riqueza, la altura y la época climatica por lo
cual estas especies son sensibles frente a variaciones frente a humedad y pH

Al evaluar la diversidad y abundancia de bacterias asimbioticas fijadoras de
nitrogeno microbiana del suelo de Espeletia hartwegiana, brinda informacién
acerca del comportamiento de las bacterias estudiadas en la laguna del Otun vy
evalla de forma indirecta la calidad nutritiva de los suelos paramunos

Recomendaciones

Identificar genéticamente los aislamientos realizados en este estudio, esto con el
fin de permitir una precisa informacién y acercamiento de las especies bacterianas
en la laguna del Otun en pro del mejoramiento de suelos y conservacion de
especies endémicas del PNN

Realizar estudios relacionados en la implementacién de estas bacterias
asimbidticas fijadoras de nitrégeno en la Laguna del Otun en suelos sanos y en
suelos intervenidos con el propdsito de comparar y evaluar el comportamiento de
estos suelos frente a la presencia de estas bacterias

Evaluar con detalle las caracteristicas fisico-quimicas del suelo (pH, textura,
porosidad del suelo, contenido de fésforo y materia organica) asociandolas a las
dos épocas climaticas para determinar la variacidén en el crecimiento y desarrollo
de estas bacterias asimbidticas de nitrégeno
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