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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar, si el proceso de nitrificacion ocurre
generalmente en los suelos acidos del territorio colombiano. Muestras de suelos,
con pH menor de 5.5 y respuesta positiva a la prueba de nitralos fueron tomadas
en los municipios de Cocorna (Antioquia). Tota y Tula (Boyaca), Sabanalarga
(Casanare), Villapinzén (Cundinamarca), Puerto Gaitan y Puerto Lépez (Meta),
Pasto (Narino), Puerto Wilches (Santander) y Cunday (Tolima). Cada mueslira fue
analizada por la actividad nifrificante y densidad de poblacion microbial. Ademas
se realizaron aislamientos con el objeto de identificar las bacterias, basados en
comparaciones con los nitrificantes conocidos, en cuanto a morfalogla y reaccion

de Gram

Los resultados obtenidos indican que en todos los suelos hubo nitrificacian, siendo
mayor casi en todos los suelos sin adicion de amonio. Debido a la mineralizacion
de la materia organica, el amonio aumenté en todos los suelos; se encontraron
densidades entre 3 x 10° (Sabanalarga) y 3.5 x 10° (Tula) para oxidadores de
amonio y entre 7 x 10° (Puerto Wilches) ¥ =R 10° (Puerto Lo6pez), para
oxidadores de nitrito

Xiv



Se aislaron baclerias gram negativas con forma de cocos que oxidan amonic a
nitrito y bacterias gram negalivas en forma de bacilos que oxidan nitrto a nitrato,
de acuerdo a comparaciones por medio de fotografias que aparecen en Ia
literatura, los oxidadores de amonio corresponden al genero NiArosococcus y los

oxidadores de nitrito al género Nifrobacter.

v



SUMMARY

The object of this study was lo find out if the nitrification process take place
generally in acid solls of the colombian territory Soil samples with a pH value less
than 55 and with a nitrate response were taken in the municipalities of Cocorna
(Antioguia), Tola and Tuta (Boyaca), Sabanalarga (Casanare), Villapinzén
(Cundinamarca), Puerto Gaitan and Puerto Lépez (Meta), Pasto (Narifo), Puerto
Wilches (Santander) and Cunday (Tolima) Each sample was analyzed of ils
nitrification activity and its microbial population. Further isolations were realized for
bacterial identification based on comparisons with known nitrificants according (o

their morphology and gram reaction.

The results showed a nitrification in all soil samples, being higher in the samples
without ammonium adifion. The ammonium content rised in all the soil due to the
mineralization of a part of the organic material Population densities of ammonium
oxidation bacteria were found between 3 x 10° (Sabanalarga) and 3.5 x 10° (Tuta)
and between 7 x 10° (Puerlo Wilches) and 1.7 x 10° (Puerto Lopez) of nirite

oxidation bacteria.
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Baclerla gram negalive were isolated in micrococcus form  which oxidize
ammonium In nirite and bacteria in bacile form oxidizer of nitrite 1o nitrate.
According to comparisons with photographs in the literature the oxidizers of
ammonium correspond fo the species Aifrosococcus and the nitrite oxidizers 1o the

species Nifrobacter.
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ZUSAMMENFASSUNG

Das ziel dieser versuche war die fesistellung ob der nitrifikations prozess in den
sauren boden Kolumbiens allgemein statll findel. Fur die versuche wurden 10
btden aus verschiedenen gegenden und klimaten unlersucht, die einen pH unter
§.5 und nilrat gehalte aufwiesen die bodenproben stammlien aus den gemeinden
Cocornd (Antioquia), Tuta und Tota (Boyaca), Sabanalarga (Casanare),
Villapinzen (Cundinamarca), Puerto Gallan und Puerto Lopez (Meta) Paslo
(Narifia), Puerto Wilches (Santander) und Cunday (Tolima). Die einzelnen bhaden
proben wurden auf ihre nitrifikations aktivilael und die mikrobenzahl untersuchl
Ausserden wurden die kolonien ver einzelt um die baklierien zu identifizieren durch
morfologishe vergleiche mil bildern van bekannten nitrifikanten und durdh thre

gram reaktion.

Die resultate ergeben dass in allen 10 boden nitrifikation besteht deren menge in
den proben ohne ammoniumzusalz grosser war Der ammoniumgehall stieg in
allen boden auf grund der mineraiisierung emnes lejles der organishen subsianzdes

todens. Die anzahl der ammonium oxidierenden bakierien erwiessich ~wischen

yulll



3x 10° {(Sabanalarga) und 3.5 x 10° (Tuta) und bei den nitrit oxidanten von 7 x 10°

(Puerto Wilches) bis 1.7 x 10" (Puerto Lopez).

Es wurden gram-negative bakterien isoliert In kokken form die ammonum zu
nitriten oxidieren und gram-negative bakleren in kapsel form die nilrite zu nitraten
oxidieren. Durch vergleiche mit bildern aus der literatur enisprechen die
ammoniumoxidanten der gattung Nitrosococcus und die nitratbildner der gattung

Nifrobacter.
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INTRODUCCION

El proceso de la nitrificacion, como parte del ciclo del nilrégenc, juega un papel
importante en la disponibilidad de este elemenio en plantas y microorganismos
que utilizan el nitrato como fuente de energia; los organismos conocidos gue
participan activamente en este proceso, perienecen al género de baclernas
gquimioautétrofas comunmente llamadas bacterias nitrificantes; la actividad de
estas bacterias en el suelo, esta regulada por el suministro de NH: y O- y |3
influencia de la temperatura, agua del suelo, pH y la interrelacion entre estos
faclores. De acuerdo con investigaciones hechas en paises de zonas lempiadas
donde ocurren estaciones, como es el caso de Europa y Estados Unidos, se
conoce que el pH optimo para los nitrificantes esta entre 6.5 y 7.8 (Alexander,
1961, citado por Garavito, 1979, p.231) sin embargo, eslto no se ajusla a las
condiciones de la zona tropical y concretamente al territorio colombiano, donde el
85 % de los suelos liene un pH por debajo de 55 (Suelos - ICA, 1971, IGAC,

1988, citados por Guerrero, 1995, Sanchez, 1983)

En ensayos de nitrificacion realizados durante practicas de laboratorio, en la

Xx



catedra de biologia del suelo, gracias al empleo del equipo reflectometio (RQ-
Flex), se verifico que en suelos con pH por debajo de 55 ocurria el proceso de
nitrificacion con buenocs niveles de transformacion de amonio a nitratos, hecho gue
causo curiosidad ya que Iba en contra de las afirmaciones de que el proceso es
seriamente afectado por la acidez del suelo, con esta incertidumbre, surgi¢ la idea
de realizar un trabajo de tipo explorativo en suelos de Colombia, para indagar si
este fenomeno se presentaba de forma general en los suelos acidos y comparar
ademas si las bactenas participantes son las mismas que han sido identificadas en
las zonas templadas. El estudio se realizé con suelos acidos de diez municipios

ubicados en diferenles zonas geocgiaficas del pais

El propdsito del trabajo es generar conocimiento con respecto a la aclividad de las
bacterias nitrificantes en zonas fropicales que tienen suelos con problemas de
acidez, ya que la nitrificacién representa un riesgo de pérdida del nitrégeno del
suelo y contaminacion ambiental. Ademas, se pretende que este frabajo sirva de
base para nuevas invesligaciones que contribuyan al esclarecimiento de la

microbiologia de nuestros suelos.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 ORIGEN DEL NITROGENO DEL SUELGC

Todo el nitrogeno del suelo tiene su origen en el nitrogeno atmosféerico, este entro

al suelo por dos caminos: por procesds quimicos y por procesos bielogicos, el

primero se representa en las tormenias eléciricas, que oxidan moleculas de N,
las que se disuelven luego en el agua lluvia y llegan asi al suelo. En el proceso
biologico, el niirogeno entra al suelo por medio de los azoorganismos, los cuales
estan representados por bacterias, actinomicelos O cianobacterias; enire estos

microorganismos unos llevan a efecto el proceso en forma libre y ofros en

simbiosis con las plantas. Casitodos los procesos de transformacion del nitrogeno

en el suelo son microbiologicos (Hanke, 1985).

2.2  CICLO DEL NITROGENO

Es el continuo intercambio ciclico entie el nitrogeno combinado del suglo y el

nitrogeno molecular de l|la atmosfera; comprende todas las transformaciones

b 4d 3 By
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concernientes a la mineralizacion de las suslancias organicas nitrogenadas y a la
perdida 0 ganancia de nitrogeno por el suelo (Enciclopedia Salvat, 1964) Las

transformaciones mas importantes del ciclo, se resumen en la figura 1.

Aunque el nitrogenoc molecular es abundante, constituyendo alrededor del 80% de
la atmasfera de la tierra, es quimicamente inerte y por lo tanto no es una fuente
aprovechable para la mayoria de las formas de vida, la mayor parte del nitrégena
llega a los seres vivos solo despues de su fijacion por microorganismos
procariotas, algunos de los cuales se encuentran en las raices de ciertas plantas,
6 mediante Fijacion industrial para la manufactura de fertilizantes. Con ia lluvia,
se desplazan pequenas cantidades de nitrogeno al suelo, en forma de amonio
(proveniente de combustiones industriales, actividad volcanica e incendios
forestales) y nitralo (proveniente de la oxidacion en la atmosfera de N- porel O-, 0
por el ozono, en presencia de radiacion ultravioleta 6 tormentas eléctricas y sales
nitricas en suspension, provenientes de la evaporacion de las aguas del oceano)

(Salisbury y Ross, 1996).

La absorcién de nitrato y amonio que realizan los vegetales, les permite sintetizar
numerosos compuestos nilrogenados, sobretodo proleinas. EI estiercol, las
plantas, los microorganismos y los animales en proceso de descomposicion, son
fuentes Importantes de nilrégeno que regresan al suelo, casi todos los suelos
contienen pequenas cantidades de compuestos nitrogenados, preducidos por Ia
descomposicion microbiana de la materia organica y por los exudades de las

raices, constituyendose enreservas de nitrégenc que luego se convierten en



Figura 1. CICLO DEL NITROGENO
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L
amonio y nifrate, hasta el 50% del nitrégeno lotal de los suelos puede proceder de
la materia organica, aunque en algunos casos existen cantidades significativas de

amonio fijado por los coloides de arcillas (Salisbury y Ross, 1996)

La conversion de nilrogeno organico en amonio por microorganismas heterétrofos
del suelo, bajo condiciones de buena aireacion, se conoce como amonificacion o
mineralizacién; luego el amonio es oxidado por bacterias aerébicas a nitrato,
esla oxidacion es conocida como nitrificacion y se lleva a efeclc en dos elapas
en la primera, el amonio es oxidado a nitrito y en la segunda el nitrito es oxidado a
nitrato. En ausencia de oxigeno, el nitralo es reducido por baclerias anaerobias a
nitrito (NO+) éxido nitrico (NO), oxido nitrose (N-O) y finalmente a nitrogeno
molecular (N-), este proceso es conocido como desnitrificacion y representa una
fuente de perdida del ntrogeno del suelo (Enciclopedia Salvat, 1964; Salisbury y

Ross, 1996)

2.3 EL PROCESO DE NITRIFICACION

2.3.1 Definicion. La nitrificacién se define como la formacion blolégica de nitrito 6
nitrato a padir de sustancias que contignen nitrégenc reducido, en Ia forma de

NH:" (Alexander, 1961 citado por Graham, 1972, Buibanc, 1989)



26
2.3.2 Resefa histérica. Habia sido una maxima entre 165 anliguos quimicos que.
“La corrupcion es madre de la vegetacion® y se sabia que la materia vegelai y
animal se descomponia y formaba nitratos, pero no se did una explicacion
satisfactoria del proceso; sin embargo, las condiciones bajo las cuales se realizaba
gran conocidas y en conjunto, descritas con bastante exactilud, al principic, no se
observo ninguna relacion entre la formacion de nitrato y fa productividad del suelo,
en el aiio 1856, Way demostré que los nitratos se formaban en los suelos en los
que se habia incorporado fertilizanies nilrogenados, pero estaba obsesionado con
la idea de que el amoniaco era esencial para Ia planta y creia que este no podia
pasar a nitrato en el suelo, Duranle la sexta y septima decadas del siglo pasado,
se constatd en forma definitiva que las bacterias provocan putrefaccion y se pude
concebir que ellas fueron los agenies activos del suelo. Schloesing y Muniz en el
ano 1877, durante un estudio de purificacion de aguas residuales en fiitros de
tierra, demostraron que la nitrificacion es un proceso biolégico. el amoniaco de
esas aqguas despues de veinte dias, empezo a convertirse en nitrato y finaimente
a su paso a lravés del filtro, todo el amoniaco se convirlié en nitrato y encontraron
que el proceso se delenia con un poco de vapor de cloroformo y podia niciarse
de nueve, después de eliminar el cloroformo con adicién de extracto de suelo
fresco, R. Waringlon, demoslio ademas que existian dos etapas en el proceso y
dos organismos distintos; el amoniaco era convertido primero en nitrito y luego ese
nitrito se convertia en nitrato. Fue S Winogradsky guien en 1880 aislo eslos dos
grupos de microorganismos, demostrando que eran baclerias, esto fue de gran
importancia en el esludio de los organismos autolréficos; se demostio que ia

materia organica era inhecesaria para su melabolismo, Warington aclaré que e!
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destlinc final del nitrogeno en el suelo es la formacion de nitrate. (Quastel, 1947,

Russell y Russell, 1968).

2.3.3 Microorganismos participantes. La nitrificacion puede ser llevada a cabo
tanto por microorganismos heterotroficos, como  por  MICIOOrganismos
quimicautotroficos, de los cuales es mas conocida la participacion de estos
ultimos, que son baclerias gram negativas que perlenecen a la familia
Nitrobacteriaceae; dentro de esta familia se encuentran las especies Aitrosomonas
europea, N. Monocelia, Nitrosospira briensis, Nitrosococcus nitrosus, N Oceanus,
Nitrosolobus mukiformis. Nirosovibrio tenuis. NRrosocystis sp. y Nitrosoglea sp.
que oxidan amonio a nitrito y Nifrobacter winogradsky, N. Agilis, Nitrospina gracilis.
y Nitrococcus mobikis que oxidan nitrito a nitrato. (Mayea et al, 1982; Burbano,
1989; Alleman, 1996, Brock et al. 1984). Todas las bacterias autéirofas que
producen nitrificacion, obtienen el carbono del anhidrido carbonico y los demas
elementos nutritivos necesarios para fines sintéticos los obtienen de sustancias
inorganicas. Deniro de los organismos heleroiroficos que parficipan en la
nitrificacion, la mayoria pertenecen a los géneros Pseudomonas, MNocardia,
Clostridium, Baclilus. Streptomyces. Aspergillus y Penicilium, eslos organismos
difieren de los autétrofos por su habilidad para crecer en medios de peplona y en

agar nutririvo (Mayea et al, 1982, Burbano, 1989)
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2.3.4 Bioquimica de la nitrificacién. De acuerde con Mayea el al (1982) y Russell
y Russell(1968), las reacciones mediante las cuales se efectua la nitrificacion, se

lleva a cabo en dos fases:

Nitritacion:
NH;:s" + 0.5 0 — »NH-OH + H"
NH-OH + 02 e NO- + H
Nitratacion:
NO2 + 05 O ————p NO=

El grupo Nitrosomonas necesila oxidar 35 a 70 moles de amoniaco y el Nitrobacter
70 a 100 moles de nitrito por mol de carbono asimilado; eslo explica porque son
organismos de crecimiento tan lenlo. La oxidacién progresa a través de I3
hidroxilamina, NH,OH y un exiracto de Njitrosomonas libre de celulas que en
presencia de citocromo C presente en la célula, oxida la hidroxilamina a nitrito,
pasande posiblemente por hiponitrito. La oxidacién del amoniaco a hidroxilamina,
puede suprimirse selectivamente por inhibidores como alitiourea y de la
hidroxilamina a nitrito por hidrazina. Asl, en las pnimeras elapas de la oxidacion,
la concentracion del ion amonio empieza a decaer varios dias antes de gue pueda

detectarse el nitrito. (Russell y Russell, 1368).
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2.35 Factores gue afectan la nilrificacion. Segun Alleman (1886), Burbano
(1989), Mayea et al. (1982), Teusher y Adler (1985}, Tisdale y Nelson (1991) los

factores que influencian la aclividad y desarrollo de las bacterias nitrificantes son

los siguientes:

a. Concentracion de iones hidrégenc (pH). EIl pH oplimo del suelo para |a
respiracian y desarrollo de las bacterias nitrificantes es 6.5 a 8; estas bacterias
pueden respirar lenfamente en suejos acidos hasfa pH 3.5 y en los alcalinos hasla
pH 10. En ausencia de sustancias amortiguadoras, 2 nitrificacién provoca
rapidamente la acidificacion del suelo en lal grado gque inhibe la aclividad de las
bacterias responsables de este proceso; es por es0 que el encalado aumenta

considerablemente la nilrificacién.

b. Agua. Las bacterias que producen la nilrificacién respiran y se desarrollan
mas rapidamente en suelos que contienen alrededor del 0% de humedad; en
cantidades mayores, liende a formar condiclones anaerobias y en canlidades

menores, el agua libre es insuficiente para los microorganismos,

c Oxigeno libre. Todas las especies de bacterias nilrificantes son aerobias,

su respiracion y desarrollo se inhiben completamente en condiciones anaerobias

d. Sales amoniacales St las condiciones no favorecen la liberacion de
amaniaco de la materia organica, ¢ sino se aplican fertilizantes nitrogenados a

los suelos, no habra substralo para la nitrificacion.
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e. Temperatura. La temperatura ¢ptima esta entre 30 y 35 °C, para las
bacterias nitrificantes asi como para fa nitrificacion; por debajo de 10 °C y por

encima de 40 °C, el proceso se hace muy lento.

f. Materia organica. Bajo condiciones de campo, la maleria organica (restos
de plantas, estiércel, microorganismos en descomposicion) es oxdada
rapidamente por los microorganismos heterdtrofos, beneficiandose los nitrificantes

al aumentar la dispanibilidad de amonio

2.3.6 Importancia practica de la nitrificacion. En un comienzo se hablaba de 10
importante que eran los nifratos por su disponibilidad para ser absorbidos por las
raices de las planlas; sin embargo, hoy en dia el concepto ha cambiado; por su
alta movilidad, las pérdidas mas altas de nilrogeno del suelo ocurren en la forma
de nitrato, por lal razon los investigadores, aclualmente estan utilizando productos
como Nitrapyrin, Allyisulfide y Trichloroethylene (Hyman et al, 1995, Juliette et al,
1993, Vannell and Hooper, 1993) para inhibir la nitrificacion y tratar de mantener
el nityogeno en forma de amonio, el cual si es adsorbido por los coloides del suele

y no se pierden por lixiviacion (Tisdale y Nelson, 19891

2.3.7 Nitrificacion y contaminacion ambiental El ciclo del nitrogeno ha resuftado
profundamente allerado por el empleo excesivo de ferlilizantes nitrogenados; &l

equilibric entre nitrificacion y desnitrificacion se ha roto, presentandose un exceso
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de nitratos, que se acumulan en los suelos, en los lejidos de vegelales como
hortalizas y en las corrientes de agua, debido a la lixiviacion y escorrentia sobre
los suelos, produciéndose inicialmente un efecto de abonado, con la consecuente
proliferacion de algas y aumento de la eutrofizacion Eslas situacicnes representan
riesgos para el medioc ambiente y para los usuarios de dichas aguas y de
alimentos sobrefertiizados, especialmente en su edad temprana, ya que pueden
producir metahemoglobinemia, causada por la absorcién excesiva de nitratos en
la alimentacion y la bebida, a parlir de ese nilralo, en las condiciones anaerobias
del traclo intestinal, se forman nitritos que luege se combinan con la hemoglobina
de la sangre, formandose de este modo melahemoglobina, que es incapaz de
retener oxigeno del aire; algo todavia mas grave, es que los nitritos farmades en
el lubo digestivo, pueden también combinarse con las aminas y formar las
nitrosaminas, las cuales son polentes agentes cancerigencs (Camean et al,

1995, Ramade, 1977, Seoanesz, 1877)

Los oxidos de nitrégeno (O6xido nitrico NO y 6xide nitroso N-O) juegan un papel
fundamental en los problemas de contaminacion de la almosfera, se producen
cantidades importantes en las combustiones a temperaturas elevadas {motores de
explosion,  procesos Induslriales) y como resullado del metabolismo de
microorganismos anaerobios (desnitrificacion) (Anderson et al. 1883; Salisbury y
Ross, 1996), estos gases afectan la atmdsfera de la tierra, en la troposfera, el NO
controla la concentracion de O-:, mientras que el N-O produce un efecto
invernadero, causando destruccién de la capa de ozono en la estratésfera (Logan,

J. A.1981; Turco, R P. 1985, cilados por Andersan el al 1993). El NO ademas
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puede reaccionar con el oxigenc atmosférico, transformandose en NO-; esie NO-
por su parle puede seguir dos cammnos: en el primerc, reacciona con vapor de
agua del aire y se iransforma en HNO. el cual reacciona rapidamente con
cationes presentes en el aire, formando asi sales nitricas que permanecen en |a
atmosfera hasta que caen al suelo con las precipitaciones, en forma de lluvia
acida; en el segundo camino, el NO»> experimenia una disoclacion foloquimica,
convirtiéndose en NO y O°, esie oxigeno atémico, a 3u vez reacciona con
oxigeno atmosferico, en presencia de calalizadores metalicos para formar O-, el
oxigeno atémico y e! ozano formados, actuan sobre hidrocarburos no quemados,
provenienies de la combustion de los aulomoviles, para transformarse en
alcoilperoxidos y peroxiacilos; estos ullimos reaccionan nuevamente con mas NO-
presente en la almosfera para producir suslancias conocidas como los PAN
(Peroxi — Acil — Nitratos), los PAM en una concentracion de pocas ppb, pueden
pravocar una fuerte irritacion ocular y serios dafios a los lejidos vegetales

(Fitotoxicidad). (Stephens, 1969, citado por Ramade, 18977)

SRl e

iz &0
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.11 Suelos. Se utilizaron suelos de diez municipios, distribuidos en diferentes
regiones geograficas del territorio nacional (Figura 2); los nombres y

caracleristicas de cada municipio se dan en [a tabla 1

Tabla 1. Caracteristicas de los Municipios Muesireados

Munlcipio  Departamente Zona de Muestreo pH Altura {msnm)
Cocorna Antjoauia Varega Ej Tesore ER-1 1300
Cunday Tolima Corregimianto La Ayrors varega San 4 40 1500

Francisco
Pasto Narifio . 480 2603
Fuarto Galtan Meta Granja experimental CarimagLa 470 150
Puarto Lépez Meta S=ctar La Eaisa - Pacraguiars 450 <30
Pusgrtc Wilches Santanger N 470 1540
Sabanalarga Casanarg Ceorragimlento Agua Clara. sector Villa 470 700
Caroia '
Tota Baynca Vereda cstogquechs S 00 3200
Tuta Boyaca 4 30 2303
Villapinzan Cundinamarca Vereda Chicuala 320 1230

* Muestras anviadas oor coi2boragores §in 4soecifcar Zong de Muestres



FIGURA 2. Distribuciéon de los Municipios Seleccionados para e! Muestree
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3.1.2 Laboratorio. EIl trabajc se realzo en los Laboratorios de Suelos y de
Microbiologia de la facultad de Ciencias Agrarias de ifa Universidad Pedagégica y
Tecnolégica de Colombia (UPTC), con sede en la ciudad de Tunja, que en
conjunto cuentan con equipes y materiales necesarios para la ejecucion del
proyecto, tales como camara de flujo laminar, incubadora, balanza analitica y

vidrieria.

3.1.3 Equipoc de campo. Ademas de las herramienias esenciales para el
muestreo de suelos, como barreno y balde, se conto con un refiectometro (RQ-

Flex Merck).

314 Reaclivos. Se tuvo a disposicion los reaclivos necesarios para Ia
preparacion de los medios de cultivo especificos para el crecimiento de los
microorganismos nitrificantes (Cuadro 1), los cuales fueron suministrados por la
UPTC y ademas, para el uso del reflectometro, se tuvo a disposicion cintas
reactivas para pruebas de pH y nitratos, las cuales fueron suministradas por Ia

empresa MERCK COLOMBIA S A

3.2 METODOS
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Cuadro 1. Reaclivos para la preparacion de solucion buffer y medios de cultivo.

! Concenlracion | Solucién Estandar Requerida por litro ]

| Constiluyen!e de la solucion | sowcion | Oxidadores de | Oxidadores de !

y Quimico Estandar | Buffer | Amonio Q Nitrito |

gr/100 ml H20 | ml | ml mi i

(NH,),S0, 500 | | 2.0 |

KNO, 088 i i ] 1.0 !

CaCl, 2H.0 1.34 : 1.0° i 10" ‘

MgSo, 4.00 l: 1.0° ; 50° :

Verde de Bromocresol 0.04 !: 2.0 I ;

K,HPO, (0.2M) 348 | 4.0 1' 40 .

KH.,PO, (0.2M) 2.72 | 1.0 ﬂ 75 | 1.0 |

Hierro Quelatado j 1.0 " 1.0

FeSO, 7H,0 246.00 | ;. ; .-

EDTA Disodio 0.331 L

Elementos Trazas !‘ 1.0 A 1.0 (
NatMoO, 2H.0 0.01 ‘ '

MnCH, 0.02 | | |

CoCl. 6H.0 00002 | 1| l; |

ZnS0, 7H0 0.01 |g h :

CuSO, SH-_-O 0.002 H H K |!

FUENTE: Schmid! y Belser, 1952

3.2.1 Seleccion de los Municipios

Se efectud una revision de bibliografia correspondiente a estudios generales de
suelos realizados por el Institulo Geografico Agustin Codazzi {1980 a, 1980 b,
1979, 1772), ademas gracias a la colaboracion de Ingenieros Agrénomos gque

gnviaron muestras de los municipios de Paslto, Puerlo Wilches y Puerto Gaitan.
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3. 2.2 Mueslreo de Suelos,

En cada uno de los municipios se ubico una vereda y se realizd el muesireo, en

suelos de uso agricola, siguiendo el procedimiento siguiente:

a. Se observé el area de muestreo y se subdividié en secciones
aproximadamente uniformes, de acuerdo con el relieve y color del suelo,

principalmente.

b. De cada seccion, se lomaron varias submuestras siguiendo un recorrido en

zig-zag, a profundidad hasta 30 cm.

g. Todas las submuesliras fueron reunidas y bien mezcladas.

d. Mediante el uso del reflectémelro, se verifico que el pH de la muestra
estuviera por debajo de 5% y que la respuesla a la prueba de nitralos fuera

positiva

e. Una vez verificado el pH y |2 prueba de nilratos, se empaco un Kg de suelo
en una bolsa plastica negra, marcada con el nombre del municipic y con un
atomizador se adiciono agua destilada para mantener las condiciones de humedad

del suelo
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o Al cerrar !a bolsa se luvo la piecaucion de mantener condiclones de buena

aireacion para su posterior transporte ai laboratono

3.2.3 Pruebas de laboratorio

Segun los procedimientos descritos por Schmidt y Belser (1982), cada una de las

muesiras fue sometida a las pruebas siguientes:

3.2.3.1 Aclividad Nitrificante en el Suelo

Se lomaron 100 g de sueio en cada uno de cuatro recipientes limpics y secos, a
dos de éstos se adicioné aproximadamente 1.25 ml. de una solucién de sulfato de
amonio 1.2 N, despues de 24 horas se valoro la cantidad de amonic y nilralos
iniciales en los recipientes; se llevaron a incubacién a temperatura ambiente en la

oscuridad y humedad cercana a capacidad de campo por cualro semanas

Durante este tiempo de incubaclén se hicieron valoraciones de nltralos al
comienzo, a la tercera semana y al final de |2 prusba y de amonio al inicio vy

semanalmenie.
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a. Procedimienlo para Valorar Amenio.

Se pesaron 10 g de suelo en un vaso de precipitado de 50 ml, se adiciené 25 m|
de KCI 1Ny luego se agité vy filtro, con el fin de extraer el amaonio de acuerdo a la

reaccion:

NH.

K
NH, NH; 4 4KCl :> K’*‘ + 4NHC
K

NH.

Del fitrado, se tomaron 10 ml, se les adiciono 3 gotas de fenoftaleina y se titulo
con NaOH 0,01N hasta coloracion rosada, con el fin de neutralizar la acidez de la
solucion; enseguida se adiciono 5 ml de formaldehido, con lo cual la solucian se

torna incolora debido a la formacién de acido, segun la reaccion:

N \
- N
CH; cH
SNTF | 4HCH + 6HL0

|
CH: CH- CH-

T

Hexameti-tetramina

4NH.CI + 6HCHO ):>
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La cantidad de moléculas de acido formado, son equivalentes a la cantidad de
moléculas de amonio presentes en el sueio, por lo que al titular con NaOH 0 01N,

se obtuvo de forma indirecta la canlidad de amonio presente en el suelo.

Calculos.

Se toma como ejemplo un suelo en el que se gastaron 1.2 ml de NaOH 0 01 N en

la titulacion.

Inicialmente se tiene 10 g de suelo diluidos en 25 ml de KCI 1N, lo que quiere
decir que los 10 m1 del fitrado que se tomaron para titular, corresponde a 4 gr de

suelo.

Los ml de NaOH 0.01N que se gastarcn en la litulacion se convierten a mil de
NaOH 1N dwdiendo por 100, cada ml| de NaOH 1N corresponde a un

miliequivalente de amonio.

1.2ml NaOH 0.01 N
100

=0.012 m/ NaOH 1N

(ml NaOH 1N) x (Peso de un meq de NH,") = mg de NHs" en4 g de suelo.

0012 x18.039mg=0216 mg NH: en 4 g de Suelo

0.216 mg NH,~ —» 4 g de Suelo

X = —» 100 g de Suelo
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X=54mgNH; en 100 g de suelo = 54 mg NH, en 1000 g de suelo
A =54 ppm de NH:

54 ppm de NH:" x 0.7765 = 41.93 ppm de Nitrégeno amoniacal (N-NH)

la constante 0.7765 corresponde al porcentaje en peso, del nitrégeno, dentro de

la molécula de amonio.

Resumiendo:

10 ]
x (Peso 1 meq NH.') x 20 gmte ]x 10 x 0.7765=

\ 4 gSuelo

I" ml NaOH 0.0IN \I
\ 100 /

” = ppm de N-NH. 1

b. Procedimiento para Valorar Nitrato

Para la valoracion inicial se tomaron § g de suelo y se diluyeron en 15 m| de agua
deslitada, para una relacion agua . suelo 3.1, se fillro y se hizo la vaioracion con

el reflectomelro (R-Q Fiex Merck).

Para las ofras valoraciones se tomaron 3 g de suelo y se diluyeron en 45 ml de

agua destilada para una relacién agua - suelo 15 1.

Calculos:



Se tomo6 como ejemplo un suelo cuya leclura en el reflectometro dio 39 mg / It

Inicialmente se fiene 5 g de suelo en 15 ml de agua, enun litro de agua habra:

5 g Suelo » 15 mide HO

X _» 1000 mlde H-O

A =333.23 g de suelo

Enesos 333 33 g de suelo hay 39 mg de NO-  En 1000 g de suelo habra.

333.33 g Suelo - » 39 mgde NO,

1000 gde Suele o P

X =117 mg de NO» en 1 Kgr. de Suelo = 117 ppm NO-

117 ppm de NO- x 0 2269 = 26 .42 ppm de Nitrogeno nitrico {N-ND-)

La constante 0.2259 corresponde al porcentaje, en peso, del nitrogeno dentro de

la molécula de nitrato.

Resumiendo:

x 0.2253 = ppm de N-NO-

000g Suelo ~ Lectura Rellectémaro
SgSuelo - 1000 ml Agua

I3ml Agua

Dilucion x lectura reflectémetro x 0 2259= ppm de N-NO-
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3232 Densidad de Poblacion.

Se transfirieron diez gramos de suelo a una bolella de dilucion con 95 ml de
solucion buffer (Cuadro 1), para oblener una dilucién 10 | se agité vigorosamente
por 15 minulos, de ésta dilucion se lransfirio una alicuota de diez ml a olra bolela
de dilucion, con 90 ml de solucién buffer, usando una pipeta esterilizada, se
obtuvo asi una dilucion 107, se conlinué con este procedimiento, utilizando
botellas con 90 ml de solucion buffer y pipetas diferentes para cada transferencia,

hasta obtener una dilucién 10",

De la botella de dilucién 10" se transfirid una alicuota de un ml 2 cada uno de
cinco lubos, con medio de cultivo especifico para organismos oxidadores de
amonio, cuatro ml de medio por cada tubo. Se hizo 1o mismo con cada una de las
diluciones restantes, en lubos de cullive diferentes Para 105 organismos
oxidadores de nitrito, se realizo el mismo procedimiento de inoculacion, pero en
tubos con medio especifico para oxidadores de nilrito La composicion de los

medios de cultivo aparece en el Cuadro 1
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Los lubos de cultive se somelieron a incubacion en la oscuridad a temperatura

ambiente duranie seis semanas

a Determinacidon de la poblacion de Oxidadores de Amanio.

Se determiné en cada uno de los tubos, por observacion directa, del cambio de
coloracion de azul a amarillo, en el indicader de pH del medio de cultivo. Este
cambio se manifiesta por acidificacion del medio de cultivo al ocurrir una liberacion
de lones H™ del NH:", al ser transformado en NO- por los microorganismos Se

tomaron como positivos los tubos que manifestaron coloracion amarila.

b. Delerminacion de la paoblacién de Oxidadores de Nitrito.

Esta determinacion se realizd a cada uno de los tubos, mediante el uso del
reactivo de Tromsdorf (Anexo A). En un vidrio de pruebas multiples, se coloco una
gota del reactivo de Tromsdorf, una gota de acido sulfarico del 25% y una gola del
medio a determinar la presencia de nitrite, la manifestacion de color azul intenso
indica que esta presente el nitrito y Ia manifestacién incolora, significa que el nitrito
ya ha sido consumido y transformado a nitralo por los microorganismos Se

lomaron como positivos los tubos que dan incoloro al reactivo de tromsdorf

¢. Calcuio del numero mas probable de microorganismos (Método de Mac Crady)
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Se tiene sembrados cinco lubos por cada lipo de dilucion, se anota el numero de
tubos positivos para cada dilucion al final de la incubacion, cada lubo postivo
contiene por lo menos un germen que es responsable de la lransformacion a
continuacién, se expresa en la tabla de numero mas probable NMP (Anexo B) Ia

disposicion de los resultados.

Para encontrar en la tabla, el numerc mas probable de microorganismos, es
necesaria la determinacion del numero caractenslico, el cual se represenia pors
tres cifras, de las cuales Ia primera corresponde a la dilucién menos concentrada
donde los cinco tubos fueron positivos. Como ejemplo se toma el suelo de
Cocorna, donde se obtuvo al final de Ia incubacion los siguientes resultados
Dilucion 10" 10° 10° 10" 10° 10" 107 107 100 10

TULos 1+ NH, 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0

Tubes | +iNC; 5 5 B [§ 2 2 0 0 i 0

El numero caracteristico para oxidadores de amonio es 500 y para oxidadores de
nitrito $22; estos numeraos se buscan en la tabla de Mc. Crady (Anexo B) de
donde se obtiene:

Numero Caracteristico NMP de Microorganismos
Oxidadores de NH;~ 500 2.5

Oxidadores de NO- 522 a5
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El numero de microorganismos por muestra, se calcula multiplicando el NMP por
la dilucion menos concentrada donde se obtuvo los cinco tubos positivos,
leniendo en cuenta el volumen de dilucion inoculado en los tubos (en este caso es

de unml).

Oxidadores de NH." 2 5x10° = 2500 microorganismos en un g suelo

Oxidadores de NO-: 9 5x10* = 95000 microorganismos en un g suelo

3.233 Aislamiento de las Baclerias Nitrificanles

De cada uno de los tubos de cullivo positivos en la prueba de densidad de
pobiacion, se tomoé una alicuota de un ml  se inoculd en lubos de ensayo con
medio de cultivo fresco y se incubarcn en la oscuridad a temperatura ambiente
con el fin de mulliplicar las poblaciones, al cabo de seis semanas, se hicieron
observaciones al microscoplo, para verificar que los cultivos no estuvieran

contaminados

3.2.34 ldentificacion de los Nitrificantes

Se realizo una lincion de gram y se hicleron observaciones al microscoplo de
cada uno de los orgamsmos. para delerminar su reaccion a la tuncion v su
morfologia, posteriormente se compararon con caracterislicas de los nitrificantes

conocidos
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PRUEBA DE TRANSFORMACION DE AMONIO EN NITRATO.

En las lablas 2 y 3, se muesiran los resuitados de la transformacion de nirogeno
amoniacal (N-NH.) en nitrégeno nitrico (N-NO_); los datos originales de los cuales
se obluvieron eslos resullados, aparecen en los anexos C, D, E y F. Para una

mejor visualizacion de las variaciones, estos mismos resultados se presentan en

las figuras 3, 4, 6y6.

En los suelos sin adicién de sulfalo de amonio, la canlidad de N-NH., durante ¢l
nicic y la tercera semana aumenle en Puerto Gaitan, Puerto Wiiches vy
Sabanalarga; en los demas, hubo una disminucién (Tabla 2 y Figura 3). Enlre la
tercera y cuarta semana, el N-NH: aumento en Cunday, Puerlo Ganan, Puerlo
Lopez, Puerto Wilches, Sabanalarga y Tuta, permanecié constante en Cocorns vy

Pasto, mientras gque en Tota y Villapinzon se dio una disminucion en estos valores

(Tabla 2 y Flgura 3) En la tahla 4 se pueden observar las canlidades de N-NH.

que se oxido durante el perodo de la incubacion.

ZUARI»
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Tabla 2. Presencla de N-NH: y N-NG . en suelos sin adiclen de sulfato de
amonio al inicio tercera y cuarta semana de incubacion

N-NH: {ppm) N-NO: (ppm)
Municipio 0 3 4 0 3 4
Caocorna 2976 10 50 10 .50 2812 9149 113 51
Cunday 14 .00 7.00 8.715 34.65 113.51 104 34
Pasto 47.27 3877 28.77 3218 89 48 28 41
Puerte Gaitan 38.77 47.27 66.53 17.28 21.11 33.29
Puerto Lépex 4727 43 77 4903 833 36 50 3727
Puerto Viilches 4377 56.03 64 78 339 13.55 1389
Sabanalarga 49.03 i 71354 2270 30.50 2.19
Tota 4202 33 27 2101 2338 105 04 115.21
Tuta §8.26 38.52 40.27 18.31 94 5C 84 58
Villapinzon 8579 40727 3502 39 85 13554 20839

Tabla 3. Presencia de N-NH: y N-NC . en sueios con adicion de sulfato de
amonio al inicio, tercera y cuarta semana de incubacién

N-NH: (ppm) N-NO. (ppm)
Municipio 0 3 4 0 3 4

Cocorna 42897 55504 560.04 24.74 72.85 47 44
Cunday 176.44 57429 54628 34 80 15078 130 446
Pasto 4068.21 538.28 504.26 32.87 105.04 62.69
Puerlo Gaitan 421987 55504 50951 21,89 28 .80 2203
Puerto Lopez 31866 48900 462.24 15.64 2541 16.64
Puerto Wilches 22236 44998 187 69 407 15.2§ 847

Sabanalarga 40798 51858 54878 25 80 33 89 2033
Tota 33092 38685 45874 31.51 49.13 4574
Tuta 453 48 751.14 T47 83 21.69 4574 40 86
Villapinzén 20590 451.73 32041 43,03 25822 23042

En los suelos con adicion de suifato de amonio, el N-NHs, aumenté en todes los

suelos entre el inicio y |a tercera semanpa de incubacion (Tabhla 3 y Figura 5), entre

la lercera y cuarta semana, se incrementd en Cocorna, Sabanalarga y Tola, en los

demas suelos, hubo una disminucion en esios valores (Tabla 3 y Figura )
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Tabla 4. Cantidad de N-NH. oxidado e incremento de N-NO . incrementado en
suelos sin adicion de sulfato de amonio

MN-NH: Oxidado (ppm) MN-MOs incrementado (ppm)
Mumc;plo 0Dal 304 NDad
Ca3semanas 3 adsemanas
samanas samanas seinanss
Cocoma 18.26 - 83.37 22.02 35.39
Cunday 7.00 1.75° 73.86 50.83 124 69
Pasto 10.55 — 37.27 16.85 22
Puerto Gaitan 1055 19.26° 9.33 878 16 81
Puerto Lopez 3.50 528" 20.67 8.77 27 44
Puero Wilches 16.28* 8.75" 10.18 20.34 30 50
sabanalarga 2274 1.77° 7.80 1.68 840
Tota 875 12.26' £1.68 1017 81.83
Tuta 28.77 1.75° 75.57 - 75 57
Villapinzdn 4552 525" 85,58 72.65 182 41

Nota. Los valores con (") indican aumento de N-NH. o disminucion de N-NO

Enla tabla 5 se dan las cantidades de N-NH. que se oxido en cada suelo durante

la incubacion.

Tabta § N-NH: oxidade y N-NO» incrementado en suelos con adicion de sulfato

de amonio

N-NH. oxidado (ppm) HN-NC) incrementado (ppm)

Municipio 0a3 3a4 0a3 324 0z4

semanas semanas semanas semanas Semanas
Cocorna 128.07° 14 00° 4811 2541° 43 1
Cunday 187 85" 28 01 11584 2043 115 &6
Paslo 133.07° 3502 7217 42.35° 72.17
Puerto Gaitan 133.07° 45 83 7.11 677" 71
Puerio Lopez 180.34° 36.78 972 s4T 972
Puerto \Wilches 227 82° g229 1118 673 1118
Sabanalarga 108 58° 33.26° 508 13.56° 5.08
Tota 56.03° 71 797 17.82 3.39° 17 .82
Tuta 297 66" 351 24 05 503 24 05
Villapinzén 155.83° 131.32 218.18 28.¢° 21619

Nota: Los valores con (") indican aumento de N-NH: o disminucion de N-NO
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El nitrégeno amoniacal que se incremen!d, proviene de la mineralizacion de la
materia organica, ya que las condiciones bajo las cuales se desarrollo ia prueba
no solo favorecen la aclividad de los microorganismos nitrificantes  sino que
también favorecen el metabolismo de todos 08 microorganismos aerobicos del
suelo; los porcentajes de materia organica mineralizada durante la prueba se
aprecian en la tabla 6, aqul se puede ver claramenle que en todos los suelos

hubo aporte de amonio proveniente de la materia organica.

Tabla 6. Analisis de la matena organica de los suelos

% de Materia Orgdnica

Municigio Finst \
Imicial Mineralizada
cuarta semana
Cocama 1239 240 28.20
Cunday 21.88 21.00 400
Pasto 6.56 812 8.70
Puerto Gaitan 240 2.18 8.20
Puerto Lépez 2.56 1.75 32.20
Puerto Wiiches 164 1.20 34 .80
Sabanalarga 350 2.18 37.70
Tota 914 744 19 00
Tuta 6.12 564 7.00
Villapinzén 10.086 9 62 440

Los valores de N-NO- entre el inicio y la tercera semana aumentaron en todos los
suelos (con y sin adicion de sulfalo de amonio) como se puede ver en las lablas 2
y 3 y figuras 4 y 6, las cantidades de N-NO- incrementado en cada suelp se
aprecian en las tablas 4 y § Entre la lercera y cuarta semana, 105 suelos sin
adicion de amonio mantuvieron una tendencia creciente en estos valores, exceplo
en Tuta, donde permanecio constante (Tabla 2, Figura 4); mientras que en todos

los suelos con adicion de amonio, hubo un descenso (Tabla 3, Figura 6)
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Enla mayoria de los suelos sin adicion de amonio, hubo mayor incremento de N-
NO- durante la prueba, exceptuando a Pasto y Villapinzon que tuvieran valores
mas allos cuando se adicioné amonio. Ya hay informes de que el sulfalo de
amomo reduce la nitrificacion, segun Arana (1971) duranle ensayos de
fertilizacion, se presentd menor nitrificacion en suelos donde se adiciono por 12
afos suffato de amonio, sin embargo en los suelos de Pasto y Villapinzon con
adicién de amonio, posiblemente por el alto contenido de materia organica (Tabla
6), se redujo la influencia del sulfalo de amonio sobre los organismos ninficanies,
beneficiandose la nitrificacién Al adicionar el sulfato se produce un efeclo de
mayor acidez en el suelo, pero se descarta gue sea la acidez la que reduce la
nitrificacion, ya que los valores de pH al final de |a prueba fueron similares con y
sin adicion de sulfato de amonio (Tabla 7), de ahi que el efecto puede ser mas por
intoxicacion de los nilrificantes por el exceso de ambos iones, tanto amonio como

sulfato.

Tabla 7. Variacion de! pH de los suelos

pH Final (Cuarta semana)

Municiplo PH Inlelat Sin (NH,),S0,  Con (NH,).S0,
Cocorna 4 80 4 05 428
Cunday 440 3.688 425
Pasto 4 80 4 56 4 55
Puerto Gaitan 4.70 4.11 4.27
Puerto Lopez 4 40 4137 438
Puente VVilkches 4.70 3.94 3.04
Sabanalarga 470 309 393
Tota 500 3.97 404
Tuta 4 90 416 402

Villapinzon 4 80 3.86 4 09
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No se hicieron pruebas de nitrégeno 1otal en el suelo, ya que el equipe no estaba
en funcionamiento, por io tanto no se puede afirmar con exactitud si la disminucion
de los nitratos durante la ullima semana en los suelos con sulfato de amonio fue
por desnilrificacion 0 inmovilizacion por incorporacion al cuerpo de los
microorganismos y adsorcion a los ccloides del suele (E. de Benavides (1977)
citada por Garavilo (1979) encontré que la adsorcion de nitrales al sueio, es
inversa al valor de pH de la solucion y correlaciona con los contenides de alofana,

silice y alumina amaorfa).

4.2 DENSIDAD DE POBLACION DE BACTERIAS NITRIFICANTES

La densidad de poblacion de ias bactenas nitrificantes de cada una de las
muestras de suelo se presentan en las lablas 8 y 9. los datos originales en
laboratorio, a parlir de los cuales se obluvieron eslos valores, se dan en los

anexos G y H.

Se analizaron por separado las muestras del altiplane cundiboyacense
(Villapinzon, Tuta y Tota) y las muestras de los llanos orientales (Sabanalarga,
Puerto Lopez y Puerto Gaittan), ya que cada grupo, en conjunta, representan

regiones uniformes en cuanlo a ubicacion y clima. las demas muestras (Pasio



57
Cocorna, Cunday y Puerto Wilches)no se relacionaron en grupo pof sus marcadas

diferencias en los parametros anteriores.

Tabla 8 Densidad de poblaciones de bacterias oxidaderas de amonio en los suelos

. De Celulas - g. d
MUNICIPIO  No. Caracteristico No. Mas Probable Dilicion® " o0 ¢ §--C8

suelo{x 107)
Cocorna 500 25 10 0.25
Cunday 530 8.0 10° 0.3
Pasto 500 25 10~ 0.25
Puerto Wilches 510 35 10°* 035
Puerto Lépez 500 25 10~ 25
Puerto Gaitan 530 3.0 107 0.8
Sabanalarga 501 30 10 03"
Tuta 544 350 107 350
Tota 500 25 10~ 250
Villapinzon 533 17.5 10 174

* Dilucion menos concentrada donde los cinco tubos dieron positive

Tabla 9. Densidad de poblaciones de bacterias oxidadores de nitrite en los suelo

d
MUNICIPIO No. Caracteristico No. Mas Probable Dilucion * No. De Céiulas / gr-de

suelo (x 10%)

Cocorna 522 a5 10° g5
Cunday 511 45 10° 45
Pasto 500 25 0 25

Puerte Vilches 521 7.0 16~ 0.07
Puerto Lopez 541 170 10 ° 170
Puerto Galtan 531 110 10 11

Sabanalarga 541 17.0 1G° 1.7
Tuta 532 175 107 1.75
Tota 511 45 10° 45
Villapinzon 522 5.5 10 B.5

* Dilucion menos concentrada donde los cinca tubos fueron positivas

Las poblaciones de las muestras del altiplano cundiboyacense mostraron una

mayor densidad de oxidadares de amonio, frenle a las de oxidadores de nitrito;



contrario a las demas donde fue mayor para los ullimos, lambien se puede
observar que Tuta presenta la mayor poblacion de oxidadores de amonio y |a
menor poblacion de oxidadores de nitrito, mieniras que Villapinzon muesira la
menor poblacion de oxidadores de amonio y la mayor poblacion de oxidadores de
nitrito; ente tanto Tota presenta poblaciones intermedias entre las tres (Tablas 8 y

9).

En la zona de los llanos orieniales se observa que las mayores poblaciones lanlo
de oxidadores de amonic como de oxidadores de nitrite se encuentran en Puerto
Lopez y disminuyen respeclivamenie en Puerio Gailan y Sabanalarga (Tablas 8 vy

9).

Esta prueba ss una de ias primeras aproximaciones acerca de la densidad de
poblacion de bacterias nitrificantes en un suelo, no se puede decir exaclamente
cual es la poblacion ya que se presenta mucha Iinceridumbre pueslo que 195
organismos son susceptibles & la Influencia de factores climaticos, edaficos,
antropogenicos y por la disponibiidad de alimento, todo se aproxima a lo que en
realidad sucede en el suelo, Con e! mélodo del numero mas probable, cuando un
tubo da positivo, no se sabe si la transformacion fue a partir de una celula o poi la
actividad de una colonia de bacterias, ademas, en el momento de preparar las
diluciones influyen el liempo y la fuerza de agilacién que hacen que la
disgregacion del suelo sea lo suficiente para que las bacterias se disocien e

inclusive durante la agitacion se pueden morir muches individuos, por lo tanto los



resullados obtenidos pueden ser mucho menores de lo que en realidad sucede €n

el suelo

4.3 IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS NITRIFICANTES

En todos los suelos, en los medios para oxidadoreg de amonlo, se encantraron
cadenas de baclerias en forma de cocos (Figura 7), demostrandose que es un
solo género que trabaja en los suelos acidos transformando amaonio en nitrito
estas bacterias dieron una reaccion gram negatliva y de acuerdo a comparacicnes
con fotografias de los oxidadores de nitrio conocidos (Anexo J) se identficaron
como el género ANitrosococcus, diferente a los nitrificantes mas conocidos que
trabajan en los suelos de zonas tempiladas, demostrandose asi que en zonas
tropicales que presentan suelos con problemas de acidez se han adaplado otros
arganismos que no son los mas amphamente distribuidos en olras jatiludes donde

no hay estas mismas caracteristicas en 10s suelas

En los tubos con medio para cxidadores de amaonio, se encontraron hacferias
gram negalivas con formas de bacilos (Figure &) que fueron identificadas como
genero Atrobacter las cuales si corresponden a los oxidadores de nitrilo mas
conocidos en ctras Zonas y que se han adaplado a las condiciones de acidez de

los sueles deltermorio colomblano.



)
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CONCLUSIONES

Entodos los suelos a¢idos estudiados hubo nitrificacién.

Se encontraron densidades de poblaciones de baclerias oxidadcras de amonio
que van desde 0.25 x 10 individuos / g de suelo en Cocorna y Puerlo Lépez hasta
350 x 10° individuos / g de suelo en Tuta. Y densidades de poblaciones de
bacterias oxidadoras de nitrito que van desde 0.07 x 10° individuos /g de suelo en

Puerto Wilches hasta 170 x 10° individues / g de suelo en Puerto Lope=

Los organismos que participan en este proceso, son bacterias gram negativas, con
forma de cocos que oxidan amonio a nilrito, identificadas como Nifrosococcus vy

con formas de bacilos que oxidan niirito a nitrato, (dentificadas como Nitrobacrer

Existe el riesgo de perdida de nifrogeno del suelo y conlaminacion de las aguas

debldo a la actividad nitrificante de estas bacterias.

Como no hay excepcién en ninguna muestra, a pesar de climas y lugares
diferentes, es muy probable que estas conclusiones valen para lodos los suelos

acidos del territoric colombiano y tal vez de la zona andina tropical suramericana



RECOMENDACIONES

El analisis de los resultados de este trabajo permite hacer l[as recomendaciones

siguientes.

Realizar trabajos mas profundos, para hacer una identificacion y caracterizacion
completas de las baclerias nitriicantes enconiradas en los suelos acidos

estudiados

Extender esta investigacion a los suelos acidos tropicales de otfros palses de

ameérica y olros conlinenies

Delerminar el pH minimo hasta el cual ocurre el proceso de la nitrificacicn en los

suelos acidos.

Evaluar 1a nitrificacion heterotrofa en los suelos acidos

Estudiar la influencia de los suelos con diferente fuenle de acidez, respscio a su
mineralogia, naturaleza y calidad de la materia organica, cantidades de atuminio
de cambio, hiveles de fosforo y conlenidos de bases, sobre el comporiamiento de

la nitrificacion en los suelos acidos
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ANEXO B. Tabla de Mac Crady para 5 lubos por dilucién para enumeracion de

bacterias.
Mumarn Mumere de MNumegre Humete 40 M Nimam da Numarn NumEe e

Caracterislico  Bactarg: Cargcteriztice  Bacternas  Camclenslico Bactanss  Caracteristics Oacfguns
000 00 203 1.2 400 13 513 g5
001 0.2 210 0.7 401 1.7 520 590
002 04 211 0g 402 2.0 &M 70
010 0.2 212 1.2 400 25 522 85
011 04 220 08 410 1.7 523 120
012 (1 221 12 411 20 524 150
020 04 222 14 412 25 525 17.5
021 06 230 10 420 20 530 81
03¢0 06 231 14 421 25 531 110
100 0.2 240 14 422 30 532 140
101 04 300 0.8 430 2.5 $33 175
102 0 m 11 4311 30 534 200
103 08 302 1.4 452 40 535 250
110 04 310 11 440 35 540 13.0
111 06 3 14 441 4.0 541 170
112 08 312 17 450 40 542 250
120 0.6 313 2.0 451 50 543 300
121 1.0 320 14 500 2.5 544 350
122 0.8 32 1.7 501 3.0 545 450
130 1.0 322 20 502 40 550 250
131 11 330 17 502 8.0 551 350
140 1.1 N 20 504 15 552 60.0
200 05 340 20 510 35 5§53 80.0
201 07 341 25 511 45 554 1600
202 048 350 25 §12 8.0 555 150.0

Tomado de. Mayea et al., 1982



Anexa

de sulfato de amonio.

Volumen y promedios de MaOH 0.01 N gastados en las Ululaciones pata fas valoraclones de nitrégeno amoniacal en sueios sii aoicion
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Anexo ) Volumen y promedios de NaOH 0.01 N gastados en las lulacones pars las valoraciones de nitrogeno amoniacal en suelos con adicion
il sultato de anonks.
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Iotceta Thilncion, Novembie 3 de 1908
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Anexo E Lectura en el reflectometro (R-Q Flex Merck) y promedios de las
cantidades de nitrogeno nitrico en los suelos sin adicion de amonio

—_ ———— —— ———————— —— e ——————
Lectura Inicial i 0} Segunda Lectura(3) | LecturaFinal( 4

NO, | NN
I imagr /R Promedio

mgr 1 Promedio m. mgr ‘& Promedio

2 Cocorna 8 ‘5 L2812 27 [ 149*-—-3;—- - 11351
rf,g::::: - Eg—. 535 lag.es:-—gf—- 35 '113,51:_;:_. 430 164
Tg:g:::: " :: 415 T3219; lg 205 5949{-—22-;,-- 265 8641
i;::::g::::: I 25 |1mepI 8o |22 w0
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E_gﬁ:::::g: 3 W5 2270 —— 90 j:m.soi—-‘a'L--_l 95 | 32189
::;::: :3;: ek '23-33}—3‘3—1 10 :105.04:%; M0 11521
!ﬁ‘i‘% §§ , 28.5 ;18-3!' 3‘; 280 | 94.88 —?‘;—J 280 | 84.88 |

500 | H_ a0 13555 615 (20830

Lectura Inicial: Octubre 20 de 1993
Segunda Lectura Noviembre 13 de 1693
Lectura Final, Noviembre 18 de 1998



Anexo F' Lectura en el reflectometro (R-Q Flex Merck) y promedios de las
cantidades de nitrogeno nitrico en los suelos con adicion de amonio

B _

SUELO ' Lectura Inicial ( 0 ) ' Segunda Lectura (3 ) | LecturaFinal (4 ) .
N LUGAR :mgr.—l.:;Promedm: t;::; Imgr_-lJPromadio.!' Tl:ﬁ) i[mgr_.'llf'Pmmedio; r;z:;_l
I; c:z::: | 37% 38.5 2*-74%—3—-4} 25 :. ?2.35%}2—{ 14.0 ;4744-
3123233 gf {515 ;3‘90;{%4 “s5 115079 ‘;’g . 385 130 46
!g E:i;: ! :g ' 435 ?32-37% 310 '[105.04;1—-%9’-—: 155 | 8260
TheieEm 5wy [nm 1] o [am[ 1] o5 luo
E EEEEEEE‘E%; gg; 23.0 ’15_59% % IRE ‘izsm r-—g—i 5.0 ?13.94{
# Puerto Viiches] 3] o0 | 407 3] 48 | 1528 —5— 25 | 847 |
b o 425 | 280 i 100 | 4 50 a0
i:gﬁ:: — 485 | 3151 —— s .‘9'37‘%“‘ 135 | 4574 |
%—4‘%—: 320 : 21,69 ;"}‘?‘"‘ 135 45_?4}—%?— 120 - 40.66
itﬁt":ﬁiz . 4 | 4303 T~ 785 259.33}% 630 23042

Lectura Inicialr Octubre 20 de 1992
Segunda Lectura. Noviembre 13 de 1883
Lectura Final: Noviembre 18 de 1992



Anexo G. Tubos posilivos de oxidadores de amonio.

a.  Municipio de Cocorna. Numero caracieristico 500.

mlw’-m 1o'i10‘“l1o= 10%] 707107 107 10
Repetici | 1 |
; -t ' | . . : ]|
2 | + + { / ‘ |
3 [+« | + |0 i ! |
— : — - r -
|' 4 [ w 1| 0 } [ ! | |
- i ] 1 i i
N 2 0 A O O O
Total tubos 51 5 | & ! | 5 { I | s | = ]
| positives | | | | [
b. Cunday. NGmero caracteristico §30.
Dituciﬂnl10’|10':*10'3 107 10% (107 [ 107 [ 107107 | 107
Repeticid | | ) ' | |
| e ' \ 4 S
1 L+ ERE \ { |
4 3 i | | *
| | 1
- : ‘ it '1 ' 1 [ |
i 3 { + | + l' [ 'l| } | |} '\
[ [+ T T T T 1
1 | | [ e S | S|
| 7 IR RN | m
. Total tubos FS EREREEERE ) . s z
\

positivos

+ observacion al final de Ia cuarta semana de incubacion

O observacion al final de la quinia semana de Incubacion.

/ abservacian al final de la sext2 semana de (ncubacian.



¢. Pasto Numero caracteristico 500

Diiuciﬁﬂ?o"[mfiwﬂm‘ 105}10'5 107 (107 1'0'-"‘10‘%

Repeticii~_ | l 'g ! . ‘ . ;
l | B I - - | pe—
1 o+ I + ' | f | 0 |

2 ] + + | | O I ‘.
! SN (NN I S N

3 |+ + | ,
| 1 _J[ S N
4 * + ] | | I 1'

. ; i —
5 il Sl I | |
Total tubos 5 i = | = = | B[ - ’ . -1 1
positives | | | l | 1 4 |
d. Puerlo Gaitan Numero caracteristico 530

onucioniw‘iw" 10-3:10‘:10'5'1"1"(1“10”10” 1% 0™
r .
Repeticio ' | t l .'
1 + |+ 10| | |
2 + | + ; ‘ [ .’
-t 1 ; J|
3 + , ,
4 + O |

5 + | + 10 { | |
| | ] SR | |
" Totaltubos | 5 | § | 3 - S N

1 positivos | | ‘ |

+ observacion al final de la cuarta semana de incubacion

O observacion al final de la quinta semana de incubacion.

/ observacion al final de Iz sexta semana de incubacion
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e Puerlo Lopez Numero caracterislice 500

| Ditucion| 107] 107 11071071107 [ 107107 | 107 [10° (10
' Repelicién | i ‘I i Z
1 : + | + | E_L- - ]-—_'___ | l _I l
2 _'I - + + | I f I I | |
4 | ! b —p—— S—
3 [+ | + | + | ' . . f ‘
| | L 4 N 1 |
4 I S + 4+ | J, / i ! |
l 1
5 + | + + E [l ] ‘\
| 1 B |
Totaltubos | 5 [ 5 [ 6 [ - | - | - [ - [t | - 1|
| pasitivos I S L '. |

f. Municipio de Plo. Wilches. Numere caracteristico 510.

Dilucion] 10" 107|107 I 16771 mu"l"o ‘10‘”}
Repeticio { ! , f i |
1 + 0 / : I | |T ! |; '
= 2 + o | [ | 1 I : T
(. l | N E— —
3 + + i \ ' i
4 |+ | 1 . | T |
L | (1 i . ! ]
5 + [+ | 1 ] ]
| B i | | o ,1_ ! ! e
Total tubos 58 | 1] -1 - | ; | |
posilivos | | 1 J . : |

+ observacién al final de la cuarta semana de incubacion
O observacion ai final de la quinta semana de incubacion

/ observacion al final de la sexla semana de incubacion.
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g. Municipio de Sabanalarga. Numero caracleristico 501

1 Dilucion| 107|107 110~ | 10" [ 10 ;10‘-":10"i10'3'10'-10'
' Repetici [ ' ' i . | |
E i Sl R S
1 + | + i ! | | | _
2 + | + | ] I | [ 3
3 + |+ | | | 1T 1T
i 4 | | L i
4 | o + I ! | | I ! |
| { | | |
| Totaltubos | 5 | 5 | - | 1+ | - | - | -~ |- ! -
|___positivos I | ' : | l ' |

h. Municiplo de Tola. Nuamerc caracleristice 500.

Dilucion| 101 102 110° 1107107 10%[ 107 [10% 10" 10" |
| | | i | i
Repeticio B I L
NEARACARE —
2 ¥ |+ +(o 71 | T & |
| | [
3 +|o0o]+]+]|0] |
4 - - + - | /|
| | | L}
5 '+ + ]+ 0] 1| |
1 | | | ! )
Totaltubos | 5| 5 | 5 | 5| 5 | - | ERE
' posttivos | | |

+ ocbhservacién al fina! de la cuarlia semana de incubacién
O observacion al final de la quinta semana de incubacion
/ abservacién al linal de la sexia semana de incubacion.



i. Municipic de Tula Numero caracteristico 544

I~ Dnucionlw".m?: 0~ [16” ! 10| 10°] 10" 10";19?[16"’-

M\J | :I i ] ‘ | |

[ 1 l+i+_o zi | 11 __i___
2 |l+1 0| r | 0] OO0

i 3 +ooio]o”:o‘ .-

| 4 + OT»:"i f'lolo; ’:—

 Totaltubos | 5 5 5 5,41'41. = |

positivos

|. Municipie de Villapinzon. Numere caracteristico 533

\D'ﬂ‘w‘ﬁo:,m‘10“16’-7707”10" 107 107|107
Repeticio ' | |
1 x| % | # | + o) %

2 + |+ | +|0 ]| /|0 0 1
| 3 ]+ [+ Jo o] K : |
. ¢ 4 EEIERIN |
| 5 ¥l le | «r | T
| Totaltubes [ 5|5 [ 6|53 3011 0]
|__positivos L] ; | |

+ phservacion al final de fa cuarta semana de incubacion

O observaci6n al final de la quinta semana de incubacion.

{ observacion al final de la sexta zemana de Incubacion
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Anexo H. Tubos positivos de oxidadores de

a. Cocornad. Namero caracteristico 522

nitrito

Dilucion] 107|107 (107 [ 107 107 [107[107 [ 107 [ 107 | 10 |
Repelicion L | '. :. | | | |
1 + + | -l-_[ £ | # | + o '—_;
| J 1 | i | -

2 t | + |0 | |

3 + | + [ + |' + : |

S B I L1 '

1 4 + |+ | +1 0 i | |
!L 5 +l'+"f+]o Oi+; | J o
~ Totallbos | 6 16 |6 6. 22 - | -] =
__positives | | | | | ; I

b. Cunday. Numero caracteristico 511.

Dilucion| 107107 |10~ | 107 | 107|107 10" 1u’i "110'"‘

Repetici . | |
! 1 e S : S PRI
1 + |+ 0| /7 |
| /] ] |

2 R S A ¢ I R * B . |

3 T+ | | + | { T |

o | _ ! [ S N

4 +, + |00 J [ .
| 5 AR RE / | | | |

 Totaltubos | 5 5 5 & [ 1 1 - [ - )
positivos [ i L _I 1 I L

+ gbservacion al final de ia cuarta semana de incubacion

O observacién al final de la quinta semana de incubacién.

f observacian al final de la sexla semana de Incubacian.



¢t Paslo Numero caracteristico 500

~

Di!ucidn; '10'*| 10°
Repelic

1077107107 (107107 107 10 10

|

| 1 T+ + |0 7| 7| 7
| | i
|' 2 *|+|0)/]|]0] | B
| 3 *(+Jo (77| [ | | |
| : ! 1 i | S i | S S—
R [+ |o| T[] | 7] |
; L i i !
| 5 l-l- + 0ol o 1 | l
Totaltubos | 5 5?5..5.5l-f-;1 T
positivos | | | | [ ! | .

d. Puerto Gaitdn. NUmero caracteristico §31.

~__ Dilucion| 10 "[1e7 0% [10% | 10%] 1'5”' 107 [ 107 io"-’f’m-“-"J
| |
Repeticio ] [ R
1 + |+ / 1 | O + ]l i | 1"' 1
2 + + / 7 P — —
S-S = | | J___i___
3 + + | + J; / / | /| 1
4 + o+ | $ | | J_ . T 1 ‘
| | | | |
% T+ 1+ 1717171 | 7
| |_ L | (N S SN SR |
Totaltubos | & | § | 6§ | 5 | 3 | 1 1 t | - |
positivos | r L

+ observacion al final de Ia cuaria semana de incubacién

O observacion al final de la quinta semana de incubacion

/ observacion ai final de la sexla semana de incubacicn
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g Sabanalarga Numero caractenslico 541.

Dilucion 10| 107 10~ 10 107 10" 10"1105|103;1u ;
Repetici6 R | i
| v Tel+jeter jol | | i
; 2 + o+ + | + | . |
- : f — : —_
. 3 + |+ |+ 0 [~ 0 | :

— — _.J- — 3} —t i i |
4 + T_* 1 + 0 | 'Lo : | : |
5 + ‘ + o+ | O i ’r II | |
Tolaltubos | 5 | 5 | 5 | 4 | 112 | 2| - | - | - |

| positives : ' ', ', ; | _

h. Tota. NUmero caracleristico 511.

W}’w*:w?w‘ 107 [10% 10" [107 [10% 10710
Repeticid | | | ; |
1 0/0 o0 [ o ' ﬂ'"“
2 o|lolo0o]| o0 0 e [
| 3 0/olo|o0 o T
| 4 0lo0 |00 1 : ;
s ‘+Jojolol ] | j_____:
. Totaltuos | 5§ 5 |5 | § | 1 1 |- | )
positivos ! | a .

+ observacion al final de la cuaria semana de incubacion
O observacion al final de la quinta semana de incubacion
/ observacion al final de la sexla semana de Incubacion



g4

| Tuta. Numero caracternistico 533
Ni«m\tﬁw"‘m: 10710 107107 10"'.10“110%10 '
Repelicio ] . . ' | I i
i 1 i | & B -__'l________‘__ = N
: 1 * )W | % ol - L
2 + ] + 1 % L0 | ’ \ '
T3 + | + [ 2] + | # T__‘T — I
i | ! [ | i i
4 «|+ |+ |0 , ', : .
.' 5 T+ + |+ |0 .' 7 ‘ l | |
Tolaltubos | 5 | 5 | 5 | 3 | 3 | - | = | - | - | - |
| positives || | | ! l 1 | | :
|. Villapinzén. Numero caraclerislico 522
Dilucion 1071107 18 :10“'\10 :m’? 010" mﬂiu””l
Repelicion : | ' | : I . I
- _ | I (SN RN S S SN SU—
1 L+ ; (0] (0] o' 0| 0| .
B KA LA )
3 , + 0lo0o 0 0, | ‘ 1
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8 [0jofojo | [7| | T
™ Totallubos | 5 . 5 1 & | &5 2. 2 - - | - -
| positives | . | | | | (. ]

+ observacion al final de la cuarta semana de incubacion
O observacion al final de la quinta semana de Incubacidn.
| observacion al final de 12 sexta semana de incubacion



Anexo | Motfologia de 1as bacterias niliificanties conocidas,
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i FIGURA 16.1 | i ;,,

Micrografias electrénicas de cortes finos de bacterias nitrificantes. (a) Nitrosomonas euvropea
(X 32 500). (b) Nitresomonas sp. (X 39 600). (¢} Nitrosocystis oceanus (X 23 d00), (d) Nitrosolobus
multiformis (X 22 000). (e) Nitrosospira briensis (X 35 300). {f) Nitrobacter winogradsky: (% 63 200)
(g) Nitrococcus mobilis (X 21 000). (h) Nitrospira gracilis (X 37 500). Tomado da S, W. Watson y
i M. Mandel. sComparison of the Morphology and Deoxyribonucleic Acid Composition of 27 Strains of
K Nitritying Bacterias, J. Bacieriol. 107, 563 (1971) 1

-mwk.»_ [E-=—haay g £ n - ————— e —

-t .
S

L

Tomado de. Slaniar et a3l 1226 pn 4123
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