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RESUMEN

RESUMEN

Junto con la produccion de bioetanol se obtiene una cantidad significativa de
subproductos, que pueden ser una problemética si no son manejados o utilizados
adecuadamente. La vinaza es un residuo liquido generado durante la produccion de
etanol a partir de la cafia de azlcar. Debido a la elevada carga en materia organica se
torna inviable su vertido sin previo tratamiento a un curso de agua. Por otra parte, el
contenido en minerales que la vinaza posee podria suplir en mayor o menor medida
varios requerimientos nutritivos de diferentes cultivos. La opcién de usar la vinaza
como fertilizante es una alternativa al tratamiento de la misma. Los microorganismos
cumplen funciones esenciales en el sistema edafico y a su vez son sensibles a las
alteraciones del mismo. Comprender el efecto de las alteraciones sobre la comunidad
microbiana y su funcionamiento puede contribuir a conservar la calidad del suelo para
un desarrollo sustentable de los agroecosistemas. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la aplicaciéon de diferentes dosis de vinaza en dos tipos de suelo
con cultivos de cafa de azUcar sobre la abundancia de bacterias heterétrofas,
actinobacterias y hongos filamentosos. También se evalué el efecto sobre la
diversidad de hongos filamentosos. Para esto se realizé un experimento con cuatro
parcelas por sitio, tratadas con 0, 150, 300 y 450 m*ha de vinaza. Se determiné que la
poblacion de actinobacterias en el sitio 1 aumentd con la aplicacion de 300 y 450
m*/ha de vinaza mientras que esta poblacién no se vio afectada en el sitio 2. La
abundancia de hongos filamentosos aumenté con 450 m*/héa de vinaza en el sitio 1
mientras que disminuy6 con esa misma dosis en el sitio 2. La poblacion de bacterias
heterotrofas totales no mostré diferencias en ninguno de los sitios. No se pudo
observar un comportamiento especifico de la vinaza sobre la estructura de la
comunidad de hongos filamentosos, pero se determiné que la misma cambié con la
aplicacion de vinaza. El resultado en comun entre ambos tipos de suelos fue el
incremento de Eupenicillium brefeldianum con la aplicacién de 150 m®ha de vinaza.
Los resultados obtenidos indican que la vinaza genera efectos diferentes sobre
diferentes tipos de microorganismos. A su vez los efectos dependen de la dosis y del

tipo de suelo en la que es aplicada.
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1. Productos y derivados agroindustriales

El interés por el uso de fuentes energéticas renovables como alternativa a la
disminucién o sustitucion de combustibles de origen fésil y la creciente preocupacion
por el ambiente, han llevado a numerosos acuerdos entre muchos paises para
fomentar el desarrollo de energias alternativas renovables de menor impacto
ambiental (PNUMA, 2010). Siguiendo las tendencias ambientales, en 2005 ALUR
(Alcoholes del Uruguay) retomoé la idea de un Proyecto Sucroalcoholero en Bella
Union y al afo siguiente inaugurd la primera zafra azucarera. En el afio 2007, se
aprueba la Ley N° 18.195 que promueve la produccion de agrocombustibles y
establece que a partir de ese afio, ANCAP debe incorporar etanol carburante
(producido en el pais y con materia prima nacional) en una proporcién de hasta el 5 %
en las gasolinas de uso automotriz que se comercialicen internamente hasta el 31 de
diciembre de 2014 y ese minimo obligatorio se elevara a 5 % a partir de dicha fecha
(ALUR, 2012).

Al momento, la principal fuente de bioetanol en Uruguay es el cultivo de cafia de
azucar. Este cultivo se encuentra localizado exclusivamente en el departamento de
Artigas. El nimero total actual de productores que explotan el rubro es de 307 y el
area total estimada a cosecharse es de 6.644 hectareas, con una produccién probable
de 380.000 toneladas. Parte de las mismas son utilizadas para la produccién de etanol
(Errea y Méndez, 2011). De esta forma, el bioetanol y sus derivados van tomando

fuerte importancia en el pais.

Junto con la produccién de bioetanol se genera una cantidad significativa de
subproductos, que pueden ser una problemética si no son manejados o utilizados
adecuadamente. La vinaza es un residuo liquido generado durante la produccién de
etanol a partir de la cafia de azucar en una proporcién de 14 litros por litro de alcohol
generado (Cuellar et al., 2002). Puesto que su origen es la planta de cafia, la misma
posee un alto contenido en materia organica, potasio, calcio, magnesio, azufre y
nitrdgeno (Hernandez et al., 2008). A causa de su elevado volumen, muchos paises
han buscado alternativas para el tratamiento de la misma. El uso en la agricultura ha
sido una de estas alternativas debido a su alto contenido en nutrientes que pueden
complementar las necesidades de elementos mayores y menores en los cultivos al ser

aplicada como fertilizante (Korndorfer, 2007; Valdés, 2007; Montenegro et al., 2009).
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Dado que la produccién de residuos es imposible de evitar, se trata en la actualidad,
de minimizar o de reutilizar los mencionados restos empleandolos de manera racional,
reciclandolos o dandoles aplicaciones de caracter secundario que favorezcan el
proceso de asimilacion o destruccion de los mismos. Asi se evitan los efectos
negativos sobre el ambiente manteniendo los equilibrios ecoldgicos naturales (Alvarez
et al., 2007). En base a esto, los bioproductos originados de procesos agroindustriales
representan una interesante fuente de nutrientes para la agricultura (Tejada y
Gonzélez, 2005).

2. Sistemas agricolas

La sostenibilidad de la agricultura exige, hoy mas que nunca, ajustar los costos de
produccion pero ademas debe minimizar los inevitables efectos negativos que la
fertilizacién, como cualquier otra actividad, tiene sobre el ambiente. La fertilizacion del
suelo esta destinada a restablecer, conservar o acrecentar el potencial productivo del
mismo, para que las plantas que se cultiven tengan todos los aportes de nutrientes
gue requieren y asi puedan desarrollarse adecuadamente (Salamanca, 2008).
Asimismo, el suelo debe entenderse como un sistema complejo con propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas que son de capital importancia para el logro de un

desarrollo 6ptimo de los cultivos (Gonzalvez y Pomares, 2008).

La adicion de residuos organicos tales como estiércol animal, desechos de ciudades,
compost o bioproductos industriales sobre suelos agricolas se ha convertido en una
practica muy comun debido a las mejoras observadas en las propiedades del suelo
(Tejada y Gonzalez, 2005). De todas formas, cualquier tipo de practica que pueda
generar alteraciones sobre el sistema edafico debe de ser evaluada. La degradacion o
la restauracién de los suelos podrian ser evaluadas a través del andlisis de las
propiedades que determinan las principales funciones del mismo, en particular las

propiedades que respondan a los cambios en el manejo (Doran y Zeiss, 2000).

Los microorganismos son sensibles a las alteraciones tales como las generadas en la
agricultura, contaminacion u otro tipo de estrés. Comprender el efecto de las
alteraciones sobre la diversidad microbiana y el funcionamiento puede contribuir a
comprender la calidad del suelo para un desarrollo sustentable de los agroecosistemas
(Kennedy y Smith, 1995; Kennedy, 1999).
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3. Microorganismos del suelo

Una de las mayores propiedades del suelo es ser el hbitat para numerosos y diversos
organismos, permitiendo el ensamblaje de actividades que tienen lugar en él. Los
microorganismos del suelo estan involucrados en los principales procesos del mismo
tales como la humificacién la cual genera la estructuracién del suelo, el ciclado de
nutrientes y la mineralizaciéon de residuos organicos, aumentando la disponibilidad de
nutrientes para las plantas (Emmerling et al., 2002). Un simple gramo de suelo
contiene 10°-10® bacterias, 10°-10’ actinobacterias y 10°-10° hongos filamentosos
(Murphy et al., 2007). Sin embargo en términos de biomasa los hongos son
dominantes seguidos por las bacterias y finalmente las actinobacterias. Esto es debido

principalmente al tamafo de los mismos (Venkateswarlu y Srinivasarao, 2005).

Los microorganismos no se encuentran distribuidos regularmente en el suelo, si no
que hay un mosaico discontinuo de microambientes. Aquellos favorables para el
crecimiento microbiano se caracterizan por su limitada extensién en el tiempo y en el
espacio. La disposicion de los microorganismos, con excepcion de los fototrofos, sigue
la distribucion vertical de los nutrientes pero es alterada por varios factores tales como
el pH, la humedad, la cantidad de minerales asimilables y la presencia de sustancias

antimicrobianas (Carrillo, 2003).

Dos parametros son importantes cuando se evalla la significancia de los
microorganismos en el suelo, la abundancia y la diversidad. Mientras que la
abundancia puede aumentar o disminuir en cortos periodos en respuesta a diferentes
practicas de manejo, la diversidad es mas importante para poder comprender la
significancia funcional de los microorganismos en un sitio dado. Las investigaciones en
el manejo de suelos y cultivos han ayudado a comprender el impacto de varios
factores naturales y practicas agricolas sobre las poblaciones y diversidad de
microorganismos del suelo. Las practicas de manejo del suelo en general, y
particularmente aquellas que influyen en la fertilidad, tienen un impacto inmediato

sobre las poblaciones microbianas (Venkateswarlu y Srinivasarao, 2005).

Los microorganismos en suelos agricolas son conocidos por ejercer profundas
influencias en la de fertilidad del suelo, en particular con respecto a la disponibilidad de
nutrientes para las plantas, como también la supresion de patdgenos del suelo que

causan enfermedades de las plantas (Kennedy y Smith, 1995).

Se ha postulado que disturbios en el sistema puede no generar grandes efectos sobre

los microorganismos del suelo debido a la redundancia de las actividades presentes
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en el mismo (Turco et al., 1994; Kennedy y Smith, 1995). Sin embargo este postulado
puede cambiar cuando se consideran aspectos especificos del suelo. La congruencia
de esto es que cada miembro individual de la comunidad microbiana juega un rol
especifico en el nicho especifico y ese rol puede no ser facilmente reemplazable por
otros organismos presentes en el sistema. Por ejemplo la supresion de fitopatégenos
puede estar mediada por un pequefio grupo de microorganismos (van Elsas et al.,
2002). Incluso, si un organismo es redundante en una funcion, los cambios generados
pueden actuar sobre otras de sus funciones. Por otra parte organismos con la misma
funcién pueden presentar diferentes susceptibilidades y tolerancias al estrés bidtico y
abidtico. Esto es de gran importancia ya que una poblacion diversa de organismos
tendra mayor resiliencia a un estrés dado y tendr4d mayor capacidad de adaptarse

frente a los cambios ambientales (Kirk et al., 2004).

En orden de comprender los efectos que el manejo de agrosistemas tiene sobre las
funciones del suelo, es primordial comprender los efectos sobre la microbiota del
mismo tales como las interacciones, cambios en la estructura de la comunidad y sus

actividades (van Elsas et al., 2002).

3.1 Actinobacterias

En términos de nimero y variedad de especies identificadas, el Phylum Actinobacteria
representa una de las mas grandes unidades taxonémicas entre los 18 mayores
linajes actualmente reconocidos dentro del dominio Bacteria (Stackebrandt et al.,
1997), incluyendo 5 subclases y 14 subordenes (Stackebrandt, 2000). Estas
comprenden bacterias Gram-positivas con un alto contenido en G+C en su ADN, que
puede ir desde 51% a mas del 75% (Ventura et al., 2007).

Morfol6gicamente exhiben una amplia variedad de estructuras de crecimiento, desde
simples células en bastones o cocos hasta desarrollo micelial (Paul, 2007), muy
caracteristico de este grupo de bacterias. También presentan una gran diversidad de
propiedades fisiologicas y metabdlicas, tales como la produccion de enzimas
extracelulares y una gran variedad de metabolitos secundarios. Varios de estos
metabolitos son antibiéticos, principalmente producidos por el género Streptomyces
por lo que desde hace varios afios han tenido una importante atencion (Miao y Davies,
2010).
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Con una capacidad metabdlica muy extensa, pudiendo ser heterétrofos, autétrofos,
quimidtrofos o fototrofos y tanto aerobios como anaerobios, estos microorganismos se
encuentran ampliamente distribuidos en ecosistemas naturales. Han sido aislados de
suelos, de rizosfera y de ambientes acuaticos. Incluso se han podido aislar a 10898 m
de profundidad en sedimentos marinos (Pathom-aree et al., 2006).

Se estima que en suelos las actinobacterias pueden comprenden mas del 30% de las
poblaciones totales de microorganismos, siendo encontradas en el orden de 10°-10°
células/g de suelo (Kennedy, 1999; Janssen, 2006). Por lo general, se aislan cepas de
actinobacterias en la superficie del suelo y en profundidades de 2 a 15 cm; mas alla de

esta profundidad disminuye la cantidad de éstas (Franco Correa, 2008).

Una caracteristica que presentan es la produccion de un metabolito llamado geosmina,
el cual genera el olor tipico a suelo humedo. La capacidad de producir enzimas
extracelulares les permite desarrollarse como saprofitos, degradando celulosa, quitina,
gueratinas, almidén y varios compuestos recalcitrantes, contribuyendo al reciclado de
los nutrientes en el suelo (McCarthy y Williams, 1992). Integrantes del género Frankia
poseen la capacidad de vivir como simbiontes de 25 géneros de plantas no
leguminosas, llevando a cabo la fijacion de nitrégeno atmosférico. Dicha asociacion es
denominada simbiosis actinorrizica (Bautista y Valdés, 2008). La capacidad de
promover el crecimiento vegetal indirectamente mediado por una amplia diversidad de
actividades bioldgicas tales como antibacterianos, antifingicos, insecticidas, o
directamente a través de la produccion de compuestos similares a las fitohormonas
(Hamdali et al.,, 2008) hace de este grupo de microorganismos un importante

componente de los agroecosistemas.

3.2 Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son microorganismos eucarioticos, aerobios facultativos que
se reproducen de manera natural por esporas, sexual o asexualmente. Una de sus
caracteristicas es que tienen nutricién heterotréfica. La obtencién de los nutrientes se
realiza mediante degradacion extracelular debido a la actividad de sus enzimas
secretadas al medio, seguida por la absorcion de los productos solubilizados (Webster
y Weber, 2007). Muchos hongos son saprétrofos pudiendo utilizar una gran variedad
de sustratos como fuente de carbono, aunque un considerable nimero de especies

son parasitos de plantas, animales o de otros hongos (Carlile et al., 2001).
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La estructura fungica consta de un complejo llamado talo constituido por una parte
vegetativa, el micelio, compuesto por hifas y una parte reproductora. Las hifas son
generalmente uniformes en los diferentes grupos taxondémicos de los hongos
filamentosos. La caracteristica diferencial se da por la presencia o ausencia de septos
(Webster y Weber, 2007). Los hongos se reproducen por esporas, de origen asexual o
sexual. En algunos grupos las esporas se forman sobre estructuras bien diferenciadas
de las partes somaticas exhibiendo una gran variedad de formas y de mecanismos de

ontogenia (Alexopoulos et al., 1996).

Como microorganismos del suelo, los hongos cumplen funciones esenciales en este
sistema. La mayor parte de las especies fungicas se distribuyen en los primeros
centimetros del suelo y en la rizésfera de las plantas. Entre la micobiota edafica se
encuentran especies saprétrofas y simbiontes, la actividad de cada una de ellas tiene
importantes consecuencias en el funcionamiento, estructura y equilibrio de los

ecosistemas (Dighton, 2003).

El reino de los hongos se encuentra dividido en los Phylum Chytridiomycota,
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota y hongos mitospéricos (Mueller et al., 2004;
Carlile et al., 2006). La clasificacion de los hongos se basa principalmente en los
caracteres derivados de las estructuras reproductivas (Alexopoulos et al.,, 1996).
Segun Mayea et al. (1991) y Giri et al. (2005) los generos mas comunes de hongos del
suelo son Aspergillus, Acremonium, Botrytis, Cephalosporium, Gliocladium, Monilia,
Penicillium, Scopulariopsis, Trichoderma, Trichothecium, Verticillium, Alternaria,
Cladosporium, Pillularia, Cylindrocarpon, Fusarium, Absidia, Cunninghamella,

Mortierella, Mucor, Rhizopus, Zygorynchus, Pythium, Chaetomium y Rhizoctonia.

4. Consideraciones finales

Con el aumento en la produccion de bioetanol en Uruguay, la vinaza se ha convertido
en un importante problema. Hoy en dia existen en ALUR 5 piletas de 3 ha. cada una,
construidas con base y terraplenes de arcilla compactada, en donde se esti
almacenando la vinaza que se genera por la produccion de bioetanol. Debido a la
elevada carga en materia organica se torna inviable su vertido sin previo tratamiento a
un curso de agua. Sin embargo, el poder “buffer” del suelo puede disminuir el potencial
contaminante (Korndérfer et al., 2004). Por otra parte, el contenido en minerales que la
vinaza posee podria suplir varios requerimientos nutritivos de diferentes cultivos, por lo
que la opcién de usar la vinaza como fertilizante es una alternativa al tratamiento de la

mismay, que a su vez, evita que se convierta en un contaminante ambiental.
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Si se utilizara como fertilizante, la actividad microbiolégica que existe en el suelo
actuaria transformando la vinaza pero también ésta podria afectar a los
microorganismos que se encuentran alli. El impacto podria ser negativo para el
ecosistema ya que el funcionamiento del mismo estéa ampliamente gobernado por la
dindmica de los microorganismos del suelo. En Uruguay no existen investigaciones al
respecto, aunque si existe cierta informacién de otros paises sobre cémo son los
cambios que ocurren en los suelos en que se aplica vinaza, los valores maximos
aplicables y su evolucion a largo plazo. De todas formas, estos resultados no pueden
ser trasladados automaticamente, debido a las caracteristicas propias de los suelos de

las diferentes regiones, siendo necesario el estudio de suelos especificos.
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OBJETIVOS

1. Objetivo general

Evaluar los cambios en la microbiota del suelo tratado con vinaza.

2. Objetivos especificos

2.1. Determinar el efecto de la vinaza sobre la abundancia de bacterias heterétrofas,
actinobacterias y hongos filamentosos.

2.2. Determinar el efecto de la vinaza sobre la diversidad de hongos filamentosos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Sitios de muestreo

Los sitios en los que se realizaron los ensayos corresponden a predios de productores
de cafia de azlcar ubicados en las cercanias de ALUR, Bella Union (coordenadas
UTM: x- 324 a 332 Km. e y — 8642 a 8644 Km. Figura 1).

Figura 1. Mapa del Departamento de Artigas. Se representa con un punto rojo la
Ciudad de Bella Unién.

Se utilizaron dos sitios con composicion de suelo diferente. El sitio 1 esta
caracterizado como L1 (pradera parda), con una textura del horizonte A clasificada
como franco arcillo arenoso y comprende un area de 1473 ha (figura 2). El sitio 2 esta
caracterizado como B1 (litosoles, regosoles), con una textura del horizonte A

clasificada como franco arcilloso y ocupa un area de 1093 ha (figura 2).

Cada sitio fue dividido en cuatro parcelas de igual tamafio cada una, las cuales se
trataron de la siguiente manera:

- aplicacion de 450 m®/ha de vinaza

- aplicacion de 300 m*/ha de vinaza

- aplicacion de 150 m*/ha de vinaza

- parcela control sin aplicacion de vinaza

10
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Figura 2. Sitios en los que se realizaron los muestreos. Sitio 1 (foto izquierda), sitio 2 (foto
derecha).

2. Obtencion de muestras de suelo

Se realizaron dos eventos de muestreo para cada sitio: previo a la aplicacion de vinaza
y siembra de cafia (15/02/2011 y 16/02/2011 para el sitio uno y dos respectivamente),
y a los 33 o0 50 dias después de la aplicacion de la misma para el sitio uno o dos
respectivamente (06/04/2011 y 12/05/2011); ver tabla 1.

Para cada parcela se tomaron 3 muestras de suelo, compuestas de 10 tomas cada
una, utilizando calador de 2 cm de diametro a partir de los primeros 10 cm de la
superficie. Los puntos de muestreo en cada parcela fueron elegidos con el programa
random.org con el cual se generaron 8 sets con 30 niUmeros cada uno (del 1 al 250) a
través de la funcién random/set generator/not ascending order. Dichos puntos se
correlacionaron con una posicion en la parcela de acuerdo a una grilla de 250
cuadrantes asignada previamente de acuerdo con el tamafio de cada parcela.

Las muestras fueron secadas al aire a 20° C, tamizadas mediante malla de 2 mm para
su homogenizacion y conservadas a 4° C por un tiempo maximo de 2 meses en bolsas

plasticas hasta su andlisis.

11
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Tabla 1 - Cronograma del ensayo. Se presentan los tiempos en que se realizaron los muestreos, la
siembra y el tapado de la cafia en cada parcela, respecto a la fecha de aplicacién de vinaza

TRA'I;#%IENTO MUESTR(ItE(g INICIAL APL{/ClﬁEIZ?AN de SIEMBRA | TAPADO MU'EE;EEO
SITIO 1 d'azp?igt:;gﬁ = fecha dias después de la aplicacion de vinaza
450 17 04/03/2011 17 28 33
300 17 04/03/2011 17 28 33
150 17 04/03/2011 17 18 33
0 (Control) 17 04/03/2011 17 18 33
SITIO 2 d'agp?igfggf 2 fecha dias después de la aplicacion de vinaza
450 35 23/03/2011 34 41 50
300 35 23/03/2011 34 41 50
150 35 23/03/2011 34 41 50
0 (Control) 35 23/03/2011 34 41 50

3. Andlisis de las muestras

3.1. Humedad

En cada muestra de determiné el porcentaje de humedad pesando 10 g de suelo de
cada una y dejandolos secar a 100 °C durante 48 h, de forma de poder expresar los

resultados como UFC/g de suelo seco (Frioni, 2006).

3.2. Recuentos bacterianos

Para determinar el nUmero de bacterias cultivables pertenecientes a diferentes grupos
en cada muestra, se suspendieron 5 g de suelo en 45 ml de pirofosfato de sodio 0,1%
(p/v) estéril y se agitaron a 150 rpm durante 30 minutos. Se realizaron diluciones
seriadas hasta 10®°. El nimero de heterétrofos totales fue determinado mediante la
siembra de 10 pl en gota por triplicado de las diluciones 103, 10* y 10® en placas de
Petri con el medio Tryptic Soy Agar 1/10 Difco® (TSA 1/10) suplementado con
cicloheximida 100 pg/ml (Smit et al., 2001). Para el caso de las actinobacterias, se
sembraron en superficie 100 ul de las diluciones 10° y 10™ por duplicado en placas de
Petri utilizando el medio Starch Casein Agar (SCA) suplementado con cicloheximida
100 pg/ml (Leoni y Ghini, 2003).

Las placas se incubaron a 25 °C y se contaron a las 48 h y 7 dias las colonias de

heterotrofos totales y a los 7 dias las colonias tipicas de actinobacterias. Las colonias
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de actinobacterias se caracterizan por permanecer adheridas al medio de cultivo luego
de pasar un algoddén humedo por la superficie del mismo.

3.3. Recuento de hongos filamentosos

Las parcelas en las cuales se analizaron los grupos de hongos filamentosos fueron la
parcela control y las parcelas con aplicacién de 150 y 450 m®ha de vinaza, para los
dos sitios. De cada parcela se eligi6 una muestra al azar como representativa de la
misma. De cada muestra se suspendieron 10g de suelo en 90 ml de agua estéril y se
agitaron manualmente durante 5 minutos para su homogenizacién. Se realizaron
diluciones seriadas hasta 10°. De las diluciones 10 se sembraron en superficie 200-
500 ul por quintuplicado en placas de Petri. El medio de cultivo utilizado fue Agar Malta
(AM) al 2% suplementado con cloramfenicol 100 ug/ml y ajustando el pH a 4,5 con
acido lactico (Bettucci y Roquebert, 1995). Las placas fueron incubadas a temperatura
ambiente por 72 h de manera de que se desarrollaran las colonias flngicas y las

mismas fueron contadas.

3.4. Obtencion de aislamientos fungicos

Para realizar el aislamiento, una vez desarrolladas las colonias flingicas fueron
numeradas sucesivamente. A las colonias que presentaron las mismas caracteristicas
macromorfoldgicas se les adjudicé el mismo nuimero. Todas las colonias diferentes
fueron aisladas de las placas de Petri utilizando ansa con punta y subcultivadas en
tubos de agar inclinado con el medio AM de forma de obtener cultivos axénicos. Los
tubos fueron dejados a temperatura ambiente hasta observar desarrollo fungico. El

aislamiento en tubos permitié la conservacion de los mismos en cdmara a 4 °C.

3.5. Identificacioén

Todos los aislamientos obtenidos en cultivos puros fueron repicados a placas de Petri
de 5 cm conteniendo el medio AM e incubados a temperatura ambiente hasta observar
el desarrollo de la colonia. Para la identificacion del género y posible especie de los
hongos obtenidos en cultivos puros, fue necesaria la utilizacion de bibliografia
especifica (Ellis, 1971; Schipper, 1977; van Oorschot, 1980; Klich, 2002). Para ello se

tuvieron en cuenta las caracteristicas de la colonia y la morfologia microscoépica de sus
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estructuras somaticas y reproductivas. La observacion de las caracteristicas
macroscopicas permitio en muchos casos determinar el género del aislamiento. Para
la observacion de las caracteristicas morfoldgicas microscopicas se realizaron
preparados en portaobjetos ya sea por la técnica de cinta pegante o montaje por
diseccién. Como agente de tincion se utilizd lactofenol azul de algodén. Las muestras
fueron observadas en microscopio 6ptico con un aumento de 40X.

Todos los aislamientos a excepcion de los géneros Penicillium, Eupenicillium,
Fusarium y Trichoderma fueron identificados a nivel de especie de la forma
mencionada anteriormente. Las especies de estos ultimos fueron identificados como

se describe a continuacion:

3.5.1. Penicillium spp. y Eupenicillium spp.

Se utilizé la metodologia propuesta por Pitt (1979). La misma consiste en utilizar
comparativamente tres medios de cultivo: Czapek Yeast Autolisate Agar (CYA), Malt
Extract Agar (MEA) y Glicerol 25% Nitrate Agar (G25N). Cada cepa fue sembrada por
triplicado por placa utlizando ansa en punta. Se sembraron tres placas de CYA
incubadas a 5 °C, 25 °C y 37 °C, una placa de MEA incubada a 25 °C y una placa de
G25N incubada a 25° C. El tiempo de incubacion para todos los medios fue de 7 dias.
Para la identificacion de las cepas a nivel de especie se siguieron las claves las claves
elaboradas por Pitt (1979), teniendo en cuenta el didmetro de las colonias, sus
caracteristicas morfoldégicas macro y microscoépicas y la produccion de pigmentos

difusibles en el medio de cultivo.

3.5.2. Fusarium spp.

La identificacion de las especies correspondientes a este género consistié en sembrar
cada aislamiento en dos medios de cultivo diferentes, Potato Dextrose Agar (PDA) y
Agar Clavel. EI medio PDA se utliz6 para observar las caracteristicas
macromorfolégicas de cada aislamiento mientras que el medio Agar Clavel permitié
determinar las caracteristicas microscopicas del mismo. A partir de los datos conjuntos
obtenidos para cada medio y mediante el uso de claves taxonémicas se identificd la

especie de todos los aislamientos (Burgess et al., 1994).

3.5.3. Trichoderma spp.

Los aislamientos de este género fueron agrupados por morfotipos segun las
caracteristicas de crecimiento de las colonias sembradas en AM. Las especies no

fueron identificadas.
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4. Analisis de datos

4.1. Recuentos microbianos

Los datos obtenidos de los recuentos fueron convertidos por el factor de correccion de
la humedad de cada muestra para poder expresarse como unidades formadoras de

colonias (UFC)/g suelo seco (Frioni, 2006). Estos valores fueron transformados a log;o
y analizados utilizando el programa Statistica 5.0. Se examind la normalidad de los
datos por el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante el test de
Bartlett. En los casos donde la distribucién de los datos fue normal y las varianzas
homogéneas, se evaluaron para cada variable (abundancia de los grupos de bacterias,
abundancia de hongos filamentosos y porcentaje de actinobacterias respecto a
heterétrofos) las diferencias entre los tratamientos mediante ANOVA de una via (con
tratamiento o tiempo como factor) y el test de Tukey’'s HSD (Honestly Significant
Difference). De lo contrario, se realiz6 el andlisis de varianza no paramétrico de
Kruskal-Wallis y el test de Mann-Whitney. Los analisis se realizaron de forma
independiente para cada sitio teniendo en cuenta las diferencias entre los tratamientos
a un tiempo dado, como también las diferencias entre el tiempo de muestreo para

cada tratamiento.

4.2. Comunidad de hongos filamentosos

4.2.1. Densidad relativa

Se calcul6 la densidad relativa de cada especie presente en cada suelo como el (nim.

de aislamientos de la especie / num. total de aislamientos) x 100.

4.2.2. Analisis de correspondencia

Para el ordenamiento de las especies en cada tipo de suelo con respecto a los
tratamientos se realiz6 un analisis de correspondencia utilizando el programa Past
(Hammer et al., 2001). En este se obtienen los tratamientos ordenados en un espacio
determinado por dos ejes que resumen el efecto de las variables. El analisis fue

realizado en base a la densidad relativa de cada especie.
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4.2.3. Porcentaje de minima similitud

De forma de comparar la estructura de las comunidades de hongos filamentosos entre
los distintos tratamientos y en el tiempo se determiné el porcentaje de minima similitud
(Krebs, 1989). Este indice fue calculado como:

P = Z del % minimo (P4, P2) siendo P, el porcentaje minimo de similitud entre las
muestras 1y 2; Py, el % de las especies i en la comunidad de la muestra 1y Py, el

porcentaje de las especies i en la comunidad de la muestra 2.
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RESULTADOS

1. Abundancia de bacterias cultivables en suelos con diferentes dosis de
vinaza aplicada

Se analizaron las poblaciones de bacterias heterétrofas totales y actinobacterias
mediante recuento en placa en dos sitios con distinto tipo de suelo, previo y posterior a

la aplicacion de diferentes dosis de vinaza (figura 3).

Figura 3. Fotografias de placas con colonias de (a) bacterias heterétrofas y (b) actinobacterias.

Sitio 1. El nimero de heter6trofos totales antes de la aplicacion de vinaza se ubicé en
el orden de 10-108 UFC/g suelo seco, sin manifestar diferencias estadisticamente
significativas entre las parcelas. Luego de 33 dias de la aplicacion de vinaza no se
observaron diferencias significativas en los diferentes tratamientos respecto al control
aunque se detect6 un aumento significativo en el tiempo en la parcela tratada con 300
m®/ha (tabla 2, figura 4).

Tabla 2. Abundancia de bacterias heterétrofas en muestras de suelo del sitio 1

TRATAMIENTO Heterotrofos
(UFC/g suelo seco)
Tiempo 0 dias Tiempo 33 dias
Vinaza (450m?ha4) 1,42 x10° a 1,26 x 10° a
Vinaza (300m?®ha) 1,37 x 10" a 1,32 x10% a*
Vinaza (150m?®ha) 2,72x10" a 2,17x10" b
Control sin vinaza 3,49x10" a 4,21 x 10" ab

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas entre los tratamientos del
mismo muestreo (p<0,05);* representa diferencias significativas en el tiempo para cada tratamiento (p<0,05).
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Bacterias heterdtrofas - Sitio 1
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Figura 4. Abundancia de bacterias heter6trofas en muestras de suelo del sitio 1 previo a los
tratamientos con vinaza (Dia 0) y 33 dias posterior a la aplicacion de vinaza (Dia 33). Los
valores estan expresados como logaritmo de unidades formadoras de colonias por gramo de
suelo seco y corresponden a la media de 3 repeticiones; las barras indican la desviacion
estandar. 450 m*ha, 300 m*¥ha y 150 m*ha: corresponde a la cantidad de vinaza aplicada.
Control: parcela sin aplicacion de vinaza.

La poblaciéon de actinobacterias present6 al inicio del ensayo diferencias entre las
parcelas exponiendo valores del orden de 10°-10° UFC/g suelo seco. En este grupo de
bacterias, luego de la aplicacion de vinaza se detecté un aumento significativo en los
tratamientos de 300 y 450 m®ha respecto al control, observandose un importante
efecto en el tratamiento de 300 m*/ha. En este ultimo el nimero de actinobacterias se
increment6 en un orden de magnitud entre los tiempos de muestreo considerados

(tabla 3, figura 5).

Tabla 3. Abundancia de actinobacterias en muestras de suelo del sitio 1

TRATAMIENTO Actinobacterias
(UFC/g suelo seco)
Tiempo 0 dias Tiempo 33 dias
Vinaza (450m°/h4) 417 x10° a 8,43 x10° a
Vinaza (300m°®ha4) 8,89x10° b 8,87 x 10° a*
Vinaza (150m°®ha4) 2,94x10° a 511 x10° b
Control sin vinaza 3,81x10° a 4,67 x10° b

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas entre los tratamientos del mismo
muestreo (p<0,05);* representa diferencias significativas en el tiempo para cada tratamiento (p<0,05).
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Actinobacterias-Sitio 1
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Figura 5. Abundancia de actinobacterias en muestras de suelo del sitio 1 previo a los
tratamientos con vinaza (Dia 0) y 33 dias posterior a la aplicacion de vinaza (Dia 33). Los
valores estan expresados como logaritmo de unidades formadoras de colonias por gramo
de suelo seco y corresponden a la media de 3 repeticiones; las barras indican la desviacién
estandar. 450 m%ha, 300 m*ha y 150 m®ha: corresponde a la cantidad de vinaza aplicada.
Control: parcela sin aplicacién de vinaza.

Se determind la representacion de la poblacion de actinobacterias sobre la de

heterétrofos totales las cuales constituyeron entre un 6-12 % previo a la aplicacion de

vinaza. En las muestras tomadas a los 33 dias de la aplicacion de vinaza el porcentaje

de actinobacterias en el tratamiento de 150 m%h& se duplic6é en el tiempo,

observandose un aumento significativo respecto al control. No se observaron

diferencias en los otros tratamientos respecto al control (tabla 4, figura 6).

Tabla 4. Porcentaje de actinobacterias respecto a heterotrofos totales en muestras de suelo del sitio 1

TRATAMIENTO

% Actinobacterias respecto a heterétrofos totales

Tiempo 0 dias Tiempo 33 dias
Vinaza (450m°ha) 9,49 a 892 b
Vinaza (300m°®ha4) 6,45 a 737 b
Vinaza (150m°®ha4) 12,7 a 24,05 a
Control sin vinaza 12,6 a 11,112 b

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas entre los tratamientos del

mismo muestreo (p<0,05).
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Figura 6. Porcentaje de actinobacterias respecto a heterétrofos totales en
muestras de suelo del sitio 1 (a) previo a los tratamientos con vinaza y (b)
33 dias posteriores a la aplicacion de vinaza. Valores medios de 3
repeticiones calculados en base a las unidades formadoras de colonias
por gramo de suelo seco. 450 m%ha, 300 m*hay 150 m*/ha: corresponde
a la cantidad de vinaza aplicada. Control: parcela sin aplicacion de vinaza.
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Sitio 2. Se encontré una alta homogeneidad en cuanto a la abundancia de las
poblaciones de heter6trofos totales y actinobacterias en todas las parcelas analizadas
previo a la aplicacion de vinaza. Dichas poblaciones presentaron valores de 10’ y 10°
UFC/g suelo seco respectivamente. En ninguno de los dos casos se vieron efectos
luego de los 50 dias del tratamiento con vinaza (tablas 5 y 6, figuras 7 y 8). El
tratamiento con 450 m*héa presenté un aumento en el tiempo para las actinobacterias

pero de todas formas no fue significativo con respecto al control.

Tabla 5. Abundancia de bacterias heterétrofas en muestras de suelo del sitio 2

TRATAMIENTO Hetero6trofos
(UFC/g suelo seco)
Tiempo 0 dias Tiempo 50 dias
Vinaza (450m°/h4) 417x10" a 5,65x 10" a
Vinaza (300m°®ha4) 3,30x10° a 7,37 x10" a
Vinaza (150m?®ha) 6,05x 10" a 7,26 x10" a
Control sin vinaza 3,28x 10" a 1,10 x 10® a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas  entre los tratamientos del
mismo muestreo (p<0,05).
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Figura 7. Abundancia de bacterias heterdtrofas en muestras de suelo del sitio 2 previo
alos tratamientos con vinaza (Dia 0) y 50 dias posterior a la aplicacion de vinaza (Dia
50). Los valores estan expresados como logaritmo de unidades formadoras de colonias
por gramo de suelo seco y corresponden a la media de 3 regpeticiones; las barras
indican la desviacion estandar. 450 m*ha, 300 m*ha y 150 m*/ha: corresponde a la
cantidad de vinaza aplicada. Control: parcela sin aplicacion de vinaza.
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Tabla 6. Abundancia de actinobacterias en muestras de suelo del sitio 2

TRATAMIENTO Actinobacterias
(UFC/g suelo seco)
Tiempo 0 dias Tiempo 50 dias
Vinaza (450m?3ha) 4,62 x10° a 7,11x10° a*
Vinaza (300m?®ha) 5,01 x 10° a 7,02 x 10° a
Vinaza (150m°®ha) 7,16 x 10° a 1,13x 10" a
Control sin vinaza 5,52 x 10° a 1,01x10" a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas entre los
tratamientos del mismo muestreo (p<0,05);* representa diferencias significativas en el tiempo para cada
tratamiento (p<0,05).
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Figura 8. Abundancia de actinobacterias en muestras de suelo del sitio 2 previo a
los tratamientos con vinaza (Dia 0) y 50 dias posterior a la aplicacion de vinaza
(Dia 50). Los valores estan expresados como logaritmo de unidades formadoras
de colonias por gramo de suelo seco y corresponden a la media de 3 repeticiones;
las barras indican la desviacién estandar. 450 m*ha, 300 m%ha y 150 m*ha:
corresponde a la cantidad de vinaza aplicada. Control: parcela sin aplicacion de
vinaza.

El porcentaje de actinobacterias respecto a la composicién de heterétrofos totales se
ubicé entre 11 y 18 % sin exponer cambios luego de los tratamientos con vinaza (tabla
7, figura 9).
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Tabla 7. Porcentaje de actinobacterias respecto a heter6trofos totales en muestras desuelo del sitio 2

TRATAMIENTO % Actinobacterias respecto Heterétrofos totales
Tiempo 0 dias Tiempo 50 dias
Vinaza (450m®/ha) 11,48 a 13,44 a
Vinaza (300m°®ha4) 17,17 a 13,25 a
Vinaza (150m?®ha) 11,92 a 15,64 a
Control sin vinaza 18,32 a 11,38 a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas entre los tratamientos del
mismo muestreo (p<0,05); * representa diferencias significativas en el tiempo para cada tratamiento (p<0,05)
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Figura 9. Porcentaje de actinobacterias respecto a heterétrofos totales en
muestras de suelo del sitio 2 (a) previo a los tratamientos con vinaza y (b)
50 dias posteriores a la aplicacion de vinaza. Valores medios de 3
repeticiones calculados en base a las unidades formadoras de colonias
por gramo de suelo seco. 450 m*/ha, 300 m*hay 150 m*/ha: corresponde
a la cantidad de vinaza aplicada. Control: parcela sin aplicacién de vinaza.
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2. Abundancia de hongos filamentosos

Se analizaron los hongos filamentosos en las parcelas control y con aplicacion de 450
m°/ha de vinaza, para los dos sitios y los dos tiempos de muestreo. En algunos casos

se analizé una de las parcelas con dosis de vinaza intermedia.

Sitio 1. Previo al tratamiento con vinaza, no se observaron diferencias entre las
parcelas analizadas en cuanto al nimero de hongos filamentosos (tabla 8, figura 10a).
Los valores de abundancia determinados se ubicaron en el orden de 10° UFC/g de
suelo seco. Luego del tratamiento con vinaza, la parcela a la cual se le aplicé 450
m3/ha de vinaza presenté un aumento al doble con respecto al control. Ademas se
pudo observar un aumento en el tiempo en ambas parcelas. El tratamiento con 150
m3/ha mostré un valor significativamente menor respecto a la parcela control (tabla 8,
figura 10b).

Tabla 8. Abundancia de hongos filamentosos en muestras de suelo del sitio 1

TRATAMIENTO Hongos filamentosos
(UFC/g suelo seco)
Tiempo 0 dias Tiempo 33 dias
Vinaza (450m°/h4) 1,34 x10°> a 4,89x10°> a*
Vinaza (300m°®h4) 1,19 x10° a N/D
Vinaza (150m°®hé) N/D 2,18 x 10° ¢
Control sin vinaza 1,40 x10° a 2,96 x 10° b*

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas entre los tratamientos del
mismo muestreo (p<0,05); * representa diferencias significativas en el tiempo para cada tratamiento (p<0,05).N/D No
determinar.
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Figura 10. Abundancia de hongos filamentosos en muestras de
suelo del sitio 1 (a) previo a los tratamientos con vinaza y (b) 33 dias
posterior a la aplicaciéon de vinaza. Los valores estan expresados
como logaritmo de unidades formadoras de colonias por gramo de
suelo seco y corresponden a la media de 5 repeticiones; las barras
indican la desviacion estandar.450 mha, 300 m*ha y 150 m®ha:
corresponde a la cantidad de vinaza aplicada. Control: parcela sin
aplicacién de vinaza.

Sitio 2. No se encontraron diferencias entre las parcelas previo a la aplicacién de
vinaza (tabla 9, figura 11a), presentando valores de abundancia del orden de 10*
UFC/g suelo seco. Luego de los 50 dias se encontr6 un mayor niamero de hongos
filamentosos en el tratamiento con 150 m®hé& respecto al control, pero un menor
nimero en el tratamiento de 450 m%hé respecto al control (tabla 9, figura 11b). Tanto
en el tratamiento de 450 m%ha como en el control la variacién en el tiempo fue

significativa.
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Tabla 9. Abundancia de hongos filamentosos en muestras de suelo del sitio 2

TRATAMIENTO Hongos filamentosos
(UFC/g suelo seco)
Tiempo 0 dias Tiempo 50 dias
Vinaza (450m°/h4) 5,83 x 10* a 1,44 x 10° c*
Vinaza (300m°®ha) 8,59 x 10* a N/D
Vinaza (150m?®ha) N/D 3,86 x 10° a
Control sin vinaza 6,97 x 10* a 2,81 x 10° b*

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas entre los tratamientos del
mismo muestreo (p<0,05); * representa diferencias significativas en el tiempo para cada tratamiento (p<0,05). N/D no
determinado.
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Figura 11. Abundancia de hongos filamentosos en muestras de suelo
del sitio 1 (a) previo a los tratamientos con vinaza y (b) 50 dias
posterior a la aplicacién de vinaza. Los valores estan expresados
como logaritmo de unidades formadoras de colonias por gramo de
suelo seco y corresponden a la media de 5 repeticiones; las barras
indican la desviacion estandar. 450 m*ha, 300 m%ha y 150 m*/ha:
corresponde a la cantidad de vinaza aplicada. Control: parcela sin
aplicacién de vinaza.
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3. Identificacién de hongos filamentosos

La composicién y organizacion de las comunidades flngicas fue estimada en los dos
sitios previo y posterior a la aplicacion de diferentes dosis de vinaza. A partir de las
muestras tomadas se obtuvo un total de 968 aislamientos pertenecientes a 46 taxa.
Todas las taxa representadas por lo menos en uno de los dos sitios se muestran en

las tablas 10 y 11 con densidades relativas entre 0,39 y 51,11 %.

Sitio 1. A partir de las muestras tomadas se obtuvo un total de 555 aislamientos
pertenecientes a 31 taxa. Del total de taxa obtenidos solo 15 componian la comunidad
inicial del sitio, previo a la aplicacion de vinaza (tiempo 0). En ese momento las
especies dominantes pertenecian al Phylum Zygomycota siendo Zygorhinchus moelleri
el que presenté una mayor densidad relativa correspondiente al 21,02 %. Seguido de
este se encontrdé Mortierella ramaniana con 15,06 %. Aureobasidium sp. y Penicillium
sp.1 fueron los menos representados con 0,95 % (tabla 10, figuras 12-14).

Figura 12. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de

Zygorhinchus moelleri.

Figura 13. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de

Mortierella ramaniana.

27



RESULTADOS

22
S Lo

Aureobasidium sp.

Luego de la aplicacién de vinaza, de la parcela tratada con 450 m®ha se obtuvieron
256 aislamientos pertenecientes a 13 taxa. La dominancia estuvo dada por
Paecilomyces sp. con una abundancia relativa del 46,87 % seguida por Eupenicillium
brefeldianum con 14,84 %. Rhizopus stolonifer y Trichoderma sp.12 fueron los menos
encontrados representando el 0,39 % de los aislamientos cada uno (tabla 10, figuras
15-18). En la parcela tratada con 150 m®h& se obtuvo un total de 120 aislamientos
pertenecientes a 15 taxa. En este caso, al igual que con el mayor tratamiento, la
dominancia estuvo dada por Paecilomyces sp. con una abundancia de 37,5 %. La
menor densidad correspondié a Rhizopus stolonifer, Chaetomium sp., Trichoderma
sp.9, Trichoderma sp.11 con 0,83 % (tabla 10, figuras 15, 17 y 18). De la parcela
control se obtuvieron 129 aislamientos pertenecientes a 13 taxa de los cuales
Mortierella ramaniana y Paecilomyces sp fueron los dominantes con 32,55y 23,25 %
respectiamente. En tanto que Zygorhinchus moelleri, Aspergillus terrus y Eupenicillium
javanicum resultaron los representantes menores con 0,77 % (tabla 10, figuras 15-17 y
19).

Figura 15. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de
Paecilomyces sp.
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Figura 16. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de
Eupenicillium sp.

Figura 17. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de
Trichoderma sp.

Figura 18. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de
Rhizopus stolonifer.

Figura 19. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de
Aspergillus terrus
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Tabla 10. Densidad relativa de los aislamientos de hongos filamentosos en muestras de suelo del sitio 1

Tiempo 0 Tiempo 33 dias
dia
Aislamientos Promedio Vinaza Vinaza Parcela
del sitic  450m*%ha  150m*/ha control

Aspergillus terrus Thom - 7,42 4,16 0,77
Aureobasidium sp. 0,95 - - -
Chaetomium sp. - - 0,83 -
Cladosporium sp. - - 3,33 -
Cunninghamella elegans Lendner 0,6 - - -
Eupenicillium abidjanum Stolk - - 1,66 6,97
Eupenicillium brefeldianum (Dodge) Stolk & Scott - 14,84 10 -
Eupenicillium javanicum (van Beyma) Stolk & Scott - - - 0,77
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 1,9 2,73 2,5 2,32
Fusarium nygamai Burgess & Trimboli 8,48 - 7,5 2,32
Mortierella ramaniana Martseniuk & Mazilkin 15,06 4,68 12,5 32,55
Mucor hiemalis Wehmer - - - 3.1
Mucor racemosus Zycha 1,21 - - -
Mucor circinelloides Schipper 3,71 - - -
Paecilomyces sp. - 46,87 37,5 23,25
Penicillium sp. 1 0,95 - - -
Penicillium minioluteum Dierckx 1,21 - - -
Rhizopus stolonifer (Ehrenberg: Fries) Vuillemin - 0,39 0,83 10,07
Tielavia terricola (Gilman & Abbott) Emmons 1,9 - - -
Trichoderma harzianum Rifai 9,13 - - -
Trichoderma sp.1 (24) 14,12 - - -
Trichoderma sp.2 (28) 2,25 - - -
Trichoderma sp.3 - 1,95 - -
Trichoderma sp.8 - 2,34 1,66 1,55
Trichoderma sp.9 - 0,39 0,83 -
Trichoderma sp.10 - 0,78 - 1,55
Trichoderma sp.11 - 0,78 0,83 -
Trichoderma sp.12 14,42 39 10 13,95
Trichosporium sp. - 12,89 - -
Zygorhynchus moelleri Vuillemin 21,02 - 416 0,77
Micelio hialino esteril 2,98 - 1,66 -
Total de aislamientos 50 256 120 129
Total de taxa 15 13 15 13
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Sitio 2. De un total de 413 aislamientos se obtuvieron 32 taxa en este sitio. La
comunidad al inicio del ensayo estaba compuesta por 20 taxa identificadas a partir de
61 aislamientos. En ésta Aspergillus fumigatus fue dominante con una abundancia
relativa del 29,64 %. La especie menos representada fue Penicillium mirabile con una
densidad relativa de 0,43 % (tabla 11, figuras 20y 21).

Figura 20. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de
Aspergillus fumigatus.

Figura 21. Aspecto de las colonias en diferentes medios de cultivo

de Penicillium mirabile.

Luego de la aplicacién de vinaza, de la parcela tratada con 450 m®/ha se pudieron
obtener 14 taxa en 60 aislamientos. En este caso la comunidad estaba dominada por
Cladosporium sp. con una densidad relativa de 26,66 %. Varias especies presentaron
la menor densidad relativa dentro de las cuales se puede mencionar a Alternaria
alternata con 1,66 % (tabla 11, figuras 22 y 23). El tratamiento con 150 m*ha de
vinaza presento 6 taxa en un total de 180 aislamientos. En este caso se vio una amplia
dominancia de Alternaria alternata con el 51,11 % de densidad relativa seguida por
Eupenicillium brefeldianum con el 25 %. Fusarium oxysporum fue el menor

representante con una densidad del 1,11 %. La parcela control present6 10 taxa de un
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total de 112 aislamientos, siendo dominante al igual que en el caso anterior Alternaria
alternata con 44,64 % (tabla 11, figuras 16, 22 y 24).

Figura 22. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de
Alternaria alternata.

Figura 23. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de
Cladosporium sp.

Figura 24. Aspecto de la colonia (a) y micrografia (b) de
Fusarium oxysporum.
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Tabla 11. Densidad relativa de los aislamientos de hongos filamentosos en muestras de suelo del sitio 2

Tiempo 0 Tiempo 50 dias
dia
Aislamientos Promedio Vinaza Vinaza Parcela
delsitio  450m°h& 150m°/ha  control

Alternaria alternata Fries: Fries von Keissler - 1,66 51,11 44,64
Aspergillus fumigatus Fres. 29,64 10 - -
Aspergillus terrus Thom 5,36 - - -
Cladosporium sp. - 26,66 - -
Curvularia lunata (Wakker) Boedjin 8,87 - - -
Epicoccum purpurascen Ehrenb. 4,16 - - -
Eupenicillium brefeldianum (Dodge) Stolk & Scott 1,75 1,66 25 2,67
Eupenicillium erubescens Scott 0,65 - - -
Eupenicillium javanicum (van Beyma) Stolk & Scott 0,87 - - 8,03
Exophiala sp. 1,3 - - -
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc - 11,66 - 1,78
Fusarium graminearum Schwabe - 1,66 5 -
Fusarium nygamai Burgess & Trimboli 0,65 - - -
Fusarium oxysporum Schlecht emend Snyder & Hansen 12,86 3,33 1,11 8,92
Mucor racemosus Zycha - - - 7,14
Penicillium sp. 1 1,63 - - -
Penicillium mirabile Beliakova & Milko 0,43 - - -
Penicillium purpurogen Stoll - 11,66 - -
Penicillim restrictum Gilman & Abbott 8,44 1,66 - -
Rhizopus stolonifer (Ehrenberg: Fries) Vuillemin - - - 0,89
Scytalidium sp. 2,19 - - -
Trichoderma atroviride Bissett - 3,33 - -
Trichoderma harzianum Rifai 3,92 - - -
Trichoderma sp.3 - 1,66 - -
Trichoderma sp.4 - 1,66 11,66 -
Trichoderma sp.6 0,44 - - -
Trichoderma sp.8 4,6 - - 6,25
Trichoderma sp.9 - 1,66 - -
Trichoderma sp.12 2,97 8,33 6,11 8,92
Trichosporium sp. - - - 10,71
Ulocladium botrytis - 13,33 - -
Zygorhinchus moelleri Vuillemin 5,97 - - -
Micelio hialino estéril 3,21 - - -
Total de aislamientos 61 60 180 112
Total de taxa 20 14 6 10
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3.1. indice de minima similitud

La comparacion entre las comunidades de hongos filamentosos previo a la aplicacién
de vinaza y posterior a la aplicacion de la misma fue realizada mediante el porcentaje

de minima similitud.

Sitio 1. Se observa que las comunidades de hongos filamentosos varian ampliamente
en el tiempo ya que el porcentaje de similitud encontrado en el estado inicial respecto
a las muestras tomadas en la parcela control es del 34 % (Tabla 12). Valores de baja
similitud también se observan entre los tratamientos y las muestras en estado inicial.
Con la aplicacién de vinaza se obtuvo una similitud mayor al 50 % en los dos
tratamientos con respecto al control. El mayor porcentaje de similitud se observa entre

los dos tratamientos, el cual corresponde al 65,95 % (Tabla 12).

Tabla 12. indice de minima similitud entre las comunidades de hongos filamentosos de muestras
de suelo del sitio 1

Parcela control  Vinaza (150 m®ha) Vinaza (450 m3/ha)

Tiempo 0 dia 34 37,72 10,48
Parcela control 55,97 51,89
Vinaza (150 m*ha) 65,96

Sitio 2. En este caso también se dio una gran variacion de la comunidad en el tiempo
dada por una similitud del 19,11 % entre las muestras previas a la aplicacion de vinaza
y la parcela control (tabla 13). Valores de similitud aiun menores se encontraron entre
los tratamientos y las muestras en el estado inicial. Luego de la aplicacion de vinaza
se observaron diferentes comportamientos entre los dos tratamientos respecto al
control. La aplicacion de 150 m%hé presenté una similitud del 54,53 % con el control,
mientras que el tratamiento de 450 m®h& mostré una menor similitud ya que la misma
fue del 16,76 % respecto al control. Entre los tratamientos también se obtuvo una baja
similitud (tabla 13).

Tabla 13. indice de minima similitud entre las comunidades de hongos filamentosos de
muestras de suelo del sitio 2

Parcela control  Vinaza (150 m*/ha) Vinaza (450 m®ha)
Tiempo 0 dias 19,11 5,83 9,56
Parcela control 54,53 16,76
Vinaza (150 m®h4) 13,86
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3.2. Andlisis de correspondencia para hongos filamentosos

Para establecer la relacion entre la composicion de especies fangicas con el tiempo y
el tipo de tratamiento aplicado en cada parcela se realizd6 un analisis de
correspondencia para cada sitio. Para este analisis se utilizaron todos los valores
obtenidos del porcentaje de densidad relativa. En este tipo de ordenacion las
diferencias que se observan representan cambios en la composicién de especies y en

la abundancia.

Sitio 1. La figura 25 muestra la ordenacion en los primeros dos ejes que corresponden
al 90 % de la variacion total. En el eje 1 que explicé el 60 % de la variacion se observo
un ordenamiento de las muestras por el tiempo de muestreo, separando las muestras
de tiempo cero (To) de las tomadas a los 33 dias. Cunninghamella elegans, Mucor
racemosus, Mucor circinelloides, Tielavia terricola, Trichoderma harzianum,
Trichoderma sp.1, Trichoderma sp.2, Aureobasidium sp. y Zygorhynchus moelleri se
asociaron a la composicion inicial de la comunidad fungica (To). El eje 2 que explicé el
30 % de la variacion establecié un gradiente entre las muestras luego de la aplicacion
de vinaza, separando claramente la parcela control de las de los tratamientos. Dentro
de este gradiente Mortierella ramaniana, Eupenicillium javanicum, Mucor hiemalis,
Eupenicillium abidjanum y Rhizopus stolonifer caracterizaron a la parcela control (Vo).
Chaetomium sp. y Cladosporium sp. se asociaron al tratamiento con 150 m®ha
mientras que Trichoderma sp.3 y Eupenicillium brefeldianum se asociaron con el

tratamiento de 450m?/ha.
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Figura 25. Andlisis de correspondencia entre los diferentes tratamientos, muestreos y aislamientos de
hongos filamentosos obtenidos de muestras del suelo del sitio 1. TER-Aspergillus terrus; AUR-
Aureobasidium sp.; CHA-Chaetomium sp.; CLA-Cladosporium sp.; CUN-Cunninghamella elegans;
EAB-Eupenicillium abidjanum; EBR-Eupenicillium brefeldianum; EJA-Eupenicillium javanicum; FEQ-
Fusarium equiseti; FNY-Fusarium nygamai; MRA-Mortierella ramaniana; HIA-Mucor hiemalis; RAC-
Mucor racemosus; ZIR-Mucor circinelloides; PAE-Paecilomyces sp.; PFU-Penicillium sp.1; PMI-
Penicillium minioluteum; RHI-Rhizopus stolonifer; TIE-Tielavia terricola; HAR-Trichoderma harzianum;
TR1- Trichoderma sp.1; TR2-Trichoderma sp.2; TR3-Trichoderma sp.3; TR8-Trichoderma sp.8; TR9-
Trichoderma sp.9; T10-Trichoderma sp.10, T11-Trichoderma sp.11; T12-Trichoderma sp.12; TCH-
Trichosporium sp.; ZYG-Zygorhynchus moelleri; MHE-Micelio hialino esteril. To: Muestreo a tiempo 0;
V450 y V150: muestras a los 33 dias de aplicacion de vinaza 450 y 150 m%ha respectivamente; VO:
muestras parcela control sin aplicacién de vinaza tomadas a los 33 dias de los tratamientos. El eje 1
(horizontal) explico el 60 % de la variabilidad y el eje 2 (vertical) el 30 %.

Sitio 2. La ordenacion en los primeros dos ejes que corresponden al 81 % de la
variacion total se muestra en la figura 26. La distribucion en este caso fue similar que
para el sitio anterior. El eje 1 explico el 44 % de la variacién separando las muestras
por el tiempo de muestreo salvo para el tratamiento con 450 m®hé el cual se ubico
cercanamente en este eje con el muestreo a tiempo 0. Las especies que
caracterizaron a To fueron: Penicillim restrictum, Aspergillus fumigatus, Fusarium
nygamai, Eupenicillium erubescens, Scytalidium sp, Epicoccum purpurascen,
Zygorhinchus moelleri, Trichoderma sp.6, Penicillium mirabile, Trichoderma harzianum,
Exophiala sp, Aspergillus terrus, Penicillium sp. 1, Curvularia lunata.

El eje 2 que explico el 38 % de la variacion establecié un gradiente entre las muestras
luego de la aplicacién de vinaza, ubicando al tratamiento de 150 m*/ha sobre el origen
de este eje, y separando a la parcela control del tratamiento con 450 m®ha.
Eupenicillium javanicum, Mucor racemosus y Trichoderma harzianum caracterizaron la
parcela control mientras que Eupenicillium brefeldianum, Trichoderma sp.4 y Alternaria

alternata caracterizaron el tratamiento con 150m®ha. El tratamiento con 450m3/ha se
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asoci6 con Cladosporium sp., Fusarium avenaceum, Penicillium purpurogen,

Trichoderma atroviride, Trichoderma sp.3, Trichoderma sp.9 y Ulocladium botrytis.
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Figura 26. Andlisis de correspondencia entre los diferentes tratamientos, muestreos y aislamientos de
hongos filamentosos obtenidos de muestras del suelo del sitio 2. ALT-Alternaria alternata; FUM-
Aspergillus fumigatus; TER-Aspergillus terrus, CLA-Cladosporium sp.; LUN-Curvularia lunata; EPI-
Epicoccum purpurascen; EBR-Eupenicillium brefeldianum; EER-Eupenicillium erubescens; EJA-
Eupenicillium javanicum; EXO-Exophiala sp.; FAV-Fusarium avenaceum; FGR-Fusarium graminearum;
FNY-Fusarium nygamai; FOX-Fusarium oxysporum; RAC-Mucor racemosus; PFU-Penicillium sp. 1;
PMI-Penicillium mirabile; PPU-Penicillium purpurogen; PRE-Penicillim restrictum; RHI-Rhizopus
stolonifer; SCY-Scytalidium sp.; ATR-Trichoderma atroviride; HAR-Trichoderma harzianum; TR3-
Trichoderma sp.3; TR4-Trichoderma sp.4; TR6-Trichoderma sp.6: TR8-Trichoderma sp.8; TRO-
Trichoderma sp.9; T12-Trichoderma sp.12; TCH-Trichosporium sp.; BOT-Ulocladium botrytis; ZYG-
Zygorhinchus moelleri; MHE-Micelio hialino esteril. To: Muestreo a tiempo 0; V450 y V150: muestras a
los 50 dias de aplicacion de vinaza 450 y 150 m3ha respectivamente; VO: muestras parcela control sin
aplicacion de vinaza tomadas a los 50 dias de los tratamientos. El eje 1 (horizontal) explico el 44 % de
la variabilidad y el eje 2 (vertical) el 38 %.
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DISCUSION

1. Abundancia de bacterias cultivables en suelos con diferentes dosis de
vinaza aplicada

Para poder evaluar el efecto que la vinaza tiene sobre los microorganismos del suelo
se determind la abundancia de varios grupos microbianos cultivables mediante
recuento en placa, previo y posterior a la aplicaciéon de diferentes dosis de la misma en
dos suelos de composicién diferente. Este es un método utilizado tradicionalmente, y
aungue posee ciertas limitaciones permite obtener informacién sobre el componente

heterétrofo activo dentro de una poblacion o comunidad (Kirk et al., 2004).

La abundancia de bacterias heteroétrofas totales determinadas mediante recuento en
placa previo a los tratamientos con vinaza se ubicé en el orden de 10°-10° UFCI/g
suelo seco para el sitio 1 y 10" UFC/g suelo seco para el sitio 2. Se pudo constatar una
alta homogeneidad en cuanto a la abundancia de este grupo de bacterias entre las
parcelas analizadas para cada sitio. Esto es reflejo de la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras analizadas. Valores promedio de 8 x
10® UFC/g de suelo de este grupo de bacterias fueron encontrados por Shukla et al.
(2008) en suelos cultivados con cafia de azucar en la India. En tanto que en suelos de
pradera en Uruguay se reportaron valores promedio de 2,5 x 10’ UFC/g suelo (Bajsa,
2008). Luego de los tratamientos con vinaza, no se observaron cambios en cuanto a la
abundancia de estas poblaciones para ninguno de los dos sitios, respecto a sus
correspondientes parcelas control. Esto puede implicar que la poblacién se mantuvo
estable ante el agregado de vinaza o que cambios generados se dieron con
anterioridad a la toma de las muestras (33 o 50 dias posterior a los tratamientos para
sitio 1 y 2 respectivamente) y la poblacién volvié a su estado original al momento de
los muestreos. Estudios realizados por Salamanca (2008) en el cual se determiné la
biomasa microbiana a los 75 dias de aplicacion de vinaza mostraron un importante
incremento de la misma respecto al control. Sin embargo esta disminuia y se igualaba
al control a los 150 dias del tratamiento. Orlando (1983) encontré una alta proliferacion
de microorganismos en los suelos tratados con vinaza, esta proliferacion fue intensa
hasta los 30 dias posteriores a la aplicacion, tendiendo a caer posteriormente. En otros
estudios realizados en India, en el cual se adicionaban a suelos agricolas lodos del
tratamiento de residuos de destilerias, se observé un importante aumento en el
namero de bacterias heteroétrofas con diferentes cantidades aplicadas (Tripathi, 2011).

La vinaza posee altas cantidades de materia organica asimilable, pero de todas formas
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el crecimiento microbiano depende de otras variables. El nitrdgeno puede ser un
limitante al momento del crecimiento. Con la adicion de nitrégeno al suelo se ha
observado un aumento en la incorporaciobn de carbono proveniente de restos
vegetales, pero con concentraciones de N inferiores al 1,2 % no se observaron
cambios en el crecimiento de la biomasa microbiana (Sanomiya et al., 2006). Es de
mencionar que en el tratamiento con 300 m%hé& en el sitio 1 se observé un aumento
significativo de las bacterias heterétrofas en el tiempo. Este aumento puede deberse a
que en esta parcela (y en la de 450 m3/hd) el tapado de las semillas de cafia fue
posterior a las otras parcelas del mismo sitio y muy préoximo al muestreo. Una minima
alteracion del sistema edéfico puede llevar a cambios en el ambiente con una
subsecuente alteraciéon de la actividad microbiana (Murphy et al., 2007). Igualmente, el
retraso en el tapado pudo llevar a un retraso en la germinacién de las semillas.
Dependiendo de la etapa del cultivo, el efecto rizosférico puede ser importante ya que

la microbiota es estimulada o inhibida por exudados radicales (Carrillo, 2003).

En cuanto a las actinobacterias se determinaron poblaciones del orden de 10°-10’
UFC/g suelo seco para el sitio 1 y 10° UFC/g suelo seco para el sitio 2 previo a los
tratamientos. Se observé en el sitio 1 una variabilidad en la abundancia de este grupo
entre las parcelas, pero no fue asi para el sitio 2. Estudios sobre la diversidad de
microorganismos del suelo resaltan la gran heterogeneidad innata del suelo y la
distribucion espacial de los microorganismos (Kirk et al., 2004). Valores promedios de
5 x 10° UFC/g de suelo fueron reportados por Shukla et al. (2008) en suelos cultivados
con cafa de azucar en India, mientras que en dos suelos con cultivos de maiz en
Colombia se obtuvieron valores promedios de 3,4 x 10* y 8,0 x 10* UFC/g de suelo
(Montenegro, 2008). Estos valores se encuentran muy por debajo de los obtenidos en
este trabajo. Por otro lado, en suelos de praderas del Uruguay el numero de
actinobacterias obtenidos por recuento en placa se ubicé entre 4 x 10°y 6 x 10" UFC/g
de suelo (Bajsa, 2008). Este ultimo resultado se asemeja mas a los obtenidos en este

trabajo.

Con la aplicacion de vinaza, en el sitio 2 se mantuvo el nimero de esta poblacién sin
diferencias respecto al control. Sin embargo, en el sitio 1 se pudo determinar un
aumento significativo en los tratamientos con 300 y 450 m*/hé respecto al control. El
mayor efecto se observé en el tratamiento con 300 m®ha en el cual se increment6 un
orden de magnitud el niumero de actinobacterias en el muestreo a los 33 dias respecto
al inicial. Estudios realizados por Meng et al. (2009) en el cual aplicaban vinaza sobre
cultivos de cafia de azlUcar se observdO un incremento en la poblacion de

actinobacterias de 242 veces respecto al control. Sin embargo en suelos colombianos
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no se observaron cambios con la aplicacion de vinaza sobre esta poblacién de
microorganismos (Montenegro, 2008). Las diferencias observadas en los dos suelos
pueden relacionarse con las caracteristicas del mismo. El suelo 2 posee una mayor
cantidad de arcilla que el suelo 1 en el horizonte A, siendo franco arcilloso y franco
arcillo-arenoso respectivamente. La arcilla tiene mayor capacidad para retener las
moléculas organicas con lo que se incrementa la densidad del suelo. Estudios
realizados por Tejada y Gonzélez (2005) han puesto de manifiesto una correlacién
entre la densidad del suelo y la biomasa microbiana. En este estudio observaron que
cuando aplicaban altas dosis de vinaza, la densidad del suelo aumentaba y disminuia
la biomasa microbiana. En cambio, con bajas dosis de vinaza, la densidad del suelo
disminuia y aumentaba la biomasa microbiana. Este efecto podria ser el responsable
de los diferentes resultados obtenidos en la abundancia de actinobacterias entre los

dos sitios.

El porcentaje de actinobacterias respecto a los heterétrofos totales mostré valores
entre 6-12 % en el sitio 1 y entre 11-18 % para el sitio 2 previo a los tratamientos. En
este Ultimo, luego de la aplicacion de vinaza la proporcidn se mantuvo estable,
mientras que en el sitio 1 se observéd un aumento en el tratamiento con 150m*héa
respecto al control duplicAndose en el tiempo. Este hecho puede explicarse debido a
gue la poblacién total de heterétrofos se mantuvo estable en el tiempo para este
tratamiento mientras que las actinobacterias duplicaron su nimero. De todas formas
este ultimo efecto no fue significativo en el tiempo pero si se ve cuando se analiza la

relacion de actinobacterias respecto a heterotrofos.

2. Abundanciay estructura de la comunidad de hongos filamentosos

La abundancia de hongos filamentosos al inicio del ensayo mostr6 valores del orden
de 10° y 10* UFC/g de suelo seco para el sitio 1 y 2 respectivamente. Estos valores
son semejantes a los reportados por Bettucci et al. (1993) en suelos de praderas del
Uruguay los cuales se encontraron entre 4 x 10* y 6 x 10* UFC/g de suelo seco. En
suelos cultivados con cafia de azucar, Shukla et al. (2008) reportaron valores
promedio de 5,8 x 10° UFC/g de suelo seco.

En ambos casos se observo una alta homogeneidad entre las diferentes parcelas en
cuanto a su abundancia. Para todos los casos se determinaron diferencias
significativas en el tiempo en cuanto a la abundancia de hongos filamentosos. Estas
diferencias también generaron cambios en la comunidad. El efecto que puede

destacarse se observa entre la comunidad inicial y la parcela control. En el sitio 1 la
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comunidad al inicio del ensayo que estaba dominada por Zygorhinchus moelleri, pas6
a estar dominada por Mortierella ramaniana, mientras que Zygorhinchus moelleri se
pudo recuperar con apenas el 0,77 % de densidad relativa en esta Ultima parcela. Para
el caso del sitio 2 en el cual la comunidad inicial estaba dominada por Aspergillus
fumigatus, ésta paso a estar dominada fuertemente por Alternaria alternata en la
parcela control. Todas estas especies mencionadas son habitantes frecuentes del
suelo (Giri et al., 2005). Mediante el analisis de minima similitud de las comunidades
fangicas entre el estado inicial y luego de los tratamientos se puede reafirmar que el
factor tiempo causd un importante efecto en los dos sitios. La comunidad inicial del
sitio 1 fue 34 % similar a la parcela control luego de los tratamientos, mientras que
para el sitio 2 esta similitud fue del 19,11 %. Aunque la diferencia entre los tiempos de
muestreos fue relativamente corta, los mismos fueron realizados préximos a un
cambio estacional. Asimismo, la imposicion de las plantas de cafia de azlcar entre los
muestreos pudo influir en los comportamientos observados. Christensen (1969) puso
de manifiesto que cambios en la comunidad fangica del suelo han de ser esperados
ante un cambio en la vegetacion del mismo. Hay que destacar que Trichoderma sp 12.
se mantuvo e incluso aumento en el tiempo en los dos sitios. Las especies de
Trichoderma son capaces de antagonizar y controlar un amplio rango de hongos
fitopatégenos, siendo bien conocidos como agentes de control biol6gico (Sharon et al.,
2011).

La aplicacion de vinaza generé diferentes comportamientos en los dos tipos de suelos
analizados. Mientras que en el sitio 1 se pudo constatar un importante aumento de la
abundancia en el tratamiento con 450 m*héa respecto al control, en el sitio 2 se
observé lo contrario. En éste Ultimo el tratamiento con 450 m*h& exhibi6 valores
menores al control. Este resultado diferencial entre los dos tipos de suelos analizados
se asemeja al obtenido para el caso de las actinobacterias, lo cual puede reforzar la
hip6tesis mencionada para tal caso. Estas diferencias también generaron cambios en
la comunidad. La aplicacion de vinaza en el sitio 1 estimuld fuertemente a
Paecilomyces sp. el cual paso a ser dominante en las parcelas con los tratamientos.
De todas formas también se pudo recuperar de la parcela control con una alta
densidad relativa, lo que indica que factores ajenos a la vinaza también estimularon a
esta especie. En cambio en el sitio 2, se observo que la aplicacion de 150 m®ha de
vinaza no afectd la poblacion de Alternaria alternata el cual fue dominante en esta
parcela como en la control. Sin embargo, el tratamiento con 450 m%ha disminuy6
drasticamente a Alternaria alternata siendo de las especies con menor densidad

relativa en esta parcela. En este caso la especie que se vio altamente estimulada fue
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Cladosporium sp. siendo dominante y apareciendo exclusivamente en este

tratamiento.

Los tratamientos con vinaza en ambos sitios gener6 comportamientos diferentes
pudiéndose destacar: en el sitio 1 Paecilomyces sp. aumentd proporcionalmente a la
cantidad de vinaza aplicada, mientras que Rhizopus stolonifer y Mortierella ramaniana
disminuyeron con la cantidad de vinaza aplicada. En el sitio 2 aparecié Cladosporium
sp. en el tratamiento de mayor cantidad de vinaza mientras que este tratamiento
disminuy6 drasticamente a Alternaria alternata. Fusarium oxysporum y Trichosporium
sp. disminuyeron con la cantidad de vinaza aplicada. El efecto sobre Fusarium
oxysporum no concuerda con datos reportados por Vicente et al. (2007) quienes
estudiaron el efecto de varios tipos de vinaza sobre hongos fitopatdgenos. En
particular, la vinaza de cafia de azucar estimulaba el crecimiento de dichos hongos
dentro de los cuales se incluia Fusarium oxysporum. Un hecho en comun entre los dos
sitios que se pudo determinar fue el aumento de Eupenicillium brefeldianum con la
aplicacion de 150 m*/ha vinaza. Este Gltimo ha sido aislado tanto de praderas como de
suelos con cultivos (Domsch et al., 1980).

Es de mencionar que las especies encontradas en este trabajo han sido reportadas en
suelos del Uruguay, sin embargo se encuentra poca similitud en cuanto a la estructura
de la comunidad fungica reportada en praderas y montes de Eucalytpus del Uruguay
(Bettucci et al., 1993; Bettucci y Alonso, 1995). Por otro lado, la comunidad flungica
encontrada en los dos tipos de suelos en este trabajo comparte mas del 50 % de la
encontrada en campos de cultivos de nogal y alfalfa en suelos mexicanos (Samaniego
y Chew, 2007).

Debido a que no existen trabajos en cuanto al efecto de la aplicaciéon de vinaza sobre
la comunidad de hongos filamentosos en suelos se hace imposible poder comparar los

resultados obtenidos.
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En este trabajo se evalué el comportamiento de varios grupos microbianos del suelo
ante la aplicacion de diferentes dosis de vinaza. Se determin6é que la poblacién de
actinobacterias en el sitio 1 aument6 con la aplicacién de 300 y 450 m*/ha de vinaza
mientras que esta poblacidén no se vio afectada en el sitio 2. La abundancia de hongos
filamentosos aumenté con 450 m*héa de vinaza en el sitio 1 mientras que disminuy6
con esa misma dosis en el sitio 2. La poblacion de bacterias heterétrofas totales no
mostrd diferencias en ninguno de los sitios. Los resultados obtenidos indican que la
vinaza genera efectos diferentes sobre diferentes tipos de microorganismos. A su vez,
los efectos dependen de la dosis y del tipo de suelo en la que es aplicada. Esto
concuerda con resultados obtenidos en otros paises. No se pudo observar un
comportamiento especifico de la vinaza sobre la estructura de la comunidad de
hongos filamentosos, pero se determind que la misma cambié con la aplicacién de
vinaza. En cada tipo de suelo se vieron estimuladas algunas especies mientras que
otras fueron inhibidas. El resultado en comun entre ambos tipos de suelos fue el
incremento de Eupenicillium brefeldianum con la aplicacion de 150 m%hé de vinaza. A
su vez el factor tiempo gener6 grandes cambios en la comunidad de hongos
filamentosos en los dos suelos analizados. Es de mencionar que los estudios
realizados en este trabajo evaluaron el efecto de la vinaza a corto plazo mientras que
efectos diferentes podrian observarse posteriormente. Debido a esto seria importante
un seguimiento de la evolucién de las variables analizadas en el tiempo. Asimismo,
evaluar el efecto sobre la estructura de la comunidad bacteriana aportaria mayor
informacién sobre los cambios que puedan darse, por lo que seria de gran importancia
evaluar el efecto sobre la diversidad bacteriana. Hay que tener en cuenta que el
andlisis microbiano fue realizado mediante técnicas dependientes de cultivo. Seria
importante poder evaluar la comunidad microbiana por técnicas independientes de
cultivo. Utilizando métodos moleculares se podria obtener informacion también de los
microorganismos no cultivables que podrian estar siendo afectados. Los efectos de las
alteraciones en el sistema edéafico sobre los microorganismos son muchas veces
evaluadas mediante la actividad de enzimas especificas, por lo que seria interesante
poder evaluar este parametro en futuras experiencias. Ademas, la biomasa y
respiracion microbianas serian medidas con gran aporte de informacion para poder
comprender con mas amplitud el efecto de la vinaza sobre los microorganismos del

suelo.
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