
 

 

Universidad de la República 

Facultad de Ciencias 

Tesina de Grado en Ciencias Biológicas 

Profundización en Genética y Evolución 

 

Efecto de la aplicación de vinaza en cultivos 

de caña de azúcar: estudio de la comunidad 

bacteriana  

Autor: Sergio Wajswol Martella 

Orientadora: Dra. Natalia Bajsa 

Co-Orientadora: MSc. Daniella Senatore 

Tribunal: 

Dra. Natalia Bajsa  

Adriana Montañez  

Pilar Irisarri 

 

Laboratorio de Ecología Microbiana 

Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable 



 

ÍNDICE GENERAL 

RESUMEN  ----------------------------------------------------------------------------------------------- 1 

INTRODUCCIÓN  --------------------------------------------------------------------------------------- 3 

1. Biocombustibles y generación de vinaza ----------------------------------------------- 3 

2.  Microorganismos del suelo ---------------------------------------------------------------- 4 

2.1 Actinobacterias ------------------------------------------------------------------------- 7 

2.2 Pseudomonas fluorescentes -------------------------------------------------------- 8 

2.3 Bacillus spp.------------------------------------------------------------------------------ 8 

2.4 Bacterias fijadoras de nitrógeno y bacterias solubilizadoras de fosfato - 8 

3. Actividad microbiana asociada al suelo-------------------------------------------------- 9 

4. Diversidad y estructura de las comunidades microbianas-------------------------- 10 

OBJETIVOS ----------------------------------------------------------------------------------------------13 

1. Objetivo general -------------------------------------------------------------------------------13 

2. Objetivos específicos -------------------------------------------------------------------------13 

3. Hipótesis -----------------------------------------------------------------------------------------13 

MATERIALES Y MÉTODOS  ------------------------------------------------------------------------ 14 

1. Descripción de los ensayos ---------------------------------------------------------------- 14 

2. Toma de muestras----------------------------------------------------------------------------- 18 

3. Determinación de humedad---------------------------------------------------------------- 18 

4. Cuantificación de bacterias por recuento en placa y por la técnica del número más 

probable (NMP) --------------------------------------------------------------------------18 

4.1. Bacterias heterótrofas-----------------------------------------------------------------18 

4.2. Pseudomonas fluorescentes---------------------------------------------------------19 

4.3. Bacillus spp. -----------------------------------------------------------------------------19 

4.4. Fijadoras de nitrógeno ----------------------------------------------------------------19 

4.5. Solubilizadoras de fosfato ---------------------------------------------------------- 19 



 

4.6. Actinobacterias ------------------------------------------------------------------------ 19 

4.7. Amonificantes -------------------------------------------------------------------------- 19 

5. Actividad microbiana ---------------------------------------------------------------------------20 

6. Extracción de ADN -----------------------------------------------------------------------------20 

7. PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) -----------------------------------------20 

8. Secuenciación masiva ------------------------------------------------------------------------20 

9. Análisis de datos ------------------------------------------------------------------------------ 21 

RESULTADOS  ------------------------------------------------------------------------------------------- 22 

1. Abundancia de bacterias en suelos con y sin vinaza--------------------------------- 22 

2. Actividad microbiana -------------------------------------------------------------------------- 25 

3. Estudio de la estructura de la comunidad bacteriana ---------------------------------26 

3.1 . Análisis de la comunidad bacteriana por secuenciación masiva -----------28 

DISCUSIÓN  -----------------------------------------------------------------------------------------------35 

1. Abundancia de bacterias cultivables en suelos con y sin vinaza ------------------35 

2. Actividad microbiana --------------------------------------------------------------------------38 

3. Estudio de la estructura de la comunidad bacteriana ---------------39 

CONSIDERACIONES FINALES -------------------------------------------------------------------- 41 

ANEXOS --------------------------------------------------------------------------------------------------- 43 

1. Medios de cultivo ------------------------------------------------------------------------------ 43 

2. Reactivo de Nessler -------------------------------------------------------------------------- 44 

3. Secuencia de cebadores utilizados ------------------------------------------------------- 45 

4. Tablas de abundancia ------------------------------------------------------------------------ 46 

5. Respirometría ---------------------------------------------------------------------------------- 47 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS-----------------------------------------------------------------48 

 

 

 



1 
 

RESUMEN 

El bioetanol es una fuente de energía alternativa, y en Uruguay específicamente, todos los 

combustibles deben contener bioetanol al menos en un 5% respecto al volumen total. Una 

de las etapas de la producción de bioetanol a partir de caña de azúcar es la de destilación, 

al finalizar esta etapa se obtiene un líquido denominado vinaza que contiene en gran medida 

materia orgánica, potasio, azufre, fósforo, nitrógeno y otros elementos. La acumulación de 

este efluente representa una problemática a no ser que sea tratado correctamente, ya que 

el vertido sin previo tratamiento a un curso de agua es inviable. La composición mineral de 

la vinaza sugiere que podría ser utilizada como biofertilizante, aportando nutrientes a los 

cultivos. Existen interacciones entre los microrganismos y los cultivos que afectan el creci-

miento de los mismos, así como también entre los microrganismos y los suelos, afectando 

propiedades físicas y químicas de estos. Al aplicar vinaza, la actividad microbiológica del 

suelo podría verse afectada y por ello es necesario estudiar el efecto de la vinaza sobre la 

calidad del suelo, el crecimiento y sanidad de los cultivos.  

El objetivo general de este trabajo fue evaluar los cambios de la comunidad bacteriana del 

suelo tratado con vinaza aplicada como fertilizante en cultivos de caña de azúcar, para lo 

cual se tomaron muestras de dos sitios con suelos distintos (L1 y LB2) representativos de la 

zona (ALUR- Bella Unión), sin tratar y un mes después de la aplicación de distintos trata-

mientos: vinaza en dos concentraciones (150m3/ha, 300m3/ha), fertilizante químico, y una 

parcela de cada suelo como control sin tratar. Con las muestras obtenidas se determinó la 

abundancia de algunos grupos bacterianos considerados importantes en cuanto a la sanidad 

del suelo por técnicas clásicas de cultivo, se midió la actividad microbiana mediante respiro-

metría y se evaluó la diversidad y estructura de la comunidad bacteriana por la técnica mo-

lecular de secuenciación masiva. 

Los resultados de abundancia y actividad microbiana no mostraron diferencias significativas 

para los distintos tratamientos respecto al control para ninguno de los suelos. Los datos ob-

tenidos por secuenciación masiva fueron analizados siguiendo el protocolo de análisis bioin-

formático de Qiime, mediante el cual se construyeron los gráficos de diversidad alfa y beta, 

de abundancia por phylum y de abundancia por clase. La alfa diversidad obtenida indicó que 

la secuenciación llevada a cabo fue correcta en relación al esfuerzo de muestreo, no se 

observó agrupación de las muestras secuenciadas en los análisis multivariados (beta diver-
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sidad) y no hubo diferencias significativas en cuanto a la composición de la comunidad bac-

teriana un mes pasada la aplicación de vinaza (300m3/ha) para los gráficos de abundancia 

obtenidos, salvo por un aumento de la clase clostridia en el suelo L1. 

Estos resultados indican que la aplicación de vinaza en las dosis y tiempos evaluados (150 

y 300  m2/há por de 1 mes) no tuvo efecto sobre las comunidades bacterianas del suelo con 

las técnicas utilizadas para su estudio. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Biocombustibles y generación de vinaza 

Uno de los mayores problemas para la sociedad en la actualidad es cubrir la gran demanda 

energética e intentar proveer la misma en forma sustentable (Hahn-Hägerdal et al., 2006). 

En Uruguay el artículo 1 de lo dispuesto en la ley Nº 18.195 referente a los agrocombustibles 

establece que “Se tiene por objeto el fomento y la regulación de la producción, la 

comercialización y la utilización de agrocombustibles (Alcohol carburante y Biodiesel). 

Asimismo, tiene por objeto reducir las emisiones de gases de efecto invernadero, 

contribuyendo al desarrollo sostenible del país.” (Ley Nº 18.195 Montevideo, 2007 – ALUR). 

Para lograr dicha reducción se producen biocombustibles de primera generación, los más 

ampliamente difundidos son el biodiesel y el bioetanol. Este último representa más del 90% 

del total de biocombustibles que se utilizan actualmente en el mundo (Serna et al., 2011), 

además de ser el de mayor producción en Uruguay, donde a partir del 31 de diciembre de 

2014, se incorpora a los combustibles al menos un cinco por ciento (5%) sobre el volumen 

total de la mezcla del biocombustible y la nafta (gasolina) (Ley Nº 18.195 Montevideo, 2007 

– ALUR- Artículo 6°). 

En Uruguay, la materia prima utilizada para la producción de bioetanol es de origen nacional 

y consiste en cultivos de caña de azúcar, a raíz de lo cual se generan varios subproductos. 

Entre ellos se encuentra la vinaza, efluente con alto potencial contaminante debido a su 

riqueza en materia orgánica, bajo pH, corrosividad elevada y altos índices de demanda 

biológica de oxígeno, sumado a la elevada temperatura con la cual abandona los 

destiladores. Por otro lado, por estar constituida principalmente de materia orgánica en forma 

de ácidos orgánicos y nutrientes como K, Ca, N, S y Mg la vinaza posee un alto potencial de 

uso como biofertilizante (Rossetto, 1987). 

ALUR (Alcoholes del Uruguay S.A.) produce 30.000 m3 de bioetanol al año, generándose 

aproximadamente 8 litros de vinaza por cada litro de etanol, acumulándose el efluente a no 

ser que sea tratado correctamente. Debido a su elevado volumen, muchos países han 

buscado alternativas para el tratamiento de la misma entre las que se encuentran el 

fertirriego, la concentración y posterior fertirriego, la utilización en producción de biogás y 

posterior fertirriego, concentración y utilización en alimento en raciones para animales 

(Christofoletti et al., 2013). De las anteriores la más utilizada a nivel mundial es el fertirriego 

con el objetivo de sustituir el uso parcial o total de fertilizantes químicos por vinaza, debido a 
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que no requiere de grandes inversiones, posee un bajo costo de mantenimiento a nivel 

económico y una baja complejidad (Santana y Machado, 2008). Sin embargo, al aplicar 

vinaza a los cultivos la actividad microbiológica del suelo podría verse afectada, factor que 

afecta el ciclado de nutrientes, fertilidad y producción de los suelos (Chen et al., 2003).  

 

 

2. Microorganismos del suelo 
 

La fertilidad del suelo depende de elementos ambientales, físicos, químicos, de la materia 

orgánica presente en el suelo y por lo tanto de la actividad microbiana del mismo (Chen y 

Avnimelech, 1986). Los microorganismos afectan la fertilidad porque están involucrados en 

los ciclos biogeoquímicos de los nutrientes a través de diversos procesos, durante los cuales 

también producen compuestos con relevancia climática que son liberados a la atmósfera 

desde el suelo. Estas reacciones son llevadas a cabo por microorganismos especializados 

que coexisten en el suelo y se encuentran distribuidos en el espacio de manera heterogénea 

(Varma et al., 2005). La distribución heterogénea acarrea una problemática al momento de 

su estudio ya que se generan microhábitats con condiciones óptimas que permiten el 

crecimiento de comunidades microbianas a pequeña escala; es por ello que es 

recomendable tomar muestras compuestas, para evitar incurrir en errores o sesgo causado 

por poblaciones dominantes (Kirk et. al., 2004).  

Dos parámetros son importantes cuando se evalúa la significancia de los microorganismos 

en el suelo: la abundancia y la diversidad. Mientras la abundancia puede aumentar o 

disminuir en cortos períodos en respuesta a diferentes prácticas de manejo, la diversidad es 

más importante para poder comprender la significancia funcional de los microorganismos en 

un sitio dado (Venkateswarlu y Srinivasarao, 2013). Es por esto que al utilizar fertilizantes 

para aumentar la cantidad de nutrientes presentes, ya sean orgánicos o inorgánicos, hay que 

tener en cuenta que pueden afectar a los microorganismos del suelo, lo cual puede acarrear 

cambios en la actividad y en la composición de la comunidad microbiana (Nakhro y Dkhar, 

2010). Para poder detectar los efectos causados por los distintos tratamientos agrícolas en 

los suelos sobre las comunidades microbianas, es necesario aplicar técnicas para determinar 

su tamaño, composición y funcionamiento (Thwaites, 2011). Aun así, la interrogante de si un 

determinado proceso ecológico es llevado a cabo por comunidades bacterianas que son 

estrictamente similares estructuralmente o si pueden ser realizados por otras completamente 

diferentes según el tipo de suelo, sigue sin ser resuelta (Varma et al., 2005). 
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Interacciones entre plantas y microorganismos a nivel de la rizósfera cumplen un rol muy 

importante para la transformación, movilización, solubilización de un pool de nutrientes y la 

absorción y aprovechamiento de los mismos por parte de la planta. Estas rizobacterias pro-

motoras del crecimiento vegetal (PGPR), generalmente actúan a través de tres vías diferen-

tes: síntesis de compuestos particulares utilizados por las plantas, facilitando la absorción de 

nutrientes desde el suelo por parte de las plantas y previniendo las infecciones y enfermeda-

des (Hayat et al., 2010). 

Debido a la actividad de cepas pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Bacillus, éstos 

son considerados los géneros principales de rizobacterias promotoras del crecimiento vege-

tal (Kishore et al., 2006).  

Las interacciones entre rizobacterias y plantas forman parte de ciclos biogeoquímicos como 

el ciclo del fósforo, del nitrógeno y del hidrógeno, generando así cambios atmosféricos y a 

nivel del suelo.  

El fósforo es un nutriente esencial para todas las formas de vida y desempeña un papel 

fundamental en la mayoría de las reacciones bioquímicas (Westheimer, 1987). Forma parte 

de moléculas como ARN, ADN y ATP y es considerado el segundo nutriente más importante 

para las formas de vida luego del nitrógeno. La mayoría de los suelos contienen una reserva 

de fósforo la cual casi en su totalidad se mantiene inerte por encontrarse en un estado quí-

mico inaccesible, mientras que un porcentaje aproximado del 10% ingresa al ciclado del cual 

participan plantas y animales (Ruttenberg, 2003). Es por esto que se vuelven esenciales los 

fertilizantes de fósforo, y que si bien el fósforo aportado por los mismos se encuentra en un 

estado disponible para las plantas, rápidamente reacciona siendo cada vez menos soluble y 

por lo tanto más inerte (Kucey et al., 1989). Las reservas globales de fósforo se encuentran 

almacenadas en tres grandes reservorios: suelos, rocas y organismos vivientes; la erosión 

de las rocas y suelos es la principal fuente de obtención de fósforo y se lleva a cabo mediante 

la disolución de minerales que contienen fósforo como la apatita. Durante la conversión 

desde formas inertes del fosfato hasta su solubilización en forma de ortofosfato ocurren múl-

tiples reacciones geoquímicas y bioquímicas a través del ciclo del fósforo, entre las que se 

encuentran las reacciones de solubilización que se dan mayormente debido a la liberación 

de ácidos por parte de microorganismos. Estos ácidos, entre otras funciones, intervienen en 

la quimiotaxis microbiana y detoxificación de los metales actuando en forma secundaria so-

bre compuestos insolubles de fosfato inorgánico (fosfato dicálcico, fosfato tricálcico, y roca 

fosfórica), generando además una acidificación del suelo que facilita la absorción de fósforo 
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(Paredes, 2010). Durante el proceso de mineralización algunas bacterias sintetizan las enzi-

mas fosfatasas, que serán alcalinas o ácidas según las propiedades del suelo, y que son las 

enzimas encargadas de la hidrólisis de enlaces éster del fosfato orgánico. Estas bacterias 

solubilizadoras de fosfato generan más fosfatos de los que requieren para su propio meta-

bolismo y crecimiento, quedando libre para interaccionar en el medio donde puede ser incor-

porado por plantas y otros organismos (Ruttenberg, 2003). 

Otro de los grandes limitantes en el crecimiento de los cultivos, por ser uno de los principales 

nutrientes esenciales de biomoléculas de gran importancia como los aminoácidos, ARN, 

ADN y clorofilas entre otras proteínas, es el nitrógeno. A pesar de existir enormes reservas 

de nitrógeno (N) en la atmósfera (este representa el 78% de la misma), es inaccesible para 

la mayoría de los organismos vivientes, limitando así la productividad en muchos ecosiste-

mas. El N presenta muchos estados de oxidación y formas químicas y sufre transformaciones 

entre un estado y otro por parte de microorganismos que participan en el ciclo del nitrógeno 

(Francis et al., 2007). El ciclo del N es central para la biogeoquímica del planeta, debido a 

que en el mismo, el N fluye desde la atmósfera hacía los suelos terrestres y marinos (Figura 

1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El nitrógeno molecular inerte es reducido a compuestos de amonio a través de procesos de 

fijación biológica de nitrógeno (FBN), nitrificación, desnitrificación, reacciones anammox, y 

amonificación (Fowler et al., 2013). A pesar de existir gran diversidad de microorganismos 

Figura 1: Esquema del Ciclo del Nitrógeno (Nature Education 2010). 
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capaces de llevar a cabo la fijación biológica de N, todos ellos presentan actividad del com-

plejo enzimático de la nitrogenasa que cataliza la reducción de N2 a NH3 (amoníaco). Esto 

convierte al complejo de la nitrogenasa en un excelente marcador molecular para la posible 

actividad fijadora de nitrógeno y permite una más fácil y rápida identificación de microorga-

nismos fijadores de N. 

El hidrógeno es un subproducto de la fijación de nitrógeno, pero también se ha estudiado su 

fijación por parte de microorganismos que presentan genes asociados al cluster de la 

5[NiFe]-hidrogenasa, siendo estos genes los que codifican para las subunidades hhyS y hhyL 

de la hidrogenasa, presentes en Actinobacteria, Proteobacteria, Chloreoflexi y acidobacteria 

(Meredith et al., 2014). Aproximadamente el 5% de la ganancia fotosintética diaria de una 

planta se pierde a causa de la producción de hidrógeno por lo cual la fijación del mismo por 

parte de bacterias es un proceso de gran importancia.  

Muchos de los procesos descritos en los ciclos biogeoquímicos son llevados a cabo por los 

microorganismos estudiados en esta investigación por su posible utilización como promoto-

res del crecimiento vegetal. 

 

2.1 Actinobacterias 

El filo Actinobacteria es uno de los filos principales del dominio Bacteria. La clase Actinobac-

teria contiene seis órdenes: Acidimicrobiales, Rubrobacterales, Coriobacterales, Bifidobacte-

riales, Actinomycetales, y Nitriliruptorales (Suela et al., 2013). Estas bacterias se encuentran 

ampliamente distribuidas en los ecosistemas terrestres más que en cualquier otro medio, 

sobre todo en suelos alcalinos y suelos ricos en materia orgánica (Barka et al., 2016), donde 

participan en un rol fundamental de reciclaje de biomateriales por descomposición y forma-

ción de humus. Son bacterias Gram positivas muy variables a nivel morfológico y fisiológico 

que presentan un contenido GC muy elevado en su ADN. Comparten una sinapomorfía única 

a nivel molecular que ha aportado mucha información a nivel taxonómico, la inserción homó-

loga de aproximadamente 100 nucleótidos entre las hélices 54 y 55 del gen del ARNr 23S 

(Roller et al., 1992). A pesar de esto, los genomas que han sido secuenciados hasta el mo-

mento presentan una alta heterogeneidad reflejo de la biodiversidad presente en el filo (Ven-

tura et al., 2007). 

Este filo presenta una gran importancia a nivel biotecnológico debido a su uso en medicina, 

agricultura e industria. Del género Streptomyces se obtienen el 80% de los antibióticos, así 
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como también produce una amplia variedad de metabolitos secundarios con distintas activi-

dades, que pueden ser anti-fúngicas, anti-tumorales y herbicidas (Omura et al., 2001). 

 

2.2 Pseudomonas fluorescentes 

Las Pseudomonas fluorescentes son de particular interés debido a que determinadas cepas 

poseen la habilidad de colonizar la rizósfera a una alta densidad y así competir con otros 

microorganismos (Mark et al., 2006). La lista de efectos beneficiosos respecto a la utilización 

de Pseudomonas spp. en suelo se encuentra en continuo crecimiento y entre ellas se en-

cuentran su actividad promotora directa del crecimiento en plantas, producción de metaboli-

tos anti-fúngicos, inducción de resistencia sistémica para hongos, bacterias, virus, insectos 

y nemátodos, tolerancia frente a estrés abiótico, interacciones con bacterias del género Rhi-

zobium (Cano, 2011). La producción de AIA (ácido indolacético), amonificación, solubiliza-

ción de fosfato y producción de sideróforos además de la actividad AAC (ácido aminociclo-

propano-1-carboxílico) desaminasa son algunos de los mecanismos de acción conocidos de 

promoción del crecimiento vegetal por parte de cepas de Pseudomonas (Dey et al., 2004).  

2.3 Bacillus spp. 

Bacillus es uno de los géneros con mayor potencial estimulante del crecimiento vegetal de-

bido a su capacidad de formación de esporas resistentes y otras características de este gé-

nero como presencia de múltiples capas de pared celular, secreción de péptidos antibióticos, 

enzimas extracelulares las cuales favorecen su supervivencia ante condiciones adversas del 

ambiente por períodos sostenidos de tiempo (Kumar et al., 2011). Son aisladas generalmente 

de la rizósfera aunque son muy comunes las formas endófitas de cepas de Bacillus spp.. 

Algunas especies como Bacillus subtilis son conocidas por su influencia positiva en el creci-

miento, vitalidad, y resistencia a patógenos en las plantas, generando muchas veces un au-

mento en la capacidad de producción (Wahyudi et al., 2011). Los principales mecanismos 

por los cuales se logra la promoción del crecimiento son: la estimulación directa por produc-

ción de fitohormonas, solubilización y movilización de fosfato e inducción de la resistencia 

sistémica a patógenos (Choudhary y Johri, 2009). 

 

2.4 Bacterias fijadoras de nitrógeno y bacterias solubilizadoras de fosfato 

La fijación biológica de nitrógeno (FBN) atmosférico a formas químicas asimilables por los 

organismos superiores sólo puede ser efectuada por procariotas de los dominios Bacteria y 
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Archaea. Los microorganismos que convierten el nitrógeno gas (N2) en amoníaco lo hacen 

gracias a la actividad del complejo enzimático altamente conservado llamado nitrogenasa, 

que está constituido por dos metaloproteínas: la proteína (I), llamada hierro-molibdeno-pro-

teína, y la proteína (II), llamada hierro-proteína (Baca et al., 2000). 

La mayoría de la fijación biológica de nitrógeno es llevada a cabo por diazótrofos en simbiosis 

con leguminosas. No obstante bajo condiciones específicas, pH neutral, bajos niveles de 

nitrógeno fijado, y grandes cantidades de carbono (DeLuca et al., 1996) ciertas bacterias de 

vida libre (cianobacterias, Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, entre otras) interaccio-

nan con plantas C3 y C4 (como caña de azúcar, arroz, maíz, algodón y trigo) y pueden fijar 

cantidades significativas de nitrógeno (hasta 60 kg de nitrógeno ha-1 año-1) (Bürgmann et 

al., 2004), aumentando el crecimiento vegetativo de las mismas así como la producción de 

grano (Kennedy et al., 2004). 

El fósforo es uno de los nutrientes esenciales más limitante para las plantas, aún cuando en 

el suelo existen grandes reservas del mismo. Esto se debe a que sólo una pequeña parte del 

fósforo total existente puede ser utilizado por las plantas debido a que el mismo se encuentra 

mayormente en sus formas insolubles y las plantas únicamente pueden utilizar las formas 

solubles del mismo: monobásica (H2PO4
-) y dibásica (HPO4

2-) (Bhattacharyya y Jha, 2012). 

El fósforo sufre adsorción y reacción de precipitación con cationes presentes en el suelo, en 

particular el hierro, aluminio y calcio por lo cual se tendría que utilizar cantidades muy eleva-

das de fertilizante químico para alcanzar resultados óptimos, lo cual causa pérdidas tanto a 

nivel ecológico como económico (Sharma et al., 2011). 

Las bacterias solubilizadoras de fosfato generalmente solubilizan fósforo inorgánico a través 

de la producción de ácidos orgánicos, como ser el ácido cítrico, glutámico, succínico, láctico, 

oxálico, maleico, fumérico, tartárico o α-cetobutírico. Se han reconocido efectos benéficos de 

las mismas al ser aplicadas en cultivos de caña de azúcar, al comparar tratamientos donde 

se aplicaron estas bacterias con otros tratamientos carentes de las mismas (Sundara et al., 

2002). Los géneros más conocidos que contienen cepas capaces de solubilizar fosfato son 

Alcaligenes, Acinetobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, 

Erwinia, Flavobacterium, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, y Serratia (Sharma et al., 

2011). 
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3. Actividad microbiana asociada al suelo 

La actividad microbiana es un reflejo de los procesos que ocurren en el suelo debido a la 

presencia de bacterias y hongos en distintas proporciones según el tipo de suelo. Esta acti-

vidad es determinante para el del ciclado de nutrientes, así como también de la descompo-

sición de la materia orgánica (Chen et al., 2003). La mayoría de los microorganismos del 

suelo son heterótrofos lo que significa que tienen la propiedad de degradar materia orgánica, 

obteniendo energía que necesitan para su desarrollo. Utilizando esta propiedad se puede 

determinar la actividad metabólica de los microorganismos del suelo mediante la medida del 

desprendimiento del CO2 derivado de la respiración en un determinado período. Esto nos 

dará idea de la actividad microbiológica existente en el suelo (Chakraborty et al., 2011). Así 

se pueden evaluar las diferentes respuestas de los microorganismos frente a factores de 

estrés que podrían afectar su metabolismo, modificando indirectamente las propiedades del 

suelo: factores como ser la concentración de metales, sales o contenido de agua disponible 

en el medio. Esta medida es difícil de evaluar debido a la diversa estructura de las comuni-

dades del suelo, y a la distinta interacción de cada grupo microbiano en relación a los factores 

antes mencionados. La actividad varía en función de muchos factores, como el uso del suelo, 

mineralogía, cobertura vegetal, prácticas de manejo, calidad de los residuos que entran al 

sistema, factores ambientales, entre otros (Ramos y Dávila, 2008). La medida de la actividad 

microbiana es considerada un bioindicador de la calidad y sustentabilidad, permite compren-

der procesos degradativos que ocurren a nivel del suelo y aporta información para mantener 

la biodiversidad de manera tal que los suelos mantengan su resistencia y resiliencia. 

4. Diversidad y estructura de las comunidades microbianas 

Históricamente las técnicas que se utilizaban eran las de cultivo en el laboratorio, pero ac-

tualmente se sabe que menos del 1% del total de bacterias son cultivables bajo estas técni-

cas (Horner-Devine et.al., 2004; Ritz 2007). Los métodos dependientes de cultivo son bara-

tos y rápidos; aunque pueden proveer información sobre el componente activo heterótrofo 

de la población presentan dificultades al momento de analizar la diversidad de una comuni-

dad bacteriana. Se sabe que generan desvíos de valores reales debido a la imposibilidad de 

reproducir los requerimientos metabólicos y fisiológicos de la mayoría de los microorganis-

mos in vitro (Nadkarni et al., 2009). 

De manera de superar los inconvenientes que acarrean las técnicas de estudio clásicas, se 

han desarrollado técnicas de análisis a nivel molecular que se basan en el estudio del ARN 
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o ADN. Mediante la extracción de ácidos nucleicos a partir de muestras ambientales se pue-

den utilizar técnicas como PCR a través de la cual luego de aislar el ADN se amplifica el 

mismo utilizando cebadores universales o específicos. Los productos de PCR pueden ser 

aislados posteriormente en base a sus propiedades de desnaturalización para llevar a cabo 

técnicas de fingerprinting (DGGE1, TGGE2, T-RFLP3, SSCP4, RISA5, LH-PCR6) o mediante 

técnicas de hibridación para llevar a cabo microarrays. Otro enfoque posible es realizar un 

PCR cuantitativo (qPCR), técnica que se basa en la generación de una señal fluorescente, 

que luego es detectada por un equipo en cada ciclo de la reacción de PCR (Kolb  et al., 

2003). 

Finalmente, a partir de lo obtenido por PCR, se pueden llevar a cabo técnicas de secuencia-

ción masiva, como por ejemplo la secuenciación utilizando el equipo Ion Torrent (Figura 2). 

 

Ion Torrent basa su tecnología en un chip con sensor CMOS (sensor que detecta la luz utili-

zando tecnología de semiconductor complementario de óxido metálico “CMOS”) que puede 

llevar a cabo la recolección de hasta billones de reacciones de secuenciación simultáneas. 

El sensor que se encuentra acoplado a un transistor posee sensibilidad para medir los pro-

tones que son liberados del sitio 3´OH de la cadena en crecimiento durante la reacción de 

polimerización. Aunque podría utilizarse una tecnología que reconozca tanto protones como 

pirofosfato por lo general se utiliza en el Ion Torrent la detección únicamente de protones 

(H+). La concentración local de H+ genera una diferencia de potencial lo cual lleva a que 

1 - Electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización. 2 - Electroforesis en gel con gradiente de temperatura. 3 - Aná-
lisis de Polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción terminal. 4 - Análisis de Polimorfismo de conformación de 
cadena simple. 5 - Análisis del espaciador intergénico. 6 - PCR de heterogeneidad de longitud. 
 

Figura 2. Esquema de secuenciación utilizando ion Torrent. (A) La “bead” (soporte al cual se une el ADN) presenta 

una simple hebra de ADN, la cual se encuentra unida tanto al primer como a la polimerasa. Al unirse una base nucleotí-

dica específica (ACGT) se libera H+ y el complejo queda libre para interaccionar con la siguiente base. El protón libe-

rado genera una diferencia de carga en el sensor que es transportada a través del transistor en forma de diferencia en 

el potencial de voltaje (ΔV) hacia el sensor. (B) Las señales en forma de pH son analizadas por el sensor a altas 

frecuencias y luego interpretadas por un modelo el cual establece la base nucleotídica correspondiente. (C) Los pasos 

anteriores se repiten dando lugar a una señal única para cada tipo de información (Tipo de base, incorporación fallida) 

obteniendo así la secuencia completa al finalizar el proceso (Merriman et al., 2012). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Polimorfismo_de_conformaci%C3%B3n_de_cadena_simple
https://es.wikipedia.org/wiki/Polimorfismo_de_conformaci%C3%B3n_de_cadena_simple
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diferentes corrientes atraviesen el transistor, según cual sea el nucleótido que está siendo 

agregado a la cadena en crecimiento. La detección se da midiendo la electroquímica durante 

la reacción de síntesis y esto permite prescindir de utilizar bases marcadas (Merriman et al., 

2012). 
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OBJETIVOS 

1. Objetivo general: 

Evaluar los cambios de la comunidad bacteriana del suelo tratado con vinaza aplicada como 

fertilizante en cultivos de caña de azúcar. 

2. Objetivos específicos: 

2.1) Determinar el efecto de la vinaza sobre la abundancia y diversidad de la comunidad 

bacteriana. 

2.2) Determinar el efecto de la vinaza sobre la actividad microbiana. 

 

HIPÓTESIS 

La aplicación de vinaza en suelos cultivados con caña de azúcar modifica la comunidad bac-

teriana alterando su abundancia, diversidad y actividad. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Descripción de los ensayos  

Los muestreos se llevaron a cabo en predios de productores de caña de azúcar, localizados 

en las proximidades de la destilería de ALUR, ubicada al noroeste del departamento de Arti-

gas en la ciudad de Bella Unión (Figura 3). 

 

Figura 3. Mapa de la zona de estudio, se observan resaltadas las ubicaciones de la planta de ALUR y los sitios de los 

ensayos (L1, LB2), y la ciudad de Bella Unión. 

 

Las muestras fueron tomadas a partir de dos ensayos instalados en suelos diferentes (L1 y 

LB2), contrastantes física (tablas 1 y 2) y químicamente (tablas 3 y 4) representativos de la 

zona por su extensa distribución. Para la selección se tuvo en cuenta que fueran suelos con 

poca o ninguna erosión, que los mismos no hayan recibido vinaza previamente ni fertilizante 
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recientemente y la disponibilidad de agua para cubrir los requerimientos del cultivo de caña 

durante todo su ciclo.  

 

Horizonte 
Profundidad 

(cm) 
Características 

A 0-15 Franco arenoso, transición gradual 

AB 15-30 Franco arcillo arenoso, transición clara 

Bt1 30-60 Arcillo arenoso a arcilloso con arena, transición clara 

Bt2 60-90 Arcilloso con gravilla, transición clara 

BC 90-120 Arcilloso a arcillo limoso 

 

 

Horizonte 
Profundidad 

(cm) 
Características 

A 0-15 Arcillo limoso, con cantos grandes de hasta 5cm, transición gradual 

Bt1 15-30 
Arcillo limoso a arcilloso con cantos menores a 1cm, transición gra-

dual 

Bt2 30-60 Arcilloso con cantos menores a 1 cm, transición gradual 

BC 60-90 
Arcilloso a arcillo limoso con cantos menores a 1 cm, transición 

clara 

C 90-120 Arcilloso a arcillo limoso con cantos menores a 1 cm 

 

Tabla 3. Suelo L1. Propiedades químicas-distribución en profundidad. Muestreo realizado previo a la 

aplicación de vinaza y fertilización. 

 

 

Profundidad 
(cm) 

pH 
(H2O) 

pH 
(KCL) 

Ca 
(mg Kg -1) 

Na 
 (mg Kg -1) 

K 
 (mg Kg -1) 

Mg 
 (mg Kg-1) 

P 
 (mg Kg -1) 

0 – 10 5.1 4.1 7.6 0.8 0.22 1.8 29 

10 – 20 5.5 4.4 9.5 0.9 0.16 1.9 16 

20 – 40 5.9 4.8 15.2 1.0 0.17 2.6 7 

Tabla 2. Descripción del perfil de suelo LB2 según carta detallada de suelos de CALNU 

Tabla 1. Descripción del perfil de suelo L1 según carta detallada de suelos de CALNU 
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Tabla 4. Suelo LB2. Propiedades químicas-distribución en profundidad. Muestreo realizado previo a la 

aplicación de vinaza y fertilización. 

 

 

 

 

 

El sitio L1, cuyo productor es Hugo Amorós, está ubicado en la Colonia Raúl Sendic sobre la 

ruta 3 (coordenadas: 30° 26’ 59’’ latitud sur; 57° 39’ 00’’ longitud oeste). El sitio LB2 se en-

cuentra en la localidad de Bella Vista, en el empalme entre la ruta 3 y la ruta 30 (coordenadas: 

30°19’0’’ latitud sur; 57°33’11’’ longitud oeste) y su productor es Luis Fernández. 

 

Cada sitio se dividió en 3 bloques al azar que a su vez se subdividieron en cuatro parcelas.  

Cada parcela de cada bloque recibió un tratamiento diferente: control sin vinaza ni fertilizante, 

control con fertilizantes químicos o aplicación de diferentes dosis de vinaza (150 m3/ha o 300 

m3/ha) (Figuras 4 y 5), cuya composición fue determinada previo a la aplicación (Tabla 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Profundidad 
(cm) 

pH 
(H2O) 

pH 
(KCL) 

Ca 
(mg Kg-1) 

Na 
(mg Kg-1) 

K 
(mg Kg-1) 

Mg 
  (mg Kg-1) 

P 
 (mg  Kg-1) 

0 – 10 5.0 4.0 10.2 0.9 0.58 2.9 26 

10 – 20 5.2 4.1 11.3 0.9 0.39 3.0 27 

20 – 40 5.2 6.9 14.0 1.1 0.33 3.1 11 

 kg m-3 

pH N-total P-total K Mg Ca Na 

5,96 0,73 0,47 0,06 3,45 0,53 0,13 

Tabla 5. Composición de vinaza promedio de las muestras correspondientes a los 2 sitios. 



17 
 

 

 

Bloque III 
 

Parcela 9 
 

Tratamiento: F 

Bloque III 
 

Parcela 10 
 

Tratamiento: 150 

Bloque III 
 

Parcela 11 
 

Tratamiento: 300 

Bloque III 
 

Parcela 12 
 

Tratamiento: C 

Bloque II 
 

Parcela 5 
 

Tratamiento: 300 

Bloque II 
 

Parcela 6 
 

Tratamiento: C 

Bloque II 
 

Parcela 7 
 

Tratamiento: F 

Bloque II 
 

Parcela 8 
 

Tratamiento: 150 

Bloque I 
 

Parcela 1 
 

Tratamiento: C 

Bloque I 
 

Parcela 2 
 

Tratamiento: F 

Bloque I 
 

Parcela 3 
 

Tratamiento: 150 

Bloque I 
 

Parcela 4 
 

Tratamiento: 300 

 

 

 Figura 5. Diseño experimental suelo LB2: C- Control, F- Fertilizante, 150- 150m
3
/ha vinaza, 300- 300m

3
/ha vinaza 

 Figura 4. Diseño experimental suelo L1: 0- Control, F- Fertilizante, 150- 150m3/ha vinaza,  300- 300m3/ha vinaza 
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2. Toma de muestras 

La toma de muestras de suelo fue realizada por técnicos de ALUR utilizando calador de 2 

cm de diámetro (0-10 cm de profundidad). Se tomaron muestras de todas las parcelas; cada 

muestra compuesta por 10 tomas de suelo al azar. Los muestreos se realizaron antes de la 

aplicación de vinaza y 28 días después de aplicada la misma. Para poder obtener condicio-

nes óptimas de trabajo y ser homogeneizadas, la mayor parte de las muestras fueron seca-

das al aire a una temperatura de 20ºC de manera de poder ser tamizadas utilizando una 

malla de 2 mm. Fracciones de las muestras se conservaron a 4ºC y -80ºC hasta el momento 

de su análisis por técnicas de cultivo o moleculares, respectivamente. 

3. Determinación de Humedad 

Se tomaron 10 g de cada muestra y se colocaron en estufa a 100ºC por 48 horas, tras lo cual 

se volvió a medir el peso. Con los resultados obtenidos se calculó el porcentaje de humedad 

(H%) y el Factor de corrección de la humedad (h) de la siguiente manera (Frioni, 2006). 

 

H%:      H% = Peso fresco – Peso seco x 100                      h:         h = 100 + H% 

                                  Peso seco                                                                     100 

 

4. Cuantificación de bacterias por recuento en placa y por la técnica del número más 

probable (NMP)  

A partir de una suspensión de 5 g de suelo en 45 mL de pirofosfato de sodio 0,1% (p/v) estéril 

que se agitó a 150 rpm durante 30 minutos, se realizaron diluciones seriadas en tubos de 

ensayo conteniendo la misma solución hasta llegar a una dilución final 10-6. A partir de esta 

dilución se llevaron a cabo los siguientes recuentos para determinar la abundancia de distin-

tos grupos bacterianos. 

Bacterias heterótrofas, se sembraron 10 μL en gota, por triplicado, de las diluciones 10-3, 

10-4 y 10-5 en placas con medio Tryptic Soy Agar 1/10 Difco® (TSA 1/10) con el agregado de 

cicloheximida 100 μg/ml (ver Anexo).  Las placas se incubaron a 25ºC durante 7 días reali-

zándose un conteo primario de colonias a las 48 horas y luego a los 7 días. De este modo 

se pudo determinar la abundancia de heterótrofos aerobios en cada muestra (Smit et al., 

2001).  
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Pseudomonas fluorescentes, se plaquearon 100 μL, por duplicado, de las diluciones 100 y 

10-1 en placas con medio King´s B (ver Anexo) suplementado con cicloheximida 100 μg/ml, 

cloranfenicol 12,5 μg/ml y ampicilina 50 μg/ml para evitar el crecimiento de grupos microbia-

nos no deseados. Las placas se incubaron a 25ºC durante 48 horas y se contaron las colo-

nias fluorescentes bajo luz ultravioleta (King et al., 1954).  

Bacillus spp., se plaquearon 100 μL, por duplicado, de las diluciones 10-2 y 10-3 en placas 

con medio TSA 1/10 (Smit et al., 2001) luego de incubar las diluciones de suelo a 85ºC por 

30 min para eliminar las células vegetativas. Las placas se incubaron a 25ºC durante 48 

horas y se contaron todas las colonias (originadas a partir de esporas).  

Fijadores de nitrógeno, se sembró por inclusión 1 mL por duplicado, de las diluciones 10-3 

y 10-4 en placas con medio Nfb sólido con cicloheximida 100 μg/ml (Döbereiner 1980, ver 

Anexo). Se agregó una sobrecapa de agar-agua 2% con cicloheximida 100 μg/ml para dis-

minuir la difusión de oxígeno en el medio. Las placas se incubaron a 25ºC durante 7 días y 

se contaron todas las colonias crecidas. 

Solubilizadores de fosfato, se plaquearon 100 μL, por duplicado, de las diluciones 10-1 y 

10-2 en placas con medio NBRIP sólido (Nautiyal 1999, ver Anexo). Las placas se incubaron 

a 25ºC durante 7 días y se contaron las colonias que generaron halo de solubilización de la 

fuente de fósforo insoluble. 

Actinobacterias, se utilizaron placas conteniendo el medio Starch Casein Agar (SCA, ver 

Anexo) suplementado con cicloheximida 100 µL/mL para inhibir el crecimiento fúngico. Se 

plaquearon en superficie 100 μL de las diluciones 10-3 y 10-4 por duplicado y las placas fueron 

incubadas a 25ºC durante 7 días. El recuento de colonias características se realizó luego de 

remover las colonias que no estuvieran adheridas al medio de cultivo utilizando un algodón 

húmedo (Leoni y Ghini, 2003). 

Amonificantes, se utilizó la técnica del número más probable (NMP). Se inocularon, por 

triplicado, tubos conteniendo medio líquido con peptona al 4% con 100 µL de 3 diluciones 

10-4, 10-5 y 10-6. La incubación se llevó a cabo a 25ºC, con agitación a 150 rpm durante 48 

horas. La detección de este grupo de bacterias se realizó mediante un revelado colorimétrico 

utilizando el reactivo de Nessler (Seeley et al., 1991). Para ello se colocó una gota de cultivo 

y una gota de reactivo: si la reacción revela un color naranja a rojizo indica que hay presencia 

de bacterias amonificantes mientras que si el color de la reacción resulta amarillo indica au-

sencia de las mismas (Seeley et al., 1991).  
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5. Actividad Microbiana 

Se midió la actividad microbiana por respirometría incubando 25 g de suelo a 25ºC por 48h 

en frascos herméticamente cerrados, con un previo ajuste de la humedad al 75% de la ca-

pacidad de campo. Para ello se determinó la concentración de CO2 por cromatografía de 

gases utilizando el cromatógrafo de gases SRI 310C (SRI instruments), a partir de un volu-

men de inyección de 1 mL. El detector operó a 40ºC y 120 mA, la temperatura de la columna 

fue 40ºC, y el gas portador utilizado fue helio (He) a 40 mL/min (Sparling y West, 1990). 

6. Extracción de ADN 

Se obtuvo ADN de cada muestra a partir de 0,25 g de suelo (conservado a -80ºC hasta su 

uso) utilizando el PowerSoil DNA Isolation Kit (Mo Bio). El ADN extraído de las muestras se 

visualizó mediante electroforesis en geles de agarosa 0.8% (p/v) con buffer TAE (Buffer Tris-

acetato-EDTA) 1X, a 80 V durante 1 h. La concentración del ADN y su pureza se determinó 

mediante espectrofotometría con un Thermo Scientific Nanodrop 1000 Spectrophotometer a 

partir de 1 μL de muestra (Sparling y West, 1990). 

7. PCR (Reacción en cadena de la Polimerasa) 

A partir del ADN total extraído de las muestras de suelo se realizaron reacciones de PCR 

utilizando la Ranger mix (Bioline) y cebadores con adaptadores y barcodes dirigidos a la 

región V4 del gen ARNr 16S del dominio Bacteria (ver Anexo con las secuencias). De este 

modo se obtuvieron amplicones de aproximadamente 400 pares de bases. 

Las condiciones de ciclado utilizadas fueron las siguientes: una etapa de desnaturalización 

inicial a 95ºC durante 5 minutos seguido por 35 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 55ºC por 30 

segundos, 72ºC por 1 minuto y una extensión final a 72ºC durante 10 minutos. Los productos 

de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% y se aisló la banda 

de interés utilizando el kit comercial Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Milani et al., 2013). 

 

8. Secuenciación masiva 

Los amplicones conteniendo las secuencias adaptadoras y barcodes, se cuantificaron 

usando el fluorímetro Qubit® con el kit High Sensitivity double stranded DNA (Thermo Scien-

tific). Una vez cuantificados, personal del Laboratorio de Genómica diluyó a una concentra-

ción adecuada para ser clonalmente amplificados en una PCR en emulsión en el sistema de 
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termociclado Ion OneTouchTM 2 con el kit Ion PGMTM Hi-QTM OT2 Kit (Thermo Scientific). Los 

amplicones fueron posteriormente secuenciados en el sistema Ion PGMTM con el kit Ion 

PGMTM Hi-QTM Sequencing Kit, en un Ion 316TMChip v2 (Thermo Scientific). Las lecturas 

obtenidas fueron procesadas en el servidor asociado al secuenciador, generando un archivo 

fastq para cada muestra conteniendo información sobre cada lectura (nombre, secuencia, 

calidad). 

En el presente trabajo se utilizó el protocolo y las herramientas de QIIME (Quantitative 

Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al., 2010), para obtener la diversidad alfa, la 

diversidad beta así como también el porcentaje de abundancia relativa de filo para cada una 

de las muestras, previo a la aplicación de los tratamientos (fertilizante químico, vinaza 

150m3/ha y 300m3/ha) y un mes pasado la aplicación de los mismos. Durante el análisis se 

asignaron las unidades taxonómicas operacionales (OTUs) utilizando la filogenia de 

referencia de Greengene con una identidad del 97% (http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-

index.cgi). 

9. Análisis de datos 

Los datos obtenidos de los recuentos bacterianos y respirometría fueron convertidos según 

el porcentaje de humedad de cada muestra para poder expresarse por gramo de suelo seco 

(Frioni, 2006). Estos valores fueron transformados a log10 (excepto el de respirometría) y 

analizados utilizando el programa Statistica 5.0. Se examinó 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 distribución de los datos fue normal y las varianzas homogéneas, se evalua-

ron para cada variable (abundancia de los grupos de microorganismos y actividad micro-

biana) las diferencias entre los tratamientos mediante ANOVA de una vía (con tratamiento 

como factor) y el test de Tukey’s HSD (Honestly Significant Difference). De lo contrario, se 

realizó el análisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis y el test de Mann-Whitney.  

  

http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi
http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi
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Resultados 

1. Abundancia de bacterias en suelos con y sin vinaza. 

Se analizaron las poblaciones cultivables de bacterias heterótrofas, actinobacterias, bacte-

rias solubilizadoras de fosfato, Bacillus spp., Pseudomonas fluorescentes y bacterias fijado-

ras de nitrógeno mediante la técnica de recuento en placa.  

Los recuentos se llevaron a cabo a partir de muestras de suelo provenientes de dos ensayos 

instalados en suelos diferentes (L1 y LB2), contrastantes física y químicamente, representa-

tivos de la zona por su extensa distribución. Las mismas fueron tomadas previo al riego con 

vinaza y 28 días luego de la aplicación de la misma. Los ensayos corresponden a distintos 

tratamientos: control, fertilizante químico, vinaza 150m3/ha y vinaza 300m3/ha. En todos los 

casos se llevó a cabo el recuento de unidades formadoras de colonia por gramo de suelo 

seco (UFC/g). 

El número de heterótrofos totales se ubicó en el orden de 107 UFC/g de suelo seco, el de 

Pseudomonas fluorescentes entre 103-104 UFC/g, observándose una disminución de la 

abundancia para el suelo L1 a los 28 días. Las poblaciones de Bacillus spp., de bacterias 

fijadoras de nitrógeno y de actinobacterias se ubicaron en el orden de 106 UFC/g, mientras 

que la abundancia de bacterias solubilizadoras de fosfato se ubicó en el orden de 105 UFC/g. 

No se constataron en ninguno de los grupos diferencias significativas entre tratamientos en 

los distintos tiempos respecto al control sin agregado de vinaza (figuras 6-11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 6. Valores medios de 3 repeticiones de abundancia de bacterias heterótrofas expresados en logaritmo de 

UFC/g de suelo seco, las barras de error representan la desviación estándar. Las comparaciones fueron realizadas 

entre tratamientos del mismo sitio, control sin vinaza, fertilizante químico, vinaza 150m3 y vinaza 300m3 (Datos en 

Anexo: Abundancia). 
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Figura 9. Valores medios de 3 repeticiones de abundancia de bacterias fijadoras de nitrógeno expresados en logaritmo 

de UFC/g de suelo seco, las barras de error representan la desviación estándar. Las comparaciones fueron realizadas 

entre tratamientos del mismo sitio, control sin vinaza, fertilizante químico, vinaza 150m3 y vinaza 300m3. (Datos en 

Anexo: Abundancia). 

Figura 7. Valores medios de 3 repeticiones de abundancia de Pseudomonas fluorescentes expresados en logaritmo 

de UFC/g de suelo seco, las barras de error representan la desviación estándar. Las comparaciones fueron realizadas 

entre tratamientos del mismo sitio, control sin vinaza, fertilizante químico, vinaza 150m3 y vinaza 300m3 (Datos en 

Anexo: Abundancia). 

 

Figura 8. Valores medios de 3 repeticiones de abundancia de Bacillus spp. expresados en logaritmo de UFC/g de 

suelo seco,  las barras de error representan la desviación estándar. Las comparaciones fueron realizadas entre tra-

tamientos del mismo sitio, control sin vinaza, fertilizante químico, vinaza 150m3 y vinaza 300m3. (Datos en Anexo: 

Abundancia). 
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Para estudiar la abundancia de las bacterias amonificantes se utilizó la técnica del número 

más probable (NMP). Se analizaron muestras de suelo provenientes de los dos sitios en 

estudio, previo a al riego con vinaza y 28 días luego de aplicada la misma. Las muestras 

analizadas corresponden a distintos tratamientos: control, fertilizante químico, vinaza 150 

m3/ha y vinaza 300 m3/ha. El número de bacterias amonificantes se ubicó en el orden de 106-

107 NMP/g, no constatándose en ningún momento de muestreo diferencias significativas de 

los tratamientos respecto al control (Figura 12). 

 

 

 

 

Figura 11. Valores medios de 3 repeticiones de abundancia de actinobacterias expresados en logaritmo de UFC/g de 

suelo seco, las barras de error representan la desviación estándar. Las comparaciones fueron realizadas entre trata-

mientos del mismo sitio, control sin vinaza, fertilizante químico, vinaza 150m3 y vinaza 300m3 (Datos en Anexo: Abun-

dancia). 

 

Figura 10. Valores medios de 3 repeticiones de abundancia de bacterias solubilizadoras de fosfato expresados en 

logaritmo de UFC/g de suelo seco, las barras de error representan la desviación estándar. Las comparaciones fueron 

realizadas entre tratamientos del mismo sitio, control sin vinaza, fertilizante químico, vinaza 150m3 y vinaza 300m3 

(Datos en Anexo: Abundancia). 
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2. Actividad microbiana 

Se midió la actividad microbiana mediante la técnica de respirometría a partir de las muestras 

de suelo tomadas en las distintas parcelas que fueron tratadas diferencialmente (control, 

fertilizante químico, vinaza 150 m3/ha, vinaza 300 m3/ha); la medida se llevó a cabo previo a 

la aplicación de los tratamientos y pasados 28 días. 

La producción de CO2 es un dato que revela directamente la respiración de los microorga-

nismos presentes en la muestra de suelo y permite determinar la actividad metabólica de los 

mismos. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos tanto en el sitio 

L1 como en el LB2 (Figura 13). Se puede apreciar, en ambos sitios de estudio, una disminu-

ción en la actividad microbiana con el paso del tiempo para todos los tratamientos, incluida 

la parcela de control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Valores medios de 3 repeticiones de abundancia de bacterias amonificantes expresados en logaritmo de 

UFC/g de suelo seco, las barras de error representan la desviación estándar. Las comparaciones fueron realizadas 

entre tratamientos del mismo sitio, control sin vinaza, fertilizante químico, vinaza 150m3 y vinaza 300m3 (Datos en 

Anexo: Abundancia). 

 

Figura 13. Gráfico de respiración microbiana en suelo L1 y LB2 antes y 28 días después de la aplicación de 

fertilizante químico y vinaza (150m3 y 300m3) (Datos en Anexo: Respirometría) 
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3. Estudio de la estructura de la comunidad bacteriana 

Utilizando técnicas de biología molecular (independientes de cultivo) se llevó a cabo el aná-

lisis de la estructura y diversidad de la comunidad bacteriana presente en los suelos en es-

tudio. En primer lugar se extrajo el ADN total a partir de 0,25 g de suelo utilizando el Power-

Soil DNA Isolation Kit (Mo Bio). Para asegurar una correcta extracción se visualizó por elec-

troforesis en gel de agarosa 0.8% (p/v) con buffer TAE (Buffer Tris-acetato-EDTA) 1X, a 80 

V durante 1 h (Figura 14), y se midió su concentración y pureza por espectrofotometría utili-

zando el espectrofotómetro Nanodrop (Tabla 6). A partir de los valores obtenidos se realiza-

ron las diluciones necesarias para llevar a cabo posteriormente las reacciones de PCR. 

 
  

Figura 14. Izquierda: Electroforesis en gel de agarosa 0.8% (p/v) de muestras de ADN obtenidas a partir de suelos 

con y sin tratamiento (control, fertilizante químico y vinaza). Como marcador de peso molecular se utilizó el Gene 

Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific). 

Derecha: Referencia de peso de las bandas del Marcador de peso molecular Gene Ruler DNA Ladder Mix (Thermo  

scientific product information , 2018). 
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Tiempo 0 Suelo LB2  Tiempo 0 Suelo L1 

Tratamiento 
[  ] 

ng/μL 
ABS 

260/280  Tratamiento 
[  ] ng/ 

μL 

ABS 
260/280 

Control 8,10 1,58  Control 5,70 2,07 

Fertilizante 10,87 1,68  Fertilizante 8,43 1,79 

Vinaza 

150m3/ha 13,50 1,82  

Vinaza 

150m3/ha 17,27 1,84 

Vinaza 

300m3/ha 17,47 1,98  

Vinaza 

300m3/ha 16,17 1,91 
 

 
 
 

A partir de las diluciones del ADN extraído se llevaron a cabo reacciones de PCR para obte-

ner amplicones de un fragmento del gen ARNr 16S utilizando primers con adaptadores y 

barcodes dirigidos a la región V4 del gen para el dominio Bacteria. El fragmento de interés 

de aproximadamente 400 pares de bases fue recuperado llevando a cabo una electroforesis 

en gel de agarosa al 2% (p/v) y posterior purificación de banda con kit comercial Zymoclean 

Gel DNA Recovery Kit (Epigenetics company) (Figura 15). 

  

Tiempo 28 días Suelo LB2  Tiempo 28 días Suelo L1 

Tratamiento 
[  ]  

ng/μL 
ABS 

260/280  Tratamiento 
[  ] ng/ 

μL 

ABS 
260/280 

Control 10,87 1,92  Control 7,67 1,68 

Fertilizante 9,23 1,94  Fertilizante 6,93 1,77 

Vinaza 

150m3/ha 11,73 1,86  

Vinaza 

150m3/ha 7,53 1,88 

Vinaza 

300m3/ha 7,43 1,93  

Vinaza 

300m3/ha 9,87 1,91 

Tabla 6. Concentración y medida de la absorbancia 260/280 de muestras de extracción de 

ADN total de ambos suelos en los dos tiempos de muestreo utiizando Nanodrop. 
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Los amplicones conteniendo las secuencias adaptadoras y barcodes se enviaron al Servicio 

de Secuenciación del IIBCE donde fueron cuantificados en el fluorímetro Qubit®. Una vez 

cuantificados, se diluyeron a una concentración adecuada para ser clonalmente amplificados 

en una PCR en emulsión en el sistema de termociclado Ion OneTouchTM 2. Los amplicones 

fueron posteriormente secuenciados en el sistema Ion PGMTM con el kit Ion PGMTM Hi-

QTM Sequencing Kit, en un Ion 316TM Chip v2 (Thermo Scientific). Las lecturas obtenidas 

fueron procesadas en el servidor asociado al secuenciador, generando un archivo.fastq para 

cada muestra, a partir de los cuales se llevó a cabo un análisis de la secuenciación masiva. 

 
3.1 Análisis de la comunidad bacteriana por secuenciación masiva 
 
Durante la secuenciación masiva de las muestras del suelo L1 se obtuvieron 2.145.959 lec-

turas (secuencias), de las cuales 987.141 pudieron ser utilizados durante el análisis de la 

secuenciación. El promedio del largo de las lecturas obtenidas fue de 195 pb, mientras que 

el rango obtenido por muestra para dicho parámetro varió entre 180 pb y 205 pb. 

Para el suelo LB2 se obtuvieron 4.221.748 lecturas, y fueron utilizadas de las mismos para 

el análisis 2.195.309. El promedio del largo de las lecturas obtenidas fue de 176 pb mientras 

que el rango obtenido por muestra para dicho parámetro varió entre 175 pb y 186 pb. 

Figura 15. Izquierda: Electroforesis en gel de agarosa 2% (p/v) de purificación de banda de algunas reacciones de PCR. 

Como marcador de peso molecular se utilizó el Gene Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific). 

Derecha: Referencia de peso de las bandas del Marcador de peso molecular Gene Ruler DNA Ladder Mix (Thermo  

scientific, product information , 2018). 
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Se llevó a cabo un análisis utilizando el protocolo y las herramientas de QIIME (Quantitative 

Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al., 2010). Por medio del script “split_libra-

ries.py” las secuencias fueron asignadas a las muestras de suelo según las secuencias de 

sus barcodes. En este mismo paso se eliminaron las secuencias correspondientes a los pri-

mers, barcodes y adaptadores permaneciendo únicamente la secuencia de interés. Mante-

niendo un mínimo de secuencia de 195 pares de bases (pb), que coincide con el largo medio 

de los reads obtenidos durante la secuenciación, y un máximo de secuencia de 280 pb, largo 

esperado luego de remover secuencias no deseadas. En el siguiente paso se detectaron las 

quimeras y fueron filtradas mediante los scripts “identify_chimeric_seqs.py y filter_fasta.py”, 

utilizando solamente el algoritmo de búsqueda del software USEARCH 6.1 y no una base de 

datos de quimeras propia. Mediante el uso del script “pick_closed_reference_otus.py” y la 

base de datos greengene (Lan et al., 2012) se asignaron taxonómicamente las OTU’s en 

forma representativa con un 97% de identidad de las secuencias, y se construyeron tanto el 

árbol filogenético como la tabla de OTU’s que fueron utilizados en pasos siguientes del aná-

lisis. Mediante el script “pick_rep_set.py” se aislaron cada una de las secuencias asociadas 

a cada OTU, con las cuales se trabajó por el resto del protocolo. Finalmente, con todo lo 

obtenido en pasos anteriores se construyeron los gráficos de abundancia, de alfa y beta 

rarefacción, de los diferentes taxones por muestra a través de los scripts “summa-

rize_taxa_through_plots.py”, “alpha_rarefaction.py” y “beta_diversity_through_plots.py”, res-

pectivamente. 

 

Suelo L1 Suelo LB2 

Figura 16. Gráficos de alfa rarefacción obtenidos a partir del análisis de secuenciación masiva de ambos suelos. 

Se observan las muestras por triplicado para los tratamientos control, fertilizante, vinaza 300m3 para tiempo cero 

y 28 días. 
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En las curvas de alfa rarefacción (Figura 16) se describe la variación de la diversidad de las 

muestras analizadas con respecto al número de secuencias o lecturas obtenidas por mues-

tra. Para todas las muestras, tanto para las analizadas en el suelo L1 como en el suelo LB2, 

se observó el inicio de una meseta en la gráfica.  

 

Los distintos gráficos de porcentaje de abundancia se construyeron según taxonomía a dis-

tintos niveles, de los cuales se decidió exponer la abundancia por phylum y por clase. Para 

el suelo L1 los phyla de mayor abundancia fueron Acidobacteria (37,2%), Proteobacteria 

(24,7%), Verrucomicrobia (13%), Chloroflexi (6,0%), Actinobacteria (5,7%), Firmicutes 

(3,5%), Gemmatimonadetes (2,6%) y Planctomycetes (1,9%). En alguna de las muestras que 

recibieron el tratamiento de vinaza de 300 m3/ha se observó la presencia de los phyla Syner-

gistetes, Hyd 24-12, así como un aumento considerable en la abundancia de Firmicutes (Fi-

gura 17). 

 

 

 

 

 

Figura 17. Gráfico de abundancia (%) según phylum en muestras del suelo L1. Se observan las abundancias 

relativas en las muestras por triplicado para los tratamientos control, fertilizante y vinaza 300m3/ha. 

Muestras previo a la aplicación Control Fertilizante Vinaza 300m3/ha 
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En el caso del suelo LB2 los phyla de mayor abundancia fueron Acidobacteria (42%), Pro-

teobacteria (24,5%), Verrucomicrobia (11,4%), Actinobacteria (4,9 %), Chloroflexi (3,8%), 

Gemmatimonadetes (3,1%), Firmicutes (2,6%), Wps-2 (2,4%) y Planctomycetes (2%) (Figura 

18). 

En cuanto a la abundancia de clases presentes en el suelo L1, los porcentajes mayores que 

se encontraron fueron Alphaproteobacteria (16,3%), Acidobacteriia (13,8%), Spartobacteria 

(10,1%), Solibacters (7,0%), Chloracidobacteria (6,5%), Acidobacteria-6 (5,2%), Ktedono-

bacteria (4,5%), Betaproteobacteria (4,2%), Actinobacteria (2,8%), Thermoleophilia (2,6%), 

Gammaproteobacteria (2,6%), Pedosphaerae (2,6%). 

 

Se puede observar al comparar los perfiles obtenidos para los sitios tratados con vinaza que 

luego de la aplicación existió un aumento importante de la clase Clostridia, perteneciente al 

phylum Firmicutes que pasó de un porcentaje de abundancia de 0,3% a 6,5%, así como 

también una disminución de las clases Acidobacteriia y Spartobacteria. Al observar el resto 

de los tratamientos vemos que la disminución en la clase Spartobacteria se da en todos los 

sitios de muestreo al pasar 1 mes, mientras que el grupo Acidobacteriia presenta una gran 

variabilidad en todas las muestras y por lo tanto no se puede afirmar que dicha disminución 

Figura 18. Gráfico de abundancia (%) según phylum en muestras del suelo LB2. Se observan las abundancias relativas 

en las muestras por triplicado para los tratamientos control, fertilizante, vinaza 300m3/ha. 

Muestras previo a la aplicación Control Fertilizante Vinaza 300m3/ha 



32 
 

sea consecuencia de la aplicación de vinaza, mientras que el aumento de la clase Clostridia 

solamente ocurre una vez pasado un mes del tratamiento con vinaza (Figura 19). 

 

Para el suelo LB2, los porcentajes de abundancia de clases mayores que se encontraron 

fueron Acidobacteriia (16,9%), Alphaproteobacteria (16,3%), Chloracidobacteria (8,0%), 

Spartobacteria (7,1%), Solibacters (6,8%), Acidobacteria-6 (5,7%), Betaproteobacteria 

(4,1%), Pedosphaerae (3,9%), WPS-2 (2,4%), Actinobacteria (2,9%), Gammaproteobacteria 

(2,7%), Ktedonobacteria (2,6%), iii1-8 (2,3%).  

Observando los perfiles de abundancia de clases para los distintos tratamientos, no se ob-

servan diferencias entre las distintas muestras pasado un mes (Figura 20). 

 

Clostridia (Firmicutes) 

Control 
Día 0 

Control 
Día 28 

Fertilizante 
Día 0 

Fertilizante 
Día 28 

Vinaza 300m3/ha 
Día 0 

Vinaza 300m3/ha 
Día 28 

Spartobacteria 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Ktedonobacteria 

Actinobacteria 

iii1-8 

Chloracidobacteria 

Solibacteres 

Acidobacteriia 

Acidobacteria-6 

Figura 19. Gráfico de abundancia (%) según Clases en muestras del suelo L1. Se observan las abundancias 

relativas en las muestras por triplicado para los tratamientos control, fertilizante, vinaza 300m3/ha. 
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Para determinar la existencia de diferencias en la composición de la comunidad bacteriana para 

cada una de las muestras se llevó a cabo el análisis unweighted UniFrac, el cual calcula la 

distancia entre comunidades basándose en información filogenética, tomando en cuenta el ár-

bol filogenético y la β-diversidad combinadas con el análisis estadístico análisis de coordenadas 

principales (PCoA) (Lozupone y Knight, 2005; Lozupone et al., 2006). 

 

En ambos suelos se observó que no existieron agrupaciones según los tratamientos indicando 

una alta variabilidad entre las distintas réplicas del mismo tratamiento (Figuras 21 y 22). De la 

misma forma se pudo observar la variabilidad intrínseca de las comunidades bacterianas en 

ambos suelos donde no se detectaron agrupaciones previas al tratamiento. 

  

Spartobacteria 

Pedosphaerae 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Ktedonobacteria 

Actinobacteria 

Chloracidobacteria 

Solibacteres 

Acidobacteria-6 

Acidobacteriia 

WPS-2 

Control 
Día 0 

Control 
Día 28 

Fertilizante 
Día 0 

Fertilizante 
Día 28 

Vinaza 300m3/ha 
Día 0 

Vinaza 300m3/ha 
Día 28 

Figura 20. Gráfico de abundancia (%) según Clases en muestras del suelo LB2. Se observan las abundancias relativas en 

las muestras por triplicado para los tratamientos control, fertilizante, vinaza 300m3/ha. 
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Figura 21. Análisis de PCoA de β-diversidad, unweighted UniFrac sitio L1. Se obser-

van las distancias filogenéticas entre las muestras por triplicado para los tratamientos 

control (C), fertilizante (F) y vinaza 300m3/ha (300m3). 
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Figura 22. Análisis de PCoA de β-diversidad, unweighted UniFrac sitio LB2. Se ob-

servan las distancias filogenéticas entre las muestras por triplicado para los tratamien-

tos control (C), fertilizante (F) y vinaza 300m3/ha (300m3). 
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DISCUSIÓN  

El estudio de la abundancia y diversidad de los microorganismos que conforman las comu-

nidades microbianas del suelo es de vital importancia para determinar los efectos del uso de 

los diferentes fertilizantes (Thwaites, 2011), y por tanto de la vinaza. Los estudios de corta 

duración aportan al entendimiento del uso de distintos productos sobre la microbiota del 

suelo. Aun así, existe desinformación acerca del uso de fertilizantes y correctas prácticas de 

agricultura sobre las propiedades microbiológicas en suelos destinados al cultivo de caña de 

azúcar (Navarrete et al., 2015). Es por ello que en el presente trabajo se llevaron a cabo 

estudios de la abundancia microbiana utilizando la técnica de recuento en placa, determi-

nando la actividad microbiana mediante respirometría usando cromatografía gaseosa, y el 

estudio de la diversidad y estructura de la comunidad microbiana por secuenciación masiva. 

 

1. Abundancia de bacterias cultivables en suelos con y sin vinaza 

En este trabajo se determinó la abundancia de varios grupos microbianos mediante recuento 

en placa, a partir de muestras de suelos de composición contrastante (suelos L1 y LB2) antes 

y después de ser tratados con vinaza en diferentes concentraciones (150m3/ha, 300m3/ha), 

obteniendo así una mayor información acerca de las comunidades microbianas presentes en 

suelos tratados con vinaza en el Uruguay. Los grupos microbianos estudiados por este mé-

todo fueron bacterias heterótrofas totales, Pseudomonas fluorescentes, Bacillus spp, bacte-

rias fijadoras de nitrógeno, bacterias solubilizadoras de fosfato y actinobacterias. A partir de 

las mismas muestras se determinó también la abundancia de bacterias amonificantes utili-

zando la técnica de número más probable (NMP).  

La abundancia de bacterias heterótrofas totales previo a los tratamientos con vinaza se ubicó 

en el orden de 107 UFC/g suelo seco tanto para el suelo L1 como para el suelo LB2. Estudios 

anteriores de abundancia de heterótrofos revelan valores promedio de 8x108 UFC/g de sue-

los cultivados con caña de azúcar en la India (Shukla et al., 2008) mientras que en suelos de 

Uruguay, se reportaron en pradera valores promedio de 2,5 x 107 UFC/g suelo seco (Bajsa, 

2008), y en suelos de productores de caña de azúcar en Bella Unión valores de 107-108 

UFC/g suelo seco (Fernández, 2012; Senatore, 2013). El recuento de unidades formadoras 

de colonias para Pseudomonas fluorescentes previo a los tratamientos, se ubicó en el orden 

de 103- 104 UFC/g suelo seco, tanto para el suelo L1 como para el suelo LB2. En estudios 

anteriores realizados en suelos de territorio uruguayo, se obtuvieron valores de 105 en mues-

300m

3
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tras de pradera (Bajsa, 2008) y 103-106 en suelos de rotaciones agrícola-ganaderas de Uru-

guay (Bajsa, 2015), mientras que en suelos de praderas de Holanda se encontraron resulta-

dos de 105 (van Elsas et al., 2002) siendo estos un poco más elevados a los obtenidos en 

este trabajo. En muestras de suelo agrícola argentino, se obtuvieron valores de 104 que son 

coincidentes con los obtenidos en el presente trabajo (Agaras et al., 2012). 

El número de UFC/g suelo seco obtenido previo a los tratamientos para Bacillus spp, se ubicó 

en el orden de 106 UFC/g suelo seco para ambos suelos en estudio. Este dato coincide con 

lo obtenido en suelos de pradera de Uruguay (Bajsa, 2008). La abundancia de bacterias 

fijadoras de nitrógeno previo a los tratamientos se ubicó en el orden de 106 UFC/g suelo seco 

para ambos tipos de suelo. En estudios de suelos de la India (Shukla et al., 2008) se obser-

van abundancias de fijadoras de nitrógeno de 104-105 UFC/g suelo, estos valores son meno-

res a lo obtenido en las distintas muestras de suelo de este trabajo. 

La abundancia obtenida previo a los tratamientos para bacterias solubilizadoras de fosfato, 

se ubicó en el orden de 105 UFC/g suelo seco para ambos sitios. En estudios llevados a cabo 

en suelos de pradera de Uruguay se obtuvieron valores de abundancia de bacterias solubili-

zadoras de fosfato de entre 104 y 106 (Azziz et al., 2012). La abundancia de actinobacterias 

en los suelos sin tratar se ubicó en el orden de 106 UFC/g suelo seco para ambos suelos. En 

suelos del Uruguay el número de actinobacterias encontradas fue de entre 4x106 y 6x107 

UFC/g suelo seco para pradera (Bajsa, 2008), mientras que en suelos de productores de 

caña de azúcar en Bella Unión los valores de abundancia fueron de 106-107 (Fernández P., 

2012), y de 105-106 (Senatore,  2013). Los valores obtenidos respecto a la abundancia de 

bacterias amonificantes por medio de la técnica de número más probable, en los suelos es-

tudiados previo a los tratamientos fueron de 106-107 UFC/g suelo seco. En estudios de suelo 

de productores de caña de azúcar de Bella Unión se encontraron por medio de la misma 

técnica, valores promedio de entre 106-107 UFC/g de suelo seco (Senatore, 2013).  

No se verificaron diferencias significativas en cuanto a la abundancia de los distintos grupos 

bacterianos para los suelos analizados (L1 y LB2) respecto al control pasado el mes de apli-

cados los tratamientos. Respecto a la abundancia de bacterias heterótrofas totales, en estu-

dios previos, se constató un aumento luego de 30 días de la aplicación de vinaza en concen-

traciones de 300 m3/ha y 450 m3/ha, respecto al tratamiento control utilizando las mismas 

técnicas de análisis pero para suelos diferentes (Senatore, 2013). En suelos brasileños tra-

tados con vinaza obtenida de caña de azúcar en concentraciones de 200 m3 /ha, 400 m3/ha 
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y 600 m3/ha se observó que la abundancia de este grupo no presentaba diferencias signifi-

cativas pasados 30 días, pero sí las presentaba al cabo de 120 días para todas las concen-

traciones respecto al control (Carvalho Dos Santos et.al., 2009), mientras que en suelos tro-

picales destinados a la agricultura se observó un aumento de la abundancia para dosis bajas 

de aguas residuales provenientes de destilerías y una disminución de la abundancia para 

dosis muy concentradas (Tripathi 2011). En otro estudio previo, llevado a cabo también en 

suelos para cultivo de caña de azúcar en Bella Unión, se observaron diferencias significativas 

respecto a la abundancia de actinobacterias al aplicar vinaza en dosis de 300 m3/ha y 450 

m3/ha pasado un mes del tratamiento (Fernández, 2012). Dicho efecto fue temporal (se ob-

servó los primeros meses luego de la aplicación) y dependió de la dosis aplicada y del tipo 

de suelo. En suelos de Bella Unión que han recibido aplicación de vinaza por 5-6 años con-

secutivos, el número de microorganismos por gramo de suelo seco determinado para cada 

grupo se encontró en los siguientes rangos: 106-107 bacterias heterótrofas, 105-108 bacterias 

amonificantes, 105-106 actinobacterias (Senatore et al., 2017). Un estudio de largo plazo 

(1979-2005) llevado a cabo en suelos de China mostró que la abundancia de bacterias amo-

nificantes en las parcelas tratadas con fertilizante rico en materia orgánica, fósforo, potasio y 

nitrógeno (MPKN) aumentó en forma significativa, así como también la abundancia de bac-

terias fijadoras de nitrógeno, aunque en menor medida (Wei et al., 2010).  

Estudios de otros autores han encontrado grandes variaciones en la abundancia y diversidad 

de las poblaciones bacterianas según los distintos ecosistemas, determinado en gran parte 

por el tipo de suelo presente en los sitios de estudio (Meliani et al., 2012). Las diferencias 

existentes entre los datos del presente trabajo y los previamente obtenidos podrían ser ex-

plicadas por las diferencias en los tipos de suelo, así como también diferencias a nivel am-

biental como volumen de lluvia o sequías. Otro motivo podría ser que la composición de la 

vinaza no siempre presenta las mismas características químicas, sino que varía según lo 

obtenido luego del procesamiento de la caña durante la producción de bioetanol.  

Se puede observar para todos los grupos microbianos, en ambos suelos de estudio, una alta 

homogeneidad entre las parcelas estudiadas ya que no existieron diferencias significativas 

respecto a las abundancias entre las muestras estudiadas. Adicionalmente, las técnicas de-

pendientes de cultivo pueden no ser suficientemente sensibles para detectar variaciones me-

nores en la abundancia. 
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2. Actividad microbiana 

La producción de CO2, es un dato que revela directamente la respiración de los microorga-

nismos presentes en una muestra de suelo y permite determinar la actividad metabólica de 

los mismos, dato que resulta ser un bioindicador importante de la calidad del suelo (Monte-

negro et al., 2008). Se midió la producción de CO2 mediante la técnica de respirometría a 

partir de muestras de suelo tomadas en distintas parcelas tratadas diferencialmente (control, 

fertilizante químico, vinaza 150m3/ha, vinaza 300m3/ha); la medida se llevó a cabo previo a 

la aplicación de los tratamientos y pasados 28 días. 

Antes de la aplicación no se detectaron diferencias en este parámetro entre las diferentes 

parcelas de ambos suelos estudiados. Luego de 28 días se observó una disminución de la 

actividad respecto al muestreo inicial, pero no se observaron diferencias entre el control y los 

tratamientos con vinaza o fertilizante químico. En estudios de suelos uruguayos en Bella 

Unión, se observó un aumento de la actividad microbiana respecto al control en uno de los 

sitios estudiados. Este aumento se observó a los 14 y 50 días así como también a los 5 

meses del tratamiento con vinaza (dosis de 300m3/ha y 450m3/ha) pero una vez pasados 8 

y 13 meses no se apreciaron diferencias significativas respecto al control. En el mismo estu-

dio, pero en otro sitio tratado con las mismas dosis de vinaza, no se observaron diferencias 

significativas respecto al control en ninguno de los momentos de muestreo (Senatore D., 

2013). 

En India donde se analizó el efecto del vertido de lodos provenientes del tratamiento de re-

siduos de destilerías sobre suelos tropicales destinados a la agricultura, se observó un au-

mento inicial en la producción de CO2 reflejando de este modo el incremento de la actividad 

microbiana: la mayor actividad se encontró entre 30 y 60 días después de la aplicación, 

constatándose luego una gradual disminución de la actividad con el paso del tiempo (Tripathi 

2011). Se observó en estudios de suelos de Estonia, un aumento en la respiración micro-

biana analizada por respirometría, así como también un aumento en la capacidad de nitrifi-

cación del suelo pasados dos años de tratamiento con aguas residuales muy abundantes en 

materia orgánica, aunque se vio una gran variación entre los controles iniciales y los finales 

(Truu M et al., 2009). En diversos estudios llevados a cabo utilizando desechos con alto 

contenido de materia orgánica, potasio, nitrógeno y fósforo, siendo éstos muy similares a la 

vinaza se obtuvieron resultados en los que aumentó la actividad microbiana a lo largo del 

tiempo. En suelos de Mallorca se observó un aumento en la actividad microbiana de suelos 

tratados con fertilizante rico en nitrógeno principalmente, siendo adjudicado este aumento a 
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la movilización de nutrientes en el suelo (López G. et al., 2012). En suelos cercanos a Sevilla 

tratados con vinaza de remolacha como biofertilizante se observó una disminución en la ac-

tividad microbiana del suelo así como también en la biomasa presente en el mismo, aunque 

al combinar esta vinaza cruda sin tratar con otro fertilizante obtenido a partir de desechos de 

plantas leguminosas el efecto obtenido fue el contrario, observándose un aumento en ambos 

parámetros (Tejada M. et al., 2008). Un estudio llevado a cabo en suelos de Bella Unión 

reveló un aumento en la biomasa de hongos filamentosos con aplicación de vinaza mientras 

que no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la biomasa microbiana obtenida 

por método de fumigación-extracción (Loperena et al., 2012). 

Según los datos obtenidos en el presente trabajo, la aplicación de las dosis de vinaza de 

150m3/ha y 300m3/ha no afectó la actividad microbiana en los dos suelos de estudio pasados 

30 días de la aplicación de la misma, en las épocas de estudio. La disminución de la actividad 

microbiana pasado un mes de estudio, observada en ambos suelos, tanto en parcelas trata-

das como en las parcelas control demuestra la gran variabilidad natural intrínseca de la acti-

vidad presente en estos sitios. Estos datos contrastan con los estudios antes mencionados 

y puede deberse a una variedad y combinación de factores, como son las causas ambienta-

les, lluvias y sequías, la composición diferencial de la vinaza, y/o los tipos de suelo.  

 

3. Estudio de la estructura de la comunidad bacteriana 

El análisis de las comunidades microbianas de suelo mediante secuenciación masiva de la 

región V4 del gen del ARNr 16S está siendo utilizado cada vez más en el mundo. Ésta es 

una de regiones altamente variables de un gen que se encuentra muy conservado, y que por 

lo tanto está presente en todos los organismos. Por esta razón es muy utilizado para el 

estudio taxonómico y filogenético ya que brinda información acerca las distancias evolutivas 

entre especies, en este caso entre microorganismos (Milani et al., 2013). 

El número, identidad y abundancia de especies define la composición de una comunidad. La 

diversidad alfa, es decir la composición de las especies dentro de una comunidad, fue 

obtenida a partir de los datos obtenidos y graficada en forma de curva de rarefacción donde 

se observó el inicio de una meseta para todas las muestras, sin tratamientos y un mes 

después de los mismos, indicando que para la distancia genética utilizada se está 

alcanzando la saturación por lo cual el esfuerzo de muestreo cubre casi el total de la 

diversidad taxonómica. Teniendo en cuenta que el esfuerzo de muestreo puede afectar los 

análisis de diversidad es que se utiliza un muestreo de secuencias al azar, para asegurar 
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que el mismo número de reads sean comparados tanto en muestras grandes como pequeñas 

(Pylro V.S.et al., 2014), Las muestras de suelo son por lo general muy heterogéneas y 

presentan una gran variabilidad y diversidad de especies, por lo que el resultado obtenido es 

óptimo ya que requeriría un esfuerzo económico de muestreo muy superior si se quisiera 

alcanzar dicha saturación. El sampleo incompleto de hongos y bacterias en estudios de 

secuenciación masiva de suelos es común y ha sido reportado previamente, estudios con un 

esfuerzo de muestreo mucho mayor han fallado en alcanzar la saturación deseada (Vargas-

Gastélum et al., 2015; Fay et al., 2016). 

 

La diversidad beta está definida como la diferencia en la composición de especies entre 

distintas comunidades y se encuentra relacionada con la ecología y biología evolutiva 

(Leprieur F. et al., 2012). Se llevó a cabo un análisis estadístico de coordenadas principales 

(PCoA), mediante el cual se obtiene la diversidad beta en función de la distancia filogenética 

entre las OTUs de las distintas muestras (UniFrac). UniFrac junto con el análisis multivariado 

permite identificar factores que expliquen los patrones de las comunidades microbianas. 

El análisis se llevó a cabo utilizando dos métodos: Unweighted UniFrac que mide la distancia 

filogenética entre diferentes muestras, tomando en cuenta una fracción del largo de rama del 

árbol filogenético que conduce a los descendientes de una muestra o la otra pero no de 

ambas, y el método Weighted UniFrac que además del algoritmo anterior, también sopesa 

las abundancias de OTUs en el cálculo de las distancias (Lozupone et al., 2011). Los 

resultados obtenidos para este parámetro no difieren entre las distintas muestras para 

ninguno de los suelos. No se observaron agrupaciones en cuanto a las distancias 

filogenéticas de los microorganismos presentes en las comunidades microbianas 

dependientes del tratamiento, ni relación con los parámetros químicos de suelo estudiados 

(pH, concentración de calcio, magnesio, potasio y sodio) tanto en las muestras sin tratar, 

como en las muestras de un mes posterior a los tratamientos. Esto significa que la estructura 

de la comunidad no se agrupó según los distintos tratamientos, lo cual podría deberse a una 

variedad y combinación de factores, entre ellos las causas ambientales como lluvias y 

sequías que podrían afectar la adsorción de vinaza por parte de los suelos, así como también 

puede que sean necesarias un mayor número de aplicaciones de vinaza, e incluso realizar 

el estudio una vez pasado más tiempo para lograr observar un posible efecto acumulativo de 

la aplicación de vinaza. 

Los gráficos de porcentaje de abundancia relativa para cada una de las muestras de suelo 
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(suelos L1 y LB2) previas a la aplicación y un mes pasada la misma, no mostraron diferencias 

significativas en los porcentajes de los filos presentes. Se encontró que los filos más 

abundantes fueron Acidobacteria (37,2% suelo L1, 42% suelo LB2), Proteobacteria (24,7% 

suelo L1, 24.5% suelo LB2), Verrucomicrobia (13% suelo L1, 11,4% suelo LB2), 

Actinobacteria (5,7% suelo L1, 4,9% suelo LB2), y en menor medida la presencia de los filos 

Gemmatimonadetes, Firmicutes, Wps-2, Planctomycetes. 

Estudios previos de comunidades bacterianas del suelo por pirosecuenciación de la región 

variable del gen que codifica al ARNr 16S han obtenido resultados similares en cuanto a la 

composición de las comunidades bacterianas de suelos sin tratar. Un estudio llevado a cabo 

analizando muestras de 88 suelos de cultivo de ecosistemas diferentes, obtuvo que los gru-

pos bacterianos principales encontrados fueron: Acidobacteria (31%), Alphaproteobacteria 

(18%), Actinobacteria (13%), Bacteroidetes (11%), Beta/Gammaproteobacteria (11%), Fir-

micutes (3%), Deltaproteobacteria (2%), Gemmatimonadetes (1.5%), TM7 (1.0%), Verruco-

microbia (0.9%) y Cianobacteria (0.7%) (Lauber et al., 2009). Otro estudio llevado a cabo en 

suelos tratados con distintos fertilizantes, entre los cuales fue utilizada la vinaza, obtuvo re-

sultados similares en cuanto a presencia de filos en las muestras de suelo. Se observó la 

presencia de: Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Cloroflexi, Firmicutes, y Gemma-

timonadetes principalmente, así como también una correlación entre el aumento en la apari-

ción del taxa Firmicutes con la aplicación de vinaza (Pitombo et al., 2016). En cuanto a los 

gráficos de abundancia relativa de Clases solamente se observaron diferencias en las mues-

tras tratadas con vinaza del suelo L1 para la clase Clostridia, perteneciente al Phylum Fir-

micutes la cual aumentó de 0,3% a 6,5%, y dicho aumento es coincidente con la biblografía 

(Pitombo et al., 2016). 

 

Consideraciones finales 

La abundancia y actividad de los microorganismos de los suelos estudiados no se vio modi-

ficada por el agregado de vinaza (en dosis de 150m3/ha y 300m3/ha) o fertilizante químico 

respecto al control, en ambos sitios de estudio (suelos L1 y LB2) al mes de aplicados dichos 

tratamientos. La diversidad y estructura de las comunidades bacterianas tampoco se vio 

afectada por dichos tratamientos pasado un mes de la aplicación. La presencia de los grupos 

microbianos estudiados es deseable en el suelo debido a su capacidad para descomponer 

la materia orgánica, reciclar nutrientes y promover el crecimiento de las plantas. La abundan-
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cia de los microorganismos estudiados, la actividad microbiana y la diversidad de las comu-

nidades bacterianas presentes en los suelos de estudio no se vieron afectadas por la utiliza-

ción de vinaza como biofertilizante en las dosis evaluadas. 
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ANEXOS 

 

ANEXO 1. Medios de cultivo 

1 – Composición de la solución de elementos traza del medio NFb: Na2MoO4.2H2O, 0.2g; MnSO4.H2O, 0.235g; 
H3BO3, 0.28g; CuSO4.5H2O, 0.008g; ZnSO4.7H2O,   0.024g; agua destilada, 1000ml. 

 

2 – Composición de la solución de vitaminas del medio NFb: Biotina, 0.01g; piridoxina, 0.02g; agua destilada 
1000ml.  
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ANEXO 2. Reactivo de Nessler 

Se prepararon por separado las soluciones A y B y se dejaron enfriar. Se agregó luego la solución B a la solu-

ción A y se llevó el volumen a 500 ml con agua destilada. Se dejó decantar durante una semana antes de su 

uso. Se guardó a temperatura ambiente y a la oscuridad (Seeley et al., 1991).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solución B 

Hidróxido de sodio 

(NaOH) 
50g 

Agua destilada 

(H2O) 
250mL 

Solución A 

Ioduro de Potasio 

(KI) 
35g 

Ioduro de Mercurio 

(HgI2) 
50g 

Agua destilada 

(H2O) 
200mL 
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ANEXO 3. Secuencia de cebadores utilizados 

Cebadores con adaptadores y barcodes dirigidos a la región V4 del gen ARNr 16S del dominio Bac-

teria utilizados (Claesson M.J. et al., 2009; Milani et al., 2013). 

 

 

 

 

Cebador ID cebador Adaptador Barcode Oligo 

1 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CTAAGGTAAC AYTGGGYDTAAAGNG 

2 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TAAGGAGAAC AYTGGGYDTAAAGNG 

3 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC AAGAGGATTC AYTGGGYDTAAAGNG 

4 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TACCAAGATC AYTGGGYDTAAAGNG 

5 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CAGAAGGAAC AYTGGGYDTAAAGNG 

6 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CTGCAAGTTC AYTGGGYDTAAAGNG 

7 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TTCGTGATTC AYTGGGYDTAAAGNG 

8 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TTCCGATAAC AYTGGGYDTAAAGNG 

9 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TGAGCGGAAC AYTGGGYDTAAAGNG 

10 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CTGACCGAAC AYTGGGYDTAAAGNG 

11 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCCTCGAATC AYTGGGYDTAAAGNG 

12 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TAGGTGGTTC AYTGGGYDTAAAGNG 

13 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCTAACGGAC AYTGGGYDTAAAGNG 

14 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TTGGAGTGTC AYTGGGYDTAAAGNG 

15 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCTAGAGGTC AYTGGGYDTAAAGNG 

16 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCTGGATGAC AYTGGGYDTAAAGNG 

17 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCTATTCGTC AYTGGGYDTAAAGNG 

18 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC AGGCAATTGC AYTGGGYDTAAAGNG 

19 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TTAGTCGGAC AYTGGGYDTAAAGNG 

20 520F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC CAGATCCATC AYTGGGYDTAAAGNG 
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ANEXO 4. Tablas de abundancia: Va-

lores medios de 3 repeticiones de 

abundancia de los distintos grupos bac-

terianos expresados en UFC/g de suelo 

seco para distintos tratamientos del 

mismo sitio. 

 

Tratamiento DÍA 0 DÍA 28 Tratamiento DÍA 0 DÍA 28

0 7,17x107 7,10x107
0 7,2x107 7,18x107

F 7,42x107 7,28x107
F 7,04x107 7,07x107

150 m3/ha 7,6x107 7,40x107
150 m3/ha 7,02x107 7,37x107

300 m3/ha 7,33x107 7,40x107
300 m3/ha 7,02x107 7,16x107

HETERÓTROFOS LB2 HETERÓTROFOS L1

Tratamiento DÍA 0 DÍA 28 Tratamiento DÍA 0 DÍA 28

0 3,71x104 3,15x103
0 4,77x104 3,08x103

F 4,08x104 3,73x104
F 4,38x104 2,83x103

150 m3/ha 3,07x103 3,68x104
150 m3/ha 3,82x103 3,13x103

300 m3/ha 4,34x104 3,57x104
300 m3/ha 4,06x104 2,96x103

PSEUDOMONAS LB2 PSEUDOMONAS L1

Tratamiento DÍA 0 DÍA 28 Tratamiento DÍA 0 DÍA 28

0 6,66x106 6,82x106
0 6,13x106 5,91x106

F 6,96x106 6,97x106
F 6,34x106 6,32x106

150 m3/ha 6,65x106 6,14x106
150 m3/ha 6,06x106 6,36x106

300 m3/ha 6,71x106 7,11x106
300 m3/ha 6,55x106 6,68x106

BACILLUS LB2 BACILLUS L1

Tratamiento DÍA 0 DÍA 28 Tratamiento DÍA 0 DÍA 28

0 6,21x106 6,61x106
0 6,49x106 6,69x106

F 6,25x106 6,42x106
F 6,42x106 6,63x106

150 m3/ha 6,75x106 6,31x106
150 m3/ha 6,36x106 6,77x106

300 m3/ha 6,78x106 6,79x106
300 m3/ha 6,84x106 6,66x106

FIJADORAS DE N LB2 FIJADORAS DE N L1

Tratamiento DÍA 0 DÍA 28 Tratamiento DÍA 0 DÍA 28

0 5,16x105 5,48x105
0 5,44x105 5,2x105

F 5,37x105 5,42x105
F 5,25x105 4,96x105

150 m3/ha 4,94x105 5,25x105
150 m3/ha 5,36x105 5,46x105

300 m3/ha 5,13x105 5,41x105
300 m3/ha 5,37x105 5,38x105

SOLUBILIZADORAS DE P LB2 SOLUBILIZADORAS DE P L1

Tratamiento DÍA 0 DÍA 28 Tratamiento DÍA 0 DÍA 28

0 6,47x106 6,12x106
0 6,49x106 6,33x106

F 6,49x106 6,01x106
F 6,49x106 6,41x106

150 m3/ha 6,47x106 6,36x106
150 m3/ha 6,31x106 6,43x106

300 m3/ha 6,47x106 6,41x106
300 m3/ha 6,53x106 6,54x106

ACTINOBACTERIAS LB2 ACTINOBACTERIAS L1

Tratamiento DÍA 0 DÍA 28 Tratamiento DÍA 0 DÍA 28

0 6,82x107 7,12x107
0 6,79x106 7,1x106

F 7,04x107 7,32x107
F 6,67x106 6,76x106

150 m3/ha 6,88x107 7,13x107
150 m3/ha 6,66x106 7,73x107

300 m3/ha 6,89x107 6,98x107
300 m3/ha 6,61x106 6,85x106

AMONIFICANTES LB2 AMONIFICANTES L1
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Suelo LB2 

Respiración microbiana (mg c-CO2/KG suelo seco) 

Tratamiento DÍA 0 DÍA 28 

Control 14,68 4,61 

Fertilizante 25,57 5,71 

150 m3/ha 19,62 6,85 

300 m3/ha 14,97 5,19 

Suelo L1 

Respiración microbiana (mg c- CO2/KG suelo seco) 

Tratamiento DÍA 0 DÍA 28 

Control 9,76 5,62 

Fertilizante 8,86 6,41 

150 m3/ha 8,48 5,22 

300 m3/ha 10,12 5,98 

 
ANEXO 5. Respirometría. Respiración microbiana en suelo L1 y LB2 antes y después de la apli-

cación de fertilizante y vinaza. 
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