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Resumen

En este trabajo, se evaluo el efecto de la aplicacion de un Biofertilizante derivado
de Estiércol Tratado Aerdbicamente (BETA) sobre las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas del suelo. El objetivo fue determinar los cambios inducidos
por el manejo del suelo con la aplicacion de BETA y evaluar asi, potenciales
indicadores microbiologicos para detectar cambios en el mediano plazo. El area
de estudio fue en Colonia, Uruguay (lat. 34,338164 S, long. 57,222630 W). Los
materiales y métodos consistieron en el andlisis de propiedades fisicoquimicas
del suelo y 16 variables microbiolégicas que fueron: carbono de biomasa
microbiana, bacterias aerébicas mesofilas, actinobacterias, hongos filamentosos,
hidrolasas, deshidrogenasa, fosfatasa acida y alcalina, degradadores de
celulosa, bacterias solubilizadoras de fosforo, microorganismos nitrificantes,
desnitrificantes y fijadores de nitrégeno de vida libre (diaz6trofos), glomalina,
indice de patogenicidad del suelo y el potencial de mineralizacion de nitrégeno.
Todas ellas fueron evaluadas en un sitio con tres afios de aplicacion de BETA.
Entre los resultados principales resalta que la aplicacion de BETA aumento el
CBM del suelo (aunque no de forma significativa), las enzimas del suelo (p<0,05)
y algunos grupos funcionales (p<0,05). El IP disminuy6é con la aplicacion de
BETA de forma significativa (p<0.05) y el PMN, fue significativamente alto
(p<0.05) en el suelo tratado con BETA. No se detectaron variaciones
significativas para las variables quimicas. En este trabajo las variables biol6gicas
CBM, actividad enzimatica de AcPh, NMP de diazétrofos, microorganismos
celuloliticos, IP y PMN surgieron como indicadores razonables para evaluar y

monitorear los efectos de la aplicacion del BETA.

Palabras clave adicionales: fertilizacion organica; indicadores microbiol4gicos.
Abreviaturas utilizadas: AcPh (fosfatasa acida); AlPh (fosfatasa alcalina); BETA
(Biofertilizante derivado del Estiércol Tratado Aerdbicamente); s/BETA (Sin
Biofertilizante derivado del Estiércol Tratado Aerdbicamente); DHasa
(deshidrogenasa); PSRG (proteina del suelo relacionada con glomalina); Act.
(Actinobacterias); BAM (bacterias aerbbicas mesdbfilas); CBM (carbono de
biomasa microbiana); HF (hongos filamentosos); PMN (potencial de
mineralizacién de nitrdgeno); NMP (niamero mas probable); PCA (andlisis de
componentes principales); COS (carbono organico del suelo); IP (indice de
patogenicidad del suelo).
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"En la agricultura organica, no existe la receta o el
Insumo milagroso que todos esperan y que todo lo resuelve
al instante, lo que existe son muchas dudas y preguntas
por hacernos en un largo camino por experimentar, en el
que redescubramos con la sabiduria campesina, antiguos,
pero nuevos criterios de sostenibilidad y
autodeterminacion para el campo™

Jairo Restrepo - ABC de la agricultura organica
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1. INTRODUCCION
1.1. Uso de Biofertilizantes para una agricultura sostenible

La intensificacion de la agricultura moderna, que dio sus comienzos entre 1960 y
1980, permiti6 un incremento de la productividad agricola, basado en el uso
indiscriminado de fertilizantes y plaguicidas quimicos sintéticos (agroguimicos),
lo que repercutié negativamente en los ecosistemas, deteriorando la salud del
suelo y los cuerpos de agua, asi como también la salud humana y la economia
de los pequefos productores. Esto condujo en muchos casos a una grave
degradacion de los ecosistemas y la interrupcion de los servicios ecosistémicos

en todo el mundo durante las tltimas décadas.

La erosion del suelo ha sido identificada como uno de los mayores desafios para
la salud del suelo y el desarrollo sostenible. La erosion afecta aproximadamente
el 84% de las superficies terrestres del mundo y es una de las causas de

degradacion de suelos, que se estimaba en mas de 33% en 2015 (FAO, 2015a).

Para lograr una agricultura sostenible, es necesario reducir la necesidad de
aplicar insumos de origen mineral para fertilizacion. La sustitucion total o parcial
de fertilizantes minerales por enmiendas organicas es una buena practica para
solucionar los problemas del uso excesivo de fertilizantes minerales, mejorando
las propiedades fisicoquimicas del suelo, las reservas de carbono y la
biodiversidad del suelo. Las Directrices voluntarias de la FAO (Food and
Agriculture Organization) sobre la gestion sostenible del suelo (VGSSM, del
inglés) fomentan la adopcion de practicas agricolas que construyen y retienen la
materia organica del suelo (MOS) (FAO, 2016).

Es asi que también en Uruguay, con el objetivo de contrarrestar los efectos
negativos del uso intensivo del suelo, existen reglamentaciones del Ministerio de
Agricultura Ganaderia y Pesca (MGAP), que exigen a los productores
agropecuarios la presentacion de un plan de uso y manejo responsable del
suelo, que tenga en cuenta las practicas de manejo, la secuencia de cultivos, y
la erosion tolerable (Decreto Ley N° 15239, 1982). Sin embargo, estas medidas
s6lo apuntan a disminuir la erosion fisica, mientras que la contaminacién quimica

y la degradacion biolégica de los suelos aun requiere de una mayor atencion.

Los fertilizantes organicos, asi como las enmiendas organicas, como estiércol,

paja 0 mezcla de estiércol y el compost, se han propuesto como alternativas a la
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fertilizacion mineral. Este tipo de practicas agricolas son importantes para la
conservacion de las funciones del suelo, las cuales estan reguladas por un
conjunto de interacciones complejas entre los atributos fisicos, quimicos vy
bioldgicos (FAO, 2016; Francioli et al., 2016).

En Uruguay, desde el 15 de agosto de 2018, mediante la Resolucion N° 97/018
(2018), de la DGSA-MGAP (Direccion General de Servicios Agricolas-MGAP) se
establecen los requisitos para el registro y control para la comercializacion de
insumos formulados a partir de materia prima de origen organico para uso
agricola. Estos incluyen las enmiendas organicas, fertilizantes organicos,

fertilizantes érgano-mineral y otros insumos de origen organico especiales.

A nivel de la literatura existen varios términos utilizados con respecto a insumos
de origen biolégico, como sustitutos a la fertilizacibn mineral y muchas veces se
utilizan en forma indistinta, no existiendo consenso sobre su definicién. A los
efectos de utilizar una Unica terminologia, se resumen a modo de glosario varios

de los términos que seran utilizados en la redaccién de este trabajo (Tabla 1

Tabla 1.
Glosario de términos usado en este trabajo.

Termino Definiciéon Referencia

Incluyen a todos los recursos biolégicos que, a través de
la intervencién humana, estimulan el desarrollo de los

Biopreparados Martinez,
cultivos agricolas mediante transformaciones por parte 2002
de los microorganismos, de elementos o compuestos
que se encuentran en formas no aprovechables, a
formas que puedan ser utilizadas por la planta.
Un Biofertilizante es un fertilizante organico natural que
Biofertilizantes ayuda a proporcionar a las plantas todos los nutrientes FAO, 2009

gue necesitan y a mejorar la calidad del suelo creando
© un entorno microbiol6gico natural.

Bioestimulantes

Insumo resultante de la descomposicion aerobica de
materias primas organicas, que alcanza temperaturas

que permiten la higienizacién. Este producto esta
Resolucién N°

97/018, 2018.

Calgos constituido  principalmente por materia organica

estabilizada y microorganismos benéficos, donde no se

reconoce su origen. Es libre de patégenos y semillas
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Enmienda

organica

Fertilizante

organico

Estiércol

Bocashi

Supermagro

viables de plantas y se puede aplicar al suelo mejorando

sus caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas.

Insumo procedente de materiales carbonados de origen
vegetal y/o animal, utilizado fundamentalmente para
mantener o aumentar el contenido de MOS, mejorar sus
propiedades fisicas, actividad quimica o biolégica

vegetal.

Insumo cuya funcion principal es aportar nutrientes a las
plantas, los cuales proceden de materiales carbonados

de origen animal y/o vegetal.

Material organico empleado para fertilizar la tierra,
compuesto generalmente por heces y orina de animales
domésticos. Puede presentarse mezclado con material
vegetal como paja, heno o material de cama de los
animales. Aunque el estiércol es rico en nitrogeno (N),
fésforo (P) y potasio (K), comparado con los fertilizantes
sintéticos sus contenidos son menores y se encuentran
en forma organica. Puede aplicarse en mayor cantidad
para alcanzar las cantidades que necesita el cultivo,
pero en general, el N es menos estable y esta
disponible por menos tiempo en el suelo. Es rico en
materia organica, por lo que aumenta la fertilidad del
suelo y mejora su capacidad de absorcién y retencion

de agua

El Bocashi, es un biopreparado sélido hecho a base de
desechos vegetales (por ej. Cascara y salvado de arroz
y carb6on molido), estiércol de vaca o de otros animales,
melaza, levadura, tierra y agua. Se puede agregar polvo
de rocas, carbonato de calcio, ceniza de fogbn, entre
otros ingredientes locales. En condiciones favorables se
produce un material parcialmente estable, de lenta
descomposicion, mediante el cual se incorporan al suelo

materia organica y nutrientes esenciales.

El supermagro es un tipo de biofertilizante liquido
completo rico en macro y micronutrientes y otros
metabolitos. Es elaborado mediante un proceso de
descomposicion de la materia organica, a través de
fermentacion en medio liquido. Este biofertilizante se

elabora a partir de estiércol, sales minerales, leche,

Resolucién N°
97/018, 2018

Resolucién N°
97/018, 2018

FAO, 2013

Shintani, 2000

Restrepo, 2007
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melaza y otros aditivos naturales. Contiene: N, P, K, S,,
Ca,, Mg, Mn, Zn, Mo, Cu, By Fe.

Nota: Definiciones de términos usados en el texto de la tesina, basadas en el MGAP, la
FAO y referencias de acuerdo a la base de datos de Timbo.

1.2. Efectos de la aplicacion de fertilizantes organicos elaborados a partir

de estiércol

Los fertilizantes organicos, a pesar de contener cantidades menores de
nutrientes en comparacion con los fertilizantes minerales sintéticos, mantienen
una disponibilidad constante de los elementos durante el desarrollo del cultivo,
repercutiendo en una nutricion equilibrada. También colaboran en la formacién
de agregados del suelo. Ademas, pueden contener sustancias humicas y
fulvicas, las cuales mejoran la estructura del suelo, y modifican propiedades
como el pH, la capacidad de intercambio iénico, la disponibilidad de nutrientes e
incrementan la poblacion microbiana, propiciando el desarrollo del cultivo (Wei et
al., 2022).

Las aplicaciones de estiércol tratado, incorporan beneficiosamente los nutrientes
excretados en el ciclo de nutrientes agricolas. Estos nutrientes, junto al
contenido microbiano y organico de los abonos, pueden promover la salud del
suelo, aunque debido a las variaciones en la dieta de los animales, el manejo del
estiércol y el procedimiento de almacenamiento, los nutrientes y las

concentraciones varian (Marinari et al., 2000).

Los fertilizantes inorganicos pueden tener efectos negativos tanto directos
debido a los efectos osmoticos inducidos por el fertilizante como indirectos, a

través de cambios en el pH del suelo (Zhang et al., 2018, Wei, et al, 2022).

Por el contrario, los fertilizantes organicos (incluido el estiércol) suelen tener
efectos positivos sobre las comunidades microbianas del suelo (Chinnadurai, et
al., 2014; Hartmann et al., 2015; Francioli et al., 2016).

La aplicacion de estiércol y compost en tierras agricolas ha demostrado un
aumento positivo en la retencion de agua y nutrientes, activa el ciclado de
nutrientes, la transformacion de carbono, la biodiversidad, la estructura y la

agregacion del suelo, al tiempo que mejora el contenido de materia organica
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(Treonis et al., 2010; Nair y Ngouajio, 2012; Liu et al., 2020) y la supresion de
patdgenos transmitidos por el suelo (Zaccardelli et al., 2013, Vida et al., 2019).
De esta forma, en una perspectiva a largo plazo, el estiércol podria

potencialmente sustituir parte de los fertilizantes minerales.

El suministro de estiércol a los suelos agricolas es una practica antigua y una
estrategia bien probada para aumentar la MOS, reponer los nutrientes basicos
de las plantas, mejorar la respuesta del rendimiento a los fertilizantes y restaurar
la productividad del suelo en areas degradadas (Schréder, 2005; Rufino et
al.,2007; Bogaard et al.,2013; Nezomba et al., 2015). Al mismo tiempo, las
aplicaciones excesivas de estiércol y las practicas ineficientes de aplicacién de
estiércol pueden tener efectos perjudiciales en el medio ambiente a multiples
escalas, como la contaminacion de los recursos hidricos y del suelo a nivel local
y regional, y el aumento de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI)

a nivel local y mundial (Sutton, 2011; Tubiello et al., 2013).

El estiércol es rico en N, P y carbono (Pagliari y Laboski 2012) y puede contribuir
a incrementar el cambio climatico global a través de la emision de metano y
oxido nitroso (Leytem et al., 2011). Por lo tanto, si bien el reciclaje del estiércol
de ganado dentro de los sistemas agricolas es necesario para mejorar y
mantener la salud del suelo, su manejo eficiente también es importante para
reducir el impacto ambiental de las actividades agricolas. Por lo tanto, el
tratamiento del estiércol se convierte en un tema central en relacion con las
politicas nacionales actuales en materia ambiental, climatica y de energias

renovables.

El compostaje del estiércol, es un tratamiento aconsejable, respecto a la
aplicacion de estiércol fresco en forma directa, por razones de seguridad
alimentaria y ambiental, porque el tratamiento del estiércol, ya sea por procesos
como compostaje, digestion, fermentacibn aerdbica y anaerdbica,
mineralizacion, etc. reduce la viabilidad de patdgenos, asi como de semillas de

malezas y facilita la liberacion de nutrientes para las plantas y el suelo.
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1.3. Importancia del uso de fertilizante organico derivado de estiércol

tratado aer6bicamente en Uruguay

La agricultura uruguaya se ha intensificado durante los ultimos 15 afios, con un
gran aporte de fertilizantes minerales y otros agroquimicos (Nair, 2014). Uruguay
es un pais ganadero por excelencia, donde gran parte de las regiones
agropecuarias se destina a la produccion ganadera (6.467.000 has, un 40% del
total). (Anuario MGAP, 2022).

En Uruguay hay 11.411.000 cabezas de ganado, de las cuales 9.019.000
corresponden a ganado vacuno (Anuario MGAP, 2022) y cada animal en
promedio defeca, segun diversas fuentes, 25 - 45 kg de bosta por dia (Marsh y
Campling, 1970; Fincher et al., 1981; Millot et al., 1987). Esto conlleva a una
acumulacion importante de bosta en el suelo que genera emanaciones de gases

de efecto invernadero.

Los datos sobre emisiones de GEI del estiércol depositado en las pasturas
consisten en 6xido nitroso (N20) generado por las adiciones de N a los suelos
gestionados por parte del ganado en pastoreo y depende de la intensificacién
del mismo (Eigura 1). Las emisiones de GEI del estiércol depositado en las
pasturas consisten en emisiones directas e indirectas de N2O procedentes del N
del estiércol que los animales de pastoreo depositan en las pasturas. Mas
concretamente, se produce N20 a través de los procesos microbianos de
nitrificacion y desnitrificacion que tienen lugar en el punto de deposicidon
(emisiones directas) y tras los procesos de volatilizacion/redeposicion vy

lixiviacién (emisiones indirectas) (FAO, 2015b).

Mientras que a nivel mundial los cultivos inundados son responsables el 12% de
las emisiones de GEI, en Uruguay la agricultura representa el 90% de las
emisiones nacionales, siendo un 2% debido al manejo del estiércol (Irisarri,
2009).

10
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Figura 1.

Emisiones GEI en sistema ganadero. Diagrama que refleja la dinAmica
en las emisiones GEI de un sistema de produccion ganadera en nuestro
pais. El énfasis de las emisiones dependera de su grado de intensificacion.
(Tomado de INIA, 2022).

Elaborado por: G. Boné y G. Becofia

El uso del estiércol en la preparacién de bioinsumos para la agricultura es una
alternativa econémica y ecologicamente sostenible. Ademas de su utilizacién, a
efectos de mitigar estos efectos nocivos de emisiones de gases, el estiércol es
una importante fuente de nutrientes para los cultivos en todo el mundo. Mas del
20% de N aplicado a las tierras de cultivo en todo el mundo se encuentra en
estiércol (FAO; 2018). En Uruguay, a pesar de ser un pais ganadero, el uso de
estiércol en la preparacion de bioinsumos se utiliza principalmente en la
agricultura orgénica y agroecologia, siendo el bokashi (sélido) y supermagro
(liquido) las preparaciones mas conocidas (Tabla 1). Sin embargo, es de
destacar que, en los ultimos afios, la aplicacién de estiércol previamente tratado,
ha llamado mucho la atencion, y en la actualidad un grupo de agricultores
uruguayos estd incorporando una nueva tecnologia desarrollada en la
Universidad de Séo Paulo, Brasil (D"Andrea & Medeiros, 2002), basada en un
proceso in situ que consiste en un tratamiento aerdbico, en tanques abiertos, del
estiércol colectado en el predio. Actualmente existen mas de 52 tanques
instalados en el pais, y el compostaje del estiércol liquido se aplica en
aproximadamente, 8.000 ha.

La evaluacion de la salud del suelo después de la aplicacion del fertilizante

organico es esencial para evaluar los cambios en el suelo como resultado de las

11
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practicas de manejo. En el marco de la produccion agricola sostenible, una alta
calidad y salud del suelo debe mantener una alta productividad sin una
degradacion significativa del suelo o del medio ambiente (Govaerts et al.,
2006; Griffiths et al.,, 2010; Binemann et al., 2018). Para ello, se debe
seleccionar un conjunto de indicadores biologicos de salud del suelo para
asesorar a los agricultores sobre si esta estrategia de manejo produce los

cambios positivos que anticiparon.

1.4. Indicadores biolégicos para evaluar la salud del suelo

Segun la FAO (2008) la definicién de salud del suelo es:

“La capacidad del suelo para funcionar como un sistema vivo. Suelos sanos
pueden mantener una comunidad diversa de organismos, que ayudan a
controlar las enfermedades de las plantas, las plagas de insectos y malezas,
formando asociaciones simbio6ticas beneficiosas con las raices de las plantas,
reciclar nutrientes esenciales de éstas, mejorar la estructura del suelo con
efectos positivos para el agua de éste, y la capacidad de retencion de nutrientes.
En dltima instancia, también, mejorar la produccion de cultivos. Un suelo
saludable, también contribuye a mitigar el cambio climatico al mantener o

aumentar su contenido de carbono”

En 2015, la Carta Mundial del Suelo (FAO, 2015) declaro:

“Los suelos son una reserva clave de biodiversidad mundial que abarca desde
los microorganismos a la flora y la fauna. Esté biodiversidad tiene una funcién
fundamental en el respaldo a las funciones del suelo y, por tanto, a los bienes y
servicios ecosistémicos asociados con los suelos. Por lo tanto, es necesario

mantener la biodiversidad del suelo a fin de salvaguardar estas funciones.”

Se suele suponer que los indicadores biologicos del suelo son buenos
indicadores de calidad del mismo debido a su sensibilidad y capacidad para
reflejar los efectos del manejo del suelo (Kaschuk et al., 2011; Bowles et al.,
2014; Benintende et al., 2015). Los indicadores biologicos del suelo representan

12
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la conexion entre la abundancia y actividad de la biodiversidad del suelo, el ciclo

de nutrientes y la resiliencia del suelo (McGuire y Treseder, 2010).

Los indicadores biologicos de salud del suelo son utiles debido a que reflejan los
cambios debido al manejo del suelo de forma temprana, antes que ocurran
pérdidas irreversibles de suelo y biodiversidad (McGuire y Treseder, 2010;
Bowles et al., 2014; Benintende et al., 2015). En general, la salud del suelo se
ha relacionado con el contenido de MOS (Gao, 2006), fertilidad y estructura del
suelo, N total y relacion C/N (Murphy et al., 2011), pero estas propiedades del
suelo no necesariamente cambian como resultado de cambios en las
condiciones externas o el uso (Chodak y Niklinska, 2010; Preem et al., 2012,
Muscolo et al., 2014), y apenas reflejan cambios a corto plazo en los procesos
del suelo asociados a nuevas amenazas ambientales. Por el contrario, los
cambios en las caracteristicas del suelo o las condiciones ambientales inducen
cambios rapidos en la biomasa microbiana, la composicién y la actividad de la
comunidad (Schroder et al., 2003; Gil-Sotres et al., 2005; Nogueira et al.,
2006; Qin et al., 2010).

En algunos casos, los cambios en las comunidades microbianas y la actividad
pueden preceder a los cambios detectables en las propiedades fisicas y
quimicas del suelo, proporcionando asi una sefial temprana de mejora del suelo
0 una advertencia temprana de degradacion del suelo (Muscolo et al., 2014). Sin
embargo, aun existe una falta de consenso sobre qué medir para la evaluacién
de la biota del suelo vinculada a la salud del suelo y la consiguiente prediccion
de la sostenibilidad o la productividad (Saha et al., 2008; Dong et al., 2014).

1.5. Microorganismos edaficos como Indicadores bioldgicos de
calidad/salud del suelo

En el marco de la produccion agricola sostenible, la alta calidad del suelo y la
salud deben mantener una alta productividad sin una degradacion ambiental o
del suelo significativa (Emmerling et al., 2002; Govaerts et al., 2006; Griffiths et
al., 2010).

En general, las propiedades fisicoquimicas del suelo son de poca utilidad como
indicadores de la calidad del suelo, ya que se modifican s6lo cuando el suelo
experimenta un cambio realmente drastico (Filip, 2002). La microbiota del suelo
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también se ve afectada por los atributos del suelo y varia segun las condiciones
ambientales como la temperatura, la humedad, la calidad del material organico,
la concentracion de nutrientes como P y N, asi como el pH, la textura del suelo y
la compactacion del suelo (Wilkinson et al., 2002; Chodak y Niklinska, 2010;
Preem et al, 2012). Ademas, los microorganismos pueden responder
rapidamente a las condiciones ambientales cambiantes modificando la biomasa
microbiana, la composicién y la actividad de la comunidad (Klein et al., 1985;
Nannipieri et al., 1990; Yakovchenko et al., 1996; Schloter et al., 2003; Gil-
Sotres et al., 2005). Es necesario comprender mejor qué propiedades
microbianas del suelo proporcionan informacion precisa sobre la salud y el
manejo del mismo. La caracterizacion de mdultiples parametros microbiol6gicos
del suelo para mejorar la comprension de la correlacion entre la biota del suelo y
los efectos positivos 0 negativos sobre las funciones microbianas y los servicios

ecosistémicos no ha sido tan ampliamente considerada.

Dado que los microorganismos participan en muchos procesos del suelo,
también pueden proporcionar una medida integrada de la salud de este, un
aspecto que no se puede obtener sdlo con medidas fisico-quimicas. Ademas, la
informacion disponible a veces es conflictiva con respecto a la influencia de
diferentes practicas agricolas en la biomasa microbiana del suelo y la diversidad
microbiana (Chu et al., 2007; Saha et al., 2008 y Dong et al., 2014). La mayoria
de los estudios relacionados con variables biolégicas de los indicadores de
calidad del suelo muestran resultados con respecto a grupos microbianos
funcionales claves, del suelo, asi como caracteristicas microbianas especificas,
como la actividad enzimatica del suelo, el N o el Carbono de la biomasa
microbiana (CBM) (Huang et al., 2014), la respiracién basal, el perfil de acidos
grasos metil-ésteres (del inglés, FAME), la extraccion de ADN y la amplificacién
de genes funcionales (Dose et al., 2015), o la concentracion de glomalina. Todos
estos parametros tienen potencial de uso como indicadores de alerta temprana

de la salud del suelo.

2. OBJETIVOS

En este estudio se evaludé el impacto de la aplicacion de un Biofertilizante
derivado de Estiércol Tratado Aerobicamente (BETA) sobre las caracteristicas
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microbiolégicas del suelo, para identificar y seleccionar un conjunto minimo de
indicadores microbiolégicos, para monitorear cambios tempranos en la salud del
suelo. El objetivo de este estudio fue determinar cuales de esos parametros
microbianos de los suelos permiten una diferenciacion factible y confiable entre
la aplicacion y la no aplicacion de BETA y poder determinar indicadores

microbioldgicos efectivos para evaluar la salud del suelo.
2.1. Preguntas de investigacion

¢La aplicacion de BETA provoca cambios en la actividad microbiana del suelo,
que reflejan una mejora en la salud del suelo, comprobada por diferencias

significativas entre el sitio con aplicacion y otro sin aplicacion (control)?

¢Existen indicadores microbiolégicos, en estas condiciones, que pueden

tomarse en cuenta a la hora de medir la salud del suelo?
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Disefio experimental y sitio de muestreo

El area de estudio esta ubicada en Colonia, Uruguay (latitud 34,338164 S,
longitud 57,222630 W). El clima del area se clasifica como subtropical humedo,
con una temperatura promedio de 24° C y una precipitacion media anual de
1200 mm. El suelo es un Brunosol Eutrico segun la clasificacion de suelos de
Duran (1991).

Dentro del area de estudio, se selecciondé una zona de 3 afios de aplicacion
continua de BETA (Tabla 2). La parcela tiene una medida de 12 x 12 metros. Se
tomaron 4 muestras compuestas de 10 submuestras de 4 alturas de la

pendiente, luego de tamizarlas, se mezclaron para evitar el efecto de la

pendiente.

Tabla 2.

Rotaciones de cultivos.

Afo/estacion Secuencia de cultivos / aplicacion de BETA
2013

Otoio Cultivo de cobertura / BETA
Primavera Sorgo / BETA

2014

Otofio Trigo / BETA

Primavera Soja/ BETA

2015

Otofio Cultivo de cobertura / BETA
Primavera Maiz / BETA

Nota: Aplicacion de BETA a razén de 300 L. hat en riego.
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3.2. Biofertilizante

El Biofertilizante BETA utilizado en el experimento se obtuvo mediante el
tratamiento aerdbico in situ del estiércol de ganado de acuerdo con el método
desarrollado en la Universidad de Sao Paolo, Brasil (Patente #P10207342 A2-0).
El Biofertilizante liquido se obtuvo mediante un régimen continuo de
biodegradacion aerdbica en tanques aireados llenos con 15% de estiércol de
ganado de la granja, 80% de agua y 5% de micronutrientes y aditivos obtenidos
comercialmente (Microgeo®). Este Biofertilizante, denominado previamente
BETA, se produce en medios liquidos a través de la biodegradacién aerdbica

continua (D’Andrea, 2002) de estiércol de ganado.

El BETA se aplica después de la aparicion de un cultivar (2-3 hojas) a una tasa
de 300 L. ha! por afio, segun la informacién proporcionada por la empresa que
distribuye y representa el producto en Uruguay (Agrofuturo S.A.). El proceso de
produccion del BETA, es llevado a cabo por el propio agricultor, en su predio en

tanques abiertos a la atmdsfera, como se diagrama en la Figura 2.

MICROGEO AGUA

s o, '@ Eé 0%’ %

R <

4

\

Figura 2.

Biofabrica de produccién de Biofertilizante BETA.

Nota: Se agrega al inicio, en funcion del volumen del tanque: 15% de estiércol bovino y
5% de Microgeo. Se complementa con agua y se usa luego de 15 dias del in6culo. Se
debe instalar en lugar que reciba luz solar directa y se repone 2,5% de Microgeo del
volumen usado. Se agita cada 3 dias. Su aplicacién es directa al suelo o foliar. (Manual
técnico Microgeo. Disponible en: https://docplayer.es/66374720-Manual-tecnico-
fertilizacion-biologica.html)
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3.3. Muestreo de suelo

En la primavera de 2015 (septiembre) se tomaron cuatro muestras de suelo
compuesto, de cada parcela de los tratamientos con y sin BETA. Cada muestra
compuesta de suelo consisti6 en 10 submuestras de suelo (20 cm de

profundidad, 10 cm de didmetro) de cada area de suelo uniforme.

Cada muestra se homogeneiz6 bien en bolsas plasticas estériles y se dividié en
dos partes, para el andlisis quimico y microbiano. En este ultimo, el suelo se
tamizo a través de una malla de 2mm y se almacen6 a 4 ° Cy -20 ° C hasta que
se analizé. Las muestras recogidas segun la pendiente vertical, se mezclaron,
formando un pool, a efectos de quitar el efecto de la pendiente en las

repeticiones.
3.4. Andlisis fisicoquimicos del suelo

Se determiné el pH activo de 1:25 (p / v) suspension de suelo / agua, el carbono
organico total del suelo (SOC) (Walkley-Black, 1934) y PO43; del suelo (Bray 1,
1945). EI N mineral de suelo (UNH4*), NO3s* se midi6 colorimétricamente en
extractos de KCI 1 M utilizando una relacién de suelo y solucién de 40 g / 200
mL. El contenido de agua en el suelo se midid y expres6 como porcentaje de
humedad (% H) y se determin6 después de secar el suelo a 105° C durante 24

h. Las determinaciones quimicas se realizaron en: laai, Laboratorio Analitico

Agro Industrial

3.5. Propiedades microbioldgicas y bioquimicas

Todos los pardmetros microbianos se expresaron por peso de suelo seco. Se
pesaron 10 g de suelo de los 4 pools de muestras del tratamiento (c/BETA) y
control (s/BETA) apenas llegaron al laboratorio. Luego se colocaron en bandejas
a 40° C en estufa hasta obtener pesos constantes.

Las diferentes actividades microbianas se agruparon de acuerdo con las
siguientes propiedades del suelo: biomasa microbiana, biodiversidad, grupos
funcionales relacionados a la fertilidad, actividad enzimatica, glomalina, perfil de
comunidades microbianas (CLPP, Comunity Level Physiological Profile), y

capacidad supresora del suelo.
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3.5.1. Biomasa microbiana del suelo

El parametro seleccionado, para estimar la biomasa microbiana, fue la biomasa
total de carbono microbiano (CBM). Es el componente bibtico de la materia
organica del suelo, sin tomar en cuenta raices de plantas y fauna (Jenckinson y
Ladd, 1981). El CBM actia como agente de transformaciéon de la materia
organica en el suelo y ha sido reportada por muchos autores como un indicador

sensible de la calidad del suelo (Benintende et al., 2015, Bowles et al., 2014.)

La técnica usada para determinar el CBM fue el método de extraccion por
fumigacion con cloroformo (Vance et al., 1987), y los calculos para calcular a
partir del carbono soluble, el CBM, se llevaron a cabo con un coeficiente de

eficiencia de extraccion de 0,35 (Sparling et al., 1990).

Se pesan 25 g de suelo fresco, se fumiga por 24 h. Luego se agrega K2SO4 0.5
M en proporcién 1:5, se agita a 25° C por 30 minutos. Posteriormente se filtra, se
ajusta pH a 6.5 — 6.8 y se digieren 4 mL de filtrado con 5 mL de K2Cr206 0.05 M
mas 5 mL de H2SOa4 cc. Calentar a 150° por 30 minutos y medir absorbancia a
600 nm.

3.5.2. Biodiversidad del suelo

La enumeracion de las bacterias aerobias mesoéfilas totales (BMA), los hongos
filamentosos (HF) y los actinomicetos (Act.) se evaluaron mediante técnica de

conteo en placas.

Se realizaron diluciones seriadas (al décimo) de los suelos y 100 pyL de cada
dilucién (Anexo 8.1) Se sembraron con Asa rastrillo Digralsky en la superficie de
las placas con medios apropiados para cada grupo microbiano (Anexo 8.2).

Cada dilucion se sembro por triplicado.

Las BMA se enumeraron en medio rico Ty (Beringer 1974) con 1 mL de
anfotericina B (1,5 mg.ml-1), el recuento de HF (Frioni, 2011) se realiz6 en agar
Rosa Bengala con 1 mL de estreptomicina (3 mg.ml?) y los Act (Frioni, 2011) se

observaron en agar de aislamiento de actinomicetos. (Frioni, 2011).

Las placas se incubaron a 28 ° C y los resultados se expresaron como unidades
formadoras de colonias (ufc) por gramo de suelo seco. El recuento de BMA se

realizé a las 48 h y el de HF y Act. después de 72 h de incubacion.
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3.5.3. Grupos funcionales microbianos

Se analizaron las comunidades de grupos funcionales microbianos implicados
en los ciclos del C (celuloliticos), del P (microorganismos solubilizadores de P) y
del N (fijadores de N2 en vida libre, nitrificantes y desnitrificantes de amonio).

La cuantificacion de celuloliticos (Frioni, 2011) se determind utilizando la técnica
de namero mas probable (NMP). Los tubos con medio minimo libre de cualquier
fuente de C (Anexo 8.3) a los que se le agregd un trozo de papel de Whatman 1
de 50 mg estéril, se inocularon con diluciones de suelo (100 pL por tubo por
triplicado) y se incubaron a 28°C y 140 rpm durante 20 dias. Se consideraron
positivos los tubos con la tira de papel degradada por microorganismos, sin

considerar el deterioro normal por el efecto del liquido.

Para los microorganismos solubilizadores de P, se plaquearon, por triplicado, las
diluciones de suelo (100 pL) en placas que contenian medio de crecimiento
NBRIP (Anexo 8.4) que tiene fosfato inorganico como fuente de P (Nautiyal
1999). Las placas se incubaron a 28° C por 5 dias. Se considerd positiva la
actividad de solubilizacién de P cuando se presentdé un halo de hidrdlisis
alrededor de las colonias, en el medio de cultivo respectivo. Los resultados se
expresaron como ufc de microorganismos solubilizadores de P por gramo de

suelo seco.

Se utilizé la técnica de NMP para cuantificar los microorganismos oxidantes de
amonio, desnitrificantes y fijadores de nitrégeno de vida libre (Anexo 8.5). En el
caso de oxidantes de amonio (Schinner et al., 1996), se inocularon con
diluciones de suelo (500 pL por tubo) por triplicado, en 4 mL de medio de
nitratantes de Schinner et al. (1996) y se incubaron a 28° C por 24 dias. Se
consideraron positivos los tubos que presentaron color azul, luego de revelarlos
con reactivo de difenilamina sulfurica y acido sulfarico (Anexo 8.5). Para evaluar
los microorganismos desnitrificantes (Schinner et al., 1996), se inocularon 100
puL de diluciones de suelo por triplicado en tubos con 9 mL de medio de
desnitrificantes, con campana de Durham. Se incubaron 15 dias a 28°C en
reposo. Se consideraron tubos positivos los que tenian una burbuja de gas
encerrada bajo la campana. Para microorganismos diaz6trofos, se inocularon
100 pL de diluciones de suelo, en medios semisolidos LGI, J]NFB y JMV (Baldani

et al., 2014) por triplicado. Se incubaron 10 dias a 28 °C y se revelaron. Se

20

——
| —



consideraron tubos positivos los que realizaron viraje de color segun el

microorganismo considerado para cada medio (Baldani et al., 2014).
3.5.4. Actividad enzimatica del suelo

Las actividades enzimaticas de Hidrolasas (hidrélisis del diacetato de
fluoresceina, FDA), deshidrogenasa (DHasa), y fosfatasa alcalina y acida (AlPh,
AcPh) se analizaron en funcién de la determinacion colorimétrica del producto
liberado por la enzima, utilizando un espectrofotdmetro. Las actividades
enzimaticas se expresaron como microgramos de producto producido por gramo

de suelo seco.

La reaccion de hidrdlisis de la FDA se determiné de acuerdo con los métodos de
Adam y Duncan (2001), y la actividad de DHAsa se realiz6 de acuerdo con el
procedimiento de Casida et al.,, (1964). Las enzimas AIPh y AcPh se
determinaron por la metodologia descrita por Eivazi y Tabatabai (1977), con

fosfato de p-nitrofenilo.
3.5.5. Glomalina

La extraccion PSRG se realiz6 mediante la adicion de 8 ml de solucion a 1 g de
suelo, de citrato trisddico anhidro 50 mM a pH 8 en un tubo de centrifuga y luego
se autoclavo a 121 °C durante 60 min. Después de cada extraccion, la muestra
se centrifugé a 3220 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante que contenia
glomalina se recogid y almacené a 4 ° C. Se llevaron a cabo al menos cuatro
extracciones secuenciales hasta que el sobrenadante mostr6 un color amarillo
palido que indica la ausencia de glomalina. Entonces se cuantific6 PSRG
mediante el ensayo de unidén a colorante de Bradford (Wright y Upadhyaya,
1998).
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3.5.6. CLPP (Perfil Fisiologico de Comunidades Microbianas)

Para calcular el CLPP se siembra la dilucion -3 de cada muestra de suelo, en
pocillos con diferentes fuentes de carbono y se incuba durante algunos dias para
evaluar la actividad microbiana en respuesta a cada sustrato. Este procedimiento
permite detectar patrones diferenciales de utilizacion de distintas fuentes
carbonadas y realizar comparaciones de las comunidades de microorganismos

del suelo y otros ambientes ante diversas situaciones.

Se usaron 12 fuentes de carbono: Celobiosa, L-histidina, hexano, rafinosa,
triptéfano, acido itaconico, acido galacturénico, asparagina, sorbitol, acido
malico, manitol y sacarosa. Para la realizacion de este ensayo se utilizaron
placas de Elisa de 96 pocillos que contenian 50 uL de las diferentes fuentes de
carbono (3 mg/mL), 50 uL de medio minimo (Anexo 8.6) y 50 uL de diluciones de
suelo. Se utilizd6 una sal de tetrazolio (iodonitrotetrazolium chloride) 0,0075%,
como indicador redox que vira a violeta por la oxidacion del sustrato. Cuanta

mas intensidad de color mas sustrato se consumié (Yang et al., 2013).
3.5.7. Capacidad supresora del suelo

El indice de patogenicidad (IP) del suelo es un indicador de la capacidad
supresiva de patdgenos del suelo. Para calcularlo, se sembraron diez semillas
de soja esterilizadas superficialmente (1 minuto de alcohol 95%, lavado con
agua estéril, posteriormente 4 minutos de hipoclorito de sodio 4% y 10 lavados
con agua estéril) en la superficie de un monticulo de 40 g de suelo colocado en
papel absorbente y se agreg6, 10 ml de agua estéril. La mezcla de suelo y
semillas se envolvid en el papel absorbente y cada paquete se colocé en una
bolsa de plastico estéril. Se evalud el IP en suelo estéril y el mismo suelo no
estéril por triplicado . Luego de la incubacién del paquete, se conté el nimero
de semillas que germinaron y emergieron después de 10 dias a 22 °C en la

oscuridad.
El IP se calculo de la siguiente manera:

IP = (N ° de semillas que emergieron en suelo estéril - N ° de semilla que

emergieron en suelo no estéril) / N ° de semilla que emergieron en suelo estéril

Los valores de IP varian de 0 a 1 siendo 0 indicador de una nula patogenicidad
del suelo (Altier y Zerbino, 2014).
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3.5.8. Potencial de mineralizacion de nitréogeno

El Potencial de mineralizacion de nitrogeno (PMN) se determind incubando
muestras de suelo (20 g) durante 7 dias en condiciones aerdbicas a 25 ° C
(Waring y Bremmer, 1964).

3.6. Analisis estadisticos

Los sitios fueron tratados como experimentos independientes y la comparacion
estadistica principal fue entre la aplicacion de Biofertilizante (con BETA) y la
ausencia de aplicacion (sin BETA). Se probé la normalidad de todos los datos

mediante la prueba de Shapiro-Wilk.

Los datos de los degradadores de celulosa, FDA, fijacion de N y oxidantes de
NH4* se transformaron logaritmicamente para cumplir con el supuesto de

normalidad de las pruebas estadisticas.

El efecto de la aplicacion de BETA sobre las propiedades microbiologicas y
guimicas del suelo se analiz6 mediante un andlisis factorial de varianza
(ANOVA). Se utiliz6 el Tukey para identificar diferencias significativas (p<0,05 o
p<0,1). La relacién entre variables se determiné mediante andlisis de correlacion
multiple. El andlisis de correlacion entre los parametros microbiologicos se

realiz6 mediante el coeficiente de correlacion de Spearman.

Se realizaron Analisis de Componentes Principales (PCA) para analizar la
ordenacion de los tratamientos segun las propiedades bioldgicas del suelo. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el software InfoStat (Di Rienzo et al.,
2016)
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron 17 variables microbianas diferentes relacionadas con varias
funciones biologicas del suelo (Tabla 3). Los resultados de las CLPP indicaron
que el seguimiento en el tiempo de las medidas de absorbancia, para la
obtencion de la curva hasta una meseta, resultd insuficiente para obtener datos
robustos y por lo tanto se decidio no incluirlo en los analisis posteriores. También
se analizaron, 5 parametros fisicoquimicos (Tabla 4). El trabajo mostrd
variaciones con diferencias significativas, en varias de las propiedades

microbioldgicas evaluadas del suelo tratado y no tratado con BETA. (Tabla 3).

El andlisis estadistico de las principales propiedades fisicoquimicas del suelo no

mostré cambios con la aplicacion de BETA (Tabla 4).

La aplicacion de BETA tuvo efectos significativos positivos y negativos sobre los

microorganismos aerobios mesdfilos cultivables.

La aplicacion de BETA provocd un aumento en los valores de microorganismos
celuloliticos y diazétrofos y fueron estadisticamente significativos (p<0,05). y un
incremento no significativo en solubilizadores de fésforo inorganico vy
desnitrificantes. (Tabla 3).
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Tabla 3.

Valores medios (n=4) de las variables microbiologicas seleccionadas medidas en
parcelas biofertilizadas y no biofertilizadas con BETA (c/BETA y S/IBETA respect.)

Parametros biologicos

S/BETA (SD)

c/BETA (SD)

CBM (ug C 100-g-1)

244.26 (280.93)

273.27 (242.96)

Microorganismos mesoéfilos Aerdbios (ufc g-1 suelo seco)

BMA
Act.
HF

4.7 - 106 (0.58)
2.3- 105 (1.00)
24.38 - 10 (12.20)

4.4 - 10 (0.96)
2.4 - 10° (0.22)
9.6 - 10 (1.00)

Grupos funcionales

Celuloliticos (NMP g suelo seco)
Solubilizadores de fésforo

(ufc g* suelo seco)

Diazétrofos (NMP gt suelo seco)

Ox. de NH4* (NMP g suelo seco)

Microorganismos desnitrificadores

6.7- 103 ** (15.82)

10.6 - 10* (5.76)

7.14 - 103** (6.44)
5.28 - 10! (3.02)

18.6 - 10* ** (99.39)

12.7- 10%(15.73)

19.16 -10%** (4.89)
2.14 - 10' (2.21)

(NMP g suelo seco) 0.36 (0.26) 3.16 (4,24)
Actividad enzimatica del Suelo

Hidrolasas (ug FDA g*.0,5-h't) 9.18 (0.75) 9.52 (0.84)
DHasa (ug INTF gt 2-h?) 41.64 (30.91) 53.40 (34.18)
AlIPh (ug pNP gt h-) 5.63 (3.68) 6.21 (4.55)

AcPh (ug pNP g1 h-%)

29.16 ** (2.31)

38.23 ** (4.16)

P

0.76 ** (0.07)

0.63 ** (0.04)

PSRG (ug BSA g suelo seco)

PMN (ug N g-1)

69.8 (4.30)

25% (0.8)

69.07 (2.45)

33* (5.19)

Nota: Valores medios (n=4) y desviacion estandar (Anexo 8.7) de los parametros
microbiol6gicos del suelo, para cada sitio biofertilizado con BETA (c/BETA) y sin
aplicacion de Biofertilizante (s/BETA). CBM: carbono de biomasa microbiana. PMN:
Potencial de mineralizacion de Nitrégeno. BMA: bacterias aerébicas mesdfilas. Act.:
actinobacterias. HF: hongos filamentosos. NMP: nimero més probable; FDA: hidrélisis
de diacetato de fluoresceina. DHasa: deshidrogenasa. INTF: yodonitrotetrazolio
formazéan; AlPh: fosfatasa alcalina. AcPh: fosfatasa acida. pNP: fosfato de p-nitrofenilo;
IP: indice de patogenicidad del suelo. PSRG: proteina del suelo relacionada con la
glomalina; BSA: albumina de suero bovino. Los asteriscos indican diferencias

significativas entre parcelas biofertilizadas y no biofertilizadas (** p< 0,05y * p<0,1).
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Tabla 4
Valores medios (n=4) de los parametros fisicoquimicos del suelo para cada sitio

biofertilizado con BETA y sin biofertilizar.

Parametros

fisicoquimicos Suelo no tratado (s/BETA) (SD) Suelo tratado (c/BETA) (SD)
pH 5.5 (0.15) 5.4 (0.01)

Humedad (%) 19.0 (1.88) 18.8 (1.42)

COS (%) 5.3 (0.37) 4.5 (0.21)

N-NOs (ug N g*) 10.6 (3,54) 12.2 (3,15)

P(ug P g™ 45 (4.20) 54 (5.77)

K (mg 100 g*) 0.6 (0.21) 0.9 (0.08)

Nota: Valores medios (n=4) y desviacion estandar de los parametros fisicoquimicos del
suelo para cada sitio biofertilizado con beta(c/BETA) y no biofertilizado (s/BETA). COS:
Carbono orgéanico total del suelo; N-NOs: Nitrégeno inorganico; P: Fésforo disponible
como PO4%7, K: Potasio intercambiable. No se registraron diferencias significativas entre
los tratamientos c/BETA y s/ BETA segun la prueba LSD (**p<0,05).
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Figura 3:

Biplot de la ordenacién de componentes principales (PCA)

Nota: PCA incluyendo 16 de las propiedades bioldégicas del suelo (autovectores
generados en Anexo 8.6). ¢/BETA: aplicacién de Biofertilizante en base a estiércol
tratado aerObicamente en primavera de 2015. s/BETA: control sin aplicacion de
Biofertilizante en primavera de 2015. AlPh: fosfatasa alcalina. AcPh: fosfatasa acida.
Celul: degradadores de celulosa. CBM: Carbono de la biomasa microbiana. Desn:
microorganismos desnitrificantes. DHasa: deshidrogenasa. Act.: actinobacterias, BMA:
bacterias aerobias mesodfilas. HF: hongos filamentosos, B Sol P: Bacterias
solubilizadoras de Fdésforo, IP: indice de patogenicidad del suelo, PMN: Potencial de
Mineralizacién del Nitrégeno.

En el Biplot de la Figura 3, donde se grafica el célculo de componentes
principales podemos observar que hay una separacion en cuanto a parcelas con
tratamiento y parcelas control. Con respecto al componente principal 1 (CP1) y
explica el 34.8 % de la variabilidad. Las variantes con mas peso en esta
ordenacion fueron: diazétrofos, CBM, AcPh, celuloliticos, desnitrificantes, PMN y
deshidrogenasa, vinculados en este caso al tratamiento con aplicacién de BETA,
siendo la que mas peso tuvo segun la tabla de autovectores (Anexo 7), las
bacterias celuloliticas. Mientras que las variantes vinculadas a la ordenacion en
el CP 1 relacionado a parcelas control sin aplicacion de BETA, fueron: AlPh,
hidrolasa, hongos filamentosos, oxidantes de amonio, Solub. de P, PSRG vy

actinobacterias.
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Tabla 5

Matriz de correlaciones de coeficientes de Spearman (r)

Hidrolasa DHasa AFh AzPh CBM BALA, HF Al Calul ':::Hﬂ.E' Dasnit.  Dhazobrofos  IP PSRG SclFB
i

Hidrolasa
DHasa ns

APh 0ET  ns

AcPh ns ns ns
CEM ns ns ns ns
BALA, ns na ns ns 0,90*
HF ns ns ns ns ns ns
ALl ns ns -0.83* ns ns % ns
ol ns na ns 0,64* na ns  -0.83% na
O de NH,* ns ns ns ns ns ng ns ns ns
Dusrit s 53 ns 075 LC3 né s % s s
Daazotrofcs  0,67" ns ns 0,69* ns ns 0.94**  ns na A0,74*F  ns
P ns % ns s % n% 0,81%* ns -0.91* ns ns ns%
PSRG ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
SolPB ns ns ns ns ns ne ns ns ns ns ns ns ns ns

Nota: CBM: Carbono de la biomasa microbiana. BMA: bacterias mesofilas aerobias.
HF: hongos filamentosos. Act.: Actinobacterias. DHasa: deshidrogenasas. AlPh:
fosfatasa alcalina. AcPh: fosfatasa &cida. Celul.: celuloliticos. B Sol P: bacterias
solubilizadoras de fosforo. Desn: desnitrificantes. IP: indice de patogenicidad del suelo.
PMN: Potencial de Mineralizacion del Nitr6geno. PSRG: Proteinas del Suelo
Relacionadas con Glomalina. Correlaciones significativas: ** (p<0.05), * (p<0.1), ns (no
significativo), n=16.

IP disminuyd significativamente (p<0,05) con el tratamiento BETA (Tabla 3). Por
lo tanto, una aplicacién de BETA a mediano plazo, como en el caso de estudio,

de 3 afios, aumento la capacidad de supresion de patdégenos del suelo.

El IP se correlacioné significativamente (P<0.05) de forma positiva con Hongos
filamentosos, seguramente la presencia de hongos patdgenos en las parcelas
sin tratar, explican esta alta correlacion. La supresion de patégenos aumento
significativamente (p<0.1) en parcelas tratadas, por lo que evidentemente,
mejoro la capacidad de supresion de patdégenos del suelo, llevandolas a cabo
seguramente las actinobacterias ya que su numero aumentd en parcelas
tratadas con BETA y los hongos disminuyeron (Tabla 3). Las actinobacterias han
cobrado especial relevancia como la fuente mas potente de antibi6ticos
(Kandasamyet al. 2012) y otros metabolitos secundarios bioactivos (Soleckaet
al., 2012) como posibles agentes de biocontrol.

De acuerdo con otros autores (Giacometti et al., 2014, Haiming et al., 2020), la
fertilizacion con estiércol a largo plazo aumenta el CBM. El CBM se considera un

componente activo de la reserva organica del suelo. Ren and Stefano (2000)
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sugirieron que las relaciones Cmic: Corg obtenidas durante tratamientos a largo
plazo también representan el equilibrio de C en el suelo. En este estudio, las
bacterias y el CBM se correlacionaron significativamente de forma positiva con
las bacterias mesdfilas aerobias (Tabla 5). Los resultados obtenidos en ambos
sitios indican que la aplicacion de BETA aumentdé el CBM pero no el COS total
del suelo (Tabla 4) por lo tanto, los cambios en el carbono de la biomasa
microbiana del suelo medidos durante periodos relativamente cortos pueden
indicar las tendencias en el contenido total de materia organica mucho antes de
gue puedan detectarse mediante analisis quimicos. Por lo tanto, el CBM como
parametro biolégico involucrado en la mineralizacion del C del suelo debe
monitorearse junto con el COS para predecir su estabilidad. Aunque muchos
autores han reportado correlaciones positivas entre las actividades de las
enzimas del suelo, la biomasa microbiana y los contenidos de materia organica

(Wang et al., 2011), no fue confirmado en este trabajo.

El CBM aumenté con la aplicacion de BETA, pero no mostré diferencias
significativas, debido quizas al valor alto de desvio estandar que presentan
(Tabla3), de todas formas se evidencia una tendencia a aumentar su valor, que
deberia ser confirmada en otros ensayos con las mismas condiciones aqui
propuestas. La realizacion de esta tesis, se enmarcO en un proyecto donde se
incluyé otro predio vecino donde se realizd el mismo régimen de aplicacion de
BETA, pero por el intervalo de un afio. En este trabajo (Montafiez et al., 2020),
se puede apreciar esta tendencia al aumento, inclusive observandose

diferencias significativas (p<0.05) en el predio con y sin aplicacion.

Hay que tener en cuenta también el efecto positivo de las pasturas sobre el
suelo, si bien el muestreo se realizé en primavera, con maiz plantado, las
coberturas vegetales que se rotaron previamente (Tabla 2) ayudaron
probablemente a estabilizar la biomasa microbiana del suelo (Benintende y
Benintende, 1996).

La fertilidad del suelo esta relacionada con la actividad de grupos funcionales de
microorganismos, con capacidad de suministrar directa o indirectamente
nutrientes esenciales para las plantas, ya que estan vinculados a los ciclos
biogeoquimicos del N, P y C. Las tendencias en la biomasa microbiana y la
funcionalidad no estuvieron acompafadas por un cambio en el tamafio de la

poblacién mesofila cultivable de bacterias, hongos y actinomicetos (Tabla 3). La
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relacion entre el N inorganico y la actividad, las enzimas o las funciones
microbianas del suelo no es directa porque el niumero de microorganismos
representa el nimero de organismos microbianos mesofilos cultivables y no

necesariamente los grupos activos o funcionales en el suelo.

ElI PMN aumenté significativamente en la parcela tratada (p<0.1) (Tabla 3). Esas
diferencias probablemente no se debieron a diferentes contenidos de N en el
suelo, sino mas bien a diferencias en la actividad microbiana estimulada por la
aplicacion del Biofertilizante (Qiu et al., 2008). En este estudio, la abundancia de
grupos funcionales estuvo influenciada por la aplicacion del fertilizante organico,
y éstas, incluida la aplicacion de estiércol, modifican la relacion C/N y la
demanda de P para el desarrollo de la biomasa microbiana (Qiuet al. 2008;
Luoet al., 2018). La aplicaciéon del Biofertilizante provocdé aumentos significativos
(p<0.05) en el NMP de los organismos diazotrofos (fijadores de N y en la

actividad de la enzima fosfatasa acida (AcPh) (Tabla 3).

En general, la actividad microbiana cambia mas rapidamente en respuesta al
manejo que a la composicion de la comunidad (Burger y Jackson, 2003). Estos
resultados indican que el numero de organismos aerobios mesofilos cultivables
no muestra cambios consistentes con el tratamiento, aunque si se registraron
cambios cuantitativos de grupos funcionales en ambos sitios. Los
microorganismos celuloliticos rompen las cadenas de celulosa en pequefas
unidades y la actividad mejorada de la comunidad celulitica por el tratamiento
podria indicar una mayor rotaciéon de hojarasca o de raices en el suelo y, por lo
tanto, una reserva de C mas alta. Los microorganismos celuloliticos, de hecho,
aportan mucho peso en el Biplot de componentes principales, a las parcelas
tratadas con BETA (Eigura 3).

Al mismo tiempo, el tratamiento también aumenta la presencia de organismos
diazotrofos de forma significativa (p<0.05) (Tabla 3). Se espera un aumento en la
demanda de N microbiano debido a la fertilizacion con BETA. Ademas, la
produccion de N20 y N2 se ve estimulada aun mas por la adicion de fuentes
labiles de C tipicamente agregadas con fertilizantes de base organica como el
estiércol (Zhouet al. 2013). El aumento de la fijacion de N podria ser una
consecuencia del aumento de la emision de N con la aplicacion de BETA
(Asgedom et al., 2014; Gaoet al. 2016); por lo tanto, la actividad microbiana

regularia la entrada y salida de N del sistema.
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En este estudio, la composicion de la comunidad microbiana explicO poca
variacion en comparacion con la actividad enzimatica potencial y los grupos
funcionales. La plasticidad fenotipica de esta comunidad, en respuesta al
tratamiento, puede ser alta, como sugiere la variacion relativamente grande en
las funciones de la comunidad microbiana del suelo. No hubo diferencias
estadisticamente significativas en el pH del suelo tratado y no tratado (Tabla 4).
Muchos autores han sugerido que las enmiendas con estiércol pueden disminuir
el pH del suelo, pero a largo plazo puede ralentizar este proceso de disminucién
de pH (Reardon et al., 2022). Se sabe que el pH del suelo afecta la actividad y la
biomasa microbiana, asi como las proporciones relativas de bacterias y hongos
(Pietri and Brookes, 2008, 2009).

Las actividades de cuatro enzimas (Hidrolasas, DHasa, AlPh, AcPh) aumentaron
con la aplicacion de BETA, y solo la AcPh mostré un incremento significativo
(p>0.05) (Tabla 3). Las actividades de las enzimas del suelo son indicadores
importantes de los procesos microbiolégicos y bioquimicos porque estan
involucradas en la descomposicién de la materia organica del suelo, el ciclo y la
disponibilidad de nutrientes, y en la biodegradacion de contaminantes organicos

toxicos.

Estudios en ambientes templados han sugerido que las mediciones de la
actividad de las enzimas del suelo son generalmente los indicadores mas
sensibles de los cambios en la comunidad microbiana subterranea a partir de
diferentes practicas de manejo (Nannipieriet al. 2002; Chaeret al., 2009; Bowles
et al.,, 2014, Raiesi y Beheshti, 2014, Yang, 2022). Las actividades de enzimas
especificas pueden cambiar segun la composicion de las enmiendas organicas y
la disponibilidad relativa de nutrientes, asi como otros factores, como el tipo de
suelo. Estos resultados indican que la aplicacion de BETA tiende a aumentar la
actividad de las enzimas del suelo y este patron podria ser el resultado de una
mayor actividad microbiana estimulada por la enmienda de BETA. Al mismo
tiempo, dado el nivel relativamente limitado de nutrientes del suelo, la actividad
enzimatica podria mejorar la disponibilidad de los nutrientes mas limitantes para
satisfacer las demandas metabdlicas microbianas (Sinsabaugh et al., 2008,
Mooshammer et al., 2014, Reardon et al, 2022). Es asi que, en esta linea, se
pudo observar que la AcPh que aumentd significativamente en las parcelas

tratadas con BETA (Tabla 3) y se correlacion6 positivamente con los parametros
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microbiolégicos que también mostraron un aumento significativo en las parcelas
con tratamiento, Celuloliticos, diazotrofos, PMN y también desnitrificantes (que
aumentaron, pero no de manera significativa). Al mismo tiempo se observo que
sus vectores en el Biplot de PCA (Figura 3) explican la mayor variabilidad en el
tratamiento con BETA, agrupandose segun el componente 2 del Biplot con
angulos entre ellos cercanos a 0, por lo tanto, muy correlacionados, como ya se
menciond. También se puede ver que CBM también esta correlacionado y
aportando a la variabilidad de las parcelas con BETA. Es sabido que el CBM
esta relacionado con las actividades enzimaticas (Bowles et al., 2014) aunque
en la matriz de correlaciones no se apreciaron correlaciones significativas entre

ellas, si se puede apreciar en el Biplot de PCA (Figura 3).

Para adaptarse a las limitaciones ambientales, los microorganismos tienen que
compensar la regulacién de la produccién de enzimas extracelulares con una
estrategia de adquisicion de C y nutrientes o mejorando el metabolismo
microbiano para su eficiencia en el uso de nutrientes. Este aumento significativo
con el tratamiento con BETA de la actividad de AcPh (ligada al P organico), junto
con el NMP de los microorganismos diazotrofos (fijacién de N) y celuloliticos (C)
podria indicar una respuesta microbiana a la deficiencia de P organico y cambios
en la relacion C/ N con el tratamiento para el desarrollo de biomasa microbiana.
Estos pueden ayudar parcialmente a resolver la restriccion de disponibilidad de

recursos y explicar el aumento en la actividad enzimatica.

La glomalina es un tipo especial de glicoproteina, producida especificamente por
hifas y esporas de Hongos micorricicos arbusculares y liberada al suelo después
de la descomposicién; esta ampliamente distribuido, es hidrofobica, insoluble y

recalcitrante por naturaleza (Li et al., 2022).

En el caso de PSRG, los resultados no mostraron un cambio significativo con el
tratamiento con BETA (Tabla 2). Segun Zhang et al., (2014), las enmiendas
organicas mejoran la estabilidad de los agregados del suelo a través del efecto
positivo sobre los agentes aglutinantes del suelo, incluida la PSRG, pero al
contrario de lo que se esperaba, estos resultados no mostraron cambios

significativos en PSRG con el tratamiento.

Se puede encontrar en la bibliografia que se ha descrito a la glomalina como un
componente principal del suelo en la formacion de microagregados y el
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mantenimiento de la estructura del suelo (Wright y Anderson, 2000; Emranet al.,
2012). Resultados de Wang H et al., (2017) y Wang CY et al., (2017) mostré que
las actividades enziméticas después de una enmienda de estiércol de 23 afos
condujeron a un aumento en los macroagregados (> 1 mm) pero no en los
microagregados. Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con BETA
aumento la actividad enzimatica y el CBM, pero no la glomalina extraible total.
Esto puede indicar que la biomasa microbiana y la actividad enzimética no estan
vinculadas a la glomalina y esta especialmente relacionada con la formacion de

microagregados (Six et al., 2004).
5. CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS

En este trabajo, la estrategia de muestreo y los pardmetros microbianos
utilizados revelaron informacioén util sobre los efectos de la aplicacién de BETA,
para éste fin se evaluaron los efectos de la aplicacion de estiércol tratado

aerobicamente en un gran conjunto de parametros microbianos del suelo.

La aplicacion de BETA, tuvo efectos significativos en las propiedades biol6gicas
del suelo, aumentando la biomasa microbiana, la actividad enzimatica del suelo

y la abundancia de microorganismos de diferentes grupos funcionales.

Entre los pardmetros microbianos analizados, el CBM, la actividad enzimatica de
la AcPh, la abundancia de microorganismos diazétrofos, Celuloliticos, IP y PMN
surgieron como indicadores razonables para evaluar y monitorear los efectos de
la aplicacion de BETA. Entre las variables fisicoquimicas, no surgieron

diferencias en este trabajo

Estas variables fueron las méas sensibles a la aplicacion de la enmienda, y se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos. En el Biplot de PCA
pudimos observar que el CBM se correlaciona con las variables relacionadas
con el tratamiento, junto a los vectores de las variables que si presentaron
diferencias significativas. También se observé que la COS se mantuvo estable
mientras que el CBM tuvo tendencia al aumento, por lo que podriamos asumir
que CBM permiten evaluar diferencias entre tratamientos 0 manejos

anticipadamente a otras variables bioldgicas o fisicas.

De todas formas, los diferentes tipos de suelos o fuentes de aplicaciones de
enmiendas organicas necesitan mas investigacion. Sin un consenso actual sobre

el conjunto minimo de datos bioldgicos para evaluar el impacto de una practica
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de manejo en el suelo, estos estudios toman vital importancia a la hora de la

toma de decisiones, en politicas de conservacion y usos de suelos.

En cuanto a las perspectivas que surgen de los resultados de este trabajo,
deberia realizarse un seguimiento en el tiempo de estos indicadores
seleccionados para evaluar su comportamiento, evaluandolos en otros
ecosistemas con caracteristicas de suelo diferentes y mediante aplicaciéon y no
aplicacion de este producto u otros. De esta forma se podria evaluar su robustez
como indicadores de salud de suelos. Entre ellos particularmente destaco el
CBM para poder confirmar su tendencia al aumento en el tiempo con la
aplicacion del biofertilizante, midiendo esta variante, en parcelas con mas afios

de aplicacién del producto.
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7. ANEXO

8.1.

Diluciones seriadas de suelo con suero fisioldgico 0.85%

Se diluyen 8.5 g de NaCl en 1000 mL de agua destilada. Autoclavar a 120°C, 20 minutos.

Se parte de 90 mL de suero fisiolégico estéril adicionado con 360 L de stock Tween 80*
(dilucién -1) con 10 g del suelo tamizado y se agita en vortex (120 rpm) a temperatura
ambiente por 30 minutos. Luego se realizan diluciones seriadas (1/10) en tubos de 9 mL de
suero fisiolégico (1 en 9 mL).

De cada dilucién, luego de vortexear vigorosamente, se toman 100 yL y se depositan en la
superficie de la placa con el medio de cultivo. Se rastrilla hasta observar la absorcion del
liquido en el agar.

Dejar las placas invertidas en estufa a 28°C.

*Stock Tween 80: diluir 5 g en 200 mL de agua destilada. Concentracion final: 0.01%

8.2.

Ty

Triptona 509
Extracto de levadura 3,09
CaCl,.2H0 0,9¢
Agar 16,09
H20 cs.plL

Medio para hongos

Peptona 5009
Glucosa 100g
KH2PO4 1,0g
MgSO0.4.7H.0 10g9

Agar 16,09

Sol. Rosa Bengala 1 Ml stock*
H.O c.s.p. 1L

*Rosa Bengala stock 33 mg/mL

Medio Actinobacterias

Glicerina 10g

Asparagina.H>O 119
K2HPO4.3H.0 1,39
Agar 16,09
H.O c.s.p. 1L

8.3.



Medio Minimo

K2HPO4.3H20 1,39

NaNO; 05¢g
MgS0O4.7H.0 10g¢9

FeSO, 0,019

H20 c.s.p. 1L

8.4.

Medio NBRIP

Glucosa 100g
Casz(PO.)2 500
MgS0QO4.7H20 0,259

KCI 0,29

(NH4) SO4 0,19

Agar 16,0g

H.O c.s.p. 1L

8.5

Medio para crecimiento de microorganismos Oxidantes de amonio
***Sol. Il 10 mL
(NH4) SO4 13,213 g
Bromothymol blue 0,020 ¢
*Sol | 1mL
*Sol |l 1mL
H.O cs.p. 1L

pH 7,3 - 7,5 (ajustarlo con Na.CO3 0,5 M)

*Sol. | Quelato de hierro

Triplex Il (EDTA.Na) 50
FeS0,.7H.0 2,789
H.O cs.p. 1L

**Sol. |l Micronutrientes

Triplex Il 0,59
H20 0,8L
Agregar:

H3BO3 0,618¢9
Na2Mo04.2H20 1,210g
CoCI2.6H20 0,238¢
MnCI2.4H20 0,198 g

CuSo04.5H20 0,250 ¢



ZnS04.7H0 0,144 g
NiSO4.7H20 0,140¢g
Ajustar a 1L

***Sol. Ill Macronutrientes

KoHPO4 4,354 g
MgSO0.4.7H.0 1,232 ¢
CaCl,.2H,0 0,368 g

H20 c.s.p.0,25L

Dispensar 4 mL en cada tubo y revelar con difenilamina sulfarica (Difenilamina 10 g mas acido
sulfarico
1L, se vierte sobre 0, 2 L de agua destilada).

Medio para crecimiento de microorganismos Desnitrificantes

Peptona 5049
Extracto de carne 3,09
KNO3 15¢

Dispensar 4 mL de medio en tubos conteniendo campanas de Durham (asegurarse que no
queden burbujas) y agregar 100 pL de las diluciones de suelo por triplicado.

Medios para crecimiento de microorganismos diazétrofos

INFB

D- Acido malico 509
K2HPO4.3H:0 0,8¢
KH2PO4 1,849
MgSQO4.7H20 0,29
NacCl 0,1¢g
CaCl,.2H,0 0,02 ¢
FeEDTA 1,64% 4 mL
Micronutrientes 2mL
Vitaminas* 1mL
Azul de bromotimol 0,5%

en 0,2N de KOH 2 mL
Agar 189
Agua cs.p.1L

Ajustar pH a 5,8

* diluir a bafio de maria: 10 mg de biotina y 20 mg de piridoxal - HCI en 100 mL de agua
destilada.



LGI

Sacarosa 50¢9
KH2PO4 0,69
K2HPO4.3H20 0,26 g
MgS0O4.7H20 0,29
CaCl,.2H,0 0,029
Na>Mo00O4.2H.0 0,002 g
FeEDTA 1,64% 4 mL
FeCl;.6H,0O 0,01g
Vitaminas* 1mL
Azul de bromotimol 0,5%

en 0,2N de KOH 5mL
Agar 1849
H20 c.s.p. 1L

Ajustar pH 6,8

JMV

Manitol 509
KH2POq4 18¢g
K2HPO4.3H:0 0,69
MgS0O4.7H20 0,29
CaCl,.2H,0 0,029
Micronutrientes 2mL
Na2Mo04.2H20 0,002 g
FeEDTA 1,64% 4 mL
FeCls 0,01g
Vitaminas* 1mL
Azul de bromotimol 0,5%

en 0,2N de KOH 5 mL
Agar 1849
H20 c.s.p. 1L

Ajustar pH 4,5



8.6. Autovectores (Figura 3)

Variables de clasificacion

Columnal
Caso
Antovalores
Lambda Valor Proporcidn Prop ZLcum
1 5,82 0,35 0,35
2 5,24 0,31 0,66
3 3,28 0,13 0,8
4 1,88 0,11 0,96
5 D,&88 0,04 1,00
& 0,00 0,00 1,00
7 0,00 0,00 1,00
g8 0,00 0,00 1,00
3 0,00 0,00 1,00
10 0,00 0,00 1,00
11 0,00 0,00 1,00
12 0,00 0,00 1,00
13 0,00 0,00 1,00
14 0,00 0,00 1,00
1z 0,00 0,00 1,00
le 0,00 0,00 1,00
17 0,00 0,00 1,00
Antovectores
Variables el =T
Hidrolasa -0,21 0,08
Bl1Fh -0,24 -0,12
LcFPh 0,38 0,11
CBM 0,16 0,03
501 P E -0,22 0,36
Celul. 0,40 0,05
Cx. de amonio -0,26 0,30
Diazotrofos 0,29 0,21
IF -0,27 -0,32
Glomalina 0,05 0,38
DHa=a 0,08 -0,01
BHR -0,086 -0,25
HF -0,30 0,25
Lot 0,03 0,43
501 P Bl -0,22 0,36
Desnit. 0,18 -0,0&

EMN 0,33 0,14




8.7.

Medidas resumen

Columnal Variable n Media D.E. Min Max
Control s/BETA Hidrolasa 4 9,18 0,75 8,07 9,64
Control s/BETA DHasa 3 41,64 30,91 20,59 177,13
Control s/BETA A1FPh 4 5,63 3,68 2,15 10,66
Control s/BETA AcPh 4 29,16 2,31 25,90 31,12
Control s/BETA CBM 4 244,26 280,93 38,79 656,54
Control s/BETA MLB 3 4,70 0,58 4,05 5,18
Control s/BETA MaH 3 24,38 12,20 14,44 37,99
Control s/BETA Mzz 3 2,27 1,00 1,68 3,42
Control s/BETA Celul. 4 14,14 15,82 1,88 36,54
Control s/BETA Ox. de amonio 4 5,28 3,02 3,05 9,50
Control s/BETA Ox. de nitritos 4 21,96 25,30 3,05 56,98
Control s/BETA Desnit. 3 0,63 0,26 0,38 0,89
Control s/BETA Diazotrofos 4 7,14 6,44 0,57 13,76
Control s/BETA IP < 0,76 0,07 0,865 0,80
Control s/BETA Glomalina 4 69,80 4,30 66,48 75,66
Control s/BETA Sol P B - 7,96 5,76 2,44 13,76
Control s/BETA PMN 3 25,04 0,80 24,49 25,96
Tratamiento c/BETA Hidrolasa 4 9,52 0,84 8,48 10,49
Tratamiento c/BETA DHasa 3 53,40 34,18 30,26 92,66
Tratamiento c/BETA AlFh 4 6,21 4,55 2,43 12,31
Tratamiento c/BETA AcPh 4 38,23 4,16 33,66 43,60
Tratamiento c/BETA CBM 3 273,27 242,96 61,27 538,40
Tratamiento c/BETA MAB 3 4,36 0,96 3,56 5,42
Tratamiento c/BETA MAH 3 9,58 1,00 8,83 10,72
Tratamiento c/BETA MAZ 3 2,44 0,22 2,22 2,66
Tratamiento c/BETA Celul. 4 231,82 99,39 145,11 367,78
Tratamiento c/BETA Ox. de amonio 4 2,14 2,21 0,86 5,44
Tratamiento c/BETA Ox. de nitritos 4 27,96 21,87 0,88 54,44
Tratamiento c/BETA Desnit. 4 3,16 4,24 0,49 9,46
Tratamiento c/BETA Diazotrofos 4 19,16 4,89 13,31 25,24
Tratamiento c/BETA IP 4 0,63 0,04 0,60 0,68
Tratamiento c/BETA Glomalina 4 69,07 2,45 66,15 71,57
Tratamiento c/BETA Sol P B 3 2,88 0,37 2,46 3,15
Tratamiento c/BETA PMN 3 32,92 5,19 29,77 38,91




