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RESUMEN

La produccion de bioetanol genera una gran cantidad de subproductos que pueden ser muy
nocivos para el ambiente si no se manejan y utilizan adecuadamente. La vinaza es un
efluente que se obtiene de la produccion de bioetanol a partir de cafla de azlcar,
caracterizado por un alto contenido de materia organica, potasio y otros elementos. Debido a
la elevada carga en materia organica su vertido en cursos de agua sin previo tratamiento se
torna inviable. A su vez, los minerales que componen la vinaza podrian reemplazar en mayor
o0 menor medida los requerimientos nutritivos de diferentes cultivos. Por dichas razones es
que en otros paises ya es utilizada para fertirriego por poseer nutrientes para el crecimiento
vegetal, como una alternativa al tratamiento de la misma. Los microorganismos influyen en el
crecimiento de las plantas participando en ciclos biogeoquimicos, aumentando la
disponibilidad de nutrientes, regulando su crecimiento mediante la produccién de hormonas,
causando enfermedades o0 antagonizando patdgenos. Al aplicar vinaza, la actividad
microbioldgica del suelo podria verse afectada.

El objetivo general de este trabajo fue evaluar los cambios de la comunidad microbiana del
suelo tratado con vinaza. Se tomaron muestras de dos sitios con suelos distintos
representativos de la zona (ALUR - Bella Union), antes y después de la aplicacion de vinaza,
en tres concentraciones diferentes (150, 300 y 450 m*/ha); se utiliz6 como control una parcela
que no recibié vinaza. Se determiné la abundancia y actividad microbianas por técnicas
bioquimicas y de biologia molecular. También se evalué el impacto de la aplicacién de vinaza
sobre la estructura de la comunidad bacteriana. En el sitio 1 la vinaza promovié un aumento
de las poblaciones cultivables de bacterias heterotrofas, bacterias amonificantes y
actinobacterias, mientras que en el sitio 2 la vinaza aumento la respiracion microbiana. No se
observaron diferencias significativas en la abundancia de bacterias totales, determinada
mediante PCR en tiempo real. Para visualizar el efecto sobre la estructura de la comunidad
bacteriana se realiz6 DGGE a partir de productos de PCR del gen del ARNr 16S. Se observo
un efecto de la vinaza sobre la estructura de la comunidad bacteriana, principalmente en el
sitio 2.

Los resultados obtenidos indican que la aplicacion de vinaza genera efectos diferentes sobre
los distintos grupos microbianos dependiendo de la dosis utilizada y del tipo de suelo
estudiado. Se observ6 también que dichos efectos fueron temporales ya que perduraron por

algunos meses y luego los pardmetros estudiados volvieron a parecerse al control.



INTRODUCCION

1. Microorganismos del suelo

Todos los organismos de la biosfera dependen de la actividad microbiana. Los
microorganismos son vitales para la continuidad de los ciclos de nutrientes y son esenciales
para la productividad y estabilidad de los ecosistemas. Los microorganismos del suelo juegan
un rol importante en los ciclos biogeoquimicos, y son responsables del ciclo de los compuestos
organicos, contribuyendo en la nutricion de las plantas, estructura y fertilidad del suelo
(Kennedy, 1999).

La abundancia de organismos y actividad no esta distribuida al azar en el suelo, sino que varia
horizontal y verticalmente a través del mismo. En particular, la heterogeneidad descrita en
algunos estudios se correlaciona con la presencia de gradientes y variacion en las
propiedades del suelo que involucran la densidad, agregacion, textura, concentracion de O,,
pH, humedad, contenido organico, disponibilidad de N y dinamica vegetal (Kirk et al., 2004).

La estimacién de la biomasa microbiana contribuye al conocimiento del estado de la calidad y
fertilidad del suelo. Varios métodos han sido propuestos para medir la biomasa microbiana en
suelos, entre los que se encuentran el conteo de microorganismos, extraccion del material
orgénico microbiano, asi como su correlacién con parametros fisiolégicos como la produccion
de CO, Yy actividades enzimaticas (Paul, 2007).

El conocimiento detallado de la diversidad microbiana del suelo es complejo, en parte debido a
las dificultades para estudiar a los microorganismos que alli habitan. La diversidad microbiana
recuperable a partir de métodos estandares de cultivo usualmente se encuentra por debajo del
1% de la diversidad presente en muestras ambientales complejas como ser el suelo (Lorenz et
al., 2002). Es posible que este 1% de bacterias cultivables sea representativo de toda la
poblacion y que el otro 99% esté simplemente en un estado fisiolégico que imposibilita su
cultivo. Sin embargo, también es probable que el 99% sea fenotipica y genotipicamente
diferente al 1% y Unicamente la minoria de la poblacién esté representada (Hunter-Cevera,
1998). A través del cultivo de los microorganismos se puede obtener informacion sobre la
poblacién heterotrofa activa (microorganismos cuya fuente de C son compuestos organicos).
Dependiendo de los medios de cultivo utilizados se pueden discriminar distintos organismos a
través de su crecimiento en medios selectivos, asi como cuantificarlos de acuerdo a
capacidades metabdlicas (ej.: microorganismos nitrificantes y desnitrificantes). El reciente
desarrollo de técnicas de biologia molecular ha permitido avanzar en la superacién de los
problemas asociados a los microorganismos no cultivables.

Los métodos de ecologia microbiana molecular se basan en el analisis de acidos nucleicos

proporcionando una imagen mas amplia de las comunidades microbianas del suelo dado que



contempla tanto los miembros de la comunidad cultivables como los no cultivables, que son los
gue generalmente predominan (Kirk et.al., 2004; Kuske et.al.,, 2002). Muchos de estos
métodos se basan en el analisis del gen que codifica para el ARN de la subunidad ribosomal
menor (ARNr) ya que permite la identificacion y predicciéon de relaciones filogenéticas (Rondon
et al., 1999; Kirk et.al., 2004).

Utilizando diversas técnicas moleculares, Jvredas y Torsvik (1998) encontraron que la
diferencia entre dos suelos agricolas fue significativamente mayor cuando se analiz6 la
poblacion bacteriana total que cuando se estudié solamente la poblacién cultivable. Por lo
tanto, concluyeron que el analisis de la diversidad microbiana debe incluir el ADN de toda la
comunidad microbiana y no so6lo el ADN de las bacterias cultivables. Sin embargo, otros
trabajos apoyan la hip6tesis de que las bacterias del suelo facilmente cultivables pueden ser
los principales contribuyentes al funcionamiento del ecosistema. El efecto de la contaminacion
por metales se observé sélo en el andlisis de bacterias cultivadas y no del ADN total de la
comunidad. La porcién cultivable de la comunidad microbiana es un parametro ecol6gico
importante, y es necesario evaluar su actividad, y no sélo la presencia o ausencia de sus
integrantes (Ellis et al., 2003).

Una alternativa es usar multiples métodos para analizar una muestra dada en la mayor
cantidad de niveles posible, aportando una imagen mas completa de la diversidad microbiana
y una evaluacion mas global de los cambios en su estructura y funcién (Rondon et al., 1999;
Kirk et al., 2004).

Para establecer un buen indicador de la fertiidad del suelo es necesario el uso de
microorganismos asociados a parametros fisicos y quimicos del mismo. Adicionalmente, es
necesario el estudio de determinados parametros microbiolégicos como ser las poblaciones de
mayor sensibilidad a las perturbaciones, entre las cuales se encuentran las bacterias
nitrificantes y las actinobacterias, y de sensibilidad moderada como ser bacterias

desnitrificantes y amonificantes (Kennedy y Smith, 1995).

1.1. Actinobacterias

Los organismos unicelulares han habitado el mundo 2 o 3 billones de afios mas que cualquier
otra forma de vida. Las bacterias constituyen una de las mas diversas formas de vida en la
Tierra ya que existen mas de un millén de especies. En suelos, las bacterias son el grupo
microbiano mas numeroso, pero por su pequefio tamafio (1-10 um) representan menos de la
mitad de la biomasa total en suelos utilizados para la agricultura y se encuentran en
poblaciones de entre 10* y 10° células por gramo de suelo (Kennedy, 1999; Vieites et al.,
2009).



El phylum Actinobacteria es uno de los grupos mas grandes del dominio Bacteria conformado
en gran parte, por bacterias ambientales pertenecientes a variados hébitats como ser suelos,
rizésfera, ambientes marinos y ambientes aridos extremos (Miao y Davies, 2010).

En el suelo se encuentran en poblaciones de entre 10° y 10° células por gramo de suelo, y
abarcan mas del 30% de los microorganismos del mismo; sin embargo su aporte de biomasa
es variable y mucho menor que la de los hongos (Kennedy, 1999). En términos numeéricos y
de especies identificadas, este phylum representa una de las unidades taxondémicas mas
grandes dentro de los 26 mayores linajes del dominio Bacteria (Stackebrandt et al., 1997;
NCBI, 2013), incluyendo 5 subclases y 18 subérdenes (Stackebrandt, 2000; NCBI, 2013).

Son organismos con una capacidad metabdlica muy extensa ya que utilizan diferentes fuentes
de energia y carbono; pueden ser autétrofos, heterétrofos, quimiotrofos o fotétrofos y tanto
aerobios como anaerobios (Kennedy, 1999).

Las actinobacterias son bacterias Gram-positivas (Ventura et al., 2007) y poseen un elevado
contenido de guanina-citocina (65-75% G+C) en su ADN. El tamafio del genoma varia entre
2.5 Mb (Micrococcus luteus) a 9.7 Mb (en cepas ambientales de Rhodococcus jostii) (Miao y
Davies, 2010).

Con respecto a su morfologia exhiben una extensa variedad: desde simples cocos o bacilos
hasta un desarrollo micelial caracteristico de este grupo de microorganismos. Ademas poseen
propiedades metabdlicas y fisiologicas diversas, como ser la producciébn de enzimas
extracelulares y de una amplia variedad de metabolitos secundarios (Ventura et al., 2007).
Muchos de estos metabolitos secundarios son antibiéticos, que desde su descubrimiento en
los afios 40, han puesto en la mira a las actinobacterias, en particular especies de
Streptomyces que se han convertido en la principal fuente de tratamientos farmacéuticos
(Miao y Davies, 2010).

Las actinobacterias producen también otras sustancias como ser tiamina, rivoflavina,
flavoproteinas y vitamina Bj,, entre otras, que pueden promover o inhibir el crecimiento de
otros organismos. Son también conocidas por producir un metabolito denominado geosmina,
el cual genera el tipico olor a suelo himedo que caracteriza a estas bacterias (Kennedy,
1999).

Entre los microorganismos del suelo las actinobacterias son de gran interés porque producen
metabolitos secundarios con funciones antibacterianas, antifingicas e insecticidas que
promueven indirectamente el crecimiento vegetal; también pueden hacerlo de forma directa
mediante la produccién de sustancias similares a las fitohormonas (Hamdali et al., 2008), por
lo que este grupo de microorganismos es considerado un componente muy importante de los

agroecosistemas.



1.2. Bacterias del ciclo de nitrégeno: amonificantes, desnitrificantes y nitrificantes

El nitrégeno (N) es un elemento esencial para todos los organismos, y como componente de
las proteinas es fundamental en las estructuras y procesos bioquimicos que definen la vida.

El N existe en multiples estados de oxidacion y formas quimicas, y es rapidamente convertido
por microorganismos que habitan en el suelo o en el agua. El mayor reservorio de N en la
Tierra se encuentra en forma de nitrdgeno gaseoso (N.), conformando un 78% de la
atmésfera (Francis et al., 2007).

De todos los ciclos biogeoquimicos, el ciclo del N (Figura 1) es el mas estrechamente
asociado a los microorganismos. Pasos Unicos y esenciales del ciclo del N son llevados a

cabo por una amplia gama de bacterias, arqueas y eucariotas (Ward et al., 2007).

N.O N,
Nitrous oxide \
g.

NO
Nitric oxide

NO,-
Mitrite

Figura 1. Ciclo del Nitrogeno (Tomada de Philippot y Germon, 2005).

Nitrification

Varias especies bacterianas se encuentran involucradas en el ciclo del nitrégeno; la
amonificacion y otras transformaciones del N son procesos llevados a cabo exclusivamente
por algunas especies de microorganismos. Dentro de los organismos se puede encontrar al N
en su estado mas reducido que es rapidamente convertido a nitrato, mediante un proceso
aerobio denominado nitrificacion, al ser liberado luego de la muerte celular y la posterior lisis
(transforman NHsz a NO, y NO’, a NO73). A su vez, el nitrato es transformado en N, gaseoso,
por parte de bacterias heterétrofas facultativas en condiciones restringidas de oxigeno,

mediante un proceso denominado desnitrificacion (Wessén y Hallin, 2011). La produccién de



nitrato puede ocurrir tanto por vias heter6trofas como autétrofas. En la nitrificacion
quimioautotrofica participa un namero limitado de géneros bacterianos aerobios autotrofos,
mientras que en la nitrificacion heterotréfica participa un grupo mas amplio de organismos. En
la desnitrificacion participan especies bacterianas anaerobias obligadas y facultativas; los
procesos de desasimilacion de NO7 y reduccién de NO’, son realizados por unas pocas
especies bacterianas pertenecientes a una amplia distribucion de géneros (Kennedy, 1999).
Las bacterias nitrificantes se pueden dividir, segin su funcién metabdlica, en bacterias
oxidantes de amonio o bacterias nitritantes (transforman NH; a NO7), generalmente
pertenecientes al género Nitrosomonas y en bacterias que oxidan nitrito o bacterias
nitratantes (transforman NO’, a NO’3), generalmente del género Nitrobacter.

La oxidacion de amonio es el paso limitante en el proceso de nitrificacion a través del cual se
pierde N por la lixiviaciébn de nitrato (Wessén y Hallin, 2011). La nitrificacion autotréfica del
amonio con frecuencia es dominante en suelos productivos y la nitrificacion heterotréfica, por
la cual los hongos convierten el N organico a nitrato sin una amonificacién previa, es también
considerable (Osanai et al., 2011).

La desnitrificacion es un proceso microbiano en donde compuestos nitrogenados oxidados
son usados como aceptores de electrones alternativos para la produccion de energia. Esta
reaccion, donde el nitrato es reducido a nitrégeno gaseoso (N,) mediante metaloenzimas,
ocurre en cuatro pasos (Fernandez et al., 2011). El primer paso es la reduccion del nitrato a
nitrito, luego la produccién de o6xido nitrico a partir de nitrito, en tercer lugar ocurre la
reduccién del 6xido nitrico a éxido nitroso y finalmente la formacion de N, (NO3 - NO, — NO -
N>O - Ny) (Capone et al., 2006; Francis et al., 2007; Wessén y Hallin, 2011).

Las bacterias desnitrificantes se encuentran en toda clase de nichos ambientales y
representan entre un 10% y 15% de la poblacién bacteriana de suelos, aguas y sedimentos.
Las bacterias capaces de llevar a cabo la desnitrificaciébn son aisladas frecuentemente de
suelos, sedimentos y ambientes acuaticos; la habilidad de desnitrificar se encuentra presente
en muchos grupos bacterianos filogenéticamente diversos (Chéneby et al., 2000).

Desde el punto de vista ambiental la desnitrificacion posee efectos tanto positivos como
negativos. Entre los efectos positivos se encuentra la disminucion de la lixiviacion de nitrato
de los suelos a aguas superficiales y subterrdneas, y que es el principal proceso biolégico
responsable de retornar el nitrégeno fijado a la atmésfera. En contraste, los efectos negativos
de la desnitrificacién son la contribucion al efecto invernadero, la destruccion de la capa de
ozono y la pérdida de N disponible para el crecimiento vegetal (Fernandez et al., 2011).

El proceso de desnitrificacion es considerado completo cuando el organismo desnitrificante

posee el grupo completo de genes de desnitrificacion (nar/nap, nir, nor, nos) que le confiere la



capacidad de reducir el nitrato hasta N,. Sin embargo, no todas las bacterias desnitrificantes
poseen el grupo completo de genes, por lo que liberan nitrito u 6xido nitroso como producto
final; este proceso se denomina desnitrificacion parcial (Fernandez et al., 2011).

La reaccion de amonificacién a partir de compuestos organicos es un proceso que puede
darse tanto en condiciones aerobias como anaerobias (Drazkiewicz, 1996). Algunas de las
bacterias aerobias que participan de la primera etapa de amonificaciéon son Bacillus subtilis,
Bacillus cereus y Pseudomonas spp. entre otras; las bacterias anaerobias que podemos
encontrar participando de este proceso son Clostridium putrificum, Clostridium sporogenes y
Clostridium tetani (Fassbender y Bornemisza, 1987).

El proceso de amonificacibn comienza cuando los organismos producen compuestos de
deshecho que contienen nitrdgeno. Los animales tales como los mamiferos y anfibios adultos
excretan urea en la orina, mientras que los reptiles, aves e insectos liberan acido arico en sus
deshechos. La urea y el acido urico, junto con los compuestos nitrogenados provenientes de
organismos muertos, son descompuestos liberando de este modo nitrdgeno como NH; al
medio abidtico. EI NH3 producido por la reaccion de amonificacion entra en el ciclo del
nitrégeno quedando disponible para ser utilizado en las reacciones de nitrificacion y de
asimilacion. La mayor parte de N disponible en el suelo deriva del nitrégeno organico

reciclado por la amonificacion (Berg, 2008).

2. Practicas agricolas y comunidades microbianas del suelo

La diversidad bioldgica consiste en la variedad de especies en los ecosistemas asi como la
variabilidad genética dentro de cada especie. Esto abarca todas las formas y niveles de vida,
incluyendo el nivel genético, taxonémico y ecosistémico (Kennedy y Smith, 1995).

El suelo es concebido como un sistema complejo con propiedades fisicas, quimicas y
biol6gicas que son de importancia vital para el logro de un 6ptimo desarrollo de los cultivos
(Gonzélvez y Pomares, 2008). Los microorganismos del suelo, incluidos los hongos, los
protozoarios, las arqueas y las bacterias, son esenciales para el correcto funcionamiento y la
sustentabilidad de los ecosistemas. Se asume ademas que una alta diversidad microbiana es
critica para la estabilidad de los ecosistemas proporcionando diversidad y redundancia
funcional. Se ha demostrado que cambios en la vegetacién, asi como el uso de practicas
agricolas intensivas, afectan la actividad y composicién de las comunidades microbianas
ademas de las propiedades fisicoquimicas de los suelos (Ding et al., 2013).

Las funciones que llevan a cabo los microorganismos son responsables de los ciclos de
nutrientes y de los procesos geoquimicos de los suelos. Es por ello que la diversidad
microbiana es crucial para el funcionamiento y la salud de los suelos. Por esta razon, existe la

necesidad de entender la variabilidad espacial y temporal de la estructura y funciones de la



comunidad microbiana en respuesta a, por ejemplo, las practicas agricolas, la contaminacion
y el clima (Smalla et al., 2007).

La diversidad microbiana puede tener un papel importante en la manutencion de la calidad de
los suelos organizandose en forma previsible en diferentes condiciones edéficas y en
respuesta a distintos tipos de disturbios, por lo cual las comunidades microbianas podrian ser
utilizadas como indicadores de calidad de suelos (Lambais et al., 2005).

La degradacién de las tierras usadas para la agricultura y la resultante pérdida de
biodiversidad y productividad de los suelos generan gran preocupacién. A pesar del gran
progreso en la productividad agricola en las Ultimas décadas, la degradacién de los suelos ha
reducido la capacidad productiva de los mismos en un 40% aproximadamente (Girvan et al.,
2003). Los suelos sufren degradacion fisica asi como erosion y compactacion; la degradacion
quimica ocurre debido a la acidificacion, al agotamiento de nutrientes, a la polucion por
residuos industriales y por el uso abusivo de fertilizantes y pesticidas. Finalmente, la
degradacién biolégica se debe al agotamiento de la materia organica y a la pérdida de
biodiversidad (Girvan et al., 2003).

Las précticas agricolas como ser cultivos intensivos, laboreo y eliminacion de los residuos de
los cultivos, contribuyen al agotamiento de las reservas de materia organica de los suelos a
nivel mundial. La aplicacibn de materiales ricos en materia organica como ser desechos
provenientes de la industria alimentaria, estiércol de animales, lodos y compost, se ha vuelto
una practica agricola comun para reponer la materia organica y mejorar la estructura y

fertilidad de los suelos (Bustamante et al., 2010).

3. Produccion de bioetanol y generacion de vinaza

En la dltima década se ha experimentado un enorme cambio en el sistema energético
orientdndose hacia el uso de los biocombustibles, no solamente por la demanda de energia a
nivel mundial sino también por las preocupaciones sobre el cambio climético. La produccion
de bioetanol a partir de cafia de azlcar se esta convirtiendo cada vez mas en una importante
fuente de energia alternativa a nivel mundial ya que se considera tanto econémicamente
como ambientalmente sustentable (Braga do Carmo et al., 2012).

La expansion del sector bioenergético dara lugar a un gran aumento en la cantidad de
residuos producidos. La sustentabilidad de una cadena bioenergética particular dependera, en
gran medida, de la posibilidad de reciclar los subproductos de deshecho que se originen a
partir del proceso (Cayuela et al., 2010; Galvez et al., 2012). Dichos subproductos pueden
contener grandes cantidades de C organico y una amplia gama de elementos nutritivos, por lo
que son muy atractivos para ser utilizados como enmiendas o como fertilizantes; la
intensificacién en la produccién del sector bioenergético es probable que aumente la cantidad

de subproductos que seran, por lo tanto, devueltos al suelo (Galvez et al., 2012).



El etanol obtenido a partir de la cafia de azlcar ha sido propuesto como una de las mejores
opciones para sustituir los combustibles de origen fosil. Estudios realizados a partir del ciclo
de vida del bioetanol mostraron que el mismo emite aproximadamente un 80% menos de
gases de efecto invernadero que la gasolina. Sin embargo la vinaza, uno de los principales
productos de deshecho de este proceso, puede ser una fuente significativa de emision de
gases de efecto invernadero a la atmoésfera. Dichas emisiones pueden resultar de la
descomposicion aerobia 0 anaerobia de la materia organica que contiene la vinaza y pueden
ocurrir durante el transporte, almacenamiento o luego de la aplicacién de la misma en los
suelos (Goncgalves de Oliveira et al., 2013).

La vinaza es un residuo liquido rico en materia organica, potasio, calcio, magnesio, azufre y
nitrégeno que se obtiene durante la produccion de etanol a partir de la cafia de azucar. Posee
un color marrén oscuro y su pH varia entre 3.5 y 5 (Espafia-Gamboa et al., 2012). Por cada
litro de etanol producido se obtienen aproximadamente 13 litros de vinaza que posee una alta
carga contaminante con valores de DBO (demanda biolégica de oxigeno) que varian entre 30
y 60 g O,/L. En la vinaza se mantiene la materia soluble restante luego de la fermentacion y
destilacion de la melaza de cafia de azucar asi como los subproductos no volétiles de la
fermentacion, por lo cual es uno de los residuos industriales mas recalcitrantes (Navarro et al.,
2000).

La produccion de bioetanol en destilerias consta de cuatro etapas: preparacion de la materia
prima, fermentacién, destilacion y envasado. El etanol puede producirse a partir de varios
tipos de biomasa, pero el potencial como materia prima depende del costo, la disponibilidad,
el contenido de carbohidratos y la facilidad por la cual puede convertirse en alcohol (Mohana
et al., 2009). La materia prima que se utiliza puede ser a base de azlcar (cafia de azuUcar,
melaza de remolacha y jugo de cafa), a base de almidén (maiz, trigo, mandioca, arroz y
cebada) o material celuldsico (residuos de cosecha, bagazo de cafia de azlcar y madera).
Por lo general la materia prima a base de azUcar es la preferida con respecto al material a
base de almidén o celulésico puesto que contiene azlcares fermentables facilmente
disponibles y no necesita de un tratamiento previo para obtener dichos azucares fermentables
(Satyawali y Balakrishnan, 2008).

El actual proceso de fermentacibn de cafia de azlUcar para obtencién de etanol fue
desarrollado en 1930 por Firmino Boinot en las destilerias francesas de la region de Melle y se
patent6 en 1937 (Figura 2). Las fermentaciones son llevadas a cabo a partir de mostos de
jugo de cafa, de melazas diluidas en agua o a partir de mezclas de ambas en un periodo de
entre 6 y 12 horas. Al finalizar la fermentacién se alcanza una concentracion de alcohol de
entre 7y 11% (v/v) y los niveles residuales de azdcar que quedan en el vino son inferiores al

0,1%. El mosto fermentado se centrifuga para la separacion de levaduras y vino.



El vino es sometido al proceso de destilacion de donde se obtiene el etanol como producto de
interés y vinaza como residuo, mientras que la suspension concentrada de células de
levadura es tratada con acido sulfarico con el objetivo de reducir la contaminacion bacteriana
(Amorim et al., 2011).
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Figura 2. llustracion simplificada de la produccién de bioetanol (Modificado de Amorim et al., 2011).

En nuestro pais, en el afio 2005 ALUR S.A. (Alcoholes del Uruguay S.A.), para seguir con las
tendencias ambientales internacionales retomo la idea del proyecto Sucroalcoholero en Bella
Unidn inaugurandose al siguiente afio la primera zafra azucarera. A su vez, en el afio 2007 se
aprobo la Ley N° 18.195 que promueve la produccion de agrocombustibles y establece que a
partir de ese afio ANCAP debe incorporar etanol carburante (producido en Uruguay y con
materia prima de la producciéon agropecuaria nacional), a las gasolinas para uso automotriz
gue se comercialicen en el mercado interno, en una proporcién de hasta el 5% sobre el
volumen total de la mezcla entre dicho producto y las naftas (ALUR, 2012).

Hoy en dia la principal fuente para la produccion de bioetanol en nuestro pais es la cafia de
azucar que se cultiva exclusivamente en el departamento de Artigas. Actualmente son 307 los
productores que explotan este rubro en un area total de cosecha estimada de 6644 hectéareas,
con una produccion probable de 380.000 toneladas (Errea y Méndez, 2011). De esta manera,

el bioetanol y sus derivados, estan tomando importancia en el pais.
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4. Utilizacion de vinaza para fertirriego y sus efectos sobre los microorganismos

del suelo

La vinaza es potencialmente utilizable como fertilizante agricola ya que proviene de un
producto natural sometido a un proceso en el que no intervienen productos nocivos para el
suelo.

La opcién de usar la vinaza como fertilizante es una alternativa al tratamiento de la misma y
que, a su vez, evita que se convierta en un contaminante ambiental. Debido a que su origen
es la cafia de azucar, la composicidon de la vinaza consta principalmente de materiales
organicos y compuestos minerales que forman parte de compuestos y constituyentes
vegetales como ser aminoacidos, proteinas, lipidos, azlcares, acidos nucleicos, ligninas y
hormonas entre otros. Por esta razdn, seria l6gico pensar que el destino final de la misma sea
su regreso al suelo debido a que la naturaleza de forma normal tiene la capacidad de
descomponer dichos materiales en procesos microbiolégicos y de reciclar los elementos
minerales (Garcia y Rojas, 2008). Si se utilizara como fertilizante, la actividad microbiol6gica
gue existe en el suelo actuaria transformando la vinaza y también ésta podria afectar a los
microorganismos que se encuentran alli.

La preocupacioén creciente por la preservacion del ambiente lleva a aumentar las restricciones
en el vertido de residuos de procesos industriales sin ningun tipo de tratamiento. Como
alternativa se ha buscado el reciclado de los residuos como materia prima en otros procesos.
Un ejemplo de esto es el uso de la vinaza en la generaciébn de metano o en fertirriego.
Diferentes autores coinciden que la composicion de la vinaza la hacen potencialmente
utilizable como fertilizante por su alto contenido en materia organica, potasio, calcio, nitrégeno
y valores de pH de 4 a 5 (Sanomiya et al., 2006; Korndérfer, 2007; Machado Jr., 2007; Valdes,
2007; Hernandez et al., 2008, Montenegro 2008; Perera et al., 2008; Navarro et al., 2000). Sin
embargo algunos cuidados deben tomarse antes de su uso en fertirriego dado los cambios
que se han detectado en los suelos y en el ambiente.

La utilizacién de vinaza para riego en cultivos de cafia de azlcar puede sustituir el uso de
fertilizantes minerales siempre y cuando ésta no sea aplicada en exceso, ya que si se aplican
dosis muy elevadas el rendimiento del cultivo puede disminuir y la salinidad de los suelos
puede incrementarse. Para recomendar la dosis a utilizar debe tenerse en cuenta la
composicion de la vinaza pues es bastante variable y depende de ciertos factores como ser la
naturaleza y composicion de la materia prima usada en la produccién de bioetanol, la
composicion del mosto, el tipo de fermentacién y el proceso de destilacion utilizado (de
Oliveira et al., 2009).
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El uso de la vinaza y su aplicacién en los suelos depende de varios factores entre los que se
encuentra el nivel de fertilidad de los suelos, el contenido de K disponible en el suelo, la
textura del suelo, el sistema de fertirriego que se utiliza, el potencial de extraccién de potasio
de la cafia de azlcar y la composicién de la vinaza (Korndorfer et al., 2010). El riego con
vinaza es una practica bastante difundida en regiones de cultivo de cafia de azucar en Brasil;
se han obtenido resultados satisfactorios en relacion a las alteraciones quimicas del suelo, al
aumento de la materia organica, con respecto al pH y a los niveles intercambiables de calcio,
magnesio y potasio. Si se aplica adecuadamente, cerca de 150 m*/ha de vinaza equivalen a
una fertilizacion de 61 Kg/ha de nitrégeno, 343 Kg/ha de potasio y 108 Kg/ha de calcio (Bebé
et al., 2009).

Estudios realizados en Cuba muestran que un riego en exceso con vinaza puede afectar el
balance nutricional de las plantas dado su alto contenido de potasio, sugiriendo diferentes
dosis de riego en funcién del tipo de arcilla dominante en los suelos, recomendando 100
m®ha en suelos con caolinita y 50 m*ha en suelos con esmectitas (Valdes, 2007). Perera et
al., (2008) indicaron que para Argentina los valores maximos recomendados son de 150
m°/ha. Machado Jr. (2007) sugirié que la aplicacion de vinaza produce un efecto agregador en
el suelo por parte de los microorganismos, debido al alto contenido de materia organica y de
calcio. Si el fertirriego es excesivo, puede aumentarse el contenido de sodio intercambiable y
generar una menor tolerancia del suelo a las sequias. También se ha registrado un aumento
del contenido de potasio en profundidad luego de la aplicaciébn sucesiva de vinaza.
Actualmente el 100% de la vinaza producida en Brasil es usada para fertirriego (Korndorfer,
2007), verificandose un aumento de la actividad microbiana debido al elevado aporte de
materia organica.

Por ser la degradacion del suelo una de las mayores preocupaciones ambientales, la
aplicacion de materiales de alto contenido organico como la vinaza se ha convertido en una
practica utilizada para su restauracion. Lopes et al. (1986) estudiaron los efectos residuales
de la vinaza en la poblacién de rizobios del suelo en distintos cultivos. La nodulacién se vio
afectada dependiendo de la especie vegetal: disminuyé en el caso del cultivo de mani,
aumento en el caso de la crotalaria, y no tuvo consecuencias para la soja. En la mayoria de
los trabajos publicados, se evalla el efecto de la utilizacién de vinaza analizando el impacto
sobre la biomasa microbiana y la productividad. En general se ha reportado que el agregado
de vinaza provoca un aumento de la biomasa y de la actividad microbiana (Sanomiya et al.,
2006; Passarin et al., 2007, Montenegro, 2008), sin alterar la calidad de la cafia producida (Co
Junior et al., 2008).
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OBJETIVOS

1) General

Evaluar los cambios de la comunidad microbiana del suelo tratado con vinaza.
2) Especificos
2.1) Determinar el efecto de la vinaza sobre la abundancia bacteriana.

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

2.3) Determinar el efecto de la vinaza sobre la estructura de la comunidad bacteriana.

HIPOTESIS

La aplicacion de vinaza en suelos cultivados con cafia de azUcar modifica la comunidad

bacteriana alterando su abundancia, actividad y estructura.
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ESTRATEGIA

Se tomaron muestras de suelo en dos sitios con suelos diferentes: L1 (pradera parda) y B1
(litosoles, regosoles), antes y después de la aplicacién de vinaza, donde posteriormente se
cultivé cafia de azlcar. Cada sitio se dividié en cuatro parcelas que recibieron aplicaciones de
vinaza en tres concentraciones diferentes (450 m®/ha, 300 m®/ha y 150 m®/ha). Como control
se us6 una parcela a la que no se le aplicé vinaza.

Para caracterizar las comunidades bacterianas se utilizaron y compararon métodos clasicos
(bioquimicos) y moleculares. Las técnicas bioquimicas son rapidas, baratas y pueden proveer
informacién sobre el componente activo heterétrofo de la poblacién. En este trabajo se midio
la actividad microbiana mediante respirometria (Sparling y West, 1990), se utilizé6 el método
del nimero mas probable para la determinacién de bacterias nitrificantes (nitritantes y
nitratantes), desnitrificantes y amonificantes (Seeley et al.,, 1991), se realiz6 el conteo de
unidades formadoras de colonias de bacterias heterétrofas totales (Smit et al., 2001) y de
actinobacterias (Leoni y Ghini, 2003).

Estas técnicas bioquimicas poseen una limitacién importante que es la incapacidad para
estudiar un gran nimero de bacterias puesto que la mayoria de las mismas no son cultivables
en condiciones de laboratorio (Kirk et al., 2004; Kuske et al., 2002). Para superar este
problema se han desarrollado métodos basados en el analisis de &cidos nucleicos los cuales
proporcionan una imagen mas amplia de las comunidades microbianas del suelo. En este
trabajo se utilizé la técnica de PCR en tiempo real (Real Time PCR) para cuantificar la
poblaciéon bacteriana existente en los suelos estudiados (tanto cultivables como no
cultivables), analizando el gen que codifica para el ARN de la subunidad ribosomal menor
(ARNr 16S) (Yergeau et al., 2007). El estudio de la comunidad bacteriana se completd
llevando a cabo el analisis de su estructura mediante PCR-DGGE (Electroforesis en gel con

gradiente desnaturalizante) (Muyzer et al., 1993).
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MATERIALES Y METODOS

1. Sitios de muestreo

Los sitios elegidos para llevar a cabo los ensayos se encuentran en predios de productores de
cafia de azucar del Ingenio Alfredo Mones Quintela de Alcoholes del Uruguay S.A. (ALUR),
ubicados en las cercanias de la destileria de ALUR (Bella Unién), coordenadas UTM: x- 324 a
332 Km. ey — 8642 a 8644 Km y a 55 m sobre el nivel del mar (Figura 3).

N
/‘\\

\

Sitio 1

Figura 3. Mapa del Departamento de Artigas. Se representa con un punto rojo la ciudad de Bella Unién
(Izquierda). Vista satelital de ALUR y ubicacion de los sitios estudiados (Derecha).

Se seleccionaron dos sitios con diferentes tipos de suelos representativos de la zona por su
amplia distribucién (Tablas 1 y 2), donde se cultivd cafia de azucar de la variedad LCP85-384.
El sitio 1 denominado “Chentomo” (Colonia Espafia) estd caracterizado como L1 (pradera
parda a negra) cuyos suelos son profundos, de textura media, con un horizonte Bt muy
desarrollado, drenaje moderado y fertiidad media. El sitio 2 llamado “Placeres” esta
caracterizado como B1 (litosoles, regosoles), con suelos superficiales a muy superficiales,
negros y rojos, texturas medias y pesadas, buen drenaje y alta fertilidad. Los suelos
caracteristicos del sitio 1 comprenden un area de 1473 ha y los del sitio 2 un area de 1093 ha

destinadas al cultivo de cafa de azlUcar en ALUR — Bella Unién.
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Tabla 1. Caracteristicas granulométricas del horizonte superficial del suelo en los sitios 1y 2.

Textura
Profundidad Clasificacién (SI)

Arena (%) Limo (%) Arcilla (%)

Sitio 1 0-20 cm Franco Arcillo Arenoso 66,3 13,4 20,3

Sitio 2 0-35cm Franco Arcilloso 43,7 22,1 33,9

SI: Sistema Internacional

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas del suelo en el horizonte superficial de los sitios 1y 2.

% MO CIC pH7 Ca Mg K Na A.Tit. % Sat

cmolc/kg | ecmol/kg | cmolc/kg | cmol/kg | cmol/kg | cmolc/kg | Bases
Sitio 1 1,60 12,8 8,189 1,503 0,15 0,062 2,8728 77,5
Sitio 2 3,89 29,6 18,7 5,7 0,10 0,18 4,9 83,3

CIC: capacidad de intercambio catidnico; A.Tit.:acidez titulable; % Sat Bases: % de saturacion de

Bases (cmol/kg es la unidad de medida de la CIC en el Sl sustituyendo a meqg/100g)

Cada sitio se dividi6 en cuatro parcelas (Figuras 4 y 5) que recibieron aplicaciones de vinaza
(Tabla 3), antes que se realizara la siembra de la cafa, en tres concentraciones diferentes
(450 m® /ha, 300 m®/ha y 150 m® /ha); a una de las parcelas no se le aplicé vinaza y se la
utilizé como parcela control. Las muestras de suelo fueron tomadas antes y después de la

aplicacion de vinaza.

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos de la vinaza aplicada.

DQO (mg O,/L) K (mgl/l) Na (mg/l) Ca (mgl/l)
Sitio 1 19650 (+/- 2392) 2225,6 60,5 795,1
Sitio 2 27410 (+/- 5179) 2648,5 77,5 926,9

A los 9 meses de la aplicacion directa de vinaza se realiz6 un riego en el sitio 1 con vinaza
diluida 30 veces (1:30, vinaza:agua equivalente a una dosis aproximada de 150 m*ha). En
este riego por canales no se tuvo en cuenta la parcela control que también recibié vinaza, por
lo que las muestras de este sitio tomadas a los 13 meses no se pudieron comparar con un
control como se hizo en los muestreos anteriores. En el sitio 2 se mantuvieron las condiciones

planificadas desde el comienzo de la investigacion.
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SITIO 1
Lugar : Colonia espaia

/

100m

Figura 4. Esquema del disefio experimental del sitio 1.

SITIO 2
Lugar : Placeres

32m 3Em 36m 38m
£ = E c
@ g ® gl @ gl @ g
Area: 3434 m2 [|Area: 3465 m2 ||Area: 3832 m2 ||Area: 3400 m2
Dosis: 0 m3 Dosis: 156m3 [|Dosis: 300m3 Dosis: 450m3
3am 30m 37m 32m
 — Camino a Colonia esparia
46m 44m 45 5m
o uw (&) E 2N E
'\%_.) ~ 5 = \Ei/l o I\E/I B
Area:3150m?2 ||Area: 2795 m2 ||Area: 2511 m2 ||Area: 2133 m2
Dosis: 0 m3 Dosis: 161m3 Dosis: 287m3 ||Dosis: 464m3
40m 39m 46m

Figura 5. Esquema del disefio experimental del sitio 2.
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2. Obtencién de muestras de suelo

Los muestreos se realizaron antes de la aplicacion de vinaza (tiempo 0), a los 15 dias, al mes,
a los 5, 8 y 13 meses aproximadamente después de la aplicacion de la misma (Tabla 4). Se
tomaron 3 muestras de suelo en cada parcela, cada una compuesta por 10 tomas de suelo al
azar, con un calador de 2 cm diametro y de 0 a 10 cm de profundidad, a partir de la base del
camellon (Figura 6). Las muestras se secaron al aire a 20°C, en caso de ser necesario, y se
tamizaron por malla de 2 mm para su homogenizacién. Se conservaron a 4°C y -80°C hasta el

momento de su analisis.

Figura 6. Sitios en donde se realizaron los muestreos. Sitio 1 (izquierda), sitio 2 (derecha).

3. Determinacion de humedad

Se determiné el porcentaje de humedad de cada muestra secando 10 g de suelo en estufa a

100°C durante 48 h, para expresar los resultados en funcién de gramos de suelo seco.
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Tabla 4. Cronograma del ensayo. Se presentan los tiempos en que se realizaron los muestreos, la siembra y el tapado de la cafia en cada parcela, respecto a la fecha de

aplicacion de vinaza.

MUESTREO .
APLICACION MUESTREO 2 MUESTREO 3 MUESTREO 4 RIEGO MUESTREO 5
INICIAL MUESTREO 1
TRATAMIENTO SIEMBRA TAPADO
. con
(TIEMPO 0) de VINAZA (15 DIAS) (1 MES) (5 MESES) (8 MESES) (13 MESES)
VINAZA
Dosis de Tiempo antes de _ ) L .
) L Tiempo después de la aplicacion de vinaza
vinaza la aplicacion
PARCELA 1 450 m°ha 17 dias 04/03/2011 17 dias 18 dias 28 dias 33 dias 5 meses y 25 dias | 8 meses y 10 dias | 9 meses| 13 mesesy 14 dias
PARCELA 2 300 m*ha 17 dias 04/03/2011 17 dias 18 dias 28 dias 33 dias 5 meses y 25 dias | 8 mesesy 10 dias | 9 meses| 13 meses y 14 dias
PARCELA 3 150 m°/ha 17 dias 04/03/2011 17 dias 18 dias 18 dias 33 dias 5 meses y 25 dias | 8 meses y 10 dias | 9 meses| 13 mesesy 14 dias
PARCELA 4 0 (Control) 17 dias 04/03/2011 17 dias 18 dias 18 dias 33 dias 5 meses y 25 dias | 8 meses y 10 dias | 9 meses| 13 mesesy 14 dias
Dosis de Tiempo antes de _ ) L .
) L Tiempo después de la aplicacion de vinaza
vinaza la aplicacion
PARCELA 5 450 m°/ha 35 dias 23/03/2011 34 dias 14 dias 41 dias 50 dias 5 mesesy 6 dias | 7 mesesy 21 dias nc 12 meses y 25 dias
PARCELA 6 300 m*ha 35 dias 23/03/2011 34 dias 14 dias 41 dias 50 dias 5 mesesy 6 dias | 7 mesesy 21 dias nc 12 meses y 25 dias
PARCELA 7 150 m*/ha 35 dias 23/03/2011 34 dias 14 dias 41 dias 50 dias 5 mesesy 6 dias | 7 mesesy 21 dias nc 12 meses y 25 dias
PARCELA 8 0 (Control) 35 dias 23/03/2011 34 dias 14 dias 41 dias 50 dias 5 mesesy 6 dias | 7 mesesy 21 dias nc 12 meses y 25 dias

nc: no corresponde
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4. Cuantificacion de bacterias por recuento en placay por la técnica del nimero
mas probable (NMP)

En todas las muestras (conservadas a 4°C por un maximo de 2 meses) se determind el
namero de bacterias viables pertenecientes a diferentes grupos. Para esto se suspendieron 5
g de suelo en 45 mL de pirofosfato de sodio 0.1% (p/v) estéril y se agité a 150 rpm durante 30
min. Se realizaron diluciones seriadas que fueron sembradas en placa, por triplicado (en gota)
para heterotrofos aerobios y por duplicado (en superficie) para actinobacterias. Para los
ensayos de NMP de bacterias del ciclo de nitrégeno se inocularon tubos con 3 diluciones, por
triplicado. Las diluciones utilizadas para el recuento de heterétrofos aerobios fueron 107%, 10™
y 10°, mientras que para las actinobacterias se usaron las diluciones 10° y 10™. Para las

bacterias del ciclo del nitrdgeno las diluciones usadas fueron las siguientes:

- Bacterias amonificantes: 10, 10°y 10°®
- Bacterias nitrificantes (nitritantes y nitratantes): 10°, 10"y 10

- Bacterias desnitrificantes: 10, 10°y 10°
e Para los ensayos de recuento en placas se utilizaron los siguientes medios:

- Heterotrofos aerobios: medio Tryptic Soy Agar 1/10 Difco® (TSA 1/10) suplementado con
cicloheximida 100 pg/ml (Smit et al., 2001) (Anexo).

- Actinobacterias: medio Starch Casein Agar (SCA) suplementado con cicloheximida 100
pg/ml (Leoni y Ghini, 2003) (Anexo).

o Para los ensayos de NMP de bacterias del ciclo del nitrbgeno se usaron los siguientes

medios:

- Amonificantes: medio con peptona 4% (Seeley et al.,1991) (Anexo).
- Nitrificantes (nitritantes): medio con amonio como fuente de N (Seeley et al.,1991) (Anexo).
- Nitrificantes (nitratantes): medio con nitrito como fuente de N (Seeley et al.,1991) (Anexo).

- Desnitrificantes: medio caldo nitrato con campana de Durham (Seeley et al.,1991) (Anexo).

Las placas y los tubos se incubaron a 25°C; los tubos se agitaron a 150 rpm excepto para el
ensayo de bacterias desnitrificantes que se incubaron sin agitacién. A los 7 dias se determiné
el nimero de colonias totales (heterdtrofos) y de colonias tipicas de actinobacterias. Los tubos
para la deteccion de bacterias amonificantes se revelaron a las 48 h con el reactivo de
Nessler (Seeley et al., 1991) (Anexo). A los 7 dias se cuantificaron los demas grupos por
detecciodn de nitritos y nitratos en el medio de cultivo, utilizando tiras reactivas QUANTOFIX®

Nitrato/Nitrito (Macherey-Nagel).
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En el caso de las bacterias desnitrificantes, se verificé también la formacion de una burbuja en

la campana, indicativa de la liberaciéon de gases.

5. Medida de actividad microbiana por respirometria

En frascos herméticamente cerrados, se incubaron 25 g de suelo a 25°C por 48 h, previo

ajuste de la humedad al 75% de la capacidad de campo:

Magua agregar = Mmuestra himeda X (0,75 X CC — H%)

(1+ %H)

CC: Capacidad de campo

H%: Porcentaje de humedad

La concentracion de CO, se determind por cromatografia de gases, a partir de un volumen de
inyeccion de 1 mL. Se utilizé6 un cromatdgrafo de gases Shimadzu GC14B con detector de
conductividad térmica (TCD) y una columna Alltech CTR | (columna concéntrica de 6 pies de
largo, con la columna exterior de 6' x 1/4" de tamices moleculares activados, y la columna
interior de 6' x 1/8" de una mezcla porosa de polimeros). El detector operé a 60°C y 120 mA,
la temperatura de la columna fue 60°C, y el gas carrier He a 40 mL/min. Como estandar se

usé una mezcla gaseosa que contenia CO, 2,7% (v/v) (Sparling y West, 1990).

6. Extraccion de ADN

El ADN de cada muestra se obtuvo a partir de 0,25 g de suelo (conservado a -80°C hasta su
uso) utilizando el PowerSoil DNA Isolation Kit (Mo Bio), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. EI ADN extraido de las muestras se visualiz6 mediante electroforesis en geles de
agarosa 0.8% (p/v) con buffer TAE (Buffer Tris-acetato-EDTA) 1X (Anexo), a 80 V durante 1 h.
La concentraciéon del ADN y su pureza se determin6é mediante espectrofotometria con un

Thermo Scientific Nanodrop 1000 Spectrophotometer a partir de 1ul de muestra.

7. PCR (Polymerase Chain Reaction)

A partir del ADN gendémico se amplific6 un fragmento del gen del ARNr 16S utilizando
cebadores universales para el dominio Bacteria F968 - GC y R1378, con un extremo rico en
GC en el cebador 5'- 3" (Heuer et al., 1997) (Anexo). Las condiciones de la reaccién de PCR
se ajustaron a partir de las utilizadas previamente por otros autores (Peixoto et al., 2002).

La reaccion se llevd a cabo en un volumen total de 50 ul conteniendo 1X de buffer de
reaccion, MgCl, 2,5 mM, dNTPs 0,2 mM, 0,2 uM de cada cebador, 0,1 mg/ml de seroalbamina
bovina (BSA), formamida 1/100, 2,5 u de Taq polimerasa, 1 yl de una dilucién adecuada de
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cada muestra para igualar la cantidad de ADN gendmico en todas las reacciones y cantidad
necesaria de agua bidestilada.

Para la reaccion de PCR se utilizé el siguiente programa: temperatura de desnaturalizacion
inicial de 94°C durante 2 min; un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 1 min, un ciclo de
hibridacion a 55°C durante 1 min y un ciclo de extension a 72°C durante 2 min. Los ciclos se
repitieron 35 veces y se llevé a cabo una extension final a 72°C durante 10 min. Los
productos de PCR se analizaron en primera instancia en geles de agarosa 1% (p/v) en TAE
1X (100 V, 45 min), y luego por DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).

8. DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Los productos de PCR se analizaron por DGGE en un equipo C.B.S. Scientific, en buffer TAE
(Tris-acetato, EDTA; pH 7.5) 1X a 60°C. Los geles de poliacrilamida contenian un 6% de
acrilamida y un gradiente de agentes desnaturalizantes de 40-65% (100% de agentes
desnaturalizantes: urea 7M y formamida 40% (v/v), previamente desionizada con la resina
AG® 501-X8 de Bio-Rad) (Anexo); la corrida electroforética se llevé a cabo a 70 V durante 16
h (Peixoto et al., 2002). El marcador de peso molecular usado fue el Gene Ruler 1Kb plus
DNA Ladder (de 75 a 20000 pares de bases) de Thermo Scientific. Los geles se revelaron con
SYBR green durante 1 h y se visualizaron bajo luz UV utilizando el Multi-purpose image

scanner Fuji Film Fla-9000.

9. Real Time PCR (rt-PCR)

Para determinar el nimero de bacterias totales presentes en las muestras de suelo se
cuantificd el nimero de copias del gen del ARNr 16S mediante la técnica de Real Time PCR
utilizando el kit comercial Rotor Gene SYBR green PCR (QIAGEN) y un equipo Rotor-Gene
6000 (marca Corbett). Las curvas de calibracion se realizaron a partir de ADN gendmico
purificado, extraido con un método convencional de extraccibn de ADN (Sambrook et al.,
1987) de una cepa de Pseudomonas fluorescens. Para las curvas de calibracion se utilizaron
tres concentraciones (1,5 ng/ul, 0,15 ng/ul y 0,015 ng/ul) del ADN gendmico de dicha cepa y
cada punto de la curva se realizé por triplicado. La reaccion se llevé a cabo en un volumen
total de 12,5 pl utilizando el SBYR Green PCR Master Mix 1X, conteniendo 1uM de cada
cebador especifico Ba519f y Ba907r (Anexo) para el dominio Bacteria, que se utilizaron en las
condiciones reportadas por Lueders et al. (2004) con 2,5 ul de ADN extraido de suelo con la
diluciéon adecuada, de forma tal que la concentracion del mismo quede comprendido en el
rango de concentraciones utilizado para la curva de calibracion. Todas las reacciones se

realizaron por triplicado.
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Las condiciones de ciclado consistieron en una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95°C
seguido por 40 ciclos de 95°C durante 10 seg, una etapa de hibridacion a 52°C durante 10

seg y una etapa de extension a 72°C durante 20 seg.

10. Anédlisis de datos

10.1. Correccion del porcentaje de humedad del suelo
En todos los casos el porcentaje de humedad (H%) y el factor de correccion de la humedad

(h) se calcularon a partir de las siguientes férmulas:

Porcentaje de humedad (H%): H% = PF-PS x 100
PS

Factor de correccion de la humedad (h):  h= 100 + H%

100

PF: Peso Fresco

PS: Peso Seco

10.2. Recuentos bacterianos y NMP

Los datos obtenidos de los recuentos en placa y de los ensayos de NMP fueron convertidos
segun el porcentaje de humedad de cada muestra para poder expresarse como unidades
formadoras de colonias (UFC)/ g suelo seco y como NMP/ g suelo seco respectivamente,

segun la siguiente formula (Frioni, 2006):

UFC/g suelo seco = UFC/g suelo fresco x h
NMP/g suelo seco = NMP/g suelo fresco x h

10.3. Real Time PCR

A partir de los datos obtenidos mediante las reacciones de PCR en tiempo real, se calculd
para cada muestra, el nimero de copias del gen del ARNr 16S por gramo de suelo fresco
a partir del numero de copias del gen del ARNr 16S de la cepa de Pseudomonas
fluorescens utilizada como estandar en la reaccion; el nimero de copias de cada muestra
se hall6 extrapolando a partir de la curva de calibracién. El célculo del nUmero de copias

se realizé utilizando la siguiente férmula:
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N° de copias = 6,02x10% (n° de copias/mol) x cantidad de ADN (g)
largo del fragmento de ADN x 660 (g/mol/pb)

donde el nimero de Avogadro que es 6,02x10% corresponde al nimero de copias por mol y el
peso molecular promedio de un par de bases (pb) de ADN es 660 g/mol (Kim et al., 2013).
Los valores obtenidos fueron convertidos luego segun el porcentaje de humedad de cada

muestra, para poder expresarlos como N° de copias/ g de suelo seco.

N° de copias / g suelo seco = N° de copias / g suelo fresco x h

10.4. Respiracién microbiana

Los resultados se expresaron como mg C-CO./kg de suelo fresco y fueron calculados,
inicialmente, a partir de un patrén de CO, (2,7% CO, v/v) y posteriormente de aire (0,04% CO,
v/v). Del cromatograma obtenido para cada muestra, se integrd el pico correspondiente al
CO,, se restd el area del blanco (frasco herméticamente cerrado sin muestra de suelo), y
considerando el area resultante del cromatograma del patrén de calibracién, se calcul6 el
volumen de CO, producido por la muestra. Asumiendo el CO, como gas ideal, y de acuerdo
con la masa de muestra utilizada se calcularon los mg C-CO,/kg de suelo fresco. Por ultimo
se ajustaron los valores segun el porcentaje de humedad de cada muestra para poder

expresar los datos por kg de suelo seco.

mg C-CO, / kg suelo seco = mg C-CO, / kg suelo fresco x h

10.5. Analisis estadisticos

Los valores de los recuentos bacterianos, de NMP, de Real Time PCR (transformados a l0gso)
y los de respiracion microbiana fueron analizados utilizando el programa Statistica 5.0. Se
examind la normalidad de los datos por el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de
varianzas mediante el test de Bartlett. En los casos donde la distribucion de los datos fue
normal y las varianzas homogéneas, se evaluaron en cada tiempo y para cada variable
(abundancia de los grupos de bacterias y respiracion) las diferencias entre los tratamientos
mediante ANOVA de una via (con tratamiento como factor) y el test de Tukey’s HSD (Honestly
Significant Difference). De lo contrario, se realizé el andlisis de varianza no paramétrico de

Kruskal-Wallis y el test de Mann-Whitney.
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10.6. DGGE

El andlisis de los perfiles de bandas de ADN se realiz6 mediante el programa Gel Compar |l
Version 6.5 de Applied Maths (http://www.applied-maths.com/gelcompar-ii). Se utiliz6 el
coeficiente de Dice para determinar la distancia métrica y el algoritmo UPGMA para construir

los dendogramas.
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RESULTADOS

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

El estudio de la comunidad bacteriana cultivable se llevo a cabo utilizando la técnica de
recuento en placa para las poblaciones de bacterias heter6trofas y de actinobacterias,
mientras que para estudiar la abundancia de las bacterias del ciclo del nitrégeno se utilizé la
técnica del nimero mas probable (NMP) (Figura 7). Para los recuentos en placa de
heterétrofos y actinobacterias se trabajé con todas las muestras de suelo, mientras que para
los ensayos de NMP no se analizaron las muestras de suelo que recibieron la dosis de vinaza
de 300 m*ha. El nimero de bacterias por gramo de suelo seco determinado para cada grupo
en ambos tipos de suelos, con y sin vinaza, se encontr6 siempre en el mismo rango,
observandose valores de 107-10® para heterétrofos, 10°-10" para actinobacterias, bacterias
amonificantes y bacterias desnitrificantes. En el caso de las bacterias nitrificantes (nitritantes y
nitratantes) la abundancia encontrada fue menor que la hallada para los demas grupos
bacterianos. En el caso de las bacterias nitritantes se hallaron valores de 102 en ambos sitios
en todos los momentos de muestreo, tanto para las parcelas regadas con distintas dosis de
vinaza como para la parcela control. Con respecto a las bacterias nitratantes, en el sitio 1, se
verificaron valores de 10 en las muestras tomadas antes de aplicar vinaza y valores entre
10%-10? en muestras tomadas luego de la aplicacién de la misma. En el sitio 2, para este
grupo bacteriano se constataron valores entre 10' y 10? de bacterias por gramo de suelo
seco, tanto en las parcelas con diferentes tratamientos de vinaza como en la parcela control.
Este comportamiento se observé en todos los momentos de muestreo y para todas las
parcelas exceptuando los datos obtenidos a partir de las muestras tomadas 5 meses después

de la aplicacién de vinaza que mostraron un leve aumento de esta poblacién bacteriana con

valores registrados entre 10%-10°.

Figura 7. Visualizacion de los resultados de
algunos ensayos utilizados para estudiar
bacterias cultivables: a) Placa con bacterias
heterétrofas, b) Placa con actinobacterias, c)
Tubo con campana de Durham vy burbuja
indicativa de presencia de bacterias
desnitrificantes, d) Revelado con reactivo de
Nessler para detectar la presencia de bacterias
amonificantes: el color naranja indica
presencia de amonio y el amarillo ausencia del
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En el sitio 1, a los 18 dias luego de la aplicacion de vinaza, la cantidad de bacterias
heterdtrofas aumento en las tres parcelas que recibieron vinaza respecto a la parcela control;
en las parcelas donde se aplicaron las dosis de 450 m®ha y 300 m*/ha el aumento observado
fue de alrededor de 5 veces, mientras que en la parcela que recibié 150 m*ha el aumento fue
de 3 veces. La abundancia de este grupo bacteriano a los 5 meses luego del riego
permaneciéo mayor (4 a 5 veces) en las tres parcelas que recibieron vinaza con respecto a la
parcela control. Luego de 8 y 13 meses de aplicada la vinaza, la cantidad de estas bacterias
fue igual en las parcelas tratadas con vinaza que en la parcela control (Tabla 5; Figura 8).

La cantidad de actinobacterias del sitio 1, a los 18 dias del riego, aumenté significativamente
en las parcelas que recibieron vinaza respecto a la parcela control, siendo 10 veces mayor en
la parcela que recibi6 la dosis méas alta (450 m*ha) y 3 a 4 veces mayor en las otras parcelas.
En los siguientes muestreos (33 dias, 5 y 8 meses luego del riego), la abundancia de
actinobacterias continu6 siendo mayor en las parcelas que recibieron vinaza respecto al
control (entre 2 y 5 veces), mientras que a los 13 meses luego de la aplicacion la cantidad de
estas bacterias fue la misma tanto en las parcelas tratadas como en la parcela control (Tabla
6; Figura 9).

Tabla 5. Abundancia de bacterias heter6trofas en muestras de suelo en el sitio 1 antes y después de la
aplicacion de vinaza.

Bacterias heterdtrofas (UFC/ g suelo seco) - SITIO 1

Tratamiento| DIA 0 DIA 18 DIA 33 5 MESES| |8 MESES| |13 MESES
450 m°/ha |1,42x10°|al2,27x10°| a |1,26 x 10°| a |6,36 x 10"|a|3,43x 10"|a| 2,37 x 10" |a
300 m*ha [1,37x10"|al2,52x10°| a [1,32x10°] a |4,73x10"|a|1,58 x 10"]|a] 3,96 x 10" |a
150 m*/ha |2,72x10"|a1,29 x 10°|ab[2,17 x 10’ 585x10"|a|2,82x10"|a] 2,76 x 10" |a

Om°ha [3,49x10"|al4,45x10"| b [4,21x10"|ab|1,22x10"|b|2,64x10"|a] 1,77 x 10" |a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los

tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Abundanciade bacterias heter6trofas en muestras de suelo en el sitio 1
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Figura 8. Abundancia de bacterias heterdtrofas en muestras de suelo en el sitio 1.
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Tabla 6. Abundancia de actinobacterias en muestras de suelo en el sitio 1 antes y después de la
aplicacion de vinaza.

Actinobacterias (UFC/ g suelo seco) - SITIO 1

Tratamiento| DIA O DIA 18 DIA 33 5 MESES 8 MESES 13 MESES
450 m*/ha|4,17 x 10°|a|1,14 x 10| a |8,43x10°|a|8,17 x 10°|a|6,13x 10°| a | 5,87 x 10° |a
300 m*/ha| 8,89 x 10°|b|4,62 x 10°| bc | 8,87 x 10°[ a| 4,36 x 10°| b | 6,06 x 10°| a | 3,53 x 10° |a
150 m°/ha| 2,94 x 10°|a]5,75 x 10°|ab | 5,11 x 10°| b [ 7,94 x 10°| a| 5,22 x 10°|ab | 2,81 x 10° |a

0m“hal3,81x10°|a|1,47 x10°| c 4,67 x10°|b[2,95x 10°|b|3,18 x 10°| b | 1,99 x 10° |a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Abundancia de actinobacterias en muestras de suelo en el sitio 1
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Figura 9. Abundancia de actinobacterias en muestras de suelo en el sitio 1.

Cuando se analizaron las muestras de suelo tomadas en las parcelas del sitio 1, a los 18 dias
luego del riego, las poblaciones de bacterias amonificantes no mostraron diferencias entre las
parcelas que recibieron vinaza respecto a la parcela control. Sin embargo, a los 33 dias la
abundancia de estas bacterias tuvo un aumento significativo de un orden de magnitud en la
parcela donde se aplicé la mayor dosis (450 m®/ha) de vinaza respecto a la parcela control; a
los 5 meses no se constataron diferencias significativas en el namero de bacterias
amonificantes entre las parcelas que recibieron vinaza y la parcela control, pero a los 13
meses se volvidé a observar un aumento significativo de un orden de magnitud en la parcela
que recibié una aplicacion de 450 m*/ha de vinaza respecto a la parcela control (Tabla 7;
Figura 10).

Con respecto a la abundancia de bacterias desnitrificantes en el sitio 1 se observd un
aumento significativo, aungue con una gran variabilidad, de estas poblaciones a los 18 dias

de aplicada la vinaza en la parcela tratada con 450 m®ha con respecto al control. En los
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muestreos posteriores (33 dias, 5 y 13 meses) no se observaron diferencias en el nimero de
estas bacterias entre las parcelas (Tabla 8; Figura 11).

La cantidad de bacterias nitrificantes (nitritantes y nitratantes), a partir de muestras tomadas
en el sitio 1, no registro diferencias significativas entre las parcelas que fueron tratadas con
vinaza y la parcela control, con excepcion de las bacterias nitratantes que tuvieron un
aumento de la poblaciéon de un orden de magnitud en la parcela que recibié una dosis de
vinaza de 150 m®ha y un aumento intermedio en la parcela regada con 450 m®ha respecto al

control luego de 13 meses de aplicada la vinaza (Tablas 9 y 10; Figuras 12 y 13).

Tabla 7. Abundancia de bacterias amonificantes en muestras de suelo en el sitio 1 antes y después de
la aplicacion de vinaza.

Bacterias amonificantes (NMP/ g suelo seco) - SITIO 1
Tratamiento DIA O DIA 18 DIA 33 5 MESES 13 MESES
450 m°/ha 2,02x10" | 8,53x10° |a] 5,19 x 10’ 294x10" [a| 349x10" |a
150 m*/ha 2,69x10" | 2,77x 10" |a| 5,11 x 10° 2,79 x 10° 8,51 x 10°
0 m°ha 2,35x10° | 5,57 x10° |a| 3,24 x 10° 8,43x10° [ab| 3,94x10° |b

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Aundanciade bacterias amonificantes en muestras de suelo en el sitio 1
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Figura 10. Abundancia de bacterias amonificantes en muestras de suelo en el sitiol
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Tabla 8. Abundancia de bacterias desnitrificantes en muestras de suelo en el sitio 1 antes y después
de la aplicacion de vinaza

Bacterias Desnitrificantes (NMP/ g suelo seco) - SITIO 1
Tratamiento DIA O DIA 18 DIA 33 5 MESES 13 MESES
450 m3/ha 9,03x10° | 1,23x 10" |a| 8,37x10" |a| 3,70x10" [a] 4,31x10° |a
150 m3/ha 325x10° | 6,23x10" |a| 1,57x10" |a| 2,41x10" [a] 1,39x10° |a
0 m3/ha 2,35x10° | 1,22x10" |b]| 5,213x10° [a] 5,30x10° [a| 2,04x10° |a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Abundanciade bacterias desnitrificantes en muestras de suelo en el sitio 1
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Figura 11. Abundancia de bacterias desnitrificantes en muestras de suelo en el sitio 1.

Tabla 9. Abundancia de bacterias nitritantes en muestras de suelo en el sitio 1 antes y
después de la aplicacion de vinaza.

Bacterias Nitritantes (NMP/ g suelo seco) - SITIO 1
Tratamiento DIA O DIA 18 DIA 33 5 MESES 13 MESES
450 m3/ha | 2,05x10° | 2,57 x10° |a| 1,04 x10° |a| 4,79x10° |a| 9,96 x10° |a
150 m3/ha | 2,58 x10° | 1,75x10° |a| 4,78 x10° |a| 4,05x10° |a| 3,52x10° |a
0 m3/ha 1,02x10° | 2,99 x 10° |a| 5,20x10° |a| 1,02x10° |[a| 6,59x10° |a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).
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Abundancia de bacterias nitritantes en muestras de suelo en el sitio 1
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Figura 12. Abundancia de bacterias nitritantes en muestras de suelo en el sitio 1.

Tabla 10. Abundancia de bacterias nitratantes en muestras de suelo en el sitio 1 antes y después
de la aplicacién de vinaza.

Bacterias Nitratantes (NMP/ g suelo seco) - SITIO 1
Tratamiento DIA O DIA 18 DIA 33 5 MESES 13 MESES
450 m3/ha 4,43x10° | 562x10" |a| 3,31x 10" |a] 1,33x10° |a| 8,50 x 10° [ab
150 m3/ha | <3,36x10" | 3,80x 10" |a| 8,04 x 10" |a] 2,49x10° |a| 1,39x10° | a
0 m3/ha <3,36x10" | 1,44x10° |a| 1,28 x10° [a] 6,41 x10° |a| 1,85x10° | b

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Abundancia de bacterias nitratantes en muestras de suelo en el sitio 1
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Figura 13. Abundancia de bacterias nitratantes en muestras de suelo en el sitio 1.
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A partir del analisis de las muestras de suelo tomadas en el sitio 2, no se observaron
diferencias significativas en la abundancia de bacterias heterétrofas ni de actinobacterias en
las parcelas tratadas con vinaza con respecto a la parcela control; Unicamente se registré un
efecto puntual a los 8 meses luego del riego, donde la poblacion de bacterias heterotrofas de
la parcela que recibi6 la dosis mas alta de vinaza (450 m®ha) fue menor que la cantidad de

éstas en la parcela control (Tablas 11y 12; Figuras 14 y 15).

Tabla 11. Abundancia de bacterias heterétrofas en muestras de suelo en el sitio 2 antes y después de
la aplicacion de vinaza.

Bacterias heterdtrofas (UFC/ g suelo seco) - SITIO 2

Tratamiento| DIA O DIA 14 DIA 50 5 MESES | |8 MESES 13 MESES
450 m°/ha [4,17 x 10" |a|8,96 x 10"|a| 5,65 x 10" |a|3,53 x 10" |a|2,73x 10"| b | 3,20 x 10" |a
300 m*ha [3,30x10"|a|3,90x10"|a]7,37x10"|a|4,65x10"|a|4,51 x10"|ab] 1,89 x 10° |a
150 m*/ha [6,05x 10"|a|6,37 x10"|a|7,26 x 10"|a|5,07 x 10" |a]7,36 x 10"| a | 3,26 x 10" |a

0m‘ha |[3,28x10"|al6,66x10"|al1,10x10°|a]5,54x10"|al9,54x10"| a [ 2,65x10" |a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Abundancia de bacterias heter6trofas en muestras de suelo en el sitio 2
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Figura 14. Abundancia de bacterias heter6trofas en muestras de suelo en el sitio 2.
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Tabla 12. Abundancia de actinobacterias en muestras de suelo en el sitio 2 antes y después de la
aplicacion de vinaza.

Actinobacterias (UFC/ g suelo seco) - SITIO 2

Tratamiento
450 m°ha
300 m*/ha
150 m*/ha

0m%ha

DIA O DIA 14 DIA 50 5 MESES 8 MESES 13 MESES
4,62x10°|al4,38x10°|a|7,11x10°|a]6,47 x 10°[a|4,51 x 10°|a| 3,84x10° |a
5,01 x 10°|a|3,21 x 10°|a|7,02 x 10°|a|6,62 x 10°|a[4,50 x 10°|a| 3,92x10° [a
7,16 x 10°|a|6,26 x 10°|a|1,13x 10" |a| 7,82 x 10°|a[5,90 x 10°|a| 3,64x10° |a
5,52 x 10°|a|4,14 x 10°|a|1,01 x 10" |a| 4,46 x 10°|a[5,20 x 10°|a| 3,73x10° [a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Abundanciade actinobacterias en muestras de suelo en el sitio 2
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Figura 15. Abundancia de actinobacterias en muestras de suelo en el sitio 2.

Las poblaciones de bacterias del ciclo del nitrdgeno, en general, no se vieron afectadas por el
agregado de vinaza en el sitio 2. Se constataron efectos puntuales cuando se traté con la
dosis maxima de vinaza (450 m3/ha): fue menor la cantidad de bacterias nitratantes a los 14
dias y mayor la abundancia de bacterias desnitrificantes en un orden de magnitud respecto a
la parcela control a los 5 meses de la aplicacion de vinaza (Tablas 13, 14, 15y 16; Figuras 16,
17,18 y 19).
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Tabla 13. Abundancia de bacterias amonificantes en muestras de suelo en el sitio 2 antes y
después de la aplicacion de vinaza.

Bacterias amonificantes (NMP/ g suelo seco) - SITIO 2

Tratamiento DIA O DIA 14 DIA 50 5 MESES 13 MESES
450 m°/ha 1,81x10" | 7,64x10°|a| 5.85x10" |a| 1,40x10" [a| 1,40x 10" |a
150 m*/ha 2,88x10° | 1,20x10"|al 1,74x 10" [a] 9,87x10° [a] 9,84x10° |a

0 m°ha 550x10" | 1,18 x10"|a| 1,21x10" [a] 7,52x10° [a] 1,80x 10" |a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre
los tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Abundancia de bacterias amonificantes en muestras de suelo en el sitio 2
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Figura 16. Abundancia de bacterias amonificantes en muestras de suelo en el sitio 2.

Tabla 14. Abundancia de bacterias desnitrificantes en muestras de suelo en el sitio 2 antes y
después de la aplicacion de vinaza.

Bacterias desnitrificantes (NMP/ g suelo seco) - SITIO 2

Tratamiento DIA O DIA 14 DIA 50 5 MESES 13 MESES
450 m°/ha 4,00x10° | 1,91 x10" |a| 6,52x10° |a| 1,16 x 10" |a|] 1,88x10° |a
150 m*/ha 9,53x10° | 9,95x10° |a| 6,88x10° [a] 2,41 x10° 8,61x10°> |a

0 m°ha 550 x 10° | 1,00x 10" |a| 1,37 x 10" [a| 2,82x10° |b]| 590x10° |a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).
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Abundancia de bacterias desnitrificantes en muestras de suelo en el sitio 2
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Figura 17. Abundancia de bacterias desnitrificantes en muestras de suelo en el sitio 2.

Tabla 15. Abundancia de bacterias nitritantes en muestras de suelo en el sitio 2 antes y después
de la aplicacién de vinaza.

Bacterias nitritantes (NMP/ g suelo seco) - SITIO 2
Tratamiento DIA O DIA 14 DIA 50 5 MESES 13 MESES
450 m°/ha <3,56x10" | <1,50x10° |a| 4,71 x 10" |a| 6,48 x 10° |a| 7,48 x 10" |a
150 m*/ha <3,71x10" | 256x10° |a| 3,46 x10° |a| 3,02x10° |a] 9,39x10° |a
0 m°ha 2,75 x 10° 2,78 x10° |a| 7,57 x10° |a| 5,42x 10° |a| 9,86 x10° |a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Abundancia de bacterias nitritantes en muestras de suelo en el sitio 2
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Figura 18. Abundancia de bacterias nitritantes en muestras de suelo en el sitio 2.
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Tabla 16. Abundancia de bacterias nitratantes en muestras de suelo en el sitio 2 antes y después
de la aplicacion de vinaza.

Bacterias nitratantes (NMP/ g suelo seco) - SITIO 2
Tratamiento DIA O DIA 14 DIA 50 5 MESES 13 MESES
450 m°/ha <3,56 x10" | <3,84x10" |b| 1,93 x10° |a| 1,81 x10° |a| 4,57 x10° |a
150 m*/ha 3,96 x10" 6,82x10° |a| 1,59 x10° |a| 5,11 x10” |a| 9,45x10" [a
0 m°ha <3,59x10° | 5,99x10° |a] 6,92x10" |a| 5,21 x10° |a| 1,85x10° [a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).

Abundancia de bacterias nitratantes en muestras de suelo en el sitio 2

log (UFC/g suelo seco)
N

DIA O DIA 14 DIA 50 5 MESES 13 MESES

B 450 m3/ha B150 m3/ha o Control

Figura 19. Abundancia de bacterias nitratantes en muestras de suelo en el sitio 2.

2. Actividad microbiana

La actividad microbiana se midié6 mediante la técnica de respirometria analizadndose las tres
muestras de suelo que recibieron las diferentes concentraciones de vinaza (150 m*ha, 300
m3/ha y 450 m®ha) y la muestra correspondiente al control sin aplicacién de vinaza en los
diferentes muestreos.

No se constataron, en el sitio 1, diferencias significativas en la actividad microbiana entre las
parcelas regadas con vinaza respecto al control en ninguno de los muestreos (Tabla 17,
Figura 20).

Tabla 17. Actividad microbiana en muestras de suelo en el sitio 1 antes y después de la aplicacion
de vinaza.

Respiracion microbiana (mg C-CO, /kg suelo seco) - SITIO 1
Tratamiento DIA 0 DIA 18 DIA 33 5 MESES 8 MESES 13 MESES

450 m*/ha 20 al 44 la| 15 |a] 12 Jab| 21 Ja 17 a
300 m°ha 19 al 39 la| 24 [a] 11 b 23 |a 14 a
150 m*/ha 21 al 45 Ja]l 15 |a 16 a 19 a 20 a

0 m°ha 24 al 38 Ja] 18 |a 14 ab 24 a 19 a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).
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Actividad microbianaen muestras de suelo en el sitio 1
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Figura 20. Actividad microbiana en muestras de suelo en el sitio 1.

En el sitio 2 se verific6 un aumento de la actividad microbiana con la cantidad de vinaza
agregada en los tres muestreos posteriores al riego (14 dias, 50 dias y 5 meses), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa respecto al control en la parcela regada con 450
m°/ha a los 14 dias y a los 5 meses, y con 300 m*/ha a los 5 meses. Sin embargo, a los 8y 13
meses luego de aplicada la vinaza, no se observaron diferencias significativas con respecto a

este pardmetro entre las parcelas que recibieron el tratamiento y la parcela control (Tabla 18;

Figura 21).

Tabla 18. Actividad microbiana en muestras de suelo en el sitio 2 antes y después de la

aplicacion de vinaza.

Respiracion microbiana (mg C-CO, /kg suelo seco) - SITIO 2

Tratamiento |DIAO| |[DIA 14 DIA 50 5 MESES 8 MESES| | 13 MESES
450 m°/ha|l 23 |a| 45 a 35 a 23 a 19 a 24 a
300 m/ha| 22 |a] 40 |ab]| 34 |a 23 a 18 a 20 a
150 m*ha| 22 |a] 34 [ab| 20 b 19 ab 19 a 23 a

Oom'hal 17 |[a] 31 [b]| 25 [ab 14 b 20 a 22 a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los

tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).
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Actividad microbiana en muestras de suelo en el sitio 2
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Figura 21. Actividad microbiana en muestras de suelo en el sitio 2.

3. Caracterizacion molecular de la comunidad bacteriana en suelos con y sin vinaza

Se estudid la estructura de la comunidad bacteriana utilizando técnicas independientes de
cultivo. Para ello, a partir de muestras de suelo sin vinaza (control) y con vinaza (450 m*/ha y
150 m*/ha), se extrajo ADN de alto peso molecular (Figura 22), de concentracién y pureza

adecuadas para ser utilizado en reacciones de PCR (datos no mostrados).
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa de
extracciones de ADN a partir de muestras de suelo con y
sin vinaza.
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Con el ADN purificado se llevd a cabo la cuantificacion de bacterias totales mediante la
técnica de PCR en tiempo real (rt- PCR) y el analisis de la estructura de la comunidad del
dominio Bacteria por PCR-DGGE.

3.1. Cuantificacion de bacterias totales por Real Time PCR (rt-PCR)

Se cuantificé la poblacién total de bacterias en las muestras de suelo mediante PCR
cuantitativo teniendo en cuenta de esta manera a las bacterias no cultivables. Los amplicones
obtenidos con los cebadores especificos utilizados para un fragmento del gen del ARNr 16S
del dominio Bacteria fueron de 388 pares de bases. Para poder cuantificar el gen de interés
se construy6 una curva de calibraciéon a partir de diluciones seriadas del ADN gendmico de
una cepa de Pseudomonas fluorescens utilizado como estandar en las corridas (Figuras 23 y
24).
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Figura 23. Curva de calibracion obtenida a partir de una reaccion de PCR en tiempo real
donde se grafica el Crossing-threshold (Ct: corresponde al punto en donde cada muestra
excede la linea de base y depende del nimero de copias iniciales de la muestra, la
eficiencia de corte y la sensibilidad de deteccién) en funcién del nimero de copias. Los
rombos en azul corresponden a los puntos obtenidos a partir de tres diluciones seriadas del
ADN de Pseudomonas fluorescens.

R? indica cuan cerca de la correlacién perfecta entre Cr y el nimero de copias esta la curva
(se aceptaron valores de R* mayores a 0,98). El valor de la pendiente de la curva indica la
eficiencia (E) de la reaccion de amplificacion, siendo E=1 una reaccién 100% eficiente
(Bustin y Nolan, 2004).
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Figura 24. Curva de amplificacion obtenida a partir de una reaccion de rt-PCR de
algunas de las muestras de suelo de interés y del ADN estandar.

El valor C; corresponde al punto en donde cada muestra excede la linea de base
(Threshold) y depende del nimero de copias iniciales de la muestra, la eficiencia de
corte y la sensibilidad de deteccién. Cuanto antes (en menos ciclos) se alcance el nivel
detectable de fluorescencia, mayor es el nimero de copias de ADN iniciales de la
muestra (Bustin y Nolan, 2004).

En el sitio 1 no se observaron diferencias significativas con respecto a la abundancia de
bacterias totales entre la parcela control y las parcelas que recibieron aplicacion de 450 m*/ha
y 150 m*/ha de vinaza. Este comportamiento se pudo constatar en todos los momentos de
muestreo (dia 0, 18 y 33 dias, 5y 13 meses) (Tabla 19; Figura 25).

En las parcelas del sitio 2 no se registraron diferencias significativas en la cantidad de
bacterias totales entre las parcelas regadas con vinaza y la parcela control, en ninguno de los
muestreos realizados luego de aplicar la misma (14 y 50 dias, 5 y 13 meses). Sin embargo,
para el momento inicial de muestreo previo a la aplicacion de vinaza, si se encontraron
diferencias significativas en la abundancia de bacterias totales; en la parcela que luego
recibiria la mayor dosis de vinaza la cantidad de las mismas se encontré6 dos 6rdenes por

encima que la hallada en las otras dos parcelas (Tabla 20; Figura 26).

Tabla 19. Abundancia de bacterias totales en muestras de suelo en el sitio 1 antes y después de
la aplicacion de vinaza.

Abundancia de bacterias totales (N° de copias/ g suelo seco) - SITIO 1
Tratamiento DIA O DIA 18 DIA 33 5 MESES 13 MESES
450 m°/ha 3,58 x10° |a| 3,09x10° |a| 1,37x10°|a] 5,24x10° |a| 2,36 x10" |a
150 m°ha 6,06 x10° |a| 8,22x10° |a| 3,25x10°|a] 6,06 x 10° |a]| 7.41x10° |a
0 m*ha 9,22x10° [a] 1,20x 10" [a| 3,21 x10°|a] 1,97 x10° |a| 1,64x10" |a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).
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Figura 25. Abundancia de bacterias totales en muestras de suelo en el sitio 1.

Tabla 20. Abundancia de bacterias totales en muestras de suelo en el sitio 2 antes y después de
la aplicacion de vinaza.

Abundancia de bacterias totales (N° de copias/ g suelo seco) - SITIO 2

Tratamiento DIAO DIA 14 DIA 50 5 MESES 13 MESES

450 m°/ha 1,42 x 10" [a] 1,30 x 10" |a] 1,84 x 10"°|a| 5,46 x 10°|a] 3,57 x 10" |a

150 m*/ha 757x10° |b| 1,81 x10" [a| 1,75 x 10° [a] 6,28 x 10° |a| 1,02 x 10° |a

0 m°/ha 9,45x10° |[b| 8,51 x10° |a]| 1,06 x10™°]a] 1,70 x10°|a| 9,60 x 10" |a

Valores medios de 3 repeticiones; letras diferentes en cada columna representan diferencias significativas entre los
tratamientos para cada momento de muestreo (p<0,05).
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Figura 26. Abundancia de bacterias totales en muestras de suelo en el sitio 2.
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RESULTADOS

3.2. Andlisis de diversidad del dominio Bacteria mediante PCR-DGGE

A partir del ADN extraido se realizaron reacciones de PCR utilizando cebadores especificos
(F968-GC y R1378) para la region V6 del gen del ARNr 16S que es la region de mayor
variabilidad dentro del mismo, permitiendo de esta forma optimizar el andlisis de la comunidad
bacteriana (Brons y van Elsas, 2008). Estos cebadores se unen a las bases 968-984 y 1378-
1401 del gen (posiciones correspondientes al gen del ARNr de Escherichia.coli). La banda
obtenida a partir de esta reaccion fue de 450 pares de bases (Araujo et al., 2002), de los
cuales 410 pb corresponden al amplicon de interés y 40 pb a la grampa GC.

1500

500

Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR con cebadores especificos para
un fragmento del gen del ARNr 16S de Bacteria. 1, 2 y 3- Réplicas de muestras de suelo del sitio 1 a
los 30 dias del riego con 450 m3/ha de vinaza; 4, 5 y 6- Réplicas de muestras de suelo del sitio 1 a
los 30 dias del riego con 150 m3/ha de vinaza; 7- Control negativo (C-); 8- Marcador de peso
molecular Gene Ruler 1Kb plus DNA Ladder -Thermo Scientific- (75-20000 pb).

Los resultados obtenidos a partir de la amplificacion del gen del ARNr 16S utilizando la
técnica de PCR fueron los esperados ya que se obtuvieron bandas del tamafio indicado
(Figura 27). En todos los casos las bandas fueron unicas sin visualizarse bandas
inespecificas. El control negativo (C-) se realizé colocando agua bidestilada en vez de ADN y
no se visualizaron bandas, por lo que se descartdé contaminacion en el ensayo y se validaron

los resultados obtenidos para las muestras de ADN.
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RESULTADOS

Los productos de PCR se separaron por DGGE sembrandose diferentes volimenes de cada
muestra, para poder de esta manera, igualar la cantidad de ADN por pocillo.

Los patrones de bandas visualizados en los geles de DGGE (Figura 28) revelaron que las
comunidades bacterianas, para cada sitio y momento de muestreo, estdn compuestas de
grupos bien diferenciados entre los tratamientos y poseen un alto porcentaje de similitud entre
las réplicas de cada parcela.

1 2 3 M 4 ) 6 M 7 8 9 M

Figura 28. Gel de DGGE de los productos de PCR para Bacteria. M: marcador de migracién; 1, 2y 3:
Réplicas de muestras de suelo del sitio 2 a los 30 dias del riego con 450 m3/ha de vinaza; 4, 5y 6:
Réplicas de muestras de suelo del sitio 2 a los 30 dias del riego con 150 m3/ha de vinaza; 7, 8 y 9:
Réplicas de muestras de suelo del sitio 2 de la parcela control a los 30 dias luego del riego.

Con el programa GelCompar Il se analizaron los geles en las zonas donde se presentaron las
bandas mas nitidas. Con el patron de bandas obtenido, se realizé un andlisis de agrupamiento
de las muestras en forma de dendogramas.

En el muestreo realizado antes de la aplicacion de vinaza (tiempo 0) se distinguen
comunidades bacterianas bien diferenciadas entre las tres parcelas, tanto para el sitio 1 como
para el sitio 2 (Figura 29). En el caso del sitio 1 las réplicas de cada tratamiento reflejaron una
alta similitud entre ellas: en la parcela 1 y en la 3, que recibieron 450 m®ha y 150 m*ha de
vinaza respectivamente, las réplicas mostraron un 100% de similitud, mientras que las
réplicas de la parcela 4 (control sin vinaza) se asemejaron entre un 95 y 98%. Las
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comunidades bacterianas de las parcelas 1 y 3 se parecen en un 53%, y se asemejan a la
comunidad bacteriana de la parcela 4 en un 47%. En el sitio 2 también se observé que las
réplicas dentro de cada parcela se asemejaron mucho: en la parcela 5, que recibié 450 m*/ha
de vinaza, el porcentaje de similitud se encontr6 entre 84 y 98%, en la parcela 7 (recibié 150
m®ha de vinaza) entre 94 y 100% y en la parcela 8 (control sin vinaza) fue de 100%. La
similitud entre las comunidades bacterianas de las parcelas 7 y 8 se ubicé en un 71% y éstas

mostraron un porcentaje de similitud del 64% con respecto a la comunidad bacteriana de la

parcela 5.
100
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Figura 29. Andlisis de agrupamiento de la estructura de la comunidad de Bacteria antes de la
aplicacion de vinaza a) en muestras de suelo del sitio 1 y b) en muestras de suelo del sitio 2.

A los 18 dias luego del riego (sitio 1) se mantuvo la tendencia de los agrupamientos
visualizandose claramente 3 grupos diferentes de comunidades bacterianas segun la parcela
(Figura 30). Al igual que en el muestreo previo a la aplicacién, se observé para el sitio 1, un
alto porcentaje de similitud entre las réplicas de cada parcela: 100%, 92-100% y 93-97% entre
réplicas de las parcelas 1, 3 y 4 respectivamente. Los agrupamientos observados en este sitio
fueron los siguientes: las comunidades bacterianas de la parcela 1 y de la parcela 3, que
recibieron 450 m*/ha y 150 m*ha de vinaza respectivamente, mostraron una similitud del 62%
entre ellas; éstas a su vez mostraron una semejanza del 50% con la comunidad bacteriana
presente en la parcela 4 (control sin vinaza). En el caso del sitio 2, no se presentan los
resultados para este momento de muestreo (14 dias luego de la aplicacion de vinaza) debido
a problemas registrados en la amplificacion de las muestras correspondientes a las réplicas

de la parcela 8 (control sin vinaza); sin los datos de esta parcela es inviable realizar
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comparaciones y sacar conclusiones de los efectos causados por la vinaza sobre la

comunidad bacteriana de este sitio.
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Figura 30. Analisis de agrupamiento de la estructura de la comunidad de Bacteria en

muestras de suelo del sitio 1 luego de 18 dias de aplicada la vinaza.

En el sitio 1 a los 33 dias luego de la aplicacién de vinaza se distingue claramente, como en
los momentos anteriores, tres grupos de comunidades bacterianas diferentes en cada parcela;
a su vez, en todos los casos, el porcentaje de similitud entre réplicas de cada parcela fue alto
(Figura 31). En el caso de la parcela 1, que recibié 450 m*/ha de vinaza, la similitud entre
réplicas se hall6 entre el 89 y 97%; las réplicas de la parcela 3, que fue tratada con 150 m*/ha,
presentaron una similitud del 96-97% y para la parcela 4 (control sin vinaza) la similitud entre
réplicas se ubico6 en el rango de 79-97%. Las comunidades bacterianas de las parcelas 1y 3
presentaron una similitud del 61% entre ellas y del 53% con la comunidad bacteriana presente
en la parcela control, siendo estos resultados muy similares a los observados a los 18 dias
luego de la aplicacién de vinaza.

Luego de 50 dias del tratamiento con vinaza, en el sitio 2, se identificaron tres grupos bien
diferenciados de comunidades bacterianas para cada tratamiento al igual que en el primer
momento de muestreo previo a la aplicacion (Figura 15). La similitud entre réplicas de cada
tratamiento se hall6 entre 61-100%, 77-95% y 83-90% para las parcelas 5 (recibié 450 m*/ha
de vinaza), 7 (recibi6 150 m’ha de vinaza) y 8 (parcela control) respectivamente. Las
comunidades bacterianas de las parcelas 7 y 8 presentaron una similitud del 61% formando
un grupo, que a su vez, mostré una similitud del 41% con la comunidad bacteriana de la

parcela que recibio la mayor dosis de vinaza (parcela 5).
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Debido a problemas registrados durante la amplificacion de la mayoria de las muestras
tomadas a los 5 y 13 meses luego de la aplicacion de vinaza, es que no se pudo realizar el
estudio de la estructura de la comunidad bacteriana para dichos momentos. Con respecto a
las muestras tomadas a los 8 meses luego del tratamiento, no se estudié la estructura de la
comunidad bacteriana ni la abundancia de bacterias totales ya que desde un principio se

decidio realizar unicamente los analisis clasicos y no los moleculares para estas muestras.
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Figura 31. Andlisis de agrupamiento de la estructura de la comunidad de Bacteria a) en muestras de suelo del sitio 1 luego de 33 dias de
aplicada la vinaza y b) en muestras de suelo del sitio 2 luego de 50 dias de aplicada la vinaza.
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DISCUSION

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

En Uruguay no existen antecedentes de investigaciones que revelen datos acerca de las
comunidades microbianas presentes en suelos destinados al cultivo de cafia de azlcar y de sus
cambios debido a la aplicacién de vinaza. En este estudio se llevé a cabo la cuantificacién de
bacterias heterétrofas aerobias, actinobacterias y bacterias del ciclo del nitrégeno: amonificantes,
desnitrificantes y nitrificantes (nitritantes y nitratantes).

Para evaluar el efecto de la vinaza sobre los microorganismos del suelo se determiné la abundancia
de dichos grupos bacterianos mediante técnicas dependientes de cultivo utilizando los métodos de
recuento en placa y del nimero mas probable (NMP). Estos ensayos se llevaron a cabo antes y
después de la aplicacion de diferentes dosis de vinaza en dos suelos caracteristicos de la zona de
Bella Uni6n y de composiciones distintas. La metodologia de recuento en placa es utilizada
tradicionalmente y a pesar de poseer limitaciones permite obtener informacion del componente
heter6trofo activo de una poblacion o comunidad (Kirk et al., 2004). La técnica del NMP ha sido
desarrollada para poder cuantificar bajos numeros de microorganismos de interés. Esta
aproximacion semi-cuantitativa se basa en la deteccion de compuestos producidos durante el
crecimiento microbiano, que genera cierto numero de tubos positivos por dilucién y que se expresa
como un indice de NMP (Zitz et al., 2011).

La abundancia de bacterias heterétrofas encontrada, previo a la aplicacion de vinaza, se ubicé en el
orden de 10-10® UFC/ g de suelo seco para el sitio 1 y de 10” UFC/ g de suelo seco en el sitio 2. En
la India, se hallaron valores promedio de 8 x 108 UFC/ g de suelo de este grupo bacteriano en
suelos cultivados con cafia de azlcar (Shukla et al., 2008), mientras que en suelos de pradera de
Uruguay se reportaron valores promedio de 2,5 x 10° UFC/ g de suelo (Bajsa, 2008). Se constato
homogeneidad entre las parcelas analizadas para cada sitio en relacion a esta poblacion bacteriana
debido a la ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre las muestras estudiadas.
Luego de aplicada la vinaza, en las parcelas del sitio 1 que recibieron alguna dosis de la misma, se
observd un aumento en esta poblacién bacteriana en las muestras tomadas a los 18 dias, 33 dias y
5 meses; luego de 8 y 13 meses de la aplicaciéon la abundancia de bacterias heterotrofas fue igual
en las cuatro parcelas. En estudios realizados por Orlando (1983) se observé una alta proliferacion
de microorganismos en suelos tratados con vinaza hasta los 30 dias después de la aplicacion,
registrandose luego una tendencia descendente de las poblaciones microbianas. En India se
llevaron a cabo otros estudios en los que se adicionaba a suelos utilizados para agricultura, lodos

del tratamiento de residuos de destilerias; en estos casos se observaron aumentos en el nimero de
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bacterias heterétrofas para diferentes cantidades aplicadas (Tripathi, 2011). Cabe destacar que en

el sitio 1 se registr6 un aumento significativo de la poblacion de bacterias heterotrofas en las

parcelas que fueron tratadas con 450 m*ha y 300 m*ha de vinaza. Dicho aumento puede deberse

a que el tapado de las semillas en estas parcelas fue posterior al de las otras parcelas y muy
proximo al muestreo. Minimas alteraciones en los sistemas edaficos pueden tener como

consecuencia cambios en el ambiente que a su vez alteran la actividad microbiana (Murphy et al.,

2007).

Las poblaciones de actinobacterias, previo a la aplicacién de vinaza, registraron valores en el

orden de 10°-10° UFC/g de suelo seco para el sitio 1 y 10° UFC/g de suelo seco para el sitio 2,

observandose variabilidad en la abundancia de las mismas entre las parcelas del sitio 1 pero no

para el sitio 2. Estudios realizados en la India en suelos cultivados con cafia de azUlcar reportaron

valores promedio de estas poblaciones de 5 x10° UFC/g de suelo (Shukla et al., 2008), mientras

que en Colombia en dos suelos cultivados con maiz se hallaron valores promedio de 3,4 x 10y 8,0

x 10* UFC/g de suelo (Montenegro, 2008). Los valores reportados en los dos trabajos antes

mencionados se encuentran muy por debajo de los valores obtenidos en esta investigacion. En

suelos de praderas de Uruguay la abundancia de actinobacterias hallada se encontré entre 4 x 10°

y 6 x 10" UFC/g suelo (Bajsa, 2008), siendo éstos similares a los resultados obtenidos en este

trabajo. La aplicacion de vinaza en el sitio 2 no generd cambios en la abundancia de este grupo de

bacterias en ninguno de los momentos de muestreo respecto a la parcela control. Sin embargo, en

el sitio 1 con los tratamientos de 300 y 450 m®ha, se observé un aumento significativo en la

cantidad de actinobacterias respecto a la parcela control. EI mayor efecto aparecié en la parcela

que recibié la dosis de 300 m*/ha puesto que se constatdé un aumento de un orden de magnitud en

el nimero de las mismas a los 33 dias luego de la aplicacion respecto a las condiciones iniciales de

esta investigacion. Estudios realizados en China, a partir de suelos cultivados con cafia de azUcar

que recibieron tratamiento con vinaza, reportaron un incremento de 242 veces en la poblacion de

actinobacterias respecto al control (Meng et al., 2009). Por otro lado, en estudios llevados a cabo en

Colombia en dos suelos diferentes utilizados para cultivo de maiz y regados con vinaza, no se

observaron cambios en la abundancia de estos microorganismos (Montenegro, 2008).

Los suelos elegidos para esta investigacibn poseen composiciones distintas por lo que las
diferentes respuestas a la aplicacion de vinaza observadas en ambos pueden deberse a las
caracteristicas de los mismos. El horizonte A del suelo del sitio 2 posee mas cantidad de arcilla que
el mismo horizonte del suelo del sitio 1, siendo éstos franco-arcilloso y franco-arcilloso-arenoso,
respectivamente. Las arcillas tienen mayor capacidad para retener las moléculas organicas
incrementandose de esta manera la densidad de los suelos. A partir de estudios realizados por

Tejada y Gonzalez (2005) se ha puesto de manifiesto que existe una correlacion entre la densidad
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del suelo y la biomasa microbiana; cuando aplicaron altas dosis de vinaza se pudo observar un
aumento de la densidad del suelo y una disminucién de la biomasa microbiana, mientras que al
utilizar bajas concentraciones de la misma ocurri6 lo contrario ya que disminuy6 la densidad del suelo
y aumento la biomasa microbiana. Debido a este efecto es que se podrian explicar los resultados
diferentes en relacion a la abundancia de actinobacterias entre ambos sitios estudiados.

Con respecto a las bacterias del ciclo del nitrdgeno, se observé un aumento en la poblacion de
bacterias amonificantes presentes en muestras de suelo del sitio 1 a los 33 dias y a los 13 meses
luego de la aplicacién de vinaza en la parcela que recibi6 la mayor dosis de la misma (450 m*/ha). A
su vez, efectos puntuales se registraron para las poblaciones de bacterias desnitrificantes que se
incrementaron soélo en el primer muestreo luego de la aplicacién de vinaza y de bacterias nitratantes
cuya poblacién aumentd Unicamente en el Gltimo muestreo. En el sitio 2 solamente se registraron
efectos puntuales sobre algunas de las poblaciones de bacterias del ciclo del nitrégeno que
dependieron del momento de muestreo y de la cantidad de vinaza aplicada: la dosis de 450 m®ha
de vinaza disminuyd el nimero de bacterias nitratantes a los 14 dias y estimul6 la poblacion de
bacterias desnitrificantes a los 5 meses.

Los resultados antes expuestos para ambos sitios podrian estar indicando, que en general, no hubo
variacion significativa en la densidad de las cuatro poblaciones bacterianas estudiadas en ninguno
de los momentos de muestreo ni con los diferentes tratamientos aplicados, sugiriendo por lo tanto
gue el tamafo de estas comunidades es relativamente estable.

Los valores obtenidos en esta tesis para bacterias nitritantes y nitratantes, en ambos sitios y para

2 células

todos los momentos de muestreo, se encontraron en el rango de 10> — 10° y de 10" — 10
por gramo se suelo seco, respectivamente. Estos datos se encuentran muy por debajo de los
reportados en una investigacion donde se cuantificé el nUmero de estas poblaciones bacterianas a
partir de muestras de suelo aluvial y de suelo arcilloso de Taiwan, sometidos ambos, tanto a
agricultura convencional como sustentable. En el caso de las bacterias nitritantes los valores
registrados se mantuvieron siempre en 10° sin encontrarse diferencias significativas entre los dos
tipos de suelo ni entre las practicas agricolas convencionales y las sustentables, pero si se
detectaron diferencias significativas cuando se estudiaron las comunidades de bacterias nitratantes:
el nimero de éstas vari6 entre 10° y 10° para los suelos arcillosos de Taiwan con agricultura
convencional y sustentable, respectivamente, mientras que en los suelos aluviales el rango de las
mismas se encontrd entre 10* y 10° para agricultura convencional y sustentable, respectivamente
(Chao et al.,, 1996). Las diferencias que se observan entre ambos trabajos podrian deberse a
composiciones diferentes de los suelos estudiados, condiciones climaticas distintas y/o al tiempo de
incubacién de las muestras antes de la cuantificacion. En esta tesis la cuantificacion de bacterias

nitritantes y nitratantes se llevo a cabo luego de 7 dias de incubacién con agitacién a temperatura
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ambiente (25°C), mientras que en el trabajo de Chao et al. (1996) las muestras fueron incubadas 6
semanas a temperatura ambiente. La gran brecha observada en los nimeros de bacterias nitritantes
y nitratantes entre ambos trabajos podria deberse, en parte, a los diferentes tiempos de incubacion
utilizados en cada caso. En una investigacion llevada a cabo por Papen y Berg (1998) donde
cuantificaron bacterias heterotrofas nitrificantes presentes en suelos acidos de un bosque de
coniferas, la incubacion se realiz6 a 28°C durante 14 dias y para favorecer la aireacion los tubos se
agitaron vigorosamente durante 10 segundos todos los dias. Los autores reportan que el oxigeno es
un limitante en la produccién de nitrito durante la nitrificacion heterotréfica por lo que realizando las
agitaciones diarias lograron detectarlo hasta en los tubos que fueron inoculados con las menores
diluciones de suelo. Estos resultados podrian estar indicando que los bajos niumeros de bacterias
nitrificantes, en particular de bacterias nitritantes, encontrados en esta tesis podrian deberse
también a este motivo; si se hubiera incubado mas tiempo y agitado diariamente, quizas los valores
encontrados para estas bacterias habrian sido mayores. A su vez, se ha reportado que el proceso
de nitrificacion es llevado a cabo mayoritariamente por bacterias autotréficas aunque las bacterias
heterotréficas también pueden participar y generar una inhibicion del mismo debido a la produccion
de glucosa y compuestos organicos; la ausencia o muy bajos niveles de nitrato podrian estar
asociados a una supresion de la nitrificacion por parte de las bacterias heterotréficas (Rodriguez-
Moreno et al., 2007). Por lo tanto, la baja cantidad de bacterias nitrificantes detectada en esta tesis
podria estar relacionada con una inhibicién de la nitrificaciébn por parte de bacterias nitrificantes
heterotrofas presentes en las muestras de suelo analizadas.

Los valores de abundancia hallados en esta tesis para las bacterias desnitrificantes se encontraron
en el orden de 10° células por gramo de suelo seco en ambos sitios en el momento inicial de
muestreo y a los 13 meses luego del tratamiento con vinaza, mientras que en los muestreos
intermedios la cantidad de las mismas se ubicé entre 10° y 10’ células por gramo de suelo seco.
Estos valores son similares a los reportados por Chéneby et al. (2000) a partir de la cuantificacion de
bacterias desnitrificantes presentes en tres suelos destinados a la agricultura localizados al noreste
de Francia; en dos de los suelos los valores para las mismas se ubicaron en el orden de 10°
bacterias por gramo de suelo seco y en el tercer suelo la abundancia fue algo menor situandose en
10° bacterias por gramo de suelo seco. Con respecto a los valores obtenidos en nuestro trabajo se
observé un aumento en la densidad de esta poblacién con respecto al control sin vinaza, a los 18
dias y a los 5 meses luego de la aplicacion de vinaza en el sitio 1 y sitio 2, respectivamente. El
comportamiento para este grupo bacteriano en ambos suelos fue semejante al observado para otras
poblaciones bacterianas estudiadas en esta tesis: hubo un aumento en la abundancia luego de la
aplicacion de vinaza que perduré durante unos meses volviendo a los valores iniciales en el

muestreo de los 13 meses.
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La abundancia de bacterias amonificantes se encontré entre 10° y 107 bacterias por gramo de suelo
seco en todos los momentos de muestreo para ambos sitios, registrandose diferencias significativas
Gnicamente entre la parcela que recibié la dosis méas alta de vinaza (450 m®ha) respecto al control
a los 33 dias y a los 13 meses luego de la aplicacion en el sitio 1. La densidad de bacterias
amonificantes hallada en suelos no rizosféricos, utilizados para cultivo de trigo, se encontr6 en 1,8 x
10° células por gramo de suelo (Carrillo, 2003), siendo estos resultados numéricamente similares a
los obtenidos en este trabajo. A su vez, estudios realizados a partir de praderas en Austria que
recibieron aplicaciones de lodos provenientes de ganado, mostraron un aumento significativo de la
biomasa microbiana y de los niveles de mineralizacion de N con respecto a la parcela control que
no recibié tratamiento (Kandeler et al., 1994). Los resultados antes mencionados podrian estar
indicando que la abundancia de bacterias amonificantes presentes en las praderas aumenté en las
parcelas que recibieron tratamiento al igual que ocurrié en nuestro trabajo, para algunos de los
momentos de muestreo, cuando se aplicé la dosis més alta de vinaza (450 m®ha). El incremento de
este grupo de bacterias, como consecuencia de aplicar residuos con alta carga de materia organica,
podria estar sugiriendo que el N organico esta siendo transformado a N inorgéanico por las mismas
de forma tal, que la disponibilidad de este Ultimo aumentaria y podria ser asimilado por plantas y

otros microorganismos que no pueden incorporar el N en otro estado.

2. Actividad microbiana

La actividad microbiana medida por respirometria esta relacionada con la medida del CO, que se
produce en el suelo debido a la actividad metabdlica de los microorganismos (Montenegro, 2008).
Los datos obtenidos en esta investigacion a partir de los ensayos de respirometria realizados a las
muestras de suelos de los sitios 1 y 2, mostraron un aumento de la actividad microbiana en las
parcelas del sitio 2 que recibieron vinaza respecto al control, mientras que no hubo diferencias
significativas en el sitio 1 entre las parcelas tratadas y la parcela control para ninguno de los
momentos de muestreo. Los resultados del sitio 2 concuerdan con los reportados en otras
investigaciones que también observaron un aumento de la actividad microbiana en suelos que
recibieron vinaza (Prata et al., 2001; Bustamante et al., 2011). Este aumento puede deberse al
suministro de energia y C que reciben los microorganismos quimiorganotréficos proveniente de la
materia organica presente en la vinaza que es una fuente de C soluble y de facil disponibilidad
(Prata et al., 2001). La mayor parte del C de la vinaza se encuentra en forma de glicerol procedente
de las rutas alternativas de la fermentacion en el proceso de producciéon de etanol; en las células el
glicerol puede convertirse a dihidroxiacetona e incorporase al metabolismo microbiano mediante la
via glicolitica (Rodella et al., 1983; Lehninger, 2006).
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En otros estudios donde se analiz6 el efecto del vertido de lodos provenientes del tratamiento de
residuos de destilerias sobre suelos tropicales destinados a la agricultura, se observé un aumento
inicial en la produccion de CO; reflejando de este modo el incremento de la actividad microbiana: la
mayor actividad se encontré entre 30 y 60 dias después de la aplicacion (casi 10 veces mayor en
los suelos que recibieron lodo respecto a los que no recibieron) cuando se utilizé una dosis de 150
t/ha de lodos, constatdndose luego una gradual disminucion de la actividad con el paso del tiempo
(Tripathi, 2011). En esta tesis los resultados obtenidos fueron similares para el suelo del sitio 2. La
mayor actividad se registré entre 14 y 50 dias luego de la aplicacion de vinaza, principalmente en
las parcelas que recibieron las dosis de vinaza de 450 y 150 m®ha respecto a la parcela control; el
efecto se prolongd hasta los 5 meses pero con valores inferiores a los observados anteriormente y
con una tendencia a disminuir a medida que pasé el tiempo aproximandose a los valores de la
parcela control.

Este trabajo de tesis fue llevado a cabo en el marco de un proyecto de vinculacion ANCAP-
UDELAR 2009 denominado “Determinacion de los cambios fisicos quimicos y bioldgicos en suelos
cultivados con cafia de azucar en Bella Union por aplicacion de vinaza”. En dicho proyecto se
determiné también la abundancia de hongos filamentosos mediante recuento en placa y la biomasa
microbiana utilizando el método de fumigacion-extraccion con cloroformo. Este método se basa en
la diferencia entre el C extraido con K,SO, 0,5 M de muestras de suelo fumigadas con cloroformo y
no fumigadas (Vance et al., 1987).

El C de la biomasa microbiana se relaciona con el C organico estableciéndose de este modo qué
proporcion de este Ultimo es inmovilizado por los microorganismos del suelo. La importancia de
determinar el carbono de la biomasa microbiana se debe al rol que poseen los microorganismos del
suelo en la retencién y liberacién de nutrientes y en la energia del sistema (Montenegro, 2008). La
biomasa microbiana es un indicador muy importante de la composicién microbiana del suelo, en
especial cuando se combina con el pardmetro de actividad medido por la produccion de CO,
(Montenegro et al., 2009).

Los resultados obtenidos en dicho proyecto muestran que el agregado de vinaza en el sitio 1
favorecio la proliferacion de hongos filamentosos, efecto que se visualizoé hasta los 13 meses luego
de la aplicacion de la misma; sin embargo no se observaron diferencias significativas en la biomasa
microbiana medida por el método de fumigacién-extraccion entre las parcelas que recibieron vinaza
y la parcela control, en ninguno de los muestreos realizados y para ninguno de los sitios estudiados
(Loperena et al., 2012). En el sitio 1 se constatdé un aumento en la biomasa microbiana debido al
aumento significativo de las poblaciones de bacterias heter6trofas, actinobacterias y hongos
filamentosos mientras que en la respiracion no se observaron diferencias significativas. Por el

contrario, en el sitio 2 se observé una tendencia inversa ya que el nimero de microorganismos no
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tuvo un aumento significativo al aplicarse vinaza pero si se detectaron diferencias significativas en
la respiracion. La funcion de los microorganismos es mas eficiente cuanto mayor es la fraccion de C
del sustrato incorporado por la biomasa y menor el C perdido por la respiracion (Insam, 1990). A su
vez, si la alta actividad microbiana generada por la aplicacién de materia organica, no se puede
transformar en biomasa por falta de nutrientes esenciales como P, N, S entre otros micronutrientes,
podria ocurrir la degradacion de materia organica propia del suelo en un proceso conocido como
“priming effect” (Bernal et al., 1998a, 1998b). Se puede decir entonces que el efecto del agregado
de materia organica sera positivo si la microbiota aumenta debido al aporte de nutrientes
provenientes de la misma o negativo si el crecimiento de la poblacion microbiana se ve restringido
por otros nutrientes u otras condiciones fisico-quimicas del suelo. Por lo tanto, los resultados
obtenidos en esta investigacion en relacion a la biomasa y la respiracién nos estarian diciendo que
la materia organica aportada por la vinaza fue mejor aprovechada por los microorganismos del

suelo en el sitio 1 que en el sitio 2.

3. Caracterizacion de la diversidad bacteriana molecular en suelos con y sin vinaza

3.1. Cuantificacion de bacterias totales por Real Time PCR (rt-PCR)

La reaccion de PCR en tiempo real, debido al avance en el desarrollo de los fluoréforos, se ha
convertido en una técnica emergente para la deteccién y cuantificacion de microorganismos
presentes en muestras ambientales (Zhang y Fang, 2006).

En este trabajo se cuantificd toda la poblacién bacteriana (dominio Bacteria) existente en los suelos
mediante el andlisis del gen que codifica para el ARN de la subunidad ribosomal menor (ARNr 16S).
La abundancia de bacterias totales hallada no mostr6 diferencias significativas entre los
tratamientos en ninguno de los sitios estudiados ni en ninguno de los momentos de muestreo. Los
valores obtenidos para el nimero total de bacterias se ubicaron entre 10° y 10 nimero de copias
del gen por gramo de suelo seco en ambos sitios cuando se analizaron las muestras tomadas en el
momento inicial, a los 15 y 30 dias y a los 5 meses luego de la aplicacién de vinaza, mientras que a
los 13 meses después del riego se pudo observar una disminucion en la abundancia de bacterias
totales en ambos tipos de suelo encontrandose en el rango de 10°-10” y 10’-10° nimero de copias
por gramos de suelo seco para el sitio 1 y sitio 2, respectivamente. Estos resultados son similares a
los reportados a partir de una investigacion realizada respecto a la abundancia de bacterias totales
en suelos utilizados para el cultivo de porotos en Canada. En este trabajo se observd que la
variacion en la densidad de la poblacion bacteriana total fue limitada y no mostré diferencias
significativas en la mayoria de los momentos de muestreo entre muestras (Dandie et.al., 2008). Los

valores registrados para el nimero total de bacterias en dicho trabajo fueron inferiores a los
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obtenidos en nuestra investigacion en los primeros cuatro muestreos, pero similares a los hallados
en el muestreo de los 13 meses puesto que se ubicaron entre 10’ y 108 copias por gramo de suelo
seco. Ademas, resultados similares a los encontrados en esta tesis han sido reportados por He et
al. (2007) respecto a la cantidad de bacterias totales presentes en muestras de suelos, destinados a
la agricultura, ubicados en la provincia de Hunan en el centro sur de China; en dicha investigacion
tampoco se hallaron cambios significativos en la densidad de bacterias totales en suelos tratados
con diferentes fertilizantes en invierno y verano. Okano et al. (2004) midieron durante 28 dias la
poblacion de bacterias totales presentes en suelos destinados al cultivo de tomate en respuesta a la
aplicacion de nitrato de amonio, y al igual que en nuestro trabajo, tampoco encontraron cambios
significativos en la abundancia de las mismas; el tamafio de las poblaciones de bacterias totales
permanecié entre 0,7x10° y 2,2x10° células por gramo de suelo seco independientemente de la
concentracion de amonio utilizada, encontrandose estos valores en el mismo orden que los
registrados en esta tesis.

Como ya se menciond anteriormente, a partir de los recuentos en placa y de los ensayos de NMP,
se observo que ciertos grupos bacterianos registraron diferencias significativas respecto a su
abundancia en algunos de los tratamientos y momentos de muestreo, mientras que la poblacion de
bacterias totales cuantificada mediante Real Time PCR no mostré cambios significativos a lo largo
de la investigacion. Estos resultados no deberian sorprender debido a que los grupos bacterianos
gue mostraron diferencias significativas representan una pequefia fraccién de las poblaciones de

bacterias totales presentes en los suelos.

3.2. Andlisis de la estructura de la comunidad bacteriana mediante PCR-DGGE

En este trabajo se analizé la estructura de la comunidad bacteriana de suelos caracteristicos de
Bella Union (con y sin aplicacién de vinaza) destinados al cultivo de cafia de azucar, amplificando
por PCR regiones del gen del ARNr 16S y separando los fragmentos obtenidos por DGGE. La
informacién que proporcionan los genes que codifican para el ARN ribosémico, en particular el gen
que codifica para la subunidad menor del ribosoma bacteriano (ARNr 16S), ha permitido un gran
avance en la descripcion de los microorganismos presentes en muestras de suelos. Este marcador
molecular posee ventajas como ser que se encuentra en todos los organismos y cumple la misma
funcién en todos ellos, existen diferentes regiones de la molécula con diferente grado de
variabilidad que permiten comparar su secuencia con distinto nivel de resolucién, su transmision es
principalmente vertical, el tamafio de la secuencia es el adecuado para brindar informacion
suficiente y los andlisis de secuencias permiten realizar reconstrucciones filogenéticas de los
microorganismos (Nogales, 2005). La técnica de DGGE permite obtener un perfil comparativo de

muchas muestras facilitando asi el andlisis espacial y temporal de comunidades microbianas en
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ecosistemas. Este método de fingerprinting permite separar moléculas con secuencias de bases
distintas gracias a diferencias en sus propiedades de desnaturalizaciéon, que se reflejan en
variaciones en la distancia de migracion en gradientes quimicos. En teoria, la DGGE puede separar
moléculas que tengan Unicamente un par de bases de diferencia en su secuencia (Nakatsu, 2007;
Kirk et al., 2004).

A partir del andlisis de los resultados obtenidos de los ensayos de PCR-DGGE se observo una muy
baja o indetectable variacion en la estructura de las comunidades bacterianas intraparcela cuando
se compararon 3 réplicas de cada una. Resultados similares han sido reportados a partir de datos
obtenidos en estudios llevados a cabo en suelos de la Antartida donde se evalud el efecto de la
ubicacion y de la vegetacion sobre la estructura de la comunidad microbiana a partir de 5 réplicas
por parcela (Yergeau et al., 2007). Sin embargo, si se detectaron diferencias en la estructura de las
comunidades entre las parcelas, observandose claramente para todos los momentos de muestreo,
tres grupos bien diferentes dependiendo del tratamiento aplicado.

Cuando se compararon las comunidades bacterianas entre las parcelas del sitio 1 se pudo
observar, que para todos los momentos de muestreo, las comunidades de las parcelas 1 y 3 (que
recibieron 450 m*/ha y 150 m*/ha de vinaza, respectivamente) se asemejaron mas entre ellas que
con la comunidad de la parcela 4 (control sin vinaza). Sin embargo, en el caso de las parcelas del
sitio 2, se registro un comportamiento diferente entre las comunidades bacterianas ya que tanto en
el muestreo previo a la aplicacion de vinaza y en el de 50 dias después, las comunidades
bacterianas de las parcelas 7 y 8 (parcela que recibi6 150 m®ha de vinaza y parcela control,
respectivamente) resultaron mas similares agrupandose entre ellas y mas alejadas de la comunidad
de la parcela 5 (que recibi6é 450 m*/ha de vinaza).

En el muestreo previo a la aplicacidon de vinaza, las comunidades bacterianas de las parcelas 1y 3
se agruparon mostrando una similitud del 53% entre ellas y del 47% con la comunidad presente en
la parcela 4, evidenciando una heterogeneidad espacial en el suelo donde se instalé el ensayo.
Luego de 18 dias del riego, la similitud entre las comunidades bacterianas de las parcelas 1y 3
aument6 a un 62%, lo que indicaria un efecto de la vinaza sobre las mismas, que presentaron una
similitud del 50% con respecto a la comunidad de la parcela que no recibié tratamiento. Sin
embargo, no podria afirmarse que la tendencia observada sea estadisticamente significativa. Al
analizarse las muestras tomadas a los 33 dias luego de la aplicaciéon de vinaza, se observé una
similitud del 61% entre las estructuras de las comunidades bacterianas de las parcelas 1y 3, que a
su vez se asemejaron a la comunidad de la parcela 4 en un 53%. Estos datos son semejantes a los
obtenidos a partir de las muestras de los 18 dias y podrian estar afirmando lo anteriormente

discutido. Debido a que no se pudo continuar este analisis en los muestreos posteriores, no
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podriamos saber si existi0 una tendencia a la recuperacion de la estructura de la comunidad
volviéndose mas similar al control, como se observé para otras variables estudiadas.

La estructura de las comunidades bacterianas del sitio 2, desde el comienzo del ensayo, mostro
patrones de similitud diferentes a los observados para las comunidades presentes en el sitio 1, pero
también evidenciando una heterogeneidad espacial en el suelo. En el momento inicial, previo al
tratamiento con vinaza, las comunidades de las parcelas 7 y 8 se agruparon con una similitud del
71% y a su vez éstas mostraron una similitud del 64% con la comunidad bacteriana presente en la
parcela 5. Cuando se estudiaron los efectos de la vinaza sobre las comunidades bacterianas de
este sitio luego de 50 dias de aplicada la misma, se observé una disminucion en la similitud tanto
entre las comunidades de las parcelas 7 y 8 como entre el grupo que éstas formaron con la
comunidad de la parcela 5. Para este momento de muestreo las comunidades bacterianas de las
parcelas 7 y 8 mostraron una similitud del 61%, detectandose también un alejamiento de las
comunidades de las parcelas 7 (recibié6 150 m*/ha de vinaza) y 8 (parcela control) respecto a la
comunidad de la parcela 5, que recibié 450 m*ha de vinaza, ya que su porcentaje de similitud a los
50 dias cay0 al 41%. Estos resultados podrian estar indicando que las comunidades de las parcelas
gue recibieron alguna dosis de vinaza resultaron afectadas por la aplicacion de la misma: las
comunidades de las parcelas 7 y 8 que inicialmente mostraron una similitud del 71% se apartaron
en un 10% luego del tratamiento evidenciandose una disminucion de la similitud entre ellas. Lo
mismo ocurrio con la comunidad de la parcela 5 respecto al grupo constituido por las comunidades
de las parcelas 7 y 8, puesto que la similitud entre éstos disminuy6 de 64% a 41%. El efecto de la
vinaza sobre el sitio 2 se pudo visualizar con mayor claridad que en el sitio 1 ya que entre la parcela
no tratada y la que recibié 150 m*/ha de vinaza se registroé un descenso del 10% en la similitud de
sus comunidades, y entre el grupo que éstas formaron vy la parcela que recibié 450 m*ha de vinaza
el descenso fue aun mayor (23%). Estos resultados podrian estar sugiriendo que las comunidades
bacterianas del sitio 2 poseen una baja resiliencia como caracteristica debido a la disminucién
registrada en la similitud de las mismas en las parcelas que recibieron vinaza y la parcela no
tratada. Sin embargo, no podria afirmarse que la tendencia observada sea estadisticamente
significativa.

El comportamiento diferenciado que se observé entre las comunidades bacterianas de ambos sitios
podria deberse a la diferente composicion de los suelos que conforman los mismos, como ya se ha

discutido para otras variables estudiadas en este trabajo.
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4. Consideraciones finales

Debido a la gran complejidad que presenta la microbiota del suelo es necesario estudiar los
cambios de la misma utilizando varios métodos a la vez, puesto que diferentes metodologias y
enfoques nos pueden dar informacion sobre la ocurrencia de distintos fenémenos que estan
sucediendo. Un ejemplo son los resultados obtenidos en este trabajo con respecto a las
determinaciones de bacterias totales que indican que sobre la microbiota del suelo en su totalidad
la vinaza no tuvo una incidencia significativa, mientras que si la tuvo en la actividad microbiana y
en algunos grupos de microorganismos como las actinobacterias, las bacterias heterétrofas y
bacterias amonificantes (Tabla 21), que representan parte de la microbiota que es capaz de

utilizar y degradar los nutrientes que la vinaza aporta.

La aplicacion de vinaza, en cuanto a su aprovechamiento como mejorador del suelo, puede tener
diferentes efectos segun el tipo de suelo y condiciones en que se aplique. El efecto puede ser
positivo, si su microbiota aumenta debido al aporte de nutrientes de la vinaza (posible situacién del
sitio 1) o negativo si el crecimiento poblacional esta restringido por otros nutrientes o condicion

fisico-quimica del suelo y solamente aumenta la respiracién (posible situacion en el sitio 2).

El seguimiento de la evolucion de las poblaciones microbianas durante un afio no es suficiente
para detectar cambios acumulativos por aplicacién sistematica de vinaza a lo largo de varios afos.
De acuerdo a la bibliografia y a los resultados de este trabajo, el efecto de la aplicacion de vinaza

en el suelo depende de la cantidad aplicada y su efecto varia en el tiempo.
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Tabla 21. Resumen de los principales efectos causados por la vinaza sobre las variables microbianas analizadas en ambos sitios y cada muestreo.

18 dias 33 dias 5 meses | 8 meses | 13 meses' | 14 dias 50 dias 5meses | 8 meses | 13 meses
+ = + = = = = = - (450) =
+ + + + = = = = = =
= + (450) = nd + (450) = = = nd =
+ - = nd = = = + (450) nd =
= = = nd = = = = nd =
= = = nd + - (450) = = nd =
= = = nd = = = = nd =
= = = = = + + + = =

+: se observd un aumento en esta variable en las parcelas con aplicacién de vinaza respecto al control.

- . se observé una disminucion en esta variable en las parcelas con aplicacion de vinaza respecto al control.

=: no se observaron diferencias significativas en las parcelas con vinaza respecto al control.

* Esta variable present6 diferencias entre las parcelas a tiempo 0. Las mismas fueron consideradas para la comparacion entre

tratamientos en los muestreos posteriores.

Cuando el efecto se observé de forma significativa sélo para una concentracion de vinaza aplicada, la misma se indica entre paréntesis.

nd: no determinado

! Antes de este muestreo se regaron con vinaza todas las parcelas de este sitio.
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CONCLUSIONES

Los resultados mostraron diferentes efectos de la aplicaciéon de vinaza sobre la

microbiota del suelo, dependiendo de la poblacién estudiada y del tipo de suelo.

En el sitio 1 la vinaza promoviéo el aumento de bacterias cultivables heterétrofas,

actinobacterias y bacterias amonificantes.

En el sitio 2 la vinaza aumentd la actividad microbiana.

La estructura de la comunidad bacteriana fue afectada en ambos sitios, principalmente

en el sitio 2.

Cuando se observaron cambios significativos en los procesos biolégicos como
consecuencia de la aplicacion de vinaza, los efectos fueron temporales y mas
acentuados con la mayor dosis de vinaza. Dependiendo de la variable analizada los
cambios se observaron hasta 5 u 8 meses luego de la aplicacion. En algunos casos se
volvieron a detectar cambios luego del riego extra con vinaza en el sitio 1, lo que podria

estar indicando un efecto acumulativo.

Las conclusiones de este trabajo son validas para los suelos estudiados (L1 y B1) y en
las condiciones en que se aplicé la vinaza (Gnica dosis de 150, 300 y 450 m®ha previo al
cultivo de la cafia de azlcar) y no pueden ser generalizadas a otros suelos de la region

ni a otras condiciones de aplicacion.
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PERSPECTIVAS

Continuar el andlisis por DGGE en los muestreos posteriores, para saber si existié una
tendencia a la recuperacion de la estructura de la comunidad volviéndose mas similar al

control, como se observé para otras variables estudiadas.

A partir de los datos obtenidos mediante el analisis por PCR-DGGE del gen del ARNr
16S del dominio Bacteria, se calcularan indices, como el valor de impacto sobre la
diversidad microbiana (IDM), para poder obtener una medida de cuanto difiere la
estructura de la comunidad bacteriana de los suelos tratados con alguna dosis de vinaza

respecto al suelo que no recibi6 tratamiento.

Se realizaran también analisis multivariados para conocer la incidencia de las diferentes
variables (fisicoquimicas, microbioldgicas, tratamientos y tiempo) y la variabilidad del

sistema.
Se estudiaran los efectos sobre la comunidad microbiana a partir de la aplicacién directa

de vinaza una vez al afio, durante un periodo de 3 afos, y se evaluardn entonces los

cambios por acumulacion de la misma.
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ANEXO

1. MEDIOS DE CULTIVO

1.1 Tryptic Soy Agar 1/10 (TSA 1/10)
(Smit et al., 2001)

TSB 39
Agar 15¢g
Agua desionizada | 1000 ml c.s.p

1.2 Starch Casein Agar (SCA)
(Leoni y Ghini, 2003)

Almidén 10g

Caseina 0,3¢g

KNO; 2g

NacCl 29

K,HPO, 29
MgS0,.7H,0 0,059
FeS0,.7H,O 0,019

Agar 169

Agua desionizada | 1000 ml c.s.p

1.3 Medio para deteccion de bacterias amonificantes
(Seeley et al., 1991)

Peptona 409

Agua desionizada | 1000 ml c.s.p




1.4 Medio para deteccién de bacterias nitritantes

(Seeley et al., 1991)

(NH4),S0, 2g

K,HPO, 1g
MgS0O,.7H,0 1,02 g
FeS0,.7H,0 0,73 g
CaCoOs; 59

Agua desionizada | 1000 ml c.s.p

1.5 Medio para deteccion de bacterias nitratantes

(Seeley et al., 1991)

NaNO, 19

K,HPO, 1g

Na,CO; 1g
MgSO,.7H,0 0,599
FeS0O,.7H,0O 0,739

Agua desionizada | 1000 ml c.s.p

1.6 Medio para deteccién de bacterias desnitrificantes

(Seeley et al., 1991)

Nutrien Broth 139
Agua desionizada | 1000 ml c.s.p
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2. SOLUCIONES

2.1 Pirofosfato de Sodio

Pirofosfato de Sodio decahidratado | 1,68 g

Agua desionizada 1000 ml c.s.p

Se llevé el pH a 7 con HCI 10 N

2.2 Soluciones para DGGE

2.2.1 EDTA 0.5M pH 8.0

EDTA 2H,0 18.69
NaOH hasta pH 8

Agua ultra pura | 100 ml c.s.p.

Se agregd EDTA a 70ml de H,O ultra pura. Se agité y agregé NaOH hasta alcanzar pH

8. Se completo el volumen a 100 ml. Se guardd a temperatura ambiente.

2.2.2 Buffer TAE 50X

Tris-Base 60.5g

Acido acético glacial 14.28ml

Sol. EDTA 0.5M pH8.0 | 25ml

Agua ultra pura 250 ml c.s.p.

Se agregd Tris-Base a 150 ml de agua ultra pura. Se agité y agregd acido acético
glacial y EDTA. Después de solubilizar se completo el volumen a 250 ml. Se autoclavo

20 minutos. Se guard6 a temperatura ambiente.

2.2.3 Formamida desionizada

Resina Ag-501-X8 (BIORAD) | 5g

Formamida 100 ml

Se mezclé y agité aproximadamente durante lhora. Se filtré con papel Whatman

(cualitativo N°.4). Se guard6 a temperatura ambiente.
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2.2.4 Acrilamida 40%

Acrilamida 38.93g

Bisacrilamida 1.07g

Agua ultra pura | 100 ml c.s.p.

Se disolvio la acrilamida en 30 ml de agua ultra pura. Se Agregd lentamente la
bisacrilamida agitando. Se completé el volumen a 100 ml. Se filtr6 con membrana
Millipore 0.45uM. Se guardé a 4°C (sin luz).

2.2.5 Solucion 0% de desnaturalizante (6% acrilamida)

Acrilamida 40% | 15ml
Buffer TAE 50X | 2ml

Agua ultra pura | 83 ml

Se mezcl6é acrilamida 40% con TAE 50X y el volumen se completé con agua ultra

pura. Se filtr6 con membrana Millipore 0.45uM. Se guardé a 4°C sin luz (hasta 1 mes).

2.2.6 Solucién 70% desnaturalizante (6% acrilamida)

Acrilamida 40% 15 ml

Buffer TAE 50X 2ml
Formamida desionizada | 28 ml

Urea 29,49

Agua ultra pura 100 ml c.s.p.

Se mezcld urea, formamida, buffer TAE 50X y acrilamida. Se agitd0 aproximadamente
durante 40 minutos hasta que se disolvié la urea. Se completd el volumen a 100 ml
con agua ultra pura. Se filtr6 con membrana Millipore 0.45uM y se guard6 a 4°C por un

mes.

2.2.7 Persulfato de Amonio (APS) 10%

Persulfato de amonio | 0.1g

Agua ultra pura 1ml

Se homogeneizé y se guardd a -20°C como maximo por 1 semana.
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2.2.8 Colorante (D code DYE solution)

Azul de bromofenol | 0.05g
Xilencianol 0.05¢g
Buffer TAE 1X 10ml

Los colorantes fueron disueltos en 10ml de TAE 1X. Se guardd a temperatura

ambiente.

2.2.9 Colorante (2X gel loading DYE)

Azul de bromofenol | 0.005g
Xilencianol 0.005¢g
Glicerol 100% 7ml
Agua ultra pura 3ml

Se agregaron los colorantes al agua y luego se agrego el glicerol. Se guard6 a

temperatura ambiente.

2.3 Reactivo de Nessler

Solucién A
loduro de Potasio | 359
loduro de Mercurio | 50 g
Agua destilada 200 ml
Solucion B
NaOH 5049
Agua destilada | 250 ml

Se prepararon por separado las soluciones Ay B y se
dejaron enfriar. Se agreg6 luego la soluciéon B a la solucion
Ay se llevé el volumen a 500 ml con agua destilada. Se dejo
decantar durante una semana antes de su uso. Se guardo a

temperatura ambiente y a la oscuridad (Seeley et al., 1991).
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3. CEBADORES

F968 - GC | 5- CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC -3° | Heuer et al., 1997
R1378 5'- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG -3 Heuer et al., 1997
Ba519f 5- CAG CMG CCG CGG TAANWC -3’ Lueders et al., 2004
Ba907r 5-CCGTCAATTCMT TTRAGTT -3 Lueders et al., 2004
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