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Resumen

Se evaluo el efecto de aplicacion de vinaza y po-
tasio sobre la estructura de comunidades bac-
terianas de maiz dulce (Zea mays) en un Entic
dystropept y en un Fluventic haplustoll del Valle
de Cauca, Colombia. Se sigui6 un disefio comple-
tamente al azar con cuatro tratamientos y cinco
repeticiones: T1 (100% requerimiento de K* con
KCI), T2 (100% requerimiento de K* con vinaza),
T3 (50% requerimiento de K* con KCI +50% con
vinaza) y T4 (25% requerimiento de K* con KCI
+75% con vinaza). Se establecid la relacidon en-
tre estructuras de comunidades microbianas y
aplicacion de vinaza por el método PCR-DGGE
de amplicones del gen rRNA 16S. El T1 y T2
del Entic dystropept presentd mayor numero de
amplicones y el analisis cluster de distancia eucli-
diana indicé que existe similaridad de comuni-
dades bacterianas en estos tratamientos donde

tanto la vinaza como KCI fueron aplicados para
suplir el 100% de fuente de potasio

Palabras clave: Inceptisol; Mollisol; PCR-DGGE,
Vinaza, comunidades microbianas

Abstract

The effect of vinasse application on the structu-
re of bacterial communities in a Entic Dystropept
and a Fluventic haplustoll Cauca Valley, Colombia
was evaluated. to meet the requirements of K crop
of sweet corn (Zea mays L.). Experimental design
was completely randomized with four treatments
and five replications: T1 (100% requirement of K
* KCI), T2 (100% requirement of K * with vinasse
), T3 (50% requirement of K + KCI + 50% with vi-
nasse) and T4 (25% requirement of K * KCI + 75%
with vinasse). The relationship between microbial
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community structure and application of vinasse by
PCR-DGGE method 16S rRNA gene amplicons
was established. The T1 and T2. Entic dystropept
showed higher number of amplicons and Euclidean
distance cluster analysis, indicate that there simi-
larity of bacterial communities in these treatments
where both vinasse as KCI were applied to supply
100% of source of potassium
Key-words: Inceptisol; Mollisol; PCR-DGGE,
stillage, microbial communities

Resumo

O efeito da aplicacdo de vinhaga sobre a estrutura
das comunidades bacterianas em um Entic Dystro-
pept e um Fluventic haplustoll no Vale do Cauca,
na Colébmbia, foi avaliado. para atender aos re-
quisitos de K*safra de milho doce (Zea mays L.).

Introduccion

La vinaza es el principal residuo de la industria
sucroenergetica. La relacion entre produccion
de etanol/vinaza es aproximadamente 3:1. De
acuerdo a un reporte del Grupo de Investigacion
en Eficiencia Energetica y Energias Alternativas
(GEAL), durante el 2011 los ingenios azucareros
del valle geografico del rio Cauca produjeron 351
millones de litros de bioetanol, generando alre-
dedor de 877.5 millones de litros de vinaza, los
investigadores argumentan que este volumen va
en aumento de acuerdo a la politica nacional de
oxigenacion de la gasolina. La vinaza presenta pH
bajo, altos valores de DQO y DBOs, gran conteni-
do de sdlidos en suspension, entre otros, por ello
se considera como un residuo liquido que impacta
negativamente el ambiente. (Bermudez, Hoyos &
Rodriguez, 2000; Larrahondo, 2009; y Korndorfer,
2009). La resolucion 0100-.N° 0630 0081 de 2012,
en la cual se reglamenta el uso, manejo, aplica-
cién y almacenamiento de las vinazas, y de los
productos que de ella se deriven, en el drea de
jurisdiccién de la corporacién Auténoma Regional
del Valle del Cauca-CVC, indica que para tal fin
es necesario establecer directrices, metodologias,

O delineamento experimental foi trazado, com
quatro tratamentos e cinco repeticées: T1 (100%
exigéncia de K *, KCI), T2 (100% de exigéncia de
K+ com vinhaga ), T3 (50% exigéncia de K + KCI
+ 50% com vinhaca) e T4 (25% exigéncia de K *
KCI + 75% com vinhaca). Foi estabelecida a rela-
¢ao entre a estrutura da comunidade microbiana e
aplicacdo de vinhaga por amplicons do genel16S
rRNA a través deo metodo PCR-DGGE. Os tra-
tamentos T1 e T2 do Entic dystropept apresenta-
ram maior numero de amplicons e a analise de
agrupamento de distancia euclidiana indicou si-
milaridade da comunidade bacteriana nestes tra-
tamentos, onde tanto a vinhaga como KCI foram
aplicados para suprir 100% da fonte de potassio.

Palavras-chave: Inceptisol; Mollisol; PCR-DGGE,
a vinhaga, comunidades microbianas

criterios y procedimientos para el monitoreo y se-
guimiento de actividades relacionadas con estas
sustancias con el fin de controlar alteraciones en
los recursos naturales, agua, aire y suelo. En rela-
cion al suelo, solamente se plantean analisis antes
de aplicar los subproductos de vinaza y no poste-
rior a la aplicacion que es realmente donde se tie-
ne informacién del impacto positivo 0 negativo de
esta sustancia. Los analisis previos a la aplicacion
son bien especificos para la caracterizacion tanto
fisica como quimica, en el primer caso son: textura,
densidad aparente, macro, meso, microporosidad
y porosidad total. Los analisis quimicos: pH, mate-
ria organica, cationes de calcio, magnesio, sodio,
potasio, capacidad intercambio catidnico; y para la
salinidad especial, conductividad eléctrica, catio-
nes solubles de calcio, magnesio, sodio, potasio,
aniones: sulfatos, cloruros, carbonatos, bicarbona-
tos y metales pesados. Respecto a andlisis biol6-
gico solo indica que se establecera una linea base
microbioldgica sin especificar qué tipo de analisis
contempla en relacién a la caracterizacion sien-
do que ésta puede tener diferentes connotaciones
incluyendo conteo, diversidad, actividad metabdlica
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o estructura de sus comunidades. Segun Korndérfer
et al. (2004) por su alta carga de materia organica,
la aplicacion de vinaza genera cambios temporales
en la poblacion de microorganismos del suelo, tal
como fue reportado por Neves et al. (1983) a través
de evaluacién in vitro donde se observé aumentos
substanciales aunque pasajeros en poblaciones de
hongos y bacterias, permaneciendo inhibida la po-
blacion de actinomicetos. Resultados obtenidos en
suelos del Valle del Cauca indican que la reduccion
del espacio poroso en el suelo (densidad aparente
> 1.4 g cm®) por efecto de la vinaza influye negati-
vamente la actividad de las deshidrogenasas en el
tiempo (Narvaez et al., 2010); estas enzimas actuan
en la degradacién de materia organica y son im-
portantes indicadoras del metabolismo oxidativo y
de la actividad microbiana que ocurre en los suelos
(Quilchano & Maranén, 2002). Entre los métodos
actuales para estudios ambientales se encuentran
los moleculares contribuyendo ampliamente en la
descripcion microbiana a nivel genético, basado en
la utilizacion de acidos nucleicos tanto ADN como
ARN extraido de muestras ambientales, segui-
do de amplificacion del gen de interés por PCR y
anadlisis de amplicones por diversas técnicas como
biblioteca de clones, secuenciacidon, microarre-
glos, qPCR (real time) y DGGE (fingerprinting) en-
tre otras(HE et al., 2007; Cardenas & Tiedje, 2008.
Goncalves, 2010). La asociacion de las técnicas

PCR (Reaccion de polimerasa en cadena) y DGGE
(Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturali-
zante) posibilita amplificar y seleccionar fragmen-
tos de DNA metagendmico microbiano presente en
diversos sistemas ambientales. EI DNA amplificado
es separado de acuerdo a las constituciones de GC
(guanina- citosina) de diversos fragmentos, constru-
yendo un perfil de bandas que representan el fin-
gerpinting de la comunidad microbiana, Cambios en
la estructura de estas comunidades son reflejadas
en el perfil de bandas obtenidas a través de DGGE
(Costa, 2010). El objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto de aplicacién de vinaza en la estructura de
comunidades bacterianas en dos 6rdenes de suelos
del Valle del Cauca, Colombia.

Materiales y métodos

El trabajo tuvo lugar en casa de vegetacion de la
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira,
Valle del Cauca (N 03° 30’ 45.6”y W 76° 18’ 29.91”,
1050 m.s.n.m., 23°C y 70% de humedad relativa)
con dos suelos de bajo contenido de potasio (Ta-
bla 1). Las variables fisicas evaluadas fueron den-
sidad aparente, textura, estabilidad de agregados
y porosidad total. La vinaza se obtuvo del Ingenio
Providencia (Tabla 2).

Tabla 1. Propiedades quimicas de los suelos Entic dystropept (A) y Fluventic haplustoll (B)

pH M.O Ca Mg K Na CIC P Cu Zn Mn Fe B

1:1 % Cmol * kg* ppm

550 8.10 6.89 263 0.21 0.18 14.52 51.00 240 11.00 57.21 263.00 0.35
B 764 384 874 354 0.20 017 1176 3490 16.00 3.36 4413 96.75 031

Tabla 2. Composicion quimica de vinaza del 25%

Contenido

Elemento 3
kgm

N 0.007

P,0s 0.020
K;0 3381
Ca0 173
MgO 348
804 0.031

Na

5
A
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En el experimento se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos generados a partir
de la provision de los requerimientos nutricionales de K*del maiz dulce (Zea mayz), con dos fuentes
(KCl y vinaza) y los demas requerimientos nutricionales del cultivo para una cosecha de tres a cuatro

toneladas por hectarea.

Tabla 3 Mezclas de potasio aplicado antes (50%) y después de floracién (50%) del maiz dulce

Mezclas de potasio
Tl 100% KCl
T2 100% vinaza
T3 50% vinaza+50% KCl
T4 75% vinaza+25% KCl

Extraccion de ADN total del suelo

Fue utilizado un protocolo de extraccion de
ADN total del suelo para estudio de diversidad
microbiana adaptado por Lambais et al. (2005).
El procedimiento fue el siguiente: En 0.5 g. de
suelo colocados en tubos de 2 mL con tapa
rosca, fueron adicionados 1,25 mL de Na,PO,
(1 mM — pH 7,0) + SDS 1% posteriormente 0,1
g de PVP(polivinilpirrolidona), se incub6 a 30°C
por 30 minutos, agitando cada 5 minutos, luego
se centrifugd a 12000g por 15 minutos a tem-
peratura ambiente. El sobrenadante (500uL) fue
transferido para un tubo 1,5 (Eppendorf), se adi-
cionaron 50 pL de acetato de potasio (Kac) 5M,
invirtiendo 10 veces, se incubd en hielo por 10
minutos. Se centrifugé a 12000g por 5 minutos
a temperatura ambiente, luego fue transferido el
sobrenadante a un tubo 1,5(Eppendorf) y se adi-
ciond un mL de etanol absolutamente helado, se
mezcld por inversion 10 veces y se centrifugo
por 15 minutos a 4°C. Se lavo el pélete con 500
pL de etanol 70% y se centrifugd por 5 minutos a
4°C. Posteriormente el pelete fue sacado a 37°C
por 20 minutos y se resuspendié en 50 pyL de
agua milliQ autoclavada. La cantidad y calidad
aproximada de ADN fue confirmada en gel de
agarosa al 1%.

Analisis de comunidades microbianas
por PCR- DGGE

Los amplicones del gen rRNA 16S fueron sepa-
rados por electroforesis en gel de poliacrilamida
con gradiente desnaturalizante (DGGE). El DGGE
consiste enlaseparacion de fragmentos de ADN
del mismo tamafo en un gel de poliacrilamida con-
teniendo gradiente desnaturalizante (formamida y
urea) (QVREAS et al., 1997). Las variaciones en la
migracion de los fragmentos de nucledtidos enel
gel son referentes a las diferencias enlaconcentra-
cion de G+C. Los geles de acrilamina: bisacrilamida
(87,5 : 1;m:m) 8%, fueron separados con gradiente
desnaturalizante variando de 15 a 55%, utilizando
dos soluciones: solucion desnaturalizante 100%,
conteniendo 40% (v/v) formamida y 7 M urea, y so-
lucion desnaturalizante 0%, sin urea y formamida
(OVREAS et al., 1997). La electroforesis fue reali-
zada a 60°C e 200 V constantes por 4 horas, en
un sistema de electroforesis vertical DCo de (Bio-
Rad Laboratories, Rio de Janeiro, BR),utilizando
solucion tampdn TAE 0,5X (20 mM Tris-acetato, 0,5
mM EDTA, pH 8,0). Después de la electroforesis, el
gel fue fijado en una solucién 10% de acido acético
glacial por 15minutos. En seguida, el gel fue lava-
do tres veces con agua destilada, inmerso ensolu-
cion de metanol 50% por 15 minutos, lavado tres
veces con agua destilada e inmerso en solucion de
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VISTRA-Green | (1:10000; v/v) (GE Healthcare, Sao
Paulo, BR) por 30 minutos. Después de la colora-
cion, el gel fue lavado tres veces en agua destila-
da y analizado por densitometria, utilizandose un
densiometro laser Fluorimager (GEHealthcare, Sao
Paulo, BR) y el programa Fragment Analysis (GE
Healthcare, Sao Paulo, BR). Los geles fueron ana-
lizados utilizando el programa Diversity Database
(Bio-RadLaboratories, Rio de Janeiro, BR).

Para determinacion de riqueza de los amplicones
de las muestras, se realizé un andlisis de similari-
dad entre las estructuras de las comunidades bac-
terianas a través de concordancia simple (“simple-
matching”), usandose el algoritmo de Ward y la
distancia euclidiana como medida, a través del
programa Systat 12, con base en datos binarios
para presencia 6 ausencia (1 o 0) de las bandas-
detectadas después del DGGE.

Resultados
Los suelos estudiados difieren sustancialmen-

te en contenidos de materia organica con mayor
porcentaje en el Entic dystropept (Tabla 1), el pH

Fi ’

de este suelo es ligeramente &cido y el Fluventic
haplustoll corresponde a un suelo neutro, con li-
gera tendencia a la basicidad. La densidad apa-
rente del Entic dystropept presenté disminucion
significativa al finalizar el ensayo con respecto a
los valores iniciales, por su parte en el Fluventic
haplustoll se incrementd con valores superiores a
1.4 g cm?®, con consecuente disminucién de la po-
rosidad (Narvaez et al., 2010).

La estructura de comunidades bacterianas de
cada suelo se observa en las bandas genera-
das por el DGGE (Figura 1), cada banda en el
gel puede representar mas de un genotipo bac-
teriano, por esta razén no es posible establecer
una relacion directa entre la cantidad de bandas
detectadas por DGGE y el numero de especies
presentes (Lambais et al., 2005), no obstante,
es posible tener un panorama general de res-
puesta microbiana ante un agente externo. La
Figura 2 muestra el numero de amplicones de
cada tratamiento, donde el mayor numero fue
para T1y T2, KCI 100% y vinaza 100%, respec-
tivamente.

T1 T2 T3 T4
Entic dystropept  Fluvnetic haplustoll

T1T2T3 T4

TO Ed TOFh
suelo inicial

Figura 1. DGGE de amplicones de rRNA 16S de Bacteria en un Entic dystropept (Ed) y un Fluventic haplus-
toll (Fh) bajo influencia de aplicacion de vinaza T1 (KCI 100%), (T2 vinaza 100%), (T3 KCI 50%, vinaza 50%),
(T4 vinaza 75%, KCI 25%). TO indica ausencia de vinaza en cada orden de suelo.
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Figura 2.Riqueza de amplicones de rRNA 16S de bacterias por PCR- DGGE presentes en un Entic dystro-
pept y un Fluventic haplustoll bajo influencia de aplicacion de vinaza T1 (KCI 100%), (T2 vinaza 100%), (T3
KCI 50%, vinaza 50%), (T4 vinaza 75%, KCI 25%). TO indica ausencia vinaza en cada orden de suelo.

Los resultados basados en presencia y ausencia de bandas detectadas en el gel DGGE fueron agrupa-
dos en un cluster jerarquico (Figura 3). La similaridad microbiana basada en los amplicones presentes
se analiz6 a través de la distancia euclidiana.
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Distancia euclidiana

Figura 3. Agrupamiento jerarquico con base en separacion de amplicones de rRNA 16S de bacte-
ria por PCR- DGGE presentes en un Entic dystropept (Ed) y un Fluventic haplustoll (Fh) bajo influencia
de aplicacién de vinaza T1 (KCI 100%), (T2 vinazal00%), (T3 KCI 50%, vinaza 50%), (T4 vinaza 75%,
KCI 25%). TO indica ausencia de vinaza en cada orden de suelo.

En conjunto con el agrupamiento jerarquico se reali-
z4 un analisis multivariado NMDS (Analisis no métri-
co dimensional con Primer 5), seguido de un analisis
de similaridad (analisis multiple de similaridad), este
analisis se realizé basado en el agrupamiento de las
muestras antes y después de aplicacion de vinazas
y considerando las variables ambientales pH, ma-

teria organica y también variables microbioldgicas
biomasa y actividad microbiana - CO2 y cociente
metabolico qCO2 (datos no presentados). Los resul-
tados indican de modo general que los suelos fueron
agrupados de forma dispersa antes de aplicacion de
tratamientos y de una forma mas estrecha después
de aplicacion de los mismos (Figura 4).
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N 4 Entic dystropept pre-vinaza

7 Fluventic haplustoll pre-vinaza
8 Entic dystropept post-vinaza

@ Fluventic haplustoll post-vinaza

Figura 4. Analisis NMDS con base en separacion de
amplicones de rRNA 16S de bacteria, pH, materia
organica, biomasa microbiana-C, respiracion miro-
biana-CO2, presentes en un en un Entic dystropept y
un Fluventic haplustoll antes de aplicacion de vinaza
(pre-vinaza) y después de aplicacion(post-vinaza)
(T1 KCI 100%), (T2 vinaza 100%), (T3 KCI 50%, vina-
za 50%), (T4 vinaza 75%, KCI 25%).

Discusion y conclusiones

Los resultados obtenidos por distancia euclidia-
na (Figura 3) agrupan los tratamientos T1, T2 del
Entic dystropept en un solo cluster indicando que
no existen diferencias estadisticas entre ellos. El
agrupamiento y mayor niumero de microorganis-
mos bacterianos en los tratamientos mencionados
indica que las mezclas no favorecieron su creci-
miento, sin embargo es importante considerar el
sistema de cultivo ya que en el caso de actividad
microbioldgica esta se encuentran estrechamente
relacionada a los factores suelo-cultivo (Hernandez
et al., 2003), en este sentido Rosero et al., (2013)
reportd en un cultivo de habichuela que la mezcla
en cantidades iguales de K y vinaza favorecio la
biomasa microbiana en diferentes suelos, en con-
traster esultados de la actividad de deshidrogenasa
reportados por Narvaez et al., (2010) en los mismos
suelos del presente estudio indican en el Fluventic
Haplustoll baja actividad de la enzima, argumen-
tando posibles efectos del deterioro fisico de este
suelo al agregar vinaza, principalmente incremento
de la densidad aparente (D.A. > 1.4 g cm™®) lo cual
influye en la reduccién del espacio poroso, creando
condiciones anaerobias, que ademas de disminuir
la actividad de la biomasa microbiana, afectan el
estado metabdlico y la produccidn de enzimas por
las células (Tejada, Garcia. Moreno & Hernandez,
2007). Estos resultados son concordantes con los

reportados por Montenegro et al. (2009) donde
microorganismos del suelo Fluventic haplustoll se
afectaron negativamente en contenido de biomasa
microbiana y cociente metabdlico (QCO2), los datos
de estas variables biolégicas fueron consideradas
en el presente estudio para ser correlacionadas con
la estructura de comunidades bacterianas (Figura
4), los resultados presentan claramente agrupacion
dispersa de los tratamientos antes de aplicar vina-
za, esta agrupacion cambia a una forma compacta
cuando se aplica vinaza, lo que sugiere comporta-
miento de respuesta microbiana a la aplicacion de
vinaza tanto en el Entic dystropept como en el Flu-
ventic haplustoll, en este sentido las propiedades
del suelo juegan un papel importante ya que siem-
pre va a existir impacto de respuesta, pero en la
medida en que las condiciones del suelo estén qui-
mica, fisica y bioldgicamente estables la resiliencia
sera mayor ante efectos negativos de compuestos
presentes en residuos como la vinaza que si bien
puede ser benéfico para los microorganismos en
algunos casos como T2 del Entic dystropept de
este estudio, también puede ser muy perjudicial en
suelos degradados fisicamente.

Los resultados obtenidos en T1y T2 del Entic dys-
tropept indican que existe similaridad de comuni-
dades bacterianas en estos tratamientos donde
tanto la vinaza como KCI fueron aplicados para
suplir el 100% de fuente de potasio
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