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Entrenamiento en la metodologia de evaluacion de la actividad biol6gica del suelo

INTRODUCCION

Los microorganismos se encuentran en todos los ambientes naturales. En general,
es el nivel y la naturaleza de los nutrientes disponibles, quienes determinan el
nivel de crecimiento microbiano (Frioni, 2011).

Al considerar ambientes terrestres, nuestra atencion se dirige casi
indefectiblemente hacia el suelo y las plantas, porque es donde tienen lugar los
procesos determinantes para el funcionamiento del ecosistema. El crecimiento
microbiano més importante tiene lugar en la superficie del suelo, normalmente en
la rizésfera. Incluso un pequefio agregado de suelo contiene microambientes muy
diferentes (Madigan et al., 2004).

Las actividades de los microorganismos en este ambiente altamente heterogéneo,
difieren drasticamente del comportamiento manifestado en medios clasicos de
laboratorio. No actlan solos; otros microorganismos, la micro y mesofauna, la
vegetacion y las propiedades fisicas y quimicas del suelo y la accion del clima y
del hombre, contribuirdn a exaltar o inhibir un determinado proceso biolégico
(Frioni, 2011).

En términos de actividad biolégica global, no interesa el estudio de grupos
particulares de organismos de un ecosistema dado, muchas veces interesa
conocer globalmente su actividad mediante el empleo de técnicas que evaltan la
actividad de la micropoblacion en su conjunto. Son técnicas comparativas
empleadas para informar rapidamente sobre la potencialidad biolégica de estos
ambientes (Frioni, 2011).

El rol imprescindible que cumplen las poblaciones microbianas en los distintos
ambientes, ya sean naturales o modificados por el hombre en busqueda de
satisfacer sus diversas necesidades, justifica la importancia del conocimiento de
todas aquellas técnicas que nos permitan conocer su naturaleza y aquellos
factores que inciden en su actividad.

Con la base de conceptos tedricos acerca de la actividad bioldgica de suelo,
sumando la posibilidad de cuantificar sus parametros en sitios especificos,
lograremos alcanzar el objetivo de una produccion sustentable utilizando de la
mejor manera los recursos bioldgicos que nos brinda la naturaleza.
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OBJETIVOS

e Adquirir experiencia en la metodologia de evaluacion de la actividad bioldgica
del suelo, a partir del analisis de muestras tomadas en un ensayo a campo.

e Aprender a generar informacion y conclusiones a partir de un gran namero de
datos.

e Lograr la determinacion de la influencia de distintas practicas de manejo del
suelo en la actividad biolégica del mismo, integrando conocimientos adquiridos
en la carrera.

e Fomentar mis capacidades para desenvolverme correctamente en un equipo
de trabajo.

LUGAR DE TRABAJO

Los trabajos fueron realizados en la Catedra de Microbiologia Agricola de la
Facultad de Ciencias Agrarias, UNNE, Ciudad de Corrientes Capital.



Entrenamiento en la metodologia de evaluacion de la actividad biol6gica del suelo

DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

En el desarrollo de la presente pasantia se realizo la evaluacion de la actividad
biolégica de un suelo horticola, para determinar los resultados de la aplicacion de
enmiendas orgénicas.

Los procesos o indicadores biologicos analizados fueron la actividad respiratoria,
actividad celulolitica y actividad amonificante.

Con las determinaciones abordadas, se logré cuantificar tanto la actividad global
de los microorganismos (respiracion) como la de grupos fisiologicos especificos
(celuldlisis y amonificacion).

Procedencia y acondicionamiento de las muestras de suelo

Se trabajé con muestras de suelo de un ensayo realizado en la localidad de
Gorina, partido de La Plata (Buenos Aires), llevado a cabo en el marco de un
proyecto en el que participan la catedra de Edafologia de la FCAyF (UNLP), el
INTA La Plata y la catedra de Microbiologia agricola de la UNNE. Fue realizado
sobre un Hapludert tipico, en produccion horticola intensiva bajo cobertura plastica
y con sistema de fertirriego por goteo.

La hipétesis del ensayo era que la cama de pollo fresca utilizada como enmienda
en producciones intensivas bajo cobertura, no mejoraba las caracteristicas fisicas
y fisico-quimicas de los suelos, ademas de que a largo plazo aumenta la salinidad,
alcalinidad y desbalance de nutrientes (en caso de no ajustar la dosis a los
requerimientos del cultivo). Por ello, como objetivo general, el ensayo buscaba
comparar los efectos de la aplicacion de una enmienda organica fresca y otra
estabilizada y compostada, sobre las propiedades del suelo,

Los tratamientos abordados en el ensayo fueron los siguientes:
» Tratamiento 1 (Testigo, en adelante “T”), sin aplicacion de enmiendas.

» Tratamiento 2 (Cama de pollo fresca, en adelante “CP”), agregado de
enmienda organica conforme se efectla en la regién (cama de pollo, dosis
aproximada equivalente a 30-40 tn.ha™, que representa en volumen, 100

3 -1
m-©.ha™).

» Tratamiento 3 (Compost dosis productores, en adelante “CDP”), agregado
de compost de cama de pollo, dosis correspondiente al contenido de
materia organica del tratamiento CP.
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» Tratamiento 4 (Compost doble dosis, en adelante “CDD”), agregado de
compost de cama de pollo, con doble dosis del tratamiento CDP.

Las muestras fueron tomadas tanto en superficie, de 0 a 15 cm, como en
profundidad, entre los 15 y 30 cm. A su vez, cada tratamiento constaba de cuatro
repeticiones, teniendo entonces un total de 32 muestras con las que se trabajaron
en la pasantia.

Las muestras llegaron al laboratorio de Microbiologia acondicionadas desde su
lugar de origen: secas al aire, molidas, tamizadas (malla de 2 mm) y embolsadas,
como se observa en la figura 1.

Figura 1: Muestras de suelo acondicionadas y Figura 2: Detalle de muestra rotulada.
embolsadas.

A modo de facilitar su identificacion, se procedié a su rotulacién (ver figura 2 y
tabla 1) y fraccionamiento en bolsas de menor tamafio con el peso indicado para
el procedimiento de cada determinacion (figuras 3, 4y 5).

Figura N° 5: Bolsitas con 30 gramos de

suelo para cada determinacién

Figura N° 4: Bolsitas con

Figura N° 3: Fraccionado

de muestras suelo tras el fraccionado.
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Tabla 1: Rétulo de muestras, segin numeracion del laboratorio de microbiologia.

N2 Muestra Tratamiento Repeticion Profundidad
1041 R1 0-15
1042 R1 15-30
1043 R2 0-15
1044 . R2 15-30
1045 et R3 0-15
1046 R3 15-30
1047 R4 0-15
1048 R4 15-30
1049 R1 0-15
1050 R1 15-30
1051 R2 0-15
1052 R2 15-30
1053 Cama de pollo 3 o_1s
1054 R3 15-30
1055 R4 0-15
1056 R4 15-30
1057 R1 0-15
1058 R1 15-30
1059 R2 0-15
1060 Compost dosis R2 15-30
1061 productores R3 0-15
1062 R3 15-30
1063 R4 0-15
1064 R4 15-30
1065 R1 0-15
1066 R1 15-30
1067 R2 0-15
1068 Compost R2 15 - 30
1069 doble dosis R3 0-15
1070 R3 15-30
1071 R4 0-15
1072 R4 15-30

La modalidad de trabajo adoptada para todas las determinaciones fue ordenar las
muestras en bloques, correspondientes a cada una de las repeticiones: bloque 1
con todos los R1, bloque 2 con los R2, y asi sucesivamente. Es decir, se
conformaron cuatro bloques de 8 muestras cada uno, 2 de cada tratamiento (una
por cada profundidad de muestreo).
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Esto permitio trabajar con un numero razonable de muestras, dada la gran
dificultad que representaria trabajar con las 32 muestras a la vez en cada
determinacion.

Ademas, cualquier variacion o suceso que pudiera afectar a las muestras durante
su incubacion, seria “absorbida” por todos los tratamientos, manteniendo asi la
igualdad de condiciones.

DETERMINACIONES

A. ACTIVIDAD RESPIRATORIA

La respiracion constituye un proceso redox de obtencion de energia, donde los
dadores de electrones pueden ser compuestos organicos o inorganicos, pero los
aceptores son por lo general inorganicos (Frioni, 2011).

La respiracién del suelo es un proceso que refleja la actividad biolégica del mismo
y se pone de manifiesto a través del desprendimiento de CO, o0 el consumo de Oy,
resultante del metabolismo de los organismos vivos. Todos los microorganismos
heterotrofos tienen la propiedad de degradar la materia organica, obteniendo la
energia que necesitan para su desarrollo a través de la descomposicion de
compuestos organicos tales como celulosa, proteinas, nucle6tidos y compuestos
humificados. En estas condiciones redox de oxidacion de la materia organica por
los microorganismos (respiracion microbiana), el oxigeno funciona como aceptor
final de electrones obteniéndose como producto final del proceso CO, y agua
(Coyne 2000, Frioni 2011).

Debe considerarse que los microorganismos estan sometidos a continuos cambios
y para minimizarlos, regulan la actividad relativa de sus enzimas y, como
consecuencia, microorganismos diferentes tienden a producir productos similares,
en condiciones aerobias: material celular, agua y CO,. La cantidad de CO,
producido depende del nimero y tipo de organismos presentes, de la naturaleza y
cantidad de las fuentes de carbono oxidable, y esta influenciada por la aireacion,
temperatura y reaccion del suelo (Coyne 2000, Frioni 2011).

Método:
Determinacion del desprendimiento de CO; en incubaciones aerébicas de suelo.

Principio del método:

El suelo es incubado en un sistema aerdbico cerrado a 28 - 30 °C. El CO;
producido es absorbido en una disolucién de hidréxido de sodio (NaOH) que es
posteriormente valorada por titulacion (Ohlinger, 1996).
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Materiales:
e Suelo: 30 g por muestra (seco al aire, molido y tamizado).
e Recipientes plasticos (bols) y elemento de mezcla (cuchara).
e Bolsitas de polietileno de 30 um de espesor.
e Frascos de 270 — 300 ml.
e Hidroxido de sodio 0,5 N.
e Acido clorhidrico 0,5 N.
e Bureta.
e Vasos de precipitados o Erlenmeyers, de 100 — 125 ml.
e Cloruro de Bario 2%.
¢ Fenolftaleina (indicador &cido - base).
e Algodon y alcohol (para desinfectar otros materiales, como cucharas).

Descripcién de la técnica:

1) Humedecimiento: Se colocaron 30 g de suelo en un recipiente plastico y se
agregaron gotas de agua con una pipeta Pasteur, mientras se removia con una
cuchara, a modo de lograr la homogeneidad (figura 6).

La finalidad fue lograr una humedad cercana al 60% de la capacidad de campo del
suelo (Garcia Izquierdo et al., 2003). Es importante lograr un nivel de humedad que
estimule la actividad microbiana pero manteniendo las condiciones de aerobiosis.

,,,,,,,

Figura 6: Detalle de suelo humedecido en
recipiente plastico y cuchara para remover.

Se registré en una planilla el peso seco y el peso humedo de cada muestra, para
posteriormente determinar el porcentaje de humedad de incubacion, con la férmula:

%Humedad = [(Peso Humedo — Peso seco) / Peso suelo seco] x 100
2) Armado de la camara de incubacion: Se cargaron en un frasco 40 ml de una

solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 0,5 N, con el objetivo de captar el CO,
liberado por la muestra (figura 7).
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La muestra de suelo humedecida se introdujo en una bolsita de polietileno de 30
micrones de espesor. Este material es permeable a los gases (CO,, O,, NH3) e
impermeable al vapor de agua.

La bolsita con suelo se colocé de tal forma que quedd suspendida dentro del
frasco, sujetandola en la parte superior con la tapa al cerrar herméticamente el
frasco y evitando que tome contacto con la solucion (figura 8).

Se prepararon, ademas, tres tratamientos “blancos”: frascos cargados con NaOH
pero sin la bolsita con suelo. Procedimiento realizado con el fin de capturar y
cuantificar el CO, circundante que no haya sido liberado por la muestra,
descontarlo en el resultado final y asi evitar la obtencion de datos

sobredimensionados.

Figura 8: Detalle de una
camara de incubacidn.

Figura 7: Carga de frasco
con NaOH 0,5 N.

= =S

Figura 9: Camaras listas para ser llevadas a incubacidn.
Enfrente tres blancos, atrds ocho muestras de un bloque.
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3) Incubacién: Se llevaron las muestras a incubacion en estufa a 28 — 30°C
durante 7 dias.

Tanto la temperatura como la humedad influyen de manera muy importante en la
respiracion (Garcia lzquierdo et al., 2003), lo cual justifica la relevancia del uso de
la estufa para que todas las muestras estén sometidas a igual temperatura durante
su incubacion.

Durante la incubacion, el CO, proveniente de la respiracion microbiana, que
circula dentro de este sistema cerrado, es captado por el NaOH formando
carbonato de sodio (Na,CO3) y liberando agua, segun se observa en la siguiente
reaccion quimica:

CO,+ 2 NaOH ----------==m---- > Na,CO3; + H,O

4) Titulacion: Pasada la semana de incubacidon, se realizé la medicion por
retrovaloracion de la captacion de CO; en solucién alcalina. Es decir, se evalud la
cantidad de NaOH que no reaccioné con el CO, mediante titulaciéon con acido
clorhidrico, con fenolftaleina como indicador de pH.

La fenolftaleina es un indicador acido-base, cuyo punto de viraje se encuentra en
un valor de pH de 8,2, por debajo del cual es incoloro y por encima toma una
coloracion rosada o fucsia.

Se realizé una titulacion por duplicado para cada muestra con acido clorhidrico
(HCI) 0,5 N, para lo cual se tomaron dos alicuotas de 10 ml de cada frasco.

Se vertié cada alicuota en un vaso de precipitados de vidrio, se le agregaron dos
gotas de cloruro de bario (BaCl,) a fin de precipitar el carbonato de sodio formado,
y unas gotas de fenolftaleina, que torno color fucsia a la solucion (figura 10).

Las reacciones quimicas ocurridas en esta etapa son las siguientes:

2 NaOH + BaCl; ------------- > 2 NaCl + Ba(OH),
Na,CO; + BaCl, ------------- > 2 NaCl + BaCOg;
Ba(OH), + 2 HC| ---------------- > BaCl, + 2 H,O

Con el empleo de una bureta, se aplica gota a gota el HCI 0,5 N hasta que el
indicador vire a incoloro y se registran los mililitros utilizados (figuras 11 y 12). Se
titularon tanto las muestras como los tratamientos “blancos”.

10
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Figura 10: Recipiente éon

alicuota, cloruro de bario
y fenolftaleina.

Figura 11: Detalle de la titulacion.

Figura 12: Alicuota titulada.

Los volumenes utilizados en cada titulacion se registraron en planilla, para su
posterior conversion, por formula, en didxido de carbono liberado.

5) Célculos en gabinete: ElI CO, producido y liberado por la muestra se calculd
por diferencia entre el titulo promedio de los blancos y el titulo promedio de cada
una de las muestras (obtenidos a partir de la titulacién de sus dos alicuotas).

(B-M)xNx22x40x100
10xP

mg CO, por 100 g de suelo seco =

Donde:

B: Promedio de los ml gastados en la titulacién de los blancos.

M: Promedio de los ml gastados en la titulacién de la muestra en cuestion.
N: Normalidad del 4cido.

22: Peso equivalente del CO..

11
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40: Mililitros del hidréxido de sodio cargados en el frasco.
100: Gramos de suelo de referencia para la determinacion.
10: Mililitros de la alicuota titulada.

P: Gramos de suelo colocados en la bolsita (30 gramos).

Resultados obtenidos

El siguiente grafico expresa los valores promedio de los datos obtenidos en las
cuatro repeticiones, para cada tratamiento y profundidad. Se obtuvo la liberacién
diaria de CO;, dividiendo por 7 el resultado de la semana de incubacion.

Actividad respiratoria

15,00

12,00

9,00

H SUPERFICIE
6,00

seco/dia)

H PROFUNDIDAD

3,00 -

Respiraciéon (mg C02/100g suelo

0,00 -+

T CcpP CDP CDD

Tratamientos

Grafico 1: Actividad respiratoria de los diferentes tratamientos y profundidades, expresada en
miligramos de dioxido de carbono liberados por 100 gramos de suelo seco por dia. Referencias: T:
Testigo, CP: Cama de pollo fresca, CDP: Compost dosis productores, CDD: Compost doble dosis.

El tratamiento CDD, que constaba de la aplicacion de compost al doble de la dosis
utilizada usualmente por los productores, liberé6 el mayor volumen de COa,
expresando una mayor actividad microbiana global en ambas profundidades de
muestreo.

Considerando la profundidad del muestreo, se reflej0 una mayor actividad
respiratoria en la parte superficial en todos los tratamientos.

Andlisis estadistico

Las siguientes tablas expresan los resultados obtenidos con el andlisis de varianza
mediante el uso del software Infostat, con el método de comparacion LSD Fisher y
un nivel de significacion de 0,05 (5%).

12
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Tabla 2: Comparacion de tratamientos, en superficie y en profundidad. Las medias
con una letra comudn no son significativamente diferentes.

_ Superficie Profundidad
Tratamiento | CO, liberado (mg/100g CO; liberado (mg/100g
suelo/dia) suelo/dia)
T 6,29 A 4,45 A
CP 8,12 A 7,33 A B
CDP 7,07 A 4,72 A
CDD 10,48 A 9,69 B

En superficie, no existi6 diferencia estadisticamente significativa entre
tratamientos. En profundidad, el tratamiento CDD, manifest6é una actividad
respiratoria estadisticamente mayor que los tratamientos T y CDP.

Tabla 3: Comparacién de profundidades dentro de cada tratamiento. Las medias con
una letra comun no son significativamente diferentes.

T CP CDP CDD
Superficie 629 |A| 812 |A| 707 | A | 1048 | A
Profundidad | 445 | A | 733 | A | 472 |A]| 969 | A

Dentro de cada tratamiento, no existi6 diferencia significativa entre las dos
profundidades de muestreo.

B. ACTIVIDAD CELULOLITICA

La celulosa, polisacarido constituido por unidades de glucosa, es uno de los
constituyentes vegetales mas importantes, representando un 15% del peso seco
en leguminosas y gramineas jovenes, y mas de un 50% en materiales lefiosos. Sin
embargo, los analisis de suelos indican que sélo representa una pequefa fraccion
(menos del 1%) de la materia organica.

La celuldlisis, es el proceso mediante el cual la celulosa es hidrolizada por un
complejo enzimatico conocido como celulasa, presente en una variedad de
bacterias, hongos y protozoos (Frioni, 2011).

La importancia agronomica del estudio de la descomposicion de la celulosa, radica
en que los rastrojos o residuos de cosechas, asi como los excedentes de
pastoreo, constituyen el principal aporte que puede efectuar el productor para
mantener el nivel de materia organica del suelo.

13



Entrenamiento en la metodologia de evaluacion de la actividad biol6gica del suelo

La descomposicion de restos vegetales de cualquier naturaleza se realiza entre
dos extremos de potencial redox: condiciones aerObicas, donde intervienen
bacterias, actinomicetes, hongos, etc.,, y condiciones preponderantemente
anaerobicas, donde actuan exclusivamente las bacterias.

De la degradacion de celulosa en medio aerdbico (condiciébn analizada en la
presente pasantia), se llega a la formacion de biomasa microbiana, CO,, H,0O,
acidos uronicos, entre otros, favorables para la estructuracion del suelo.

Entre los factores mas importantes que afectan este proceso, se encuentran: el
nivel de nitrégeno y fosforo, temperatura, pH, humedad, aireacion, proporcion de
lignina en el material vegetal (Coyne, 2000; Frioni, 2011).

Método
Evaluacion de celuldlisis mediante el empleo de microdiscos de papel de filtro en
placa de tierra (Quant Bermudez F.J., Bakos B. 1984).

Materiales:
e Suelo: 30 gramos por muestra (seco, molido y tamizado).
e Placas o cajas de Petri.
e Fuente de celulosa: Papel de filtro.
e Perforadora y tijera (para obtener los microdiscos de celulosa).
e Algodon y alcohol (para desinfectar otros materiales).
e Pinza histoldgica.

Descripcidn de la técnica

1) Obtencion de microdiscos: Como fuente de celulosa para el desarrollo del
método se emplearon discos de papel de filtro. Los microdiscos de celulosa se
obtuvieron con el empleo de perforadora vy tijera, depositandolos en un recipiente
plastico y tratando de aprovechar la mayor cantidad de papel posible (ver
materiales en la figura 13).

2) Preparacion de placas: Se desinfectaron las placas con alcohol y se rotularon
en su parte inferior. A continuacién, se colocaron 30 gramos de suelo tamizado por
placa y se niveld la superficie para lograr un mejor contacto con los microdiscos e
igualdad de condiciones de humedad (figura 14).

14
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Figura 13: Materiales para la obtencién de
microdiscos. seco v nivelado.

3) Humedecimiento: Con pipeta Pasteur, se aplicé agua gota a gota hasta lograr
el humedecimiento correcto del suelo, tratando de lograr un 60% de la capacidad
de campo. Esta operacién reviste importancia para estimular la actividad
microbiana pero manteniendo las condiciones aerébicas del medio.

Se registraron los pesos seco y himedo de cada muestra, que permitieron calcular
el porcentaje de humedad de incubacion.

Figura 15: Humedecimiento de
suelo en placa con pipeta
Pasteur.

4) “Siembra” de microdiscos: Se dispusieron sobre la superficie del suelo de la
placa 50 microdiscos de papel con el empleo de la pinza histoldgica, logrando un
intimo contacto entre el papel y el suelo humedecido. Por placa se colocaron
127,8 mg de celulosa (peso promedio de 50 microdiscos), donde cada disco
representd un 2% del total.

Para facilitar su control, resultdé conveniente colocarlos en hileras, con un numero
de microdiscos conocido de cada una. En este caso, se dispuso una hilera central
de 10 microdiscos, dos de 9, dos de 7 y dos de 4 en los bordes (figuras 16 y 17).
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Figura 16: Disposicion de la Figura 17: Detalle de placa con los
primera fila de discos sobre el 50 discos “sembrados”.
suelo.

L2

Figura 18: Ocho placas correspondientes a un bloque con todos los
discos sembrados.

5) Incubacioén: Las placas fueron apiladas en bloques de ocho y puestas en una
bolsa con su correspondiente roétulo, y de esa forma fueron llevadas a incubacion
en estufa (figuras 19 y 20).

Figura 19: Blogue con ocho placas Figura 20: Detalle del
listo para ser llevado a incubar. bloque rotulado.
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6) Control de placas: Se realizaron revisiones semanales durante 28 dias. Es
decir, las placas fueron inspeccionadas cuatro veces en intervalos de siete dias.
En cada revision, se analizd y registré el nivel de degradacién de cada disco,
empleando la siguiente escala de grados de ataque:

e Sin atacar: Condicién en la cual el disco se encuentra igual que al momento de
la siembra, sin visualizarse degradacion ni presencia de manchas o colonias
microbianas.

e Parcialmente degradado: El disco presenta parte de su superficie degradada
y/o con la presencia de manchas, sin llegar a su completa desaparicion. Existe
una pérdida parcial de su consistencia, que puede constatarse con el empleo
de la pinza, pues el disco aun puede ser separado del suelo.

e Totalmente degradado: Se constata una pérdida total de consistencia, no
pudiendo individualizarse al disco, que se confunde con el suelo y no se lo
puede separar del mismo. En general queda reducido a una capa
mucilaginosa, donde no se observa nada de papel.

Estos grados de ataque son sucesivos, desde el primero al tercero, pero no
necesariamente llegan a evidenciarse los tres. En general, los discos presentaron
una degradacion parcial que avanzd con el correr de los dias, y en las ultimas
revisiones cierta proporcion de los discos de cada caja (excepcionalmente la
totalidad) alcanzaron la degradacién total, dependiendo del tratamiento del que
provenia la muestra.

En cada revisién, en caso de ser necesario, se repuso el agua perdida en cada
una de las placas de Petri, con el empleo de la pipeta Pasteur.

También se registraron otras caracteristicas observables como la presencia de
micelio, su volumen (bajo, medio, alto), su color, etc.

Resultados obtenidos
Los resultados promedio de las cuatro repeticiones se expresan en los siguientes
graficos, como porcentaje de degradacion, siendo 50 microdiscos el 100%.
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Degradacion de celulosa en superficie (0 - 15 cm)
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Grafico 2: Porcentaje de degradacion de celulosa de cada tratamiento a nivel superficial,
observado en cada control semanal. Referencias: T: Testigo, CP: Cama de pollo fresca, CDP:
Compost dosis productores, CDD: Compost doble dosis.

Degradacion de celulosa en profundidad (15 - 30 cm)
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Grafico 3: Porcentaje de degradaciéon de celulosa observado en cada control semanal, en las
muestras profundas de los tratamientos. Referencias: T: Testigo, CP: Cama de pollo fresca, CDP:
Compost dosis productores, CDD: Compost doble dosis.

En los graficos anteriores se advierte una mayor actividad celulolitica en el
tratamiento CDD respecto al resto de tratamientos, desde la segunda hasta la
altima revision y en ambas profundidades. De hecho, en superficie es el Unico
tratamiento que manifestd degradacién de celulosa en la primera semana.
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Ademas, se observa la tendencia general de una mayor degradacion de celulosa
en las muestras superficiales de cada tratamiento.

Analisis estadistico

Las siguientes tablas expresan los resultados obtenidos con el andlisis de varianza
mediante el uso del software Infostat, con el método de comparacion LSD Fisher y
un nivel de significacion de 0,05 (5%).

Se realizd considerando la degradacion total alcanzada en la ultima revision (28
dias).

Tabla N° 4: Comparacion de medias entre tratamientos superficiales y en
profundidad. Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes.

Tratamiento | Superficie Profundidad
T 15,5 A 14,0 A B
CP 28,5 A 15,0 AB
CDP 51,5 AB 6,0 A
CDD 76,5 B 34,0 B

El tratamiento CDD tuvo la mayor actividad celulolitica, marcando diferencia
estadisticamente significativa con los tratamientos de menor celuldlisis en ambas
profundidades.

Tabla N° 5: Comparaciéon de medias entre profundidades de cada tratamiento. Las
medias con una letra comdn no son significativamente diferentes.

T CP CDP CDD
Superficie 155 | A| 285 | A| 515 |A| 765 | A
Profundidad 14 A| 150 | A 6,0 Al 340 | A

No existio diferencia significativa entre las profundidades de cada tratamiento.

C. ACTIVIDAD AMONIFICANTE

El nitrdgeno es un componente esencial para la nutricion de las plantas superiores
y los microorganismos. La mayoria del nitrégeno en el suelo esta bajo formas
organicas, y sélo una pequefia fracciobn se encuentra en formas minerales
utilizables directamente por las plantas y la flora microbiana, pudiendo asi llegar a
ser el factor limitante de los procesos biolégicos del medio edéfico.
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El proceso de mineralizacion del nitrdgeno, ocurre fundamentalmente mediante dos
procesos: la amonificacién (cuya determinacion se aborda en el desarrollo de la
pasantia), proceso mediante el cual el nitrdgeno organico es convertido en amonio
bajo la acciobn de un elevado ndmero de microorganismos heterotrofos; y la
nitrificaciéon, u oxidacibn del amonio liberado a nitrato, llevada a cabo
fundamentalmente por bacterias autotrofas de los géneros Nitrosomonas Yy
Nitrobacter (Garcia Izquierdo et al., 2003).

Del nitrégeno mineralizado en el suelo, con pocas excepciones el amonio es el
principal producto de la reaccion y no estad confinado a unos pocos grupos de
microorganismos, sino que es el tipico y caracteristico producto de excrecion
nitrogenado de la gran mayoria de ellos. La meso y macrofauna excreta &cido
arico; y los mamiferos Urea.

Debido a que la liberacion de amonio es un fenbmeno asociado con muchos
organismos fisiolégicamente diferentes, el nitrdgeno es mineralizado en las
condiciones mas extremas, tanto el potencial redox, como de temperatura y niveles
hidricos

El amonio, por reacciones bioquimicas en el suelo, tiene un destino multiple; una
parte es adsorbida por bases de intercambio o neutraliza los acidos del suelo, otra
es inmediatamente re-utilizada por multiples microorganismos heterétrofos (con la
condicibn de que tengan una sustancia carbonada energética aprovechable)
quedando bajo la forma microbiana o fungica; o bien si las condiciones son
favorables, ser oxidado por los autétrofos a NO, y NOs, y a veces segun las
condiciones de formacion y pH (7 o mayor) ser liberado a la atmoésfera por
volatilizacion (Coyne, 2000; Frioni, 2011).

Método
Determinacion del desprendimiento de amonio en incubaciones aerobicas de
suelo.

Principio del Método

Esta basado en la estimacién de NH3; desprendido durante la incubacion del suelo
en un sistema cerrado. EI NH3; es atrapado en una disolucion de acido sulfurico
(H.SO,) y posteriormente cuantificado por colorimetria con reactivo Nessler.

Este método estd descrito en la literatura para la determinacion de amonio en
aguas residuales (AWWA, 1985). Por tal motivo, en el desarrollo de la presente
pasantia, se colaboré con su estandarizacion para conseguir aplicarlo en la
determinacién de nitrégeno amoniacal liberado por una muestra de suelo en
incubacion aerdbica y capturado por una solucién de acido sulfurico.
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Reactivo Nessler

El reactivo Nessler (solucibn acuosa de tetraiodo mercuriato (II) de potasio en
medio alcalino) es un reactivo quimico utilizado para la determinacion del
nitrégeno amoniacal. Reacciona tomando una coloracion amarilla o parda, en
funcion de la concentracion del amoniaco o del ibn amonio (Vogel, 1976).

El color amarillo es indicador de bajas concentraciones de amoniaco (de 0,4 a
5mg/L). Se mide (con una sensibilidad aceptable) en la zona de longitudes de
onda que va de 400 a 425nm, cuando se dispone de un recorrido de luz (cubeta)
de 1cm.

Analisis espectrofotométrico

Los quimicos han utilizado durante mucho tiempo el color para la identificacion de
sustancias quimicas. La espectrofotometria se puede considerar como la
extensiéon de la inspeccién visual en donde un estudio mas detallado de la
absorcion de energia radiante por las especies quimicas permite una mayor
precision en su caracterizacion y cuantificacion (Day, 1999).

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar
la concentracion de un compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas
absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz
absorbida depende de forma lineal de la concentracién. Para hacer este tipo de
medidas se emplea un espectrofotometro, en el que se puede seleccionar la
longitud de onda de la luz que pasa por una solucién y medir la cantidad de luz
absorbida por la misma (Diaz, 2000).

Curvas de calibracion

Una curva de calibracion es la representacion grafica de la relacion de
proporcionalidad existente entre la concentracibn de una sustancia y la sefal
analitica o respuesta que genera un instrumento. Tomando una serie de “patrones
de calibracion”, de los cuales se conoce la concentracién del analito, se procede a
su medicion con el instrumento analitico bajo las mismas condiciones que las
utilizadas posteriormente para los materiales de ensayo (de concentracion
desconocida). Una vez establecida la grafica de calibrado, puede obtenerse la
concentracion de analito por interpolacion (Miller y Miller, 2002).

Teniendo en cuenta lo expuesto en el parrafo anterior, en la pasantia se trabajo
con una solucion de sulfato de amonio 10 milimolar, a partir de la cual se
obtuvieron los patrones de calibracion o0 estandares con una concentracion
conocida de amonio. Tras la medicion de su absorbancia en el espectrofotometro,
se obtuvo una curva de calibracion que permitio calcular por interpolacion la
concentracion de amonio de las muestras analizadas.
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Obtencién de estandares

Se decidi6 trabajar con una escala de siete estandares (hnumerados de 0 a 6), con

cantidades crecientes de sulfato de amonio y una proporcién constante del 10%

de reactivo Nessler para todos.

Los pasos para su preparacion fueron los siguientes:

e Se prepar6 la solucion de sulfato de amonio 10 mM (milimolar), colocando
0,134 g de sulfato de amonio en 100 mL de agua, mediante el empleo de un
matraz aforado.

e Se cargo aguay 1 ml de reactivo Nessler en siete vasos de precipitados.

e Se agregaron en los vasos anteriormente preparados, cantidades crecientes
de la solucién de sulfato de amonio, completando 10 ml de solucion.

Tabla 6: Composicion de los estdndares:

0 1 2 3 4 5 6

Amonio (mg/L solucidn) 0 0,95 19 2,85 3,8 4,75 5,7
Agua (ml) 9,000 | 8,975 | 8,950 | 8,925 | 8,900 | 8,875 | 8,850
Reactivo Nessler (ml) 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
Solucién de sulfato de amonio (ml) | 0,000 | 0,025 | 0,050 | 0,075 | 0,100 | 0,125 | 0,150

Volumen final (ml) 10 10 10 10 10 10 10

Para lograr mayor exactitud, se prepararon tres bloques (A, B y C) de siete
estandares, permitiendo generar asi tres curvas de calibracion y seleccionar
aquella que presente el mayor R? para la posterior interpolacién de datos.

Confeccion de curvas de calibracion

Con el empleo del espectrofotometro de la catedra de Microbiologia (figuras 21 y

22), se procedio a la lectura de absorbancia de los estdndares de los tres bloques

preparados.

En primer lugar, para poner a punto el aparato se llevaron a cabo los siguientes

pasos:

e Prenderlo y esperar 15 — 20 minutos antes de empezar a medir.

e Poner en modo “Transmitancia”.

e Colocar una celda con agua y otra con un cuerpo negro.

e En la celda con agua, se deberia obtener un valor de 100% de transmitancia, y
entonces se aprieta el boton “100% T.

e La celda con el papel negro deberia arrojar el valor de 0% de transmitancia, y
se aprieta entonces el botén “0% T”.
El fundamento de los dos pasos anteriores, es indicar o fijar en el aparato los
limites de transmitancia.

e Por ultimo, se aprieta el boton “MODE” para pasar del modo transmitancia (T)
a Absorbancia (A), para iniciar las mediciones.
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Figura 22: Detalle del interior del
espectrofotometro, donde se encuentran las
cavidades para introducir las celdas.

Figura 21: Espectrofotdmetro BIOTRAZA 722
perteneciente a la Catedra de Microbiologia.

Se cargaron 3 ml de cada estandar en las celdas del espectrofotémetro (figura 23),
y se colocaron en la cavidad del aparato (figura 24).

Se inicié con el estandar 0 y se siguié con la secuencia hasta llegar al estandar 6.
Se realiz6 la lectura de absorbancia para cada estandar, cuyos valores se
observan en la tabla 7.

B |
Figura 23: Detalle de una celda Figura 24: Celdas en las
cargada. cavidades del interior del

espectrofotdémetro.

Figura 25: Detalle de los 3 bloques con 7 Figura 26: Detalle de los 7 estandares del bloque C.
estandares cada uno.
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Tabla 7: Absorbancia medida con el espectrofotometro de cada una de las
repeticiones de los estandares.

BLOQUES

ESTANDAR A B C
0 0,463 0,469 0,478
1 0,644 0,632 0,660
2 0,792 0,811 0,820
3 0,942 0,977 0,960
4 1,083 1,116 1,104
5 1,275 1,253 1,244
6 1,381 1,410 1,424

En la tabla 7 se observa un claro aumento de los valores de absorbancia cuanto
mayor es la concentracion del amonio del estdndar analizado.

El siguiente paso fue realizar 3 graficos lineales con cada una de las repeticiones
(A, By C), y obtener de cada uno de ellos (con el empleo de las funciones del
software Excel) la linea de tendencia, el valor del coeficiente de determinacién (R?)
y la ecuacion del gréfico.

y=0,1538x+0,3247 A
R =0,9974
1,500

1,000 /
0,500 - ——A

——Lineal (A)

0,000 T T T T T T 1
0,00 0,9 19 2,85 3,80 4,75 5,70

Absorbancia (adimensional)

Concentraciéon de amonio (mg/L)

Grafico 4: Absorbancia en funcion de la concentracion de amonio. Estandares del bloque A.
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y =0,1561x + 0,3283 B
. R2=0,9979
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Grafico 5: Absorbancia en funcion de la concentracion de amonio. Estandares del bloque B.

y =0,1532x + 0,3429 C
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Gréafico 6: Absorbancia en funcion de la concentracion de amonio. Estandares del bloque C.

El coeficiente de determinacion se interpreta como la proporcién de la variabilidad
total en Y (variable dependiente) explicable por la variacion de la variable
independiente. Por ser una proporcion, el coeficiente de determinacion varia entre
0 y 1. Cuanto mas proximo esté a 1, mayor valor predictivo tendra el modelo en el
sentido que los valores observables estaran muy préximos a la esperanza
estimada por la regresion (Di Rienzo et al., 2005).

En vista de lo anterior, tener un valor de R? significativamente préximo a 1, implica
que la variacion de los valores registrados en la lectura de absorbancia del
espectrofotometro, estan explicados (al menos en gran medida) por la variacion en
la concentracion de amonio de los estandares.

Los valores de R? obtenidos en las 3 curvas oscilan entre 0,9974 y 0,9982, por lo
cual la correlacién entre las variables es alta. Se obtiene, pues, la ecuacion de la
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curva con R? mas elevado (construida con los valores del bloque C) para su
posterior empleo en las determinaciones:

Y =0,1532X + 0,3429

Donde Y corresponde al valor de la lectura de absorbancia del espectrofotometro
(variable dependiente) y X a la concentracion de amonio (variable independiente).

Despejando la variable X, se obtendran los valores correspondientes en ppm
(mg/L) de amonio para cada muestra, a partir de los datos obtenidos con el
espectrofotometro.

Materiales:
e Suelo: 30 g por muestra (seco al aire, molido y tamizado).
¢ Recipiente plastico (Bols).
e Elemento mezclador (cuchara).
e Bolsitas de polietileno de 30 micrones de espesor.
e Pipetas (micro y macropipeta).
e Matraz aforado de 100 ml.
e Frascos de boca de cierre hermético, de 270 — 300 ml de volumen.
e Acido sulfarico 0,2 N.
e Reactivo de Nessler.
e Vasos de precipitados o Erlenmeyers.
e Espectrofotometro BIOTRAZA 722.

Descripcién de la técnica:

1) Humedecimiento: Procedimiento fue llevado a cabo de igual manera que para
la determinacion de actividad respiratoria.

Se colocaron 30 gramos de suelo en un recipiente plastico, y se aplicé agua gota a
gota con el empleo de una pipeta Pasteur, hasta que se logr6 una humedad
proxima al 60% de la capacidad de campo.

Se registraron en esta operacion los pesos seco y humedo de cada muestra.

2) Armado de la camara de incubacion: El suelo humedecido se introdujo en
bolsitas de polietileno, que posteriormente se colocaron suspendidas dentro de
frascos con 30 ml de acido sulfurico N/50 (0,02 N).

Las bolsitas, permeables al NH3, quedaron sostenidas con el cierre de la tapa del
frasco y sin tocar la solucion.

3) Incubacion: Se llevaron los frascos preparados a estufa, a temperatura entre
28 — 30°, durante 7 dias.
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El objetivo fue que durante este periodo, el NH; liberado sea captado por el acido
del frasco, formando sulfato de amonio, segun lo explica la siguiente reaccion:

H2S0,4 + NH3 + HO —mmmmeemmmmeeeev > SO4(NHa)2 + H20 + H2SO4 no combinado

4) Determinacion por espectrofotometria: Tras la semana de incubacion, de
cada frasco se tomd una alicuota de 18 ml y se la depositd en un vaso de
precipitados, donde se la mezclo con 2 ml de reactivo Nessler (representando un
10% de la solucion). Asi se obtuvo una solucion de 20 ml para cada muestra
(figuras 27 y 28).

Figura 27: Recipientes con reactivo Nessler y Figura 28: Detalle de 2 muestras con
su alicuota correspondiente. reactivo y alicuota.

Como se explicé en péarrafos anteriores, el espectrofotémetro debié ser encendido
15 — 20 minutos previos a su utilizacion.

Se realizaron lecturas por triplicado de cada muestra a partir de los 20 ml de
solucién obtenidos anteriormente.

Es importante destacar la limpieza y cuidado de las celdas del espectrofotometro,
puesto que no debe existir ningun tipo de interferencia para el aparato en la
determinacion de la absorbancia.

Las celdas fueron enjuagadas dos veces antes de cada determinacion: primero
con agua destilada, y luego con una fraccion de la propia alicuota que iba a
medirse. Esto con el objetivo de que el valor obtenido sea exclusivo de la muestra
en cuestion, y no exista influencia alguna de muestras medidas anteriormente.

Tras realizar un correcto enjuague, se cargo la celda con la solucién a determinar
(volumen de 3 ml) y se la colocé en la cavidad donde el espectrofotometro realiza
la lectura.

Ademas, fue necesaria la preparacion de tratamientos “blanco”.

A diferencia de lo descripto para la determinacién de actividad respiratoria, no fue
necesaria la incubacion de un frasco vacio, puesto que en aquel caso era
necesario eliminar de la consideracion todo el CO, circundante no perteneciente a
la respiraciéon de la muestra.
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En la determinacion de actividad amonificante, no se busca cuantificar el amonio
circundante (si existiese). El objetivo de la preparacion del blanco es desestimar la
coloracion propia del Nessler, que toma incluso al mezclarlo s6lo con agua
destilada. Esa coloracion amarilla, pese a ser tenue, debe ser excluida a la hora
de trabajar con los datos de lectura de absorbancia, pues no se corresponde con
una concentracion determinada de amonio ni amoniaco (no deberian estar
presentes en el agua destilada).

Por ello, el tratamiento “blanco” se preparé en el mismo momento de la
determinacion de actividad de amonificante de las muestras. Se cargd un vaso de
precipitados con 9 ml de agua destilada y se le agregd 1 ml de reactivo Nessler.
Se observo que la solucién tomé una leve coloracién amarilla.

Se registraron en planilla todos los valores arrojados por el dispositivo de lectura
del espectrofotémetro (figura 29), para cada uno de los tratamientos.

Figura 29: Detalle de lectura de absorbancia arrojada
por el espectrofotémetro.

Se realiz6 un promedio de los tres valores de cada muestra obtenidos
anteriormente, obteniendo asi un solo valor por tratamiento.

Cabe destacar que también se realizaron 3 lecturas para los 2 tratamientos
blancos, y se realizé un promedio para cada uno (promedio de blancos).

5) Calculos en gabinete: En la ecuacion obtenida con la curva de calibracién, se
despeja la variable que se desea hallar (la variable X, partes por millbn de amonio
en solucioén), y el valor promedio de lecturas de absorbancia de cada muestra
reemplaza a Y, permitiendo asi conseguir el valor X:

Si
Y =0,1532X + 0,3429

entonces
X =(Y-0,3429)/0,1532
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Este paso se realiz6 tanto con los valores promedio de las muestras como para los
blancos.

Entonces, al resultado obtenido para cada muestra, se le resté el valor de su
correspondiente tratamiento blanco, por lo expuesto en péarrafos anteriores.

Con esta operacion se consigue, finalmente, obtener la concentracion en mg/L de
amonio en cada muestra.

Resultados obtenidos
El grafico 7 expresa los resultados obtenidos en mg/L de amonio de cada
tratamiento, tras la resta correspondiente del valor del blanco.

Actividad amonificante

0,5000
0,4500
0,4000
0,3500
0,3000
0,2500
0,2000
0,1500 -
0,1000
0,0500 -
0,0000 -

m SUPERFICIE
m PROFUNDIDAD

Amonificacién (mg de amonio / L)

T CcpP CDP CDD

Tratamientos

Grafico 7: Actividad amonificante de los diferentes tratamientos y profundidades, expresada en
mg/L de amonio. Referencias: T: Testigo, CP: Cama de pollo fresca, CDP: Compost dosis
productores, CDD: Compost doble dosis.

Se puede observar un claro contraste entre lo acontecido en superficie y en
profundidad. En el primer caso, el tratamiento T presentd una liberacién de amonio
claramente mayor que el resto.

En profundidad, por el contrario, el testigo fue el que menor actividad amonificante
evidencid. Mientras tanto, los demas tratamientos tuvieron resultados similares,
siendo superior al resto aquel en el que se utilizé cama de pollo sin compostar
(CP).

En todo caso, no se evidenciaron diferencias significativas estadisticamente de
ningun tipo, ya sea comparando tratamientos entre si o profundidades dentro de
cada tratamiento (LSD Fisher).
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CONCLUSIONES

La aplicacion de una enmienda compostada en el doble de la dosis habitualmente
utilizada por los productores (tratamiento CDD) condujo a una mayor actividad
respiratoria y celulolitica. Ademas, estos incrementos tuvieron lugar en ambas
profundidades analizadas, sugerente de un enriquecimiento no soélo a nivel
superficial sino también en profundidad.

El andlisis de actividad amonificante segun el método propuesto llevo a resultados
llamativos. Ambos tratamientos donde se aplicaron enmiendas compostadas (CDP
y CDD), mantuvieron un nivel amonificacion intermedio y similar en ambas
profundidades de muestreo.

Por el contrario, el testigo (T) obtuvo la mayor liberacion de amonio en superficie y
la menor en profundidad; mientras que ocurrié lo inverso con el tratamiento CP,
manifestando ambas un comportamiento desigual para las profundidades en
cuestion.

COMENTARIOS FINALES

Desde un punto de vista personal, haber tenido la oportunidad de trabajar en este
proyecto ha resultado sumamente enriqguecedor en mi formacion como profesional.

Los objetivos propuestos al inicio de la pasantia se han cumplido de manera
satisfactoria, logrando comprender la importancia que reviste la aplicaciéon de
enmiendas orgéanicas en la estimulacién de la actividad microbiana del suelo.

La determinacion de los indicadores bioldgicos desarrollados, me permitié adquirir
experiencia en lo referido a técnicas de laboratorio, como asi también profundizar
en ciertos conocimientos tedricos adquiridos en el transcurso de la carrera.

El desenvolvimiento en el equipo de trabajo ha resultado sencillo, teniendo en

cuenta el respeto y la cordialidad con que se manejan los integrantes de la catedra
de Microbiologia Agricola.
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OPINION DEL ASESOR

El alumno José Recalde ha cumplido de forma excelente las actividades
enmarcadas en su trabajo final de graduacion modalidad pasantia.

Todas las determinaciones fueron realizadas en forma muy responsable y con una
actitud proactiva a resolver cualquier circunstancia o repeticion necesaria.

Se generaron instancias de debate en muchas oportunidades que fueron muy
fructiferas tanto para él, como para mi crecimiento como asesora y habla de su
curiosidad y sus ganas de profundizar en todos los analisis

Se involucré en el equipo de trabajo de la Catedra de Microbiologia Agricola de
forma muy fluida y ademas participé en otras actividades que se le requirieron y
siempre con la mejor predisposicion.

Ing. Agr. Marcela Cossoli

JTP Microbiologia Agricola
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