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RESUMEN

En la produccion de aceite de oliva mediante centrifugacién en dos fases se genera el
desecho “alperujo® el cual puede ser utilizado para producir compost. Durante el
compostaje se establece una sucesidn de grupos de microorganismos, con una
diversidad caracteristica en cada etapa y que se relacionaria con los cambios en los
parametros fisicoquimicos y con el tipo de material a compostar. El objetivo de este
seminario de titulo fue estudiar el proceso de compostaje del alperujo: sus parametros
fisicoquimicos y las poblaciones de hongos, bacterias y actinobactetias. Para ello, se
utilizé la técnica independiente de cultivo T-RFLP y los marcadores moleculares
correspondientes, como I2 regién intergénica /TS7-iITS4 para hongos, el gen que
codifica para el RNAr 16S de bacterias y una regién especifica del mismo gen para el
seguimiento de las actinobacterias. Los grupos flngico y bacteriano fueron los méas
diversos y dindmicos durante el proceso en comparacién con las actinobacterias. No
hay cambios significativos de la diversidad en el tiempo para los grupos bacteriano y
fangico y la diversidad del grupo actinobacteria se mantiene relativamente constante
durante todo el proceso con un leve aumento al final def compostaje que se relacioné
con la disminucién de la temperatura y de la conductividad. Ei compost obtenido
cumple con la normativa establecida considerando los parametros pH, salinidad,
relacion carbono nitrégeno, humedad y el indicador de madurez. Los datos obtenidos
de diversidad genética y parametros fisicoquimicos durante el compostaje de alperujo
permitirian disefiar estrategias para mejorar el proceso, tales como entregar
condiciones ambientales mas favorables (i.e. humedad o aireacion) o el aislamiento de
microorganismos, que puedan servir de base para formular indculos, para acelerar y

optimizar el compostaje de alperujo.
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ABSTRACT

In the production of olive oil by centrifugation in two phases it is generated waste
“alperujo” that can be used to produce compost. During composting a succession of
groups of microorganisms it is established with a characteristic diversity at each stage
and which relate to changes in the physicochemical parameters and the type of material
to be composted. The aim of this seminar was to study the degree of composting
process alperujo: their physico-chemical parameters and the populations of fungi,
bacteria and actinobacteria. For this, independent culture technique T-RFLP and
corresponding molecular markers, as the intergenic region /TS7-/7S4 fungi, the gene
coding for 168 rRNA of bacteria and a specific region of the same gene to monitor was
used to actinobacteria. The fungal and bacterial groups were the most diverse and
dynamic during the process compared to the actinobacteria. No significant changes of
the diversity for bacterial and fungal groups was detected and diversity of actinobacteria
group remains relatively constant throughout the process with a slight increase at the
end of composting which was associated with decreased temperature and conductivity.
The compost obtained complies with established considering the parameters pH,
salinity, carbon nitrogen ratio, moisture and maturity index. The data obtained from
genetic diversity and physicochemical parameters during composting alperujo allow
design strategies to improve the process, such as providing more favorable conditions
(i.e humidity or ventilation) or isolation of microorganisms, which could serve as a basis

for formulating inoculum, to accelerate and optimize the composting alperujo.
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INTRODUCCION

La produccién nacional de aceite de oliva durante el afio 2012 excedio las 11000
toneladas (Servicio Nacional de Aduanas y Chileoliva, 2013) generando una gran
cantidad de desechos a partir de su metodologia de extraccién. En general, la
extraccion consiste en el lavado, molienda y batido de los frutos de olivo. El sustrato
resultante se somete a centrifugacion para obtener el aceite. Esta centrifugacion puede
ser de fres fases, donde se obtiene; aceite de oliva, orujo y agua de vegetacion, siendo
estos dos ultimos desechos de la produccion. Alternativamente, la centrifugacion puede
ser de dos fases, donde se obtiene; aceite de oliva y una mezcla de orujo y agua de
vegetacion que se conoce como “alperujo” y corresponde al desecho de produccién
(Alburquerque y cols., 2004). En su mayorfa la produccién de aceite de oliva se realiza

en un sistema de dos fases, obteniendo como desecho el alperujo.

La composicién quimica de la fraccién orgédnica del alperujo consta de lignina,
hemicelulosa, celulosa, carbohidratos, proteinas, fenoles y carbohidratos solubles,
estando estos fres ditimos en baja cantidad (<10%) (Alburquerque y cols., 2004). El
alperujo contiene compuestos fendlicos, grasas y acidos orgénicos con propiedades
fitotoxicas (Alburquerque., 2006), un pH que oscila entre 4 y 6, ademds de malos
olores. La acidez y el mal olor del residuo pueden ser reducidos agregando una
solucién de Ca(OH),, que genera un producto distinto denominado “alperujo alcalino”
{Ntougias y cols., 2006). La gran cantidad de generacién de este desecho fitotéxico y
con maios olores tiene un impacto ambiental negativo, por lo que el tratamiento del

alperujo para generar nuevos productos s una opcion para evitar esta problematica.




El alperujo puede ser tratado para producir aceite mediante una segunda
centrifugacion, secado y extracciéon quimica con hexano. Esta purificacion es viable,
pero de alto costo de produccién, debido a los costos en la purificacion del producto
final el cual contiene hidrocarburos policiclicos contaminantes. Otro uso propuesto para

el alperujo es la produccion de compost.

Los analisis quimicos para determinar la viabilidad del uso del alperujo para generar
compost muestran que hay factores negativos, como su baja porosidad (mala
aireacion) y la presencia de componentes fendlicos y lipidicos que afectan al desarrolio
de la microbiota y factores positivos, como su alta cantidad de lignina y carbohidratos
que podrian ser utilizados como sustratos para la microbiota durante el compostaje

(Alburquerque y cols., 2004).

Compost a partir de alperujo

El compost derivado del alperujo tiene un bajo costo de produccién y usos significativos
a nivel agricola (O'Ryan., 2007). El compostaje comesponde a un proceso aerébico,
donde los residuos organicos biodegradables presentes en el producto a compostar se
descomponen mediante oxidacién bioquimica de la materia organica por accién,
principalmente, de bacterias y hongos, generando agua, CO,, energia calérica y
materia organica estabilizada o “compost” (www.sinia.cl). Los principales pardmetros
que afectan el proceso de compostaje y por ende la calidad de compost son la

temperatura, oxigenacion, humedad y el tipo de material organico que se composta.




El compost es una fuente de materia organica biodisponible e inorgénica (como
micronutrientes tales como; N, P, K, Ca, Mg, entre otros) que aumenta la fertilidad de
suelos mediante la mejora de sus propiedades fisicas y estructura (formacién de
agregados, aumento de porosidad y por ende la aireacion y circulacién de agua (Sierra
y Rojas., 2003) también ayuda al crecimiento de las plantas, dada la mineralizacion de
la materia organica disponible y aumento y diversificacion de la microbiota del suelo

(aumento de actividades biol6gicas asociadas) (O’Ryan., 2007),

Algunos autores sugieren que el uso de compost de sustrato de hojas de olivo y
fragmentos de orujo podria mejorar la resistencia sistémica ante patégenos como
Botrytis cinérea como se demostré para la planta modelo Arabidopsis thaliana (Segarra
y cols., 2013). El uso de compost podria también degradar xenobitticos y compuestos
recalcitrantes en suelos contaminados por accion de la microbiota presente en el

compost (Semple y cols., 2001).

Segun la normativa chilena oficial, el compost comercializado e importado debe tener
ausencia de materias inertes (vidrio, arena, plastico, metales pesados) y
microorganismos patoégenos (coliformes fecales, salmonella, huevos de helmintos
viables). De acuerdo a su nivel de calidad el compost se puede clasificar en Clase A, el
cual no tiene restricciones de uso y Clase B, de calidad intermedia, que puede
presentar restricciones de uso debido a algunas propiedades fisicoqufmicas como su
mayor conductividad eléctrica, un indicador de salinidad, ya que hay plantas sensibles
a este parametro como por ejemplo algunas plantas omamentales o de interés
agricola. Los parametros fisicoquimicos deben estar dentro de rangos establecidos: pH

(5,5-8,5), conductividad eléctrica (<3 dS/m para Clase A y <8 dS/m para Clase B) y

razdn carbono/nitrégeno “C/N” (<25 para Clase A y <30 para Clase B) (www.sinia.cl).




Ademas, se requiere establecer el indicador de madurez para definir el término del
compostaje y la obtencién de compost maduro. Este indicador queda en funcién de 2
parametros; el indice de germinacion (IG), relacionado con la madurez quimica y que
es determinable mediante un ensayo de fitotoxicidad del compost sc;bre especies de
plantas indicadoras, debiendo tener un valor mayor a 80% y la estabilidad biologica,
medida en relacién al desprendimiento de CO, y que debe tener valores menores a 8
mg C-COx/g materia organica (M Org)/dia (Vamero y cols., 2007; Vamero y cols.,

2004).

Se denomina compost “maduro” al que tiene todas las propiedades anteriormente
mencionadas dentro de los rangos establecidos y por lo tanto es apto para el uso
agricola. En el caso del alperujo, hay antecedentes bibliograficos que indican que el
uso de agentes de carga como hojin (restos de hojas y ramas obtenidas fras la
limpieza de las aceitunas) y estiércol de vacuno, el que permite la reduccién de la

relacién C/N y la fitotoxicidad (www.expoliva.com), facilita el proceso de compostaje.

Microbiota en el compostaje del alperujo

Durante el compostaje se distinguen tres fases en funcion de la temperatura, la
actividad metabdlica de los microorganismos presentes en cada etapa y la liberacion
de calor. Por orden de aparicién las fases son las siguientes: Mesofilica inicial (10-40
C°), termofilica (40-75 °C°), enfriamiento (<45 °C) y maduraciéon (temperatura
ambiente) (O'Ryan, 2007), luego de las cuales se obtiene por lo general un compost

maduro en relacién a los pardmetros indicados anteriormente.



Para estudiar e identificar los microorganismos en las distintas etapas del compostaje
se han usado métodos dependientes de cultivo, los cuales revelan ia presencia de
microorganismos especificos, por ejemplo de los grupos Fimicutes, Proteobacteria y
Actinobacterias en compostaje de alperujo (Federici y cols., 2011) y bacterias
oxidadoras de azufre como Paracoccus y Halothiobacillus en compostaje de alperujo
alcalino (Garcia de la Fuente y cols., 2011) ambos ejemplos corresponden a [a etapa
de maduracién. También se han aislado hongos ascomicetes desde el sustrato inicial
de alperujo y detectado actividades enzimaticas tales como; celulasa, g-glucanasa, g-

glucosidasa, peroxidasa y poligalacturonasa (Romo-Sanchez y cols., 2010).

Sin embargo, debido a las limitaciones en el cultivo de microorganismos, se han
desarrollado metodologias independientes de cultivo para detectar la diversidad
microbiana en muestras ambientales. Estos procedimientos se basan en la extraccion
del DNA desde el compost, amplificacién de marcadores moleculares especificos por
PCR y resolucion de los amplicones mediante DGGE, T-RFLP, libreria de clones, entre
otras. Entre los marcadores moleculares mas usados para estudiar ja diversidad
microbiana estén los genes que codifican para los RNAs ribosomales, los cuales
revelan que, en las etapas iniciales del compostaje de alperujo, son dominantes las
proteobacterias pertenecientes a los grupos Alpha, Beta y Gamma (Vivas y cols.,
2008). En el caso de los hongos, usando como marcadores la regién intergénica de los
genes ribosomales (/7S7-/TS4), los grupos flingicos que predominan en las etapas

iniciales del compostaje son Pichia carbbica, P. holstii y Zygosaccharomyces

fermentati (Romo-Sanchez y cols., 2010).




Las técnicas independientes de cultivo revelan que en alperujo mezclado con astillas
de madera de olivo (95% alperujo, 5% astillas), se produce un aumento en la
diversidad de bacterias hasta la etapa termofilica y también un aumento de la
diversidad de hongos a lo largo de todo el proceso, usando como marcadores
moleculares la regién V3-V5 del gen ribosomal 16S y la region D1-D2 de! gen
ribosomal 285 respectivamente (Agnolucci y cols., 2013). Esto sugiere que existiria
una relacion entre los cambios de los parametros fisicoquimicos del proceso y la

diversidad de grupos de microorganismos.

Los estudios de diversidad también se pueden focalizar en grupos microbianos
especificos, como las actinobacterias. Este grupo corresponde a bacterias
filamentosas, gram positivas con alto contenido G+C que se encuentran en diversos
ambientes y que son de importancia en la agricultura, industria, medicina,
biorremediacion, entre otras (Stach y cols., 2003). Las actinobacterias cumplirian un rol
importante en la etapa de maduracién, dada su actividad de degradacién de la

lignocelulosa y compuestos recalcitrantes en el compostaje (Steger y cols., 2007b).

Ademas, durante el compostaje, cada grupo microbiano tendria una dindmica
particular, entendida como los cambios de abundancia de especies u OTUs (unidades
taxonémicas operacionales) en un intervalo de tiempo definido. Un grupo dinamico es
el que tiene un alto recambio de especies o OTUs en un tiempo definido (Marzorati y
cols., 2008). En el compostaje existiria una relacién entre la dinamica de los grupos

microbianos y los cambios fisicoquimicos, dada la sucesién de microorganismos

durante el proceso relacionados con las etapas térmicas.




Por lo tanto, el andlisis de los cambios de diversidad {riqueza y abundancia) de los
grupos bacteriano, flingico y actinobacteria durante el compostaje del desecho
industrial “alperujo” seria de relevancia para disefiar estrategias de mejora en Ia

maduracion y desarrollo del proceso.

Deteccién de cambios en la diversidad mediante técnica de T-RFLP

El T-RFL.P corresponde a una técnica de “fingerprinting” de! DNA (Liu y cols., 1997;
Marsh y cols., 2000) generalmente basada en el uso de los genes ribosomales como
marcadores moleculares; para bacterias el gen que codifican para el RNAr 16Sy 23Sy
en el caso de hongos los genes que codifican el RNAr 18S, 28S y las regiones
intergénicas /TS7 e ITS2 (Fig. 1). Esta técnica se usa para comparar la diversidad de
comunidades microbianas y consiste en la amplificacion de una region génica con un
partidor marcado con un fluoréforo en el extremo 5°. Luego, el producto amplificado y
marcado es digerido con una o mas enzimas de restriccion de corte frecuente, donde
los fragmentos terminales (TRFs) marcados con fluorescencia son separados por

electroforesis capilar.

Los perfiles de T-RFLP (electroferograma) proporcionan datos cuantitativos sobre cada
TRF detectado, incluyendo el tamafio en pares de bases e infensidad de fluorescencia
que es una medida de la riqueza y abundancia relativa de cada TRF respectivamente.
Por lo tanto, este método proporciona informacién sobre la diversidad de las

comunidades bacterianas presentes en muestras ambientales (Schiite y cols., 2008).




2

o1 . 1500-2000pb (T2
i RNAr16S _ BACTERIAS
LY 550-600 pb (TS4
ITS1 ITS2
RNAr 18S RNAr 28S h HONGOS
S-C-Act-235-2-5-20 _ 640 pb S-C-Act-878-a-A-19
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Figura 1. Representacion de los segmentos de DNA que amplifican partidores a utilizar
para un experimento de T-RFLP. En la imagen superior se observa el gen del RNAr
16S en bacterias y la posicion de los partidores Fd1-Rp2. En la imagen inferior se
muestra la region de los genes ribosomales de hongos y la ubicacion de los partidores
ITS1 e ITS4 que amplifican la regién intergénica que comprende a los segmentos

intergénicos /ITS7 e ITS2 incluyendo el gen RNAr 5.8S.

En este seminario de titulo se propone evaluar los cambios en abundancia relativa que
experimentan los diferentes grupos microbianos (bacterias, actinobacterias y hongos) y
relacionar dichas variaciones con los parametros fisicoquimicos durante el proceso de
compostaje de alperujo. Este enfoque permitiria conocer y comparar la dinamica de los
grupos microbianos. La informacion seria relevante para disefiar estrategias de mejora
del proceso de compostaje del alperujo, en cuanto a favorecer condiciones
fisicoquimicas para el desarrollo de microorganismos o bien aislar cepas microbianas
de interés aplicado en etapas especificas del proceso de alta diversidad. Estos
aislados podrian servir de inéculos para optimizar el tiempo de compostaje, teniendo

en cuenta la alta o baja dinamica del grupo microbiano.




Hipdtesis y objetivos

Hipdtesis: Durante el proceso de compostaje del alperujo se espera que ocuiran
cambios en la diversidad y la dinamica de los grupos microbianos estudiados (hongos,
bacterias y actinobacterias) en relacién con los cambios en los factores fisicoquimicos
durante el proceso, especialmente con la temperatura, que define etapas criticas

durante el compostaje.

Objetivo general: Evaluar los cambios en la diversidad de los grupos bacterianos,
fungicos y actinobacterias y relacionarla con la variacién de parametros fisicoquimicos

durante el compostaje de alperujo.
Objetivos especificos:

a) Determinar los parametros fisicoquimicos de temperatura, porcentaje de
humedad, razén C/N, pH y conductividad eléctrica a lo largo del proceso de
compostaje.

b} Establecer el indicador de madurez del compost.

c) Determinar la abundancia relativa y rigueza de los TRFs de bacterias,
actinobacterias y hongos durante el compostaje del alperujo mediante patrones
de T-RFLP.

d) Determinar la dindmica de los grupos de microorganismos a lo largo del
proceso de compostaje.

e) Establecer correlaciones entre los parametros fisicoquimicos y la diversidad de

los grupos microbianos estudiados.




10

MATERIALES Y METODOS

1.- Montaje de pilas de compostaje

En el mes de enero del afio 2014 se montaron 3 pilas piramidales de 1 m® con una
mezcla de alperujo y paja de trigo, en una relacién de 3:1 en la planta piloto de
compostaje de AGRIMED ubicada en la comuna de La Pintana, Santiago de Chile. El
alperujo provenia de “Comercial y Agroindustria SOHO S.A.” (comuna de Paine) y
tenia una edad de 3 meses (Fig. 2). El proceso de compostaje se realiz6 entre los
meses de enero e inicios de junio. Para mantener una buena aireacion de las pilas se
realizaron volteos manuales cada semana evitando pozos anaerobios vy
sobrecalentamiento. Ademas se aplicaron riegos con agua de pozo dos veces por

semana para controlar la humedad, que debe estar entre 40-60%.

Figura 2. Fotografias tomadas del sustrato trabajado. Imagen izquierda, alperujo con 3

meses de antigliedad; Imagen derecha, alperujo en proceso de compostaje.
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2.-Medicion de parametros fisicoquimicos

Temperatura

La temperatura (T) se midié mediante un termémetro digital con vastago, en 6 puntos
distintos: Dos al centro (20 cm y 40 cm de profundidad) y los otros cuatro a cada lado
de la pila respectivamente (20 cm de profundidad). Luego, se calculd el promedio de

las 6 mediciones para definir la temperatura final.

Las fechas de muestrec para mediciones de la humedad, la conductividad, el pH y la
cantidad de carbono y nitrégeno se definieron en funcidn de los cambios de
temperatura significativos que se detectaron durante el compostaje (aproximacion de

isotermas).

Porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad (%H) se midi6é calculando la diferencia de peso de una
muestra de una pila (peso inicial ¢ “Fi”), alrededor de 90 g, con su peso resultante
(peso final o “Pf) tras estar 3 dias en una estufa de secado a 70 °C. El resultado se
expresé en porcentaje, segun la definicion:

P, - Py
i

Y%Humedad= x100
&)
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Conductividad y pH

Los valores de conductividad (o) y pH se obtuvieron de filirados de muestra desde
diluciones en una relacion 1:5 viv de muestra agua destilada, utilizando las muestras
deshidratadas usadas previamente para el calculo de la humedad. Los valores se
obtuvieron mediante un conductivimetro (unidad dS/m equivalente a 1/Q m) y un pH-
metro basandose en las metodologias TMECC 04.10 y TMECC 04.11, respectivamente
(TMECC., 2004). En cada medicién, se determiné el pH y la conductividad de 3
réplicas por pila y se calculd posteriormente el promedio de los valores entre las 3
réplicas para obtener 1 valor por pila en cada medicion. Los electrodos se lavan tras
cada medicién con agua destilada. El pH-metro es calibrado a pH 7 y 4 con soluciones
tampones estandar especificas. En el caso del conductivimetro es calibrado con
yoduro de potasio. Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente (alrededor de

25°C).
Porcentaje de materia organica

El porcentaje de materia organica (%M Org) se midid seglin lo establecido por TMECC
0.507-A (TMECC., 2004) desde las muestras deshidratadas. Se pesaron con balanza
analitica en crisol (peso de crisol 0 “pc”) y se vertieron alrededor de 4 g de muestra por
crisol y se determind el peso resultante (peso de crisol con materia seca). Las
muestras fueron calcinadas a 600 °C durante 2,5 h mediante una mufia.
Posteriormente se pesaron los crisoles (peso de crisol con materia calcinada o “pcmc’),

donde el contenido corresponde a la cantidad de cenizas por pérdida de masa y que en

su mayoria corresponderia a materia organica.
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El %M Org queda definido de la siguiente manera:

pems - pcme

%M Org= DomS - pC

100

En cada medicién, se determindé el %M Org de 3 réplicas por pila y se calculé
posteriormente el promedio de los valores entre las 3 réplicas para obtener 1 valor por
pila en cada medicion. Desde el %M Org se puede obtener el porcentaje de carbono
organico (%C Org) segun la siguiente razon:

%M Org

%C Org= T8

Porcentaje de nitrégeno total

La cantidad de nitrégeno se midié desde las muestras deshidratadas, estableciéndose
una muestra Unica de 50 g en proporciones equitativa con el material de las 3 pilas.
Las muestras fueron enviadas al laboratorio AGROLAB donde mediante el método
TMECC 04.02-DD (TMECC., 2004), basado en el método Kjeldahl (determinacién de
nitrégeno total a partir de digestién de derivados y titulacion de amoniaco) se determiné

el porcentaje de nitrogeno total (%N).

Con los datos de carbono y nitrégeno se obtuvo el valor de la relacién carbono

nitrégeno (C/N).




14

3.- indice de madurez

Medicién de indice de germinacion

El ensayo de germinacion se realizé para evaluar la madurez quimica del compost
proveniente de la fase de maduracion y se utilizaron como especies indicadoras de
fitotoxicidad rabanito (Raphanus sativus) y lechuga (Lactuca sativa) al ser altamente

sensibles a compuestos fitotéxicos (Vamero y cols., 2007).

Para el test se realizaron 3 réplicas por cada pila y para cada especie indicadora mas 3
réplicas control con agua destilada. Cada replica consisti6 en una placa donde se
colocaron 10 semillas con 10 mL de filtrado de muestra, obtenido en una relacién de
1:5 viv de muestra y agua destilada (Fig. 3). Las semillas se incubaron durante 3 dias a
25 °C y luego se determind el porcentaje de germinacién con respecto a las semillas
germinadas en el control con agua (100 % de germinacién). De igual forma, se midié el
largo de la radicula de cada semilla germinada respecto del largo obtenido en el confrol

(Vamero y cols., 2007).

Los porcentajes establecidos para el célculo del indice de germinacién son definidos a

continuacién:

Porcentaje de Germinacién relativo (GR):

GR(%) N°DESEM]’LLASGERMADASENEXTRACTOXIOO
b)) =
N°® DE SEMILLAS GERMINADAS EN TESTIGO

Largo de radicula relativo (ER}:

LARGO PROMEDIODE RADICULAS EN EXTRACT 0(cm)

ER(%) =

LARGO PROMEDIODE RADICULAS EN TESTIGO(cm)
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indice de germinacién (IG):

GRx ER

1600 =100

10 semillas por placa Incubacién por tres dias a 25 °C  Filtrado de dilucién 1:5

N =

¢ .

Lactuca sativa

Figura 3. Montaje experimental para la determinacion de los indices de germinacién de
cada especie indicadora utilizando el compost de alperujo como sustrato.

Medicién de desprendimiento de CO,

El desprendimiento de CO, se midié desde las muestras de compost durante la fase de
maduracion y tiene relacién con el nivel de actividad de microorganismos heterotréficos
(Varnero y cols., 2004); un bajo nivel indicaria estabilidad en la proliferacién de estos
microorganismos. Se utilizan 20 g por pila y cada muestra se lleva a humedad 6ptima

con agua destilada (60% de humedad).
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Se establecié ademas una muestra control, que solo contiene agua destilada. El
montaje experimental se muestra en la Figura 4, el cual consiste en colocar un frasco
grande con Ila muesira (compost) y un frasco pequefio destapado que contiene 10 mL
de NaOH 0,2 M. Los frascos se incubaron durante 24 h a 28°C. Una vez terminada [a
incubacion se destaparon los frascos grandes y los frascos con NaOH se taparon
inmediatamente. Para determinar el desprendimiento de CO,, se agregé a cada frasco
con NaOH, 2 mL de BaCl; 0,2 M y entre 3 a 6 gotas de fenolftaleina. Las soluciones se
titularon con HCI 0,1 M, identificando el punto de neutralizacién por el cambio de color

de azul a blanco (Frioni., 1999).

Las reacciones quimicas que occurren en el proceso experimental se especifican a

continuacion:

2 NaOH + COZ -2 Na2003
Na,CO; + BaCl, = NaCl + BaCO; (aspecto lechoso)

Y el exceso de NaOH reacciona con BaCl, para formar Ba{OH), el cual se titula con
HCI;

2 NaOH + BaCl; 2 Ba(OH), + 2 NaCl
Ba(OH), + 2 HCl = BaCl, + 2 H,0

El desprendimiento de CO, se determina a partir del volumen de HCI gastado, como se
indica a continuacion:

X mi de HCI 0,1 M gastado = X/2 ml NaOH 0,2 M {que no reacciond con CO R

1 mi de NaCH 0,2 M equivale a 1,2 mg de CO..

La cantidad de carbono contenido en el CO, (C-CO,) se define como:

12
mg C-CO, =mg CO; X vy
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El C-CO; se divide por la cantidad de materia organica (g M Org), determinada por
calcinacion de las muestras utilizadas, de manera que el resultado final quede
expresado como; mg C-CO./g M Org/dia. El valor obtenido desde la muestra control o

blanco es el correspondiente al del ambiente, por lo que se resta a los valores por pila.

e _-ji 1,2, 3: Frascos con muestras
\ respectivas de cada pila.

‘ 4: Frasco control

|| Frascos pequenos destapados: Contienen NaOH 0.2 M

BaCl2

Figura 4. Esquema de experimento para la determinacién del desprendimiento de CO,

mrom Titulacion (HCI0,1 M)  mxmm

en cada muestra. Luego de la incubacion, los frascos pequefios son sacados y tratados
con BaCl, y titulados con HCI 0,1 M.

4.- Determinacion de la diversidad genética de los grupos microbianos

Purificacion del DNA y amplificacién por PCR

Para el andlisis de diversidad, se colectaron 3 muestras en 3 puntos al azar en cada
pila (3 réplicas por pila) a 40 cm de profundidad. Los tiempos de colecta de las
muestras son los mismos en que se realizo la determinacién de los parametros

fisicoquimicos (Fig. 6). Las muestras se conservaron a -20 °C hasta su uso.
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La purificacion del DNA se realiz6 con el kit “Power soif isolation kit" (MO-Bio} de

acuerdo con las instrucciones del proveedor.

Las muestras de DNA se amplificaron por PCR, utilizando partidores especificos para
cada grupo microbiano (Tabla 1). Todas las reacciones de amplificacion se prepararon
con un GoTag® Green Master Mix (DNA polimerasa en buffer de reaccién 1X (pH 8,5),
200 uM de cada dNTP y 1,5 mM de MgCl;) (Promega, WI, USA), 10 uM de cada
partidor y 1 uL de muestra de ADN, completando con agua un volumen total de mezcla

de 25 uL. Para el caso del par de partidores Fd7-Rp2 se utiliz6 la mitad del volumen,

El ciclo para la amplificacion del gen que codifica el RNAr 16S consistid en una
denaturacién inicial de 3 min a 94 °C, mas 30 ciclos con denaturacion a 94 °C por 1
min, alineamiento a 57 °C por 30 s y extensién a 72 °C por 2 min. Se finalizé con una

extensibn de 7 mina 72 °C.

Para la amplificacion de la regidn intergénica /TS7-ITS4 el ciclo consistié en una
denaturacion inicial de 3 min a 94 °C mas 30 ciclos con denaturacién a 94 °C por 30 s,
alineamiento a 57 °C por 30 s y extensidén a 72 °C por 1 min 30 s. Se finalizé con una

extension de 10 mina 72 °C.

Para la amplificacion de la region del gen que codifica el RNAr 16S especifico para
actinobacterias, de ahora en adelante denominado ACT, el ciclo consisti® en una
denaturacion inicial de 1 min a 94 °C més 15 ciclos con denaturacién a 94 °C por 1
min, alineamiento a 57 °C por 30 s y extension a 72 °C por 2 min. Se finalizé con una

extensionde 7 mina 72 °C.
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La calidad de los amplificados se evalué mediante electroforesis en geles de agarosa

al 1,2% p/v tefiido con “Gel red". Las condiciones de electroforesis fueron 80 V, 400 mA

y 70 min de comrida. Para todos los experimentos se utilizé el marcador de peso

molecular 100-3000 bp (Fermentas) y agua esterilizada como control negativo. Los

controles positivos utilizados fueron DNA de cianobacteria del género Nostoc para el

gen RNAr 16S, Penicillium expansum para el segmento /7S7-ITS4 y la actinobacteria

Frankia sp para ACT.

Tabla 1. Partidores usados para la amplificacién de los genes ribosomales

Nombre | S8ecuencia (56" -> 3") Gen que | Tamafio | Referencia

de amplifica esperado

partidor (bp)

S-C- CGCGGCCTATCAGCTTGTTG | Regién de | 640 Stach ¥

Act- RNAr 16S en cols.,2003

235-a- actinobacterias

S-20

S-C- CCGTACTCCCCAGGCGGGG

Act-

878-a-

A-19

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG | Segmento 550 - 600 | Gardes y
ITS1-ITS4 en Bruns .,1993

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC hongos

1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG |Regitn de|1500 ~|Weisburg y
RNAr 16S en|2000 cols., 1990

P2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT | hacterias
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Perfiles de T-RFLP

Un esquema del protocolo experimental se muestra en la Figura 5. Para la
amplificacion de las regiones génicas en estudio se utilizaron pares de partidores
(Tabla 1) en el cual uno de ellos, el partidor delantero o “forward”, estaba marcado con
el fluoréforo FAM en el extremo 5'. La calidad de los amplificados se evalué mediante
electroforesis en geles de agarosa, segun lo descrito con anteriormente. Los productos
de PCR obtenidos se purificaron mediante un protocolo establecido (Promega Wizard
SV gel and PCR clean up system) y se realiz6 la digestion con la enzima de restriccion
de corte frecuente Hhal (GCG”C). La solucién se incub6 a 37 °C por 16 h y se inactivo
posteriormente a 80 °C por 20 min. Los fragmentos de restriccién obtenidos fueron
recuperados con etanol frio y resuspendidos en TE (pH 8). Las muestras fueron
guardadas a -20 °C. La separacion e identificacion de los TRFs se realizé por
electroforesis capilar, en un analizador genético (Applied Biosystems) del cual entrega
un electroferograma caracteristico de la comunidad en estudio, donde se observa el

numero de TRFs de cada muestra (riqueza) y la fluorescencia de cada TRF

(abundancia).
PCR con marcador FAM en extremo 5°
de partidor respectivo
= !k: o o -
L —— -
L ——— -————
Muestra de ADN & . -_—— Electroforesis de prueba, = —
¢ purificacién de producto,
digestibn con Hhal ‘
Intensidad-de —
fluorescencia ‘ —-
Analizador | = |
ganélico, obienclon Precipitacion de ADN
de perfil envio a electroforesis
Largo de fragmento (electroferograma) capiiar

Figura 5. Esquema de protocolo experimental para el T-RFLP.
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Anélisis de perfiles de T-RFLP

El electroferograma identifica a cada TRF por su tamafio en pares de base (bp) y su
abundancia relativa en unidades de fluorescencia (UF). El eleciroferograma se

estandarizo en base g;

(i) Establecimiento de un rango de longitud de fragmentos para la comparacion de 50-
1100 bp, sefiales de menor longitud no se consideraron, con el fin de eliminar la sefial

del partidor.
(ii) Identificacion de las bandas significativas desde 200 UF.

(iiiy Alineamiento manual de los perfiles en relacién al tamafio molecular, segin los
siguientes criterios: Identificacion de los TRFs que estan presentes en al menos 2
muestras del total (TRFs principales) y agrupamiento entorno a los TRFs cercanos al

principal en un rango de 10 bp.

(iv) Normalizacion de las unidades de fluorescencia en fluorescencia relativa de los
TRFs {(expresion de fluorescencia de cada TRF en porcentajes con respecto al total por

muestra).

La fluorescencia relativa de cada TRF se utilizé como un indicador de la abundancia

relativa de los OTUs presentes en cada muestra.

Se definié una matriz de abundancia relativa de jos TRFs presentes en cada muestra y
para cada marcador molecular utilizado. Esta fue llevada al programa Past software
donde se determind el indice de diversidad de Shannon (H) y el indice de equidad (J)

en cada muestra segtn las siguientes ecuaciones:

H=-Z pi x Inpi
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Donde “pi” corresponde a la abundancia de cada OTU con respecto al total de OTUs

presentes en la muestra o riqueza (Begon y col., 1980).

H

J= —

Hmax

Determinacion de la dinamica (Di)

l.a Di se define como el cambio en el nimero de especies dominantes en un intervalo
de tiempo (Marzorati y cols., 2008). Por lo tanto este parametro ecolégico puede ser
evaluado a partir de los perfiles de T-RFLP en relacion al nimero de TRFs que se
mantienen entre dos tiempos consecuiivos de muestreo durante el proceso de
compostaje segin lo esquematizado en Ia Figura 6. Para ello se calculé la similitud
entre los patrones de T-RFLP entre tiempos consecutivos utilizando el coeficiente de
Dice. A partir de la similaridad entre los patrones, se calculé el porcentaje de cambio

segln la definicién (Marzorati y cols., 2008);
%cambio = 100 - %simifitud

Se grafican en el tiempo los porcentajes de cambio (entre dos tiempos consecutivos).
La Di se cuantifica via la tasa de cambio (Af), correspondiente al promedio de los
porcentajes de cambio en el tiempo. El anélisis fue realizado desde el programa Past

software.

5.- Relaciones entre parametros fisicoquimicos e indices de diversidad
Las posibles correlaciones entre los parametros fisicoquimicos y la diversidad medidos
como Indice de Shannon (H), determinada a partir de los perfiles de T-RFLP, se

cuantificé via el coeficiente R? (desde regresion lineal).
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6.- Andlisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza de medidas repetidas (RM ANOVA) de una via con
los datos de promedios de los par@metros fisicoquimicos de porcentaje de humedad y
razén C/N, con el tiempo como factor de variabilidad, para detectar diferencias
significativas entre las réplicas y diferencias entre los tiempos de muestreo. Se tomaron
las pilas como réplicas al no tener los valores de los parametros de porcentaje de
humedad y razén C/N en replicados. Para los parametros de temperatura, pH y
conductividad se realizé un RM ANOVA de dos vias, con el tiempo y las pilas de
procedencia como factores de variabilidad, para detectar diferencias significativas entre
las pilas y diferencias entre los tiempos de muestreo, donde se realizd un post test (test
de Tukey) para encontrar rangos de tiempo especifico en que hay diferencias entre las

pilas.

Para los indices de germinacion se realizé un RM ANOVA de dos vias, con las
especies indicadoras y las pilas como factores de variabilidad, para detectar diferencias

significativas entre las especies indicadoras y entre las pilas.

Para los indices de diversidad y equidad (andlisis por separado) se realizé un RM
ANOVA una via para detectar diferencias significativas entre los tiempos de muestreo

para cada grupo microbiano, tomando el tiempo como factor de variabilidad.

Para los andlisis de significancia estadistica en los parametros fisicoquimicos, indices
de diversidad y equidad y indices de germinacién se utilizd un porcentaje de
confiabilidad de un 95% (p= 0,05), definiendo homogeneidad como hipétesis nula y
diferencias como hipétesis alternativa. Los andlisis se realizaron con el programa

Graphpad Prism (v.6.0).
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La significancia de las correlaciones entre los indices de diversidad y los parametros
fisicoguimicos en el tiempo se realizé un ANOVA de una via sobre los coeficientes R?,
donde la hipétesis nula es que no hay relacién entre las variables dependientes con las
variables independientes y la hipotesis alternativa es que si hay relacion, con un
porcentaje de confiabilidad de un 95% (p = 0,05). Ambos analisis se realizaron

utilizando el programa Microsoft Excel 2010.
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RESULTADOS

1.-Parametros fisicoquimicos durante el proceso de compostaje

Temperatura

El proceso de compostaje se realizé entre los meses de Enero y Junio, La duracion
total del proceso de compostaje fue de 155 dias dado que en dicho periodo las pilas
alcanzaron la temperatura ambiente tras la fase termofilica y estan dentro de Ia
normativa en relacién al indicador de madurez, como se muestra en resultados
posteriores. En cada pila se distinguieron una etapa termeofilica inicial entre 1-37 dias
con 65-70 °C, una etapa termofllica secundaria, entre los dias 40-115 dias con 60-42
°C, una fase de enfriamiento entre los dias 121-129 con temperaturas entre 42-23 °C y
finaimente una fase de maduracién a partir del dia 137 que corresponde a la fase
donde las pilas mantienen la temperatura ambiente (Fig. 6). Las 3 curvas,
correspondientes a cada pila de composfaje, poseen valores promedios de
temperatura significativamente distintos en Ia etapa final, con un valor de p igual a
0,022, dado que las principales diferencias estarian entre los tiempos 108 a 125 (post
test Tukey, valores de p para cada tiempo (comparacién enire pilas) entre 0,0001 y
0,03). Y los valores promedios de temperatura durante el tiempo de compostaje
{comparacién entre tiempos) serian significativamente distintos, con un valor de p igual

a 0,0001, los que definen las distintas etapas del compostaje (Fig. 6).

En la Figura 6 se indican los tiempos de muestreo que se seleccionaron para la

medicion de los otros parametros fisicoquimicos y los perfiles de T-RFLP. Estas siete
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muestras se designaron como: T1 a T7. Donde T7 es una muestra que se realiza con

el objetivo de establecer el término del proceso, determinando el indicador de madurez.

w Temperatura durante el compostaje

Termofilica | Termofilica Il Enfriamiento_Maduracion

‘so

—Temperatura
ambiente
g + Pila1
g
=
g ® Pila2
E. |
(1]
= & . Pila3

it

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 \
‘ Tiempo (dias) !

Figura 6. Medicion de la temperatura durante el proceso de compostaje de alperujo.
Las temperaturas corresponden al promedio de 6 valores registrados por pila. Las
lineas verticales corresponden a la desviacién estandar. Se indican las fechas de
muestreo (T1 — T7) seleccionadas para las determinaciones de los parametros
fisicoquimicos y diversidad de los grupos microbianos. Las etapas del compostaje se
identifican y se encuadra en rojo la etapa termofilica (primaria (Termofilica 1) y
secundaria (Termofilica Il) separadas), en azul la etapa de enfriamiento y en verde la
etapa de maduracion. La linea continua representa la temperatura ambiente promedio
entre maxima y minima por dia (Fuente: accuweather.com).

Humedad
Para mantener la humedad del sustrato (alperujo/paja de trigo) las pilas fueron regadas

dos veces por semana. Los valores de humedad de las pilas se registraron durante
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todo el proceso y en promedio entre las pilas fluctuaron entre el 26% al 42% (Anexo,
Tabla 8). No hay diferencias significativas entre los valores de porcentajes de humedad
enire las 3 pilas {p= 0,5787) vy los valores promedios de porcentaje de humedad
durante el tiempo de compostaje no presentan diferencias significativas (p= 0,071) lo
que indica que las secuencias de riego fueron adecuadas para mantener una humedad

relativamente constante del sustratoc durante el compostaje.
pH

En la Figura 7A se muestra las determinaciones de pH durante el proceso de
compostaje para las tres pilas esiudiadas, las cuales siguen una tendencia similar,
observandose una reduccion del pH al término de la fase termofilica | (T3 a T4).
Posteriormente, las 3 pilas muestran un aumento de pH entre T5-T6 que corresponde
al término de Ia fase termofilica |l y luego una ligera disminucién hasta el término del
proceso, situandose en rangos de pH ligeramente acido (Fig. 7A). Existen diferencias
significativas entre las pilas en los valores promedios de pH (p= 0,026); estas
diferencias se producen entre los 4 y 40 dias de compostaje (T1 y T4) (post test Tukey,
valores de p para cada fiempo (comparacion entre pilas) entre 0,0004 y 0,03) aunque
no se observan diferencias de pH entre las pilas en las etapas finales del compostaje.
Por ofra parte, los valores promedios de pH durante el tiempo compostaje
(comparacién entre tiempos) serian significativamente distintos (p= 0,0001), indicando

variacion del parametro durante el proceso de compostaje del sustrato.
Conductividad

Los valores de conductividad de las pilas registrados durante el compostaje muestran

una disminucién del parametro hasta el término del proceso (Fig. 7B). Las tres pilas
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exhiben una tendencia similar en los valores de conductividad y no presentan
diferencias significativas (p= 0,047). Los valores promedios de conductividad durante el
tiempo de compostaje (comparacion enire tiempos) serian significativamente distintos
(p= 0,0001) donde la reduccién de la conductividad al final del proceso indica la
disminucién de la concentracidn de iones durante el proceso de compostaje del

sustrato.
Razén Carbono/Nifrégeno (C/N)

El alperujo muestra una alta relacion C/N al inicio del proceso, a medida que avanza el
compostaje estos valores muestran una disminucién progresiva del parametro hasta el
dia 80 y luego se estabiliza alcanzando valores de C/N entre 20-18 hasta el término del
proceso (Fig. 7C). Las 3 curvas, correspondientes a cada pila, no muestran diferencias
significativas entre los valores de C/N a lo largo del compostaje (p= 0,5412). La
disminucion de los valores de razén C/N durante el tiempo de compostaje
(comparacion entre tiempos) es estadisticamente significativa (p= 0,0002) lo que indica

variacién de este parametro durante el proceso de compostaje del sustrato.

2.- Indicador de madurez

Determinacion de fitotoxicidad

Para evaluar el nivel de fitotoxicidad del compost se determiné el indice de germinacién
de dos especies indicadoras; lechuga (Lactuca sativa) y rabanito (Raphanus sativus),
en el extracto de compost de alpetujo. Los porcentajes se calcularon en relacion a los
valores del control que corresponden al 100% de germinacidn y elongacién de la
radicula de semillas en agua destilada. Los valores promedios de indice de

germinacion estarian dentro de la normativa (>80%) (Fig. 8) y muestran que hay
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diferencias significativas entre el comportamiento de ambas especies indicadoras,

siendo mas sensible el rabanito que la lechuga (p igual a 0,044).

o] 20 40 60 80 100 120 140 160

o} 20 40 60 80 100 120 140 160
60 A
c
50
40
=
30
S
20
10 |
0 .
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo

Figura 7. Medicion de (A) pH, (B) conductividad y (C) razén C/N durante el compostaje
de alperujo. La curva celeste corresponde a la pila 1, la curva roja a la pila 2 y la curva

verde a la pila 3. Los valores de pH y conductividad corresponden al promedio de 3

valores registrados para cada una de las pilas, con su respectiva desviacién estandar.
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Sin embargo, no hay diferencias significativas entre las pilas en el nivel de fitotoxicidad,
para cada especie indicadora (p igual a 0,547).

Indices de germinacién

a b a b a b

|
|
|
|

__® Rabanito

16 (%)

= Lechuga J

|
— 1
Pila 1 Pila 2 Pila 3

Figura 8. Indices de germinacion de las especies indicadoras utilizadas. Los valores
corresponden al promedio de triplicados por pila con su respectiva desviacién estandar.
ay b; diferencias significativas.

Estabilidad biolégica de las muestras

La estabilidad biologica del compost se determiné por el desprendimiento de CO.. En
la tabla 2 se muestra el valor de desprendimiento de CO; alcanzado por cada pila de
compostaje al final de proceso. El valor promedio es de 0,821+ 0,232 mg C-CO./g M
Org/dia, el que esta dentro de la normativa (<8 mg C-CO,/g M Org/dia) indicando que

el compost obtenido es biolégicamente estable.

Tabla 2. Desprendimiento de CO, por dia (mg C-CO./g M Org/ dia) de muestras.

Pila 1 1,077

Pila 2 0,762

Pila 3 0,624
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3.- Patrones de T-RFLP durante el compostaje
Purificacion del DNA y amplificacién de los marcadores moleculares

Para determinar la diversidad genética de los grupos microbianos (bacterias, hongos y
actinobacterias) en las distintas etapas del compostaje de alperujo se utilizé una

aproximacién molecular independiente de cultivo conocida como T-RFLP.

Para ello, el DNA extraido de las muestras de compost en distintos tiempos de
muestreo (T1-T6, incluyendo para este andlisis TO o pila de origen) se amplificé con
marcadores moleculares especifico de cada grupo mediante PCR. Las muestras de
DNA utilizadas como molde presentaron una concentracién en el rango de 15-50
ng/uL. La calidad del DNA amplificado y la confiracién de los tamafios esperados

para los ampiicones se muestra en la Figura 9.

Los amplicones obtenidos para el gen bacteriano que codifica el RNAr 76S tienen un
tamafio aproximado de 1500 bp, para la regién flngica intergénica ITS71-ITS4 un
tamafio enire 500-600 bp y para la regién ACT de las actinobacterias un tamafio de

700 bp.
Analisis de perfiles de T-RFLP

A partir de las muestras amplificadas se determinaron los perfiles de T-RFLP para cada
uno de los marcadores moleculares a lo largo del tiempo de compostaje y en las

distintas pilas.
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RNAr 16S ITS1-1TS4 ACT

Figura 9. Electroforesis en geles de agarosa de los amplicones correspondientes a los
marcadores moleculares especificos para los tres grupos microbianos (RNAr 16S:
bacterias, ACT: actinobacterias e /TS1-/ITS4. hongos). Se muestra solo el resultado
para la pila 1 correspondiente a los tiempos de muestreo T1 y T2, para geles
completos consultar Anexo. PM: Marcador de peso molecular; 100-3000 bp. El tamafio
de los productos de amplificacién para el amplicon del gen del RNAr 16S se estima en
1500 bp, para el segmento ITS7-/TS4 entre 500 y 600 bp y para la region ACT 700 bp.

En la Figura 10 se muestra el perfil de T-RFLP de la comunidad bacteriana donde se
detectaron 12 TRFs con un rango de tamafio de 43 a 451 bp. Con el marcador fungico
correspondiente a la region intergénica /TS7-/TS4 se revelaron 13 TRFs en el rango de
56 a 1098 bp (Fig. 11) y para el marcador ACT que representa a las actinobacterias se
encontraron 5 TRFs con tamafios en el rango de 134 a 441 bp (Fig. 12). La
identificacion, denominacién de los TRFs y su tamafio en bp se indican en seccion de

Anexo (Tabla 15).

Para identificar posibles géneros microbianos en las muestras de compostaje,
representados por TRFs mas abundantes, se realizé un anélisis adicional mediante el

programa virtual MiCA (Microbial Community Analysis) (mica.ibest.uidaho.edu). En el
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grupo bacteriano, el TRF 236 permanece durante el compostaje y corresponderia a
Paenibacillus y el TRF 90 permanece en gran abundancia desde T4 en adelante
(Termofilica 1I) y corresponderia a los géneros Flavobacterium y Chlorobium. En el
grupo fungico el TRF 139 es el mas abundante en T4 para la pila 1 y en T3 para las
pilas 2 y 3, siendo desde T4 en adelante no detectable en las pilas 2 y 3 (Termofilica
i), sin embargo el programa Mica no aproximé a ninglin género dicho fragmento. En el
grupo actinobacteria el TRF 134 permanece en gran abundancia durante el compostaje

y corresponderia al género Actinomadura.
Determinacion de los indices de diversidad y equidad

A partir de los perfiles de T-RFLP se determiné la diversidad genética de cada grupo
microbiano mediante el indice de diversidad de Shannon (H) y el indice de equidad (J).
Los indices de diversidad en las distintas etapas del compostaje (comparacién de los
valores de indice de diversidad entre los tiempos de muestreo) mostraron que para el
grupo bacteriano no hay diferencias significativas (p igual a 0,163) y para el grupo

fingico tampoco se observaron diferencias significativas (p igual a 0,21).

Para el grupo actinobacteria hay diferencias significativas entre los valores de
diversidad en el tiempo cuando se comparan las etapas inicial (TO -T1) con la final (T6)
(p igual a 0,009), donde se observé un leve aumento de la diversidad al término de la

fase termofilica il (Tabla 3).

En el caso de los indices de equidad, para las muestras de los grupos bacteriano y
flngico se observa que este factor siempre estuvo cercano a 1, indicando que estas

comunidades son mas equitativas.
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Abundancia de TRFs para marcador RNAr 165 en muestras |
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Figura 10. Abundancias relativas de TRFs para el grupo bacteriano en distintos
tiempos de muestreo a lo largo del compostaje y para las distintas pilas. T1-T6;
Muestras nombradas segun tiempo de muestreo, se incluye para un analisis
comparativo TO o pila de origen (alperujo).
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Abundancia de TRFs para marcador ITS1-IT54 en muestras {
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Figura 11. Abundancias relativas de TRFs para el grupo fungico en distintos tiempos
de muestreo a lo largo del compostaje y para las distintas pilas. T1-T6; Muestras
nombradas segun tiempo de muestreo, se incluye para un analisis comparativo TO o
pila de origen (alperujo).




36

Abundancia de TRFs para marcador ACT en muestras
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Figura 12. Abundancias relativas de TRFs para el grupo actinobacteria en distintos
tiempos de muestreo a lo largo del compostaje y para las distintas pilas. T1-T6;
Muestras nombradas segun tiempo de muestreo, se incluye para un analisis
comparativo TO o pila de origen (alperujo).
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Esto no se observa en el caso del grupo actinobacteria donde los valores estuvieron
cercanos a 0,6 (Tabla 3), coincidiendo con la presencia de un TRF predominante de
134 bp durante todo el proceso. lLos valores de J no fueron significativamente
diferentes enire los tiempos de muestreo en el grupo bacteriano (p igual a 0,118), nien
el grupo fungico (p igual a 0,141). Sin embargo, en el grupo actinobacteria se
encontraron diferencias significativas entre la etapa iniciat (TO, T1 y T2) con la final (T6)

(p igual a 0,009).
Dinamica de los grupos

Cada etapa del compostaje no sélo se puede caracterizar en términos del indice de
diversidad genética y equidad sine también por [a dinamica que exhibe cada grupo, la
cual fue evaluada en rela;cién al nimero de TRFs que se mantienen entre dos tiempos
consecutives durante el proceso de compostaje del alperujo. En la Figura 13 se
muestran los graficos de porcentaje de cambio de los perfiles de T-RFLP para cada
grupo en los distintos intervalos de tiempos. Aunque el comportamiento de las pilas no
es homogeneo, en general en los tres grupos microbianos se observa una disminucion
del porcentaje de cambio en los intervalos finales, sin embargo los porcentajes de
cambios son menores en el grupo de los actinobacterias. La dinédmica se puede
expresar mediante la tasa de cambio (At} que experimenta cada grupo microbiano

durante el proceso de compostaje de alperujo (Tabla 4).

De acuerdo a Marzorati y cols (2008) valores de Di<5% se consideran de baja
dinamica, dindmica media 5>Di>15 y un alta dinamica a una Di>15%. Por lo tanto, para

los tres grupos microbianos (bacterias, hongos y actinobacterias) el valor de la tasa de
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cambio (At), en todas las pilas es alto, indicando que todos los grupos son muy

dinamicos durante este proceso.

Tabla 3. indices de diversidad (H) y equidad (J) para los distintos grupos
microbianos durante el compostaje de alperujo (*)

RNAr 16S ITS1-ITS4 ACT
Dias de
compostaje (**) Etapa (***) | H J H J H J
0 - 1,42 087" 14" |08 0,34° 0,49°
1,24 |[10:85 112 0,49
Termofilica | £ + % 0,83 0,35 +
4 | 0,06* | 0,04* | 0,14* | 0,08° 0,08 0,15?
a
1,14 [(0,72 | 0,88 0,48
Termofilica | + + - 0,62 0,26 +
15 | 0,13% | 0,04* | 0,57* | 0,23° 0,022 0,03°%
Termofilica
40 Il ND ND ND ND ND ND
1.24 "0:82° 118
Termofilica | + + + 0,81
55 il 0,10* [ 0,11® | 0,44® | 0,177 ND ND
Termofilica [1,39+|0,86+[1,62 +£{0,93 0,53 0,53 +
80 Il 0,3* 10,08° |0,16* |0,042 0,052 0,07°
Termofilica |1,62+|089+ (1,32 +{0,92 0,81 0,54 +
114 Il 0,36* |0,04° |0,42* |0,10° 0,09° 0,17°

Letras iguales: No hay diferencias significativas.
(*) Los indices corresponden al promedio entre las tres pilas.
(**) Se considera TO (dia 0 o pila de origen) para el analisis.

(***) Segun lo indicado en Figura 6.
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Figura 13. Porcentajes de cambio de abundancias relativas de TRFs entre muestras
consecutivas en el tiempo (comparacion de a pares), para cada grupo y pila respectivo.
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Tabla 4. Valores de tasa de cambio (At) del compostaje de alperujo para cada
marcador y pila.

Marcador

Pila 1 (%)

Pila 2 (%)

Pila 3 (%)

Promedio
(%)

RNAr 168

50,7+30,5

39,2128,9

49+31,4

46,3+1,2

1T81-ITS4

63,3+17,4

45,3+25,3

72,8+42,1

60,5+14

ACT

30+18,9

46,5141,6

16,2421,1

30,9215,2;
19,8+8,98
)

* Valor sin considerar T3 de Pila 2 {(posible problema metodoldgico)

4.- Relaciones entre parametros fisicoquimicos y diversidad genética

Para determinar si los cambios en. los parametros fisicoquimicos iales como
temperatura, pH, conductividad, humedad y relacién C/N se relacionan con los cambios
en la diversidad de los distintos grupos microbianos, se determiné el coeficiente R?,
correspondiente al entregado por una regresion, para observar si las relaciones siguen
una tendencia lineal. Se considerd TO (pila de origen) dentro del analisis, extrapolando
dichos valores fisicoquimicos y de diversidad a las tres pilas, con el fin de analizar los

efectos del compostaje en los cambios de diversidad y parametros fisicoquimicos.

Los datos del analisis de correlacién se muestran en la tabla 5. En general, no se
observa correlacidn entre los factores fisicoquimicos y la diversidad de los grupos. No
obstante, los datos muestran que la conductividad eléctrica presenta una relacion lineal
inversa con la diversidad del grupo de las actinobacterias (Fig. 14A). También se
observa una correlacién significativa entre la temperatura y la diversidad de las

actinobacterias (Fig. 14B).
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Tabla 5. Coeficientes de regresiéon lineal (R% en relacién entre parametros
fisicoquimicos y muestras durante el compostaje para cada grupo y pila *

RNAr  16S|ITS1-ITS4 |ACT (grupo
(grupo (grupo actinobacteria)
bacteriano) fungico)
Parametros fisicoquimicos
R? p RZ |p R?
pH 0,21 | 0,365 | 0,03 | 0,736 | 0,21 0,426
0,008 | 0,864 | 0,76 | 0,024 | 0,44 0,222
03|0262|006| 064 0,2 0,451
o (dS/m) 0,330,233 | 0,02 | 0,789 | 0,67 0,089
0,030,741 | 0,53 | 0,102 | 0,93 0,008
0,75| 0,026 | 0,58 | 0,08 [ 0,91 0,011
H (%) 0|0974| 0,11 | 0,52 0,08 0,635
0,78 | 0,019 | 0,02 | 0,782 | 0,05 0,721
0,1/0,538| 0,07 | 0,604 | 0,27 0,367
C/N 0,06 | 0637 |0,08| 0,58 |0,39 0,257
0/0,937 (0,66 (0,048 | 0,76 0,054
0,57 | 0,084 | 0,35 | 0,217 | 0,73 0,065
T (C°) 0,72 | 0,033 | 0,18 | 0,407 | 0,94 0,007
0,06 | 0,638 | 0,56 | 0,087 | 0,96 0,003
0,56 | 0,086 | 0,53 | 0,101 | 0,92 0,01

* Se indican pilas en orden secuencial para cada parametro ambiental.




42

=
= -
>
=4
|
=
-

P

—1
&=
-
.-/ [
|

e
-

1:)
4
rd

. =1

==
s

=1

e
£
LY

=
¥ 4

frvetli con clen cllvene wiclomed (b4)
P =
— s
r=]
-
e

L
pary

=
| -

=
v i

=
Indlcm do oivers (ol (~1)
-
I” |
2
"
o
w
W
i cer cle cliveruilclmcd (M)
" — = ] -
/23
LN |
I
o
Li=]
—

=
-
L
=
F—
P
—
—
>
r—a
—
e
-
e
-
L ald

g R uauyny ¥ 0 U M U N ¥

=
A
—
=

P
»
|
|
|
|
|
|
|

=
-
|
=
==t

» = =)
—a t = -
4

L
"

» > =1
- LY
-
= =
- -—
|
|
1 |
| |
|
{
| |
|
| |
&
{ |
/T :
= -
—
|
|
o+
|
o

Tevatlcon clae il wenrsfclamat (H4)
& &
|
|
-y
frvetlcem e cbl worr nil ool ()
8 & —
|
|
‘/
b
]
|
fmdices cdoe cadiversicdemct ()
=
s

[ 2
e
a5
»
=
e
=
=
&n
=
R
-
f=2]
- |
ot
—
F—1
=
P
o’

B e i 1

Figura 14. Relaciéon entre indices de diversidad (variable dependiente) y (A)
conductividad y (B) temperatura (variables independientes) durante el compostaje de
alperujo para el grupo actinobacteria. Se indica con linea de tendencia donde se

encontré una relacién lineal significativa.
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DISCUSION

Proceso de compostaje y calidad del compost

La duracién total del proceso de compostaje de alperujo con paja de trigo (3:1) fue de
155 dias, dado que en dicho periodo se alcanz6 la temperatura ambiente en las pilas y
el indicador de madurez, tras el muestreo respectivo en este periodo, esta dentro del
rango de la normativa establecida. El tiempo de compostaje sobrepasé la duracién de
compostajes con ofros sustratos, como estiércol d;a cerdo (74-126 dfas) (Tiquia., 2005)
o mezclas de vegetales y frutas (84 dfas) (Ryckeboer y cols., 2003). Esto posiblemente
debido al bajo pH y presencia de fases fendlicas y lipidicas en el alperujo, que afectan
el establecimiento y desarrollo de microbiotas, ademas de la baja porosidad que

produce mala aeracién del material (Alburquerque y cols., 2004).

Aun asl, a nivel de compostaje de alperujo, el proceso esta dentro de la duracion
observada por otros autores como el caso de 140 dias para una mezcla de alperujo
(84%) con residuos de lana (5%) hojas de olivo (5%) paja (3%) y estiércol de paloma
(3%) (Federici y cols., 2011). En ofros casos el compost maduro se alcanzé a los 200
dias para una mezcla con astilas de madera de clivo (85% alperujo, 5% astillas)
(Agnolucci y cols., 2013) y 255 dias para la mezcla de alperujo alcalino (91% alperujo,
con Ca(OH). para reducir malos olores) y pellet de caballo (9%) (Garcia de la Fuente y
cols., 2011). Estos dltimos sustratos resultaron rhenos eficientes comparado con el
tiempo de compostaje logrado en este frabajo con una mezcla de alperujo/paja de trigo

(3:1).
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Dentro de los factores que probablemente ayudaron al desarrollo del proceso mas
eficiente del compost fueron los volteos, cuya funcién fue el recambio del sustrato,
homogenizacién y oxigenacién del mismo, junto a la paja de trigo en la mezcla con
alperujo, la que vendria a ser considerada como un agente de carga o estructuranie.
Ademas la ailta cantidad de lignina y hemicelulosa biodisponible en la paja de trigo
podria colaborar con la proliferacién temprana de los microorganismos y degradacién
de la materia organica general a partir de ellos y con esto reducir la duracion del
proceso, en comparacién con el usc de otros agentes de carga como astillas de
madera de olivo y pellet de caballo (Agnolucci y cols., 2013; Garcia de la Fuente y

cols., 2011).

Tras el término del proceso, el compost obtenido se ajusta a la normativa en cada uno
de los parametros establecidos, siendo de clase A, por lo que seria un compost
maduro, de uso agricola y sin restricciones de utilizacién (Tabla 6). La ausencia de
materias inertes como plasticos y vidrios se determiné de manera cualitativa, ya que se
observo la ausencia a nivel macro de estas materias. La ausencia de patégenos se
podria confirmar dado que se alcanzaron altas temperaturas durante la fase termofilica
produciéndose una disminucion de la riqueza de microorganismos patégenos, junto
con la estabilidad biolégica cuantificada en el desprendimiento de CO. obteniendo
valores bajos y dentro del rango establecido. Aunque la ausencia de patégenocs se
podria asegurar de forma absoluta mediante técnicas de cultivo, en medios selectivos
para coliformes y cuantificacion de unidades formadoras de colonias (TMECC., 2004) o

por PCR (Hoffmeister y cols., 2005).

El indice de germinacion estuvo sobre el 80% y por lo tanto dentro de la normativa,

donde el rabanito seria una especie bicindicadora mas sensible al presentar menores
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valores de [G que la lechuga. Segutn ia nommativa chilena (INN, 2004) el rabanito es la
especie adecuada para realizar ensayos de fitotoxicidad, dada su baja tolerancia a
conductividades altas y dada esta sensibilidad permite determinar si el compost
obtenido es de Clase A o B. Sin embargo, el uso de lechuga como especie indicadora,
a pesar de ser menos sensible, daria mas cuenta del nivel de polifenoles presentes en
el sustrato, donde en los ensayos para evaluar la fitotoxicidad de polifenoles las
semillas y pléntulas de lechuga son las recomendadas por su sensibilidad (Cardona.,
2012). Este ensayo de fitotoxicidad con lechuga es especialmente caracteristico dado
que el alperujo se caracteriza por tener alta cantidad de polifenoles que se
correlacionan positivamente con el nivel de fitotoxicidad (Hachicha y cols., 2009). Y
dado que el indice de germinacién de la lechuga obtenido al final del proceso es alto,
seria relevante, para confirmar esta reduccién de polifenoles, la medicion de estos

compuestos antes y después del compostaje de alperujo.

Tabla 6. Comparacién entre parametros de normativa y compost obtenido.

Clase A | Clase B | Compost obtenido
pH 5-85 55-85 |6,4310,02
Conductividad <3 <8 0,57 0,06
{dS/m)

CiN <25 <30 18+1,10

Indice de >80 >80 87,3 + 6,4 Rabanito
germinacion (%) 95 + 1,7 Lechuga *
Desprendimiento de | <8 <8 0,84 £ 0,23

CO2 {mg C-CO./g M

Org/dia)

* Porcentajes promedios entre 3 pilas para cada especie indicadora

En relacion a los pardmetros fisicoquimicos evaluados (temperatura, pH,

conductividad, humedad y razén C/N) durante el compostaje de alperujo, la tendencia
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de variacién de estos factores coincide con lo anteriormente descrito por otrosfas

autores/as (Federici y cols., 2011; Sudrez., 2012; Agnolucci y cols., 2013).

Se observa para el pH, ia conductividad y razén C/N una estabilizacién de los valores o
leve variacién desde el dia 80 de compostaje en adelante. Esto coincide con la
disminucién de la temperatura en las pilas, de 55-15 °C, el paso de la fase termofilica a

la de enfriamiento y posterior maduracion.

La temperatura fue el indicador de monitoreo del proceso. No se observé la fase
mesofilica inicial, lo que se relacionaria con el tiempo en que estuvo el alperujo en la
industria (3 meses) y la degradacion anticipada de ja materia orgénica desde
microorganismos, iniciando con la fase termofilica al montar el proceso de compostaje.
A pesar de que las temperaturas promedio durante los dias fueron distintas en cada
pila, donde las diferencias se focalizan entre los dias 108-125 (Temmofilica i), se
observan las mismas curvas y las fases termofilica, enfriamiento y maduracion en los
mismos tiempos para las 3 pilas. Hubo parametros cualitativos, adicionales a ios otros
analisis, que permitieron dar término al proceso, como el olor del compost (“tierra
mojada”) y no el fuerte olor de! alperujo y la granulometria fina en comparacién a la alta

compactacion del material sin compostar.

La conductividad determinada durante el compostaje daria cuenta de la concentracion
de sales o iones en las muestras, donde habrian principalmente iones bi valentes
(Ca', Mg*) y mono valentes (Na*, K*) (Alburquerque y cols., 2004). Durante el
compostaje ocurriria una disminucién de la conductividad producto de la captacién de
fones solubles o consumo de la materia inorganica del susirato desde Ios

microorganismos en proliferacion (Alburquerque y cols., 2008).
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Un compost con alta conductividad eléctrica aportaria sales al suelo las cuales reducen
la disponibilidad de agua a los cultivos, donde sobre los 4 dS/m se puede considerar un
suelo salino y pefjudicial para el cultivo de plantas (Badia., 1992). El compost de
alperujo alcanzé una conductividad baja (promedio de 2,57 dS/m), sugiriendo que su
calidad se ajusta a la normativa ya que su aplicacién no reduciria Ia disponibilidad

hidrica para la planta.

En el caso del pH a lo largo del compostaje, se observé un aumento gradual que
alcanza un valor de 6,4 en el compost maduro y que dista de los valores observados
que alcanzan otros compost, con valores de 8,04 en compost de estiércol de vacuno
(Tiquia S., 2010), 8,45 en compost de alperujo y ofros desechos (Federici y cols., 2011)
y 8,1 en compost de alperujo con astillas de madera (Agnolucci M., 2013). El valor de
pH promedio del producto final, 6,4 (Anexo, Tabla 7), es ligeramente Acido. Sin
embargo, esta dentro de la normativa y por lo tanto se considera un compost 6ptimo
para el uso agricola en relacién a su pH, como para el cultivo de plantas como Ia
arveja, el trigo, el maiz, hortalizas y frutos varios. La acidez de un suelo (pH bajo 5)
produce en plantas vasculares, como las ya mencionadas, la inhibicion del crecimiento
del sistema radicular y con esto la reduccién de absorcion de agua y nutrientes,
provocando una disminucién generalizada del crecimiento. Por lo que es un factor de
importancia el obtener productos acondicionadores de suelo con valores de pH en el

rango agronomico establecido (Bernier y Alfaro., 20086).

Dentro de los elementos relacionados con el cambio de pH uno de ellos es Ia
produccion de amoniaco desde los microorganismos. El equilibrio quimico, en funcién

del pH para este compuesto nitrogenado es el siguiente;
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NH," €-> NH;+H"

pH>7 pH<7
Durante el compostaje, se observo al término de la fase termofilica | una reduccién de!
pH que se generaria por los procesos biolégicos de mineralizacién y amonificacion del
nitrégeno organico (R-NHs) del sustrato, bajo estas condiciones el amonio pasaria a
amoniaco, liberado a la atmosfera y que serfa uno de los factores que generaria los
malos olores en las fases iniciales del proceso (Moreno y Moral., 2007). Luego, se
observa un aumento del pH al término de la fase termofilica Il y estabilizacién, por Ia
posible disminucién de los procesos de amonificacion de derivados de nitrégeno de

parte de los microorganismos.

Al analizar la razon carbono/nitrégeno se observa un descenso en el tiempo del
’ parametro y estabilizacién tras el dia 80 de compostaje, llegando hasta un 64% menos
con respecto al sustrato inicial (Anexo, Tabla 7). La disminucién del carbono organico
se podria relacionar con la degradacion de la materia organica por los
microorganismos heterotréficos presente en el compost (mineralizacién y
desprendimiento de CO) y consecuente disminucion del porcentaje de carbono
organico. La materia organica tiende a acidificar (presencia de acidos humicos), por o
que su disminucion generaria también un aumento de pH (Sierra y Rojas., 2003).
Asegurar una baja cantidad de carbono orgédnico en el compost o producto final se
relaciona con evitar la continuacién de la degradacion de compuestos organicos desde
microorganismos, ya que esto produciria altas temperaturas y fitotoxicidad, por falta de

degradacion de compuestos fitotdxicos, factores que afectarian los suelos de cultivo,

El aumento del porcentaje de nitrégeno tfotal (Anexo, Tabla 9), se podria relacionar con

el aumento de derivados de nitrégeno debido a los procesos de mineralizacién que
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ocurren en el compostaje (Alburquerque y cols., 2004). Estos compuestos nitrogenados
serfan utilizados por los microorganismos como fuente de energia (nitrificacion a partir

de amonio) y/o reincorporacion a la fraccién orgénica (Moreno y Moral., 2007),

El porcentaje de humedad fue un pardmetro controlado externamente durante el
proceso, pero la recepcion y los procesos internos de las pilas de compostaje frente a
esta incidencia son importantes de observar. La humedad debe permanecer durante el
proceso entre un 40-60%, con el fin de facilitar el intercambio gaseoso y el transporte
de nutrientes. Un valor por sobre el 60% podria generar anaerobiosis afectando ia
actividad de los microorganismos y con esto el proceso de compostaje en general
(O'Ryan, 2007). La humedad estuvo entre un 26% y 50%, no se mantuvo constante y
en momentos por debajo del 40% (Anexo, Tabla 8}, lo que posiblemente pudo haber

afectado el buen desarrollo del proceso y con esto su duracién.

En cuanto a las propiedades fitotdxicas del compost se observé que, para el
experimento de elongaci6n de radicula, el porcentaje de elongacién en algunas de las
placas con compost fue mayor que en las placas del control con agua, llegando como
maximo a un 63% mas de crecimiento (Anexo, Tablas 11-13). E! aumento de la
elongacion de la radicula en relacion al control posiblemente estaria indicando la
propiedad del compost de acelerar el crecimiento de las plantas utilizadas en etapas

tempranas y su nula fitotoxicidad.

Por ultimo, la calidad agricola del compost de alperujo puede evaluarse en

experimentos de campos con diferentes tipos de cultivos y suelos.
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Diversidad microbiana durante el compostaje de alperujo

La diversidad de los distintos grupos microbianos (bacterias, hongos y actinobacterias)
durante el compostaje de alperujo se determiné mediante la técnica independiente de
cultivo denominada T-RFLP. Este protocolo resulté adecuado para determinar los
cambios en diversidad durante el proceso ya que entrega informacion sobre la
abundancia y riqueza de fragmentos de restriccién ferminales correspondientes a
regiones genicas que se usan como marcadores moleculares de grupos microbianos y
con esto entrega una aproximacion de la estructura genética del ensamble microbiano
en estudio. Ademas, esta técnica ha sido ampliamente utilizada para estudiar las
comunidades microbianas de distintos ambientes (Schiitte y cols., 2008). En este
trabajo, los perfiles de T-RFLP se ufilizaron para determinar los cambios de la
diversidad de los grupos microbianos durante el compostaje y la dingmica que
experimentan esfos grupos microbianos durante el proceso. Asimismo, permitio
relacionar la variacion de la diversidad con los cambios de los parametros

fisicoquimicos durante el compostaje de alperujo.

En los grupos bacteriano y flingico se encontraron los mayores valores de diversidad
en relacion a los encontrados en el grupo actinobacteria, pero no se observaron
cambios significativos en el tiempo. En lo investigado por Agnolucci y cols {2013)
usando alperujo mezclado con astillas de madera de olivo (95% alperujo, 5% astillas)
con similares condiciones de compostaje, observé que la diversidad bacteriana durante
la etapa termofilica se mantuvo en valores altos y disminuy6 al término del proceso a
un indice cercano al inicial, coincidente con lo encontrado por Federici y cols (2011) en
compostaje de alperujo con hojas de olivo y estiércol de paloma. Con respecio a la

diversidad fungica, ésta también aumenté desde la fase termofilica hasta el término del
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proceso. Posiblemente, las diferencias observadas con el presente trabajo pueden
explicarse por las diferencias en el sustrato a compostar (alperujo y paja de trigo) y por
las temperaturas alcanzadas en la fase termofilica, valores cercanos a 45 °C
(Agnolucci y cols 2013) versus los 70 °C alcanzados en el presente trabajo. El mayor
incremento de la temperatura en la fase termofilica inicial alcanzado en este trabajo,
suglere que en la pila se establece una fuerte presion de seleccidn sobre la mayoria de
los miembros de la comunidad microbiana, prevaleciendo aguellos que son terméfilos e

hipertermdfilos.

En otros sustratos, como biosodlidos domiciliares se ha detectado un aumento de la
diversidad bacteriana durante la fase termofilica (Takaku y cols., 20086), por el contrario
Novinscak y cols (2009) observaron que con desechos domiciliares hay disminucion de
la diversidad en la fase termofilica. En compostaje de desechos agricolas no se ha
encontrado ninguna relacion significativa de la diversidad con la temperatura {Zhang y
cols., 2010) coincidente con los resultados obtenidos en el presente seminario. La
relacién diversidad/temperatura es variable y dependeria de los valores maximos de
temperatura alcanzados y de otros factores, como las combinaciones de sustrato, la
cual segun Ldpez-Gonzalez y cols (2014) Hevaria a una composicién microbiana

distinta.

La variacién de diversidad de la microbiota, en general, se relaciona con las fases
termicas durante el compostaje, en las cuales debido a las altas temperaturas de la
etapa termofilica, disminuiria la abundancia de microorganisimos meséfilos. Tras la
disminucién de la temperatura, ocurriria la recuperacion o recolonizacién de estos
microorganismos y que se expresa en un aumento de la diversidad de la comunidad

(Moreno y Moral., 2007). El rol observable en el compostaje de los microorganismos
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mesdfilos en las fases finales seria la degradacién de ia materia organica restante en el

sustrato, para asi obtener el compost maduro (O'Ryan, J., 2007).

En relacidn con la identidad de algunos miembros dominantes de la microbiota, el
analisis de algunos TRFs con el Programa online Mica, sefiala que el TRF 236 que
permanece durante e! compostaje comresponderia a un miembro del género
Paenibacillus. En otros sistemas de compostaje como mezclas de basura/suelo se
aislé la especie Paenibacillus motobuensis (lida y cols., 2005) asi como Paenibacillus
humicus sp. aislada desde compost de desechos de pollo (Vaz-Moreira., 2007) donde
especies del género han sido usadas para promover el crecimiento de plantas (Huo.,
2012). Por ofra parte, el TRF 90 que aparece en la fase termofilica Il, cuando la
temperatura comienza a descender, permanece en la comunidad hasta el final del
proceso y corresponderia a miembros del género Flavobacterium. Estas bacterias se
han aislado en compost de hojas y ramas (Kim y cols., 2012) y en compost de orujo
(Balis y cols., 2002). Ademas, especies de este género son usadas para el biocontrol
contra organismos patogénicos en plantas (Gershuny., 2004). Es relevante el TRF 170,
que aparece en el sustrato de origen (TO) y reaparece al término del compostaje, éste
corresponderia a miembros del género Nocardia, que han sido encontrados en 1a fase
termofilica de compostajes (Tuomela., 2000). Por lo tanto, los géneros mas abundantes
detectados han sido observados en otros procesos de compostaje y con aplicaciones

adicionales en algunos casos.

En el grupo actinobactetia se encontré una relacion significativa de la variacién del
indice de diversidad en el tiempo, entre los valores iniciales de diversidad con los
valores de Ia etapa final del compostaje de alperujo. Se observd un leve aumento a los

42,2 °C en comparacion con los valores iniciales a los 68 °C. Tian y cols (2013)
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encontraron que durante el compostaje de paja de arroz y estiércol de vacas las
actinobacterias son dominantes durante fase termofilica intermedia (60°C), por su parte
Steger y cols (2007 a) en compostaje de basura organica doméstica y paja de trigo
observaron que el crecimiento de actinobacterias es favorecido a 40 °C (mas de la
mitad de la biomasa total microbiana corresponderia a actinobacterias), indicando que
un componente relevante de la comunidad en la etapa termofilica son las

actinobacterias.

El analisis de correlacién muestra que la diversidad del grupo actinobacteria aumenta
linealmente con la disminucion de la temperatura y con la disminucién de la
conductividad. Esto sugiere que si bien las actinobacterias son importantes en la etapa
termofilica, habria actinobacterias meséfilas que incrementan su abundancia al término

del proceso.

Por otra parte, los datos también sugieren que estas actinobacterias serian sensibles a
la salinidad, expresada en la conductividad. Estos datos se relacionan con lo
encontrado por Ghorbani-Nasrabadi y cols (2013), que observé una correlacién
negativa de la conductividad en suelos de pasto con la abundancia de actinobacterias
expresadas en unidades formadoras de colonias (CFU) por gramo de suelo y con los
estudios de Mokrane y cols (2013) quienes observaron una disminucién de la densidad
de actinobacterias (CFU) con el aumento de la conductividad, al analizar distintas
muestras de suelo con conductividad variable. Por lo que el nivel de salinidad del
ambiente seria un posible factor involucrado en el leve aumento de la diversidad de

actinobacterias con la disminucién de la conductividad eléctrica.
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El analisis de los TRFs comespondiente a actinobacterias con el programa online Mica
sefiala que el TRF 134, el mas abundante durante el compostaje, corresponderia al
genero Actinomadura. Actinobacterias pertenecientes a este género, también se han
aislado en compostaje de estiércol de bovino (Puhl y cols., 2009) y en compostaje de
aves de corral (Taibi y cols., 2012). Los oftros TRF del grupo actinobacteria que
permanecen durante todo el compostaje fueron: El TRF 239 y el TRF 441. El TRF 239
se asocia al género Sirepfomyces, el cual es abundante en suelo y compost,
ampliamente reconocido como productor de metabolitos secundarios como antibicticos
(Watve y cols., 2001), como promotor de crecimiento de plantas de arroz en conjunto
con otras especies de actinobacterias (Gopalakrishnan., 2014) y también se ha usado
como inoculante para acelerar el compostaje de cascara de oliva (Echeverria y cols.,
2012). Y el TRF 441 se asocié a bacterias del género Micrococcus, donde se ha
descrito la capacidad de estas bacterias de degradar contaminantes ambientales
{(¢huang y cols., 2003). Estos géneros de Actinobacterias presentan potfenciales

aplicaciones como inoculantes para optimizar el compostaje.

Dinamicas de los grupos microbianos

El analisis de la dinamica de los grupos revela que para varios casos en los grupes
bacteriano y fingico desde el término de la fase termofilica Il (54-42 °C) el porcentaje
de cambio disminuye, lo que posiblemente se relacionaria con la estabilizacién de la
comunidad microbiana y la madurez del compost. En contraste, en la etapa termofilica |
(68-54 °C) se observa un alto recambio de poblaciones en los grupos bacterianos y
fungicos lo que posiblemente se relacionaria con la mayor presién de seleccion que

ejerce los cambios en las condiciones fisicoguimicas de las etapas iniciales

(l.e.Temperatura, pH, conductividad eléctrica) que generaria una sucesién de
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microorganismos en el compostaje. Por ofra parte, la mayor dinamica (Di) de los
grupos bacteriano y flngico, correspondiente al promedio de los valores de porcentaje
de cambio en el tiempo, podria ser explicada por Ia alta disponibilidad de recursos en el

compostaje (De Vries y Shade., 2013).

En contraste con lo anterior, el grupo actinobacteria present6é una baja dinamica por lo
que existirfa una comunidad de actinobacterias con pocos cambios de sus poblaciones
en el habitat de compostaje de alperujo, independiente de la variacién en la
disponibilidad de recursos. Las poblaciones de las actinobacterias dominantes

exhibirian una alta resistencia a los cambios ambientales durante el compostaje.

Estas poblaciones dominantes de actinobacterias podrian cumplir un rol en la
disminucién de los polifenoles presentes en el alperujo lo cual podria sustentar su
permanencia durante el todo el proceso, dando cuenta de su baja dinamica. De hecho,
se han obtenido aislados de actinobacterias desde muestras de suelo con actividad
lacasa. Esta actividad se relaciona con la degradacion de polifencles (Escudero y cols,

2012).

La persistencia de actinobacterias a lo largo de todo el procesc de compostaje fue
descrita por Jurado y cols (2014) en compostaje de desecho de plantas de tomate seco
y astillas de madera (1:1). Este sustrato posee un contenidc de compuestos
lignocelulésicos al igual que el alperujo (Alburquerque y cols., 2004). Estos auiores
{(Jurado y cols 2014) observaron que los géneros Microbacterium, Brachybacterium,
Arthrobacter y Corynebacterium, tanto de actinobacterias terméfilas (45—55 °C) como

mesofilas (25-30 °C) estarian presentes a lo largo de todo el compostaje. Asimismo se

sugiere que estas actinobacterias fienen la habilidad de degradar compuestos
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lignoceluldsicos (Steger y cols., 2013 b). Ahora bien, los resultados encontrados en el
presente seminario y en los reportes antes mencionados se coniraponen con lo
encontrado por Zhang y cols (2014) que observé en compostaje de hongos y paja de
trigo una alta variacién de las poblaciones y altos valores de riqueza de actinobacterias
en comparacion con el compostaje de ofros sustratos como estiércol y desechos
organicos domiciliares. Por lo que las combinaciones de sustrato se relacionarian con
la dindmica de grup.os microbianos en el compostaje, para este caso especifico, los

cambios del grupo actinobacteria.
Proyecciones

Si bien el compostaje es un proceso microbioldgico ampliamente utilizado y
establecido, hay ain varios aspectos que pueden ser mejorados para su optimizacion,

entre elios:

i) El recambio de grupos fungicos y bacterianos es muy alto, lo que indica que
esios grupos son mas sensibles a las perturbaciones ambientales que
ocurren durante el proceso. Esto da pie para indagar en la composicion
microbiolégica para cada una de las fases, los metabolismos presentes y las
funciones asociadas al proceso.

in Las actinobacterias permanecen como una comunidad con pocas
variaciones a lo largo del compostaje de alperujo, aunque durante ia etapa
de término del compostaje aumentan levemente de diversidad. Por lo que el
aislamiento de nuevas especies de actinobacterias seria méas probable en
esta etapa, El aislamiento de actinobacterias nos permitiria comprobar su

potencial de degradadoras de polifenoles, compuestos recalcitrantes y su:
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resistencia a altas temperaturas. Estos aislados podrian ser dtiles como

inoculante (optimizacién del compostaje).

El compostaje es un proceso que permite la reduccién de residuos para la
obtencién de un producto con valor agregado para fines agricolas. Por lo tanto, un
compost de buena calidad puede mejorar su valor como acondicionador de suelos
Y a su vez ser un reservorio de cepas microbianas de interés aplicado (Ntougias y

cols., 2013).
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CONCLUSIONES

El compost obtenido a partir de alperujo/paja de trigo (3:1) es de clase A, porlo

tanto no tiene restricciones para su uso agricola.

Las actinobacterias observadas presentaron una baja diversidad, teniendo un
TRF dominante a lo largo del compostaje. Este fragmento podria representar al

geénero Aclinomadura, observado en compostajes con otros sustratos.

Los grupos fingico y bacteriano no presentaron cambios significativos en la
diversidad durante el compostaje, aunque fueron més diversos y dinamicos

comparadoe con el grupo de las actinobacterias.

Un leve aumento de la diversidad del grupo actinobacteria se relaciona con la
disminucién de los parametros ambientales de temperatura y conductividad

eléctrica.
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ANEXOS

Anexo 1: Parametros fisicoquimicos:
Tabla 7. Resumen de valores promedios de parametros fisicoquimicos determinados en el

compostaje.

N°de Dias de Etapa *** Temperatura Humedad Conductividad pH* CIN*
muestra | compostaje (°cy (%)* (dS/m)*
To* 0 - 62 67,2 2,60 6,36 51,2
Ti 4 Termofilica | 68 +1,07 26,7 +5,03 289+0,19 572+ | 515+
0,26 0,59
T2 15 Termofilical | 69,4 +1,45 30,6 +4,86 331+0,10 646+ | 422+
0,11 2,64
T3 40 Termofilica 60 + 2,60 30,8+4,71 1,28 +0,28 646+ | 333+
It 017 1,18
T4 55 Termofilica 543+0,98 | 366+313 1,58 0,24 6,09 27
| 0,23 049
T5 80 Termofilica 551+098 | 389+2,07 1,02+ 0,06 6,7 16,3
I 037
T6 114 Termofilica 422+75 2391354 0,68 £0,04 8,7 £ 19+
] 0,06 2,05
T7 153 Enfriamiento | 1531168 | 42,7+8,84 0,57 £ 0,06 643+ 18+
0,02 1,10

(*) Promedios de los paramétros fisicoquimicos entre las 3 réplicas (pilas) con desviacion estandar,
(**) Pila de origen o alperujo fresco.
(***) Segtin lo indicado en Figura 7.
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Tabla 8. Porcentaje de humedad para cada pila a lo largo de las fechas de muestreo,

Pilas
Fechas de muestreo | Pila1 | Pila2 | Pila 3 Promedio Desviacion
estandar
30 dic (alperujo) {*) | 67,23

O6-ene | 229] 248 | 324 26,7 5,03

17ene | 272| 285| 362 30,6 4,86

13feb | 31,7 257 35 308 4,71

28feb | 42| 548| 546 50,5 7,33

25-mar| 372| 41,2| 383 38,9 2,07

28-abr| 279 211} 228 239 3,54

12qun | 529 378 374 42,7 8,84

(*) Desp. CO,| 50,8 | 524 | 655 8,07 50,8

* Fuente de origen, por lo que se considera una pila Gnica.
** Registro de humedad cuantitativa de muestras usadas para el experimento de desprendimiento de CO,.

Tabla 8: Valores de porcentajes de nitrogeno tetal en los distintos tiempos de muestreos establecidos

*
)
Fecha de muestreo | Tiempo de compostaje (dfas) | %N total

30 dic (alperujo) 0 0,94
06-ene 4 0,96
17-ene 15 1,15
13-feb 40 1,39
28-feb 55 1,62
25-mar 80 2,53
28-abr 114 2,18
12-jun 153 2,38

* Unico muestreo {mezcla de 3 pilas)
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Tabla 10. Valores de porcentajes promedio de carbono organico para las distintas pilas y tiempos de

muestreo.
Fechade Tiempo de %C Desviacion %C Desviacion %C Desviacion
muestreo compostaje Org | %COrgPila | Org estandar %C Crg estandar %C
(dias) Pila 1 1 Pila 2 Org Pila 2 Pila 3 Org Pila 3
30 dic 48,1
{alperujo) 0 1,7

48,1 16 491 1 50,1 9,2
06-ene 4

454 35 488 09 514 51
17-ene 15

48,1 09 45 09 45,6 14
134eb 40

44,5 37 43,6 1,1 429 11
28-feb 55

41,1 42 40,2 1,3 421 14
25-mar 80

437 1.3 35,9 33 434 1,3
28-abr 114

40,5 2 45,7 0,7 422 32
12-jun 163
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Anexo 2: Determinacion del indice de madurez

Datos para clculo de indices de germinacion: Muestreo: 13 Junio, 2014. Para las siguientes tablas: R:
Rabanito, L: Lechuga., CR: Contro! rabanito, CL; Control lechuga. a, b, c: Replicas. %GR: Porcentaje de
germinacion relativo. DE: Desviacion estandar. %Egr: Porcentaje de largo de radicula relativo real (sin ajuste
a 100%), %Eg: Porcentaje de largo de radicula ajustado, IG; Indice de germinacion.

Tabla 11. Registros para el célculo de los indices de germinacién en cada especie indicadora con uso

de sustrato de Pila 1.

Largo de radicula (cm)
a" | Germinadas | %GR | 1 2 131 415/ 61 7] 819 |10| Promedio | DE %Egr | IG | %Eg
05107|33/45(1(25] 4 | 6 2,8 2 | 841 | 756 | 84
8de 10 100
05(15{657|13|3|15(37} 3| 4 |7 3.1 2,1 104 | 100 | 100
10de 10 100
06| 4 105 5|65 3 |25 3.3 2,11 108 | 90 | 100
9de 10 90
35|44137(35|4|25{38] 1 33 111 163 | 90 | 100
8deg 90
45| 3 135 3 (435 1 |25]4,2 3.2 1,1 ] 173 | 100 | 100
9de9 100
* Lb problemas experimentales.
Tabla 12. Registros para el célculo de los indices de germinacion en cada especie indicadora con uso
de sustrato de Pila 2.
Largo de radicula (cm)
[a | Germinadas | %GR | 1 2 1314156781 9110/ Promedio | DE (%Egr | 1G | %Eg
4 16 |1 127| 3|05(5 (45/(35 34 1,81 100 90 | 100
9de 10 100
37152 1| 4 |25|35|45| 2 |35 3 3,3 1,2 110 100 | 100
10de 10 100
0335125} 6 {25{ 3 (25| 3 |25 2,9 1,5 94 83,7 | 93
Sde 10 80
38| 2|2 (23(25(15[18]|05 2,1 09! 101 100 | 100
8de8 100
131 2 1251 1 |25 4 (45| 4 |35 4 2,9 1,21 120 100 | 100
10de 10 100
03| 1 (25|15{45!35] 4| 4 2,7 16 142 90 | 100
8de 9 90
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Tabla 13. Registros para el célculo de los indices de germinacién en cada especie indicadora con uso

de sustrato de Pila 3.
Largo de radicula (cm)
ra | Germinadas | %GR | 1 2 3 4 5 6 7 9 [10 | Promedio | DE {("f%Egr | 1G | %Eg
58| 3 | 3 | 4 125} 5 |45|25]28( 7 4 1,5 120 100 | 100
10de 10 100
05|11 2| 3|28| 3| 3|55 2,6 15| 8,7 | 774 | 86
9de 10 80
03| 2 [1,5(15) 2 |17 1 (43| 7 24 2 776 693} 77
9de 10 90
251 2 |15]25(25|15]| 2 314 2,6 09| 126 100 | 100
10 de 10 100
05} 4 | 4 |15(|35(35|35|43[ 3 3,1 13| 126 90 | 100
9de 10 80
02(05] 112717 3 |45]|37(38 2,3 16| 125 90 | 100
8de 10 80
Tabla 14. Registros para el calculo de los indices de germinacion en cada especie indicadora sin uso
de sustrato.
Largo de radicula
estra Germinadas 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 | Promedio DE
1 138|25|23|[25(45|45] 3 6 33 1,5
PRa 9de 10
1105115]| 6 1 (45| 3 |35 3 6 2
LRb 10 de 10
15|155(25| 3 |45(35]| 1 3 3 3 3,1 1,3
bRe 10de 10
2 2 105| 3 (15| 2 2 2 132 0.8
Cla 9de9
2515} 2 [25] 3 |125(|25([25] 3 |25 2,5 04
ULb 10de 10
25(15y15|15(15{05(23([35]|15][25 1,9 0,8
CLe 10de 10
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Anexo 3: Idenificacion de TRFs.

Tabla 15. Asignacién de TRFs a OTUs segiin marcador molecular.

* Segin partidor utifizado (Tabla 1).
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fud Regidon Dencminacion Longitud Region Denominacién | Longitud Region Denominacion

de | amplificada | TRFsfiingicos | (bp)de los amplificada TRFs de TRF amplificada (*) TRFs

2Fs ] TRFs *) bacterianos (bp) actinobacterias
ITS1-TS4 H-56 43 RNAr 168 B-43 134 ACT A-134
IT81-1TS54 H-77 56 RNAr 165 B-56 216 ACT A-216
IT81-ITS4 H-90 77 RNAr 16S B-77 239 ACT A-239
IT81-IT84 H-139 90 RNAr 16S B-90 264 ACT A-264
f181-ITS4 H-170 153 RNAr 165 B-153 441 ACT A441
ITS1-ITS4 H-201 170 RNAr 168 B-170
ITS1-ITS4 H-209 201 RNAr 16 B-201
IT31-IT84 H-227 208 RNAr 168 B-209
1TS1-ITS4 H-236 236 RNAr 168 B-236
ITS14754 H-306 337 RNAr 168 B-337
ITS1-ITS4 H-324 373 RNAr 168 B-373
ITS1-1T84 H-451 451 RNAr 163 B-451

B ITS1-TS4 H-1098




Figura 15. Electroforesis en geles de agarosa de los amplicones correspondientes a los marcadores
moleculares especificos para el grupo bacteriano (marcador RNAr 16S). 1-6: Duplicado para cada tiempo de

muestreo (T1-T6). 1, 2, 3: Pila. PM: Marcador de peso molecular: 100-3000 bp. El tamafio de los productos de
amplificacion se estima en 1500 bp.

Figura 16. Electroforesis en geles de agarosa de los amplicones correspondientes a los marcadores
moleculares especificos para el grupo fungico (marcador /TS1-ITS4). 1-6: Duplicado para cada tiempo de
muestreo (T1-T6). 1, 2, 3: Pila. PM: Marcador de peso molecular: 100-3000 bp. El tamafio de los productos de
amplificacion se estima entre 500 y 600 bp.
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Figura 17. Electroforesis en geles de agarosa de los amplicones correspondientes a los marcadores
moleculares especificos para el grupo actinobacteria (marcador ACT). 1-6: Tiempo de muestreo (T1-T6). 1, 2,
3: Pila. No se adjunta control positivo (sefial muy tenue). PM: Marcador de peso molecular: 100-3000 bp. El
tamafio de los productos de amplificacion se estima en 700 bp.
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