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RESUMEN

La biorremediacion de suelos salinos a base de microorganismos haldfilos, es
innovadora y ain mas siendo estos microrganismos encapsulados. Se realizé
un articulo de revision en el que describen tres articulos de investigacion y tres
patentes en los que realiz6 la desalinizacion de suelos con microrganismos
hal6filos en los que se destaca el uso de bacteria halofilas suspendidas en
medio liquido. Resultando de esta recopilacion fueron 32 especies de bacterias
halofilas con potencial para la biorremediacion de suelos salinos. También se
realizd un trabajo de investigacion El objetivo fue formular consorcios de
bacterias y arqueas halofilas y evaluar su efecto sobre pardmetros de salinidad
de un suelo agricola; asi como en el crecimiento de plantulas de papaya
sembradas en suelo inoculado con los consorcios, en condiciones in vitro, se
llevd a cabo en Laboratorio de Fitopatologia del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, Unidad Oaxaca. En el cual
los resultados fueron los siguientes, en la primera fase dio como resultado que
la formulacion idénea se realiz6 con alginato de sodio al 1% con 30 minutos en
la solucidn solidificante,en la segunda fase el mejor tratamiento fue CAML con
un pH inicial de 9.45 y un pH final de 8.53. En la tercera se evalu6 el
crecimiento de plantulas de papaya (Carica papaya L.) de dos meses de edad.
Para altura destaco el tratamiento CBACFB (40.3) siendo 459% mayor con
respecto al testigo, en cuanto a didmetro de planta CAYBFB (30.8) mostré
incremento de 152% con relacion al testigo CFB . Y CBACTD (41.39) registro el
mayor niumero de hojas.

Palabas clave: biorremediacion,crecimiento,encapsulados,tratamiento.



ABSTRACT

The bioremediation of saline soils based on halophilic microorganisms is
innovative and even more so since these microorganisms are encapsulated. A
review article was carried out in which it describes three research articles and
three patents in which the desalination of soils with halophilic microorganisms
was carried out, highlighting the use of halophilic bacteria suspended in a liquid
medium. The result of this compilation were 32 species of halophilic bacteria
with potential for the bioremediation of saline soils. Research work was also
carried out. The objective was to formulate consortia of halophilic bacteria and
archaea and evaluate their effect on salinity parameters of an agricultural soil;
as well as in the growth of papaya seedlings planted in soil inoculated with the
consortia, under in vitro conditions, was carried out in the Phytopathology
Laboratory of the Interdisciplinary Research Center for Regional Integral
Development, Oaxaca Unit. In which the results were the following, in the first
phase it resulted that the ideal formulation was made with 1% sodium alginate
with 30 minutes in the solidifying solution, in the second phase the best
treatment was CAML with an initial pH of 9.45 and a final pH of 8.53. In the third,
the growth of two-month-old papaya (Carica papaya L.) seedlings was
evaluated. For height, the CBACFB treatment (40.3) stood out, being 459%
greater with respect to the control, in terms of plant diameter CAYBFB (30.8)
showed an increase of 152% in relation to the CFB control. And CBACTD
(41.39) recorded the highest number of leaves.

Keywords: bioremediation, growth, encapsulates, treatment.






CAPITULO |

INTRODUCCION

La salinidad es un problema que afecta a la agricultura en todo el mundo, de
acuerdo con La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, 2022) 833 millones de ha de suelos son afectados por
salinidad en todo el mundo, esto es, el 8.7% del pla neta. La mayoria de ellos
se pueden encontrar en entornos naturalmente aridos o semiaridos en Africa,

América Latina y Asia.

En México la afectacion por salinidad abarca el 60% de la zona agricola con
sistema de riego presentandose asi en 5.86 mill ha, de las cuales 3.43 mill ha
presentan sodicidad leve y 2.43 mill ha presentan salinidad leve. En cuanto a la
agricultura de temporal, el 19.7% (5.18 mill ha) presentan algun grado de

salinidad Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER, 2021)



La salinidad se refiere a la concentracion excesiva de sales en el suelo, este
tipo de suelos se caracterizan por ser toxicos para las plantas, ya que carecen
de los nutrientes esenciales para su crecimiento y su capacidad de absorber
agua es baja trayendo efectos como sequia y reduccion de la germinacion,
crecimiento y rendimiento hasta en 50%. Este tipo de suelos poseen
caracteristicas como pH acido o alcalino (6 y 8) y conductividad eléctrica (CE)
superior a 2 dS m* (Lamz y Gonzalez, 2013; Paz-Pellat et al., 2018; Meena et
al. 2019; Rodriguez y Dufour, 2021; SADER, 2021). Se pueden definir dos tipos
de salinidad, la salinidad primaria que se da por procesos haturales,
caracteristicas geologicas y edafoclimaticas. A diferencia de la secundaria que
se origina por actividades humanas como el mal uso del agua de riego y el uso
indiscriminado de fertilizantes. El manejo de este tipo de suelos actualmente es
a base de lavado de suelos, aplicacion de yesos o sulfatos o bien el empleo de
especies resistentes a la salinidad (Allbed y Kumar, 2013; Rodriguez-Moreno et

al, 2017).

Las arqueas halofilas o también llamadas haloarqueas y las bacterias haléfilas
son microorganismos extremofilos, pertenecientes al dominio Archaea que se
encuentran en ambientes altamente salinos y bajo condiciones extremas de pH,
temperatura y radiacion solar (Gonzalez y Pefa, 2002: Madigan et al., 2015).
Las haloarqueas sobreviven en ambientes con altas concentraciones salinas,
gracias a ello la regulaciéon osmética es un mecanismo de adaptacion dado el

nivel de estrés al que son sometidas (Wood, 2011).



Dado que la regulacion osmoética es la clave para la supervivencia de estos
organismos, de acuerdo con Amoozegar et al. (2017) utilizan dos estrategias
gue les permiten conservar este equilibrio osmotico (Kraegeloh ,2005; Kanekar
et al., 2012; Edbeib et al., 2016). Estas caracteristicas aportan a estos
microorganismos potencial para la biorremediacion de suelos salinos (Ramirez
et al.,2004; Sanchez-Leal y Arguello-Arias, 2006). El objetivo de la investigacion
fue evaluar diferentes formulaciones con variacion de materiales para la
formulacion, asi como tiempos en la solucion solidificante y porcentaje de
alginato de sodio. Una vez determinada la formulacién, se realizaron dos
bioensayos, el primero consisti6 en evaluar el efecto de desalinizacion
aplicando 100 pellets (formulados) por tratamiento, elaborados a base de
materiales accesibles y permitidos por el Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) para la agricultura organica
(fibra de celulosa, tierra de diatomeas y caolin), variando porcentaje de alginato
y tiempo en la solucion solidificante. Estos formulados contienen consorcios de
bacterias y arqueas haldéfilas en una concentracion de 1x108UFC. Las muestras
de suelo utilizadas en la investigacion fueron tomadas en el municipio de
Asuncion Ixtaltepec, Oaxaca, se estableci6 un experimento con nueve
tratamientos y dos testigos en los que se inoculd durante seis meses en
periodos de 15 dias. en el laboratorio de Fitopatologia del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR)

Unidad Oaxaca del Instituto Politécnico Nacional.



En una segunda etapa se evaluo el efecto de la salinizacién en el crecimiento
de papaya (Carica papaya L.), en suelo inoculados con formulados de bacterias

y arqueas haldfilas.



CAPITULOIII

MARCO TEORICO

2.1 Arqueas haléfilas

De acuerdo con la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO, 2020) las arqueas son organismos unicelulares
carentes de nucleo, poseen caracteristicas que las diferencian de las bacterias,

como por ejemplo su alimentacion y estructura.

Las arqueas haldfilas o también llamadas haloarqueas son microorganismos
extremafilos, pertenecientes al dominio Archaea, se encuentran en ambientes
altamente salinos y bajo condiciones extremas de pH, temperatura y radiacion

solar (Madigan et al., 2015; Gonzalez-Hernandez y Pefia et al., 2020).



2.1.1 Clasificacion taxondmica

Las arqueas halofilas se incluyen en el filo Euryarchaeota y en la clase

Halobacteria, dividida en tres ordenes: Halobacteriales, Haloferacales y

natrialbales (Garzon-Pinto, 2017).

De acuerdo con Kushner & Kamekura (1988) se clasifican en cuatro grupos

tomando en cuenta la concentracion en la que habitan:

1.

2.

3.

No haléfilos: son aquellas que se encuentran en habitats con una
concentracion de NaCl de 0.2M (1%). Dentro de este grupo se
encuentran las halotolerantes y son aquellas que toleran concentraciones
de NaCl superiores. Sin embargo, existen organismos que toleran
concentraciones de 2.5 M y se les conoce como halotolerantes extremos.
Halofilos débiles: Estos organismos presentan crecimiento 6ptimo en
ambientes cuya concentracion esta entre 0.2 My 0.5 M (1-3%).

Hal6filos moderados: Para estos organismos el ambiente idoneo
presenta una concentracion de 0.5-2.5 M (3-15%).

Haldfilos extremos: el crecimiento 6ptimo de estos organismos se da en

concentraciones de 2.5-5.2 M (15-32%) de NacCl.



2.1.2 Mecanismos de accion

Las haloarqueas sobreviven en ambientes con altas concentraciones salinas, es
por ello que la regulacibn osmotica es un mecanismo de adaptacion dado el
nivel de estrés al que son sometidas (Wood, 2011). Debido a que la regulacién
osmoética es la clave para la supervivencia de estos organismos, utilizan dos
estrategias que les permiten conservar este equilibrio osmaético (Kanekar et al.,

2011; Edbeib et al., 2016 Amoozegar et al. 2017).

La primera estrategia se le llama Salt-in, es utlizada por arqueas
extremadamente halofilicas (haloarchaea), es un proceso de acumulaciéon de
iones de sodio y potasio en el citoplasma a concentraciones de salinidad

similares a las que existen en el exterior.

La segunda estrategia se le llama Salt-out, esta estrategia es utilizada
principalmente por bacterias y microorganismos eucariotas haléfilos. Consiste
en la acumulacién de moléculas organicas como aminoacidos, azucares y
polioles, son moléculas pequefias y altamente solubles por lo que pueden
acumularse en grandes cantidades dentro de las células sin causar efectos

negativos (Dennis y Shimmin, 1997).



2.2 Bacterias halofilas

Las bacterias haldfilas son un grupo de microorganismos que habitan
ambientes cuyas concentraciones de cloruro de sodio van desde los 25 g L*
hasta los 250 g L. Las bacterias hal6filas constituyen un grupo muy
heterogéneo de microorganismos con diferentes actividades metabdlicas,
composicidon de la pared celular, morfologia, respiracion (desde aerobias hasta
anaerobias estrictas) y metabolismo (desde fotétrofas a heterotrofas) (Oren,

2008; Ventosa, 2006; De la Haba et al., 2011).

Las bacterias haldfilas se encuentran clasificadas en el dominio Bacteria:
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes,

Thermotoga, Cyanobacteria y Tenericutes (De la Haba et al., 2011).

2.3 Ambientes salinos

La FAO (2022) determiné que 833 millones de ha de suelos son afectados por
salinidad en todo el mundo, esto es, el 8.7% del planeta. La mayoria de ellos se
pueden encontrar en entornos naturalmente aridos o semiaridos en Africa,
América Latina y Asia. Existen ambientes salinos naturales en todo el mundo
entre ellos: Mar Rojo, Mar Baltico, Mar Caspio, Mar Muerto, asi como las
principales salineras del mundo que se encuentran en China, Estados Unidos y

Alemania, pero en América Latina, se puede catalogar a México como el pais



con mayor produccion de sal, que se concentra en los estados de Yucatan,

Veracruz, Monterrey y Sonora.

2.4 Salinidad en México

En México la afectacion por salinidad abarca el 60% de la zona agricola con
sistema de riego, presentandose asi en 5.86 mill ha, de las cuales 3.43 mill ha
presentan sodicidad leve y 2.43 mill ha presentan salinidad leve. En cuanto a la
agricultura de temporal el 19.7% (5.18 mill ha) presentan algun grado de

salinidad (SADER, 2021).

2.5 Suelos

La ONU (2022) define al suelo como el producto final de la influencia del tiempo
combinado con el clima, topografia y organismos (flora, fauna y ser humano),
de materiales parentales (rocas y minerales originarios). Como resultado, el
suelo difiere de su material parental en su textura, estructura, consistencia,

color, propiedades quimicas, bioldgicas y fisicas.

2.5.1 Clasificacion Base Referencial Mundial del Recurso Suelo (WRB)

La WRB estd basada en la Leyenda FAO-UNESCO (1974) y la Leyenda

Revisada FAO (1988) del Mapa Mundial de Suelos (FAO-UNESCO, 1971-



1981). En 2014 se publico la tercera edicion de la WRB, donde se proponen 32

grupos de suelo en general (Cuadro 1).

Cuadro 1.Grupos de suelos del Sistema de clasificacion Base Referencial
Mundial del Recurso Suelo (WRB).

Grupo de suelo

Caracteristicas

Histosoles.
Antrosoles, Tecnosoles.
Criosoles, Leptosoles,

Solonetz,Vertisoles, Solonchacks

Gleysoles, Andosoles, Podzoles,
Plintosoles,Nitisoles, Ferralsoles,
Planosoles, Stagnosoles
Chernozems,Kastanozems,
Phaeozems, Umbrisoles.

Durisoles,Gipsisoles, Calcisoles.

Retisoles, Acrisoles,
Lixisoles,Alisoles, Luvisoles
Cambisoles, Arenosoles,

Fluvisoles, Regosoles

Suelos con capas organicas gruesas.

Suelos con fuerte influencia humana.

Suelos con enraizamiento limitado.

Estan o han estado fuertemente influenciados por el
agua.

Suelos regulados por la quimica de Fe/Al.

Acumulacién pronunciada de materia organica en el
suelo mineral superficial

Suelos de regiones aridas con

acumulacion de yeso, silice y carbonato de calcio,
respectivamente.

Suelos enriquecidos en arcillas en la parte sub-
superficial.

Suelos relativamente jévenes con muy

poco o ningun desarrollo de perfil.

Fuente: FAO (2014); INTAGRI (2014).

2.5.2 Suelos salinos

La salinidad es un problema que amenaza la calidad de los suelos agricolas en

todo el mundo, tan sélo en América Latina 31,000,000 ha presentan este

problema, destacando México, Peru, Colombia, Ecuador y Chile, entre los méas



afectados. Este es un factor limitante en la produccion de alimentos pues los
cultivos pierden su potencial de rendimiento en estas condiciones.

La salinidad afecta directamente a los cultivos y vegetacion en general, esta
condicion limita cualquier actividad realizada en campo, ya que trae consigo
repercusiones negativas como absorcion deficiente de los nutrimentos, afecta la
translocacion y el reciclado de iones en la planta, el exceso de ciertos iones
puede provocar toxicidad en las plantas, acumulacion de Cl, Na y B en partes
de las plantas, como las semillas, los tallos y las hojas, producen una serie de
modificaciones debido a las variaciones de pH, que afectan a la disponibilidad

de los nutrimentos (Castellanos, 2004).

La NOM-021-RECNAT-2000, que establece las especificaciones de fertilidad,
salinidad y clasificacién de suelos, define que suelos salinos son aquellos que
presentan una conductividad eléctrica (CE) entre 1.1 y mayor de 16 de acuerdo

al nivel de salinidad (cuadro 2).

Cuadro 2. Valores de conductividad eléctrica (CE) en suelo salinos NOM-021-
RECNAT-2000.

CEdSmta25°C Efectos

<1.0 Efectos despreciables de la salinidad
11-20 Muy ligeramente salino

21-4.0 Moderadamente salino

41-8.0 Suelo salino

8.1-16.0 Fuertemente salino

>16.0 Muy fuertemente salino
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2.5.3 Parametros estimadores de salinidad

Courel (2019) indica que la salinidad se mide por medio de la conductividad
eléctrica (CE) en la solucion intermicelar o solucién del suelo y el umbral para
considerar que un suelo es salino se ha establecido en CE>4 dS m* a 25 °C.
En un estudio realizado por Pulido et al. (2010) se describe el procedimiento
para el monitoreo de la salinidad en suelos mediante sensores remotos y

establece que el indicador principal en su estudio es la conductividad eléctrica.

Chavira y Castellanos (1987), consideran que la salinidad del suelo se mide
mediante la CE en el extracto de saturacion o bien una relacion suelo: agua 1:2.
De acuerdo con el Instituto para la Innovacién Tecnoldgica en Agricultura
(INTAGRI,2022), el pH (potencial de hidrégeno) y la CE son dos parametros
cuya medicion es fundamental para tener un cultivo agricola de alto
rendimiento. El pH indica el grado de acidez o de alcalinidad de un medio, se

mide en una escala entre 0 y 14; un pH de 7 es un valor neutro.

2.6 Arqueas y bacterias como desalinizadoras de suelos

En la actualidad existen muy pocos estudios sobre estos organismos como
desalinizadores de suelos, los mas relacionados a este trabajo de investigacion
son los reportados por Rodriguez-Aristizabal et al. (2019) quienes realizaron un

estudio con seis bacterias haldfilas para medir el potencial como
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desalinizadoras de suelos en Sachica-Boyaca, Colombia. El estudio concluye
gue mostraron un efecto directo de las bacterias haléfilas en la disminucién de
la CE del suelo, pasando de 5.2 a 0.8 ds m* (T1), 0.7 ds m* (T2), 0.8 ds m*
(T3), 0.6 ds m* (T4), 0.7 ds m? (T5), 0.7 ds m? (T6), 3.0 ds m (testigo),
valores que corresponden a salinidad muy ligera (< 2 ds m?). Indicando asi los
autores que es posible usar bacterias haldfilas aisladas de ambientes salinos
como una posible alternativa de rehabilitacidon de suelos salinizados para la

produccion agricola y agropecuaria.

Sanchez-Leal y colaboradores (2006) realizaron un estudié en la Universidad
Nacional de Colombia con cinco especies de bacterias hal6filas para capturar
iones de sodio in vitro. La captura del sodio la demostr6 comparando la
concentracion inicial de la solucion de sodio sin inocular y la concentracion de
esta con la bacteria inoculada a través de la técnica de espectroscopia de
absorcion atomica. Este estudio culminé con cuatro bacterias que demostraron
la capacidad de captura de sodio in vitro fueron: Vibrio alginolyticus, Vibrio

metschnikovii, Flavimonas oryzihabitans y Agrobacterium tumefasciens.

2.7 Formulados

Los formulados o también conocidos como encapsulados son una técnica que
consiste en envolver un principio activo con el fin de protegerlo frente a
condiciones ambientales deletéreas (Shoji et al., 2013). Se emplea para

proteger o proporcionar una cubierta a sustancias inestables, para enmascarar
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sabores, almacenar sustancias y transformar productos de uso tradicional en

desarrollos tecnolégicos avanzados (Hernandez-Mendoza, 2018).

Los formulados consisten en una membrana esférica resistente que rodea un
nacleo, ya sea solido o liquido, el tamafio puede variar sin embargo el tamafio

ideal de acuerdo con Gonzalez-Cuello et al. (2015) es de 1 mm.

2.7.1 Tipos de formulados

De acuerdo con Ghosh (2006) las microcapsulas pueden clasificarse en tres
categorias de acuerdo a su morfologia: mononucleares, que poseen una
cubierta alrededor del nucleo; polinucleares con varios nucleos dentro de la
pared; y tipo matriz donde el material del ndcleo se distribuye homogéneamente
en el material de la pared, y puede presentarse en forma de espuma, donde el
material se distribuye en toda la capsula y cubierta. Asi también puede

presentarse en forma de red con una estructura abierta o microcapsula.

2.7.2 Importancia del uso de formulados

Para Nava-Reyna et al. (2015) y Bah et al. (2020), la formulacion abarca una
amplia gama de campos como la liberacion controlada de sabores, colores,
aromas, perfumes, farmacos vy fertilizantes; esta liberacion controlada depende
en gran medida del rompimiento de las microparticulas, la solubilizacion, el pH o

la accion enzimatica (Luna et al., 2016).
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La elaboraciéon de formulados facilita labores como almacenamiento, transporte
y aplicacion de estos microorganismos, protege al microrganismo de
condiciones ambientales adversas, permite realizar aplicaciones localizadas,
reducir el consumo de agua y extender su vida util (San-Blas, 2013; Hiltpold,

2015; Bogantes et al., 2018).

2.8 Alginato

El alginato es un polisacarido proveniente de las algas pardas pertenecientes a
la clase Phaeophyceae u obtenido mediante un cultivo microbiano. Esta
principalmente compuesto por los acidos B-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico
(G). Existe una amplia gama de alginatos que cumplen con requerimientos
segun el area en la que se va a utilizar (Hernandez-Carmona et al., 2012;

Hurtado et al., 2020; Ayaviri-Pérez, 2022).

La biocompatibilidad del alginato permite su aplicacion en distintas industrias
como por ejemplo la industria quimica y textil, farmacéutica, biotecnoldgica,
gastrondmica y agropecuaria (Hernandez-Carmona et al., 2012; Hurtado et al.,
2020). El alginato de sodio es una de las presentaciones mas comercializadas
del alginato. Méndez-Reyes et al. (2014), indicaron que la extraccion del
alginato de sodio comprende dos etapas en las que se realiza la conversion de
sales insolubles en alginato de acido alginico. En la primera mediante un medio
alcalino se extrae alginato de sodio soluble, que posteriormente pasa a una fase

de separacion liquido-solido, precipitacion y secado.
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2.9 Uso, aplicacion y beneficios de bacterias hal6filas en la agricultura

Las bacterias haldfilas son un grupo diverso de microorganismos que se
caracterizan por habitar en ambientes con altas concentraciones de sal. En la
agricultura la salinidad en suelos representa una limitante en la producciéon de
cultivos, dado que los cultivos sufren diversos dafios como, por ejemplo:

disminucién del area foliar, grosor y necrosis (Rahneshan et al., 2018).

Guerra-Camacho et al. (2024) mencionan que las bacterias haldéfilas poseen
metabolitos secundarios que representan una alternativa para obtener nuevos
compuestos antifungicos. En el estudio menciona que las especies
predominantes fueron Bacillus subtilis, Metabacillus sp. y tres cepas diferentes
de Bacillus sp.

Rojas-Padilla et al. (2020); de los Santos-Villalobos et al. (2018); Ibarra-
Villarreal et al. (2020) mencionan que en los agroecosistemas el empleo de
microorganismos en la biorremediacién de suelos es sumamente importante, ya
gue favorece la formacién y aireacion de agregados del suelo, el secuestro de
carbono, la biorremediacion xenobidtica, y la tolerancia al estrés abibtico por

parte de las plantas.
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RESUMEN

La biorremediacion de suelos esta ganando importancia en los ultimos afios, sin
embargo, los trabajos documentados aun son pocos. Las bacterias haléfilas son
microorganismos que por su mecanismo de osmoadaptacion favorecen su
aplicacion en diferentes areas, una de ellas la agricultura. Esta revision recopila
y analiza los resultados cientificos y tecnoldgicos de los ultimos 20 afios para la
aplicacion de bacterias halofilas como biorremediadores de suelos agricolas
salinos. La salinidad de los suelos es un problema que se ha abordado
guimicamente. El objetivo de esta revision es buscar informacion sobre trabajos
que ofrezcan una alternativa biolégica al problema. Se presentan seis trabajos,
tres de los cuales son patentes. Se describe el método de aplicacion,
temperatura y tiempo de siembra del in6culo y, en su caso, las especies que
mostraron significacion. Para esta revisibn se consideraron uUnicamente
articulos publicados en revistas. Segun los trabajos realizados, se reportan 32
especies potenciales de bacterias halofilas como potenciales para la
biorremediacion de suelos. Asi como enzimas con capacidad hidrolitica como:
amilasa, proteasa, lipasa, DNasa y pululanasa.

Palabras clave: hal6filos, salinidad, mecanismo de accion.
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ABSTRACT

Soil bioremediation is gaining importance in recent years, however, documented
works are still few. Halophilic bacteria are microorganisms that due to their
osmoadaptation mechanism favor their application in different areas, one of
them being agriculture. This review compiles and analyzes the scientific and
technological results of the last 20 years for the application of halophilic bacteria
as bioremediators of saline agricultural soils. Salinity in soils is a problem that
has been addressed chemically. The objective of this review is to search for
information on works that offer a biological alternative to the problem. Six works
are presented, three of which are patents. The application method, temperature
and time of sowing of the inoculum are described, and, where appropriate, the
species that showed significance. For this review, only articles published in
journals were considered. According to the works carried out, 32 potential
species of halophilic bacteria are reported as potential for soil bioremediation.
As well as enzymes with hydrolytic capacity such as: amylase, protease, lipase,
DNase and pullulanase.

Key words: halophiles, salinity, mechanism of action.

19



3.1 INTRODUCCION

La salinidad del suelo es un problema que afecta la produccién agricola. Hasta
el afio 2021, 833 millones de ha de suelos afectados son por esta condicion en
todo el mundo (Omuto et al., 2021). La agricultura es una de las actividades
econdémicas mas importantes de México, sin embargo, 11.4 millones de ha de
suelo agricola presentan algun grado de salinidad (Secretaria de Agricultura y

Desarrollo Rural [SADER, 2021]).

La salinidad es la acumulacién de sales en el suelo. Si bien existen causas
naturales (primarias), las actividades antropogénicas (secundarias) han
acelerado la salinizacion de los suelos (Mata-Fernandez, 2014; Courel, 2019;

Panzardi et al., 2020).

Los microrganismos halofilos poseen caracteristicas distintivas como bajos
requerimientos nutricionales y resistencia a altas concentraciones de sal, con
capacidad de equilibrar la presion osmaética del ambiente, estos
microorganismos son aerobicos, pero también hay anaerdbicos. Los
microorganismos haldéfilos son representados principalmente por bacterias y
arqueas. Estos microorganismos se distribuyen en todo el mundo,
especificamente en ambientes hipersalinos (Truper et al., 1991). Debido a sus

niveles de requerimiento de sodio para su crecimiento y metabolismo, se
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clasifican en cuatro categorias: no haléfilos (no toleran la sal); leve (1-3 %);
moderado (3-15 %) y extremo (15-30 %) (Kamekura et al., 1988; Oren, 2008;

de la Haba et al., 2011).

Las bacterias y arqueas halofilas son productoras de pigmentos carotenoides,
como bacteriorrodopsina y halorrodopsina (Flores et al., 2010). Estos
compuestos se encuentran en su membrana provocando asi una coloracion
rojiza y purpura (Tindall, 1990; Daoud y Ben Ali, 2020). Las bacterias halofilas
son productoras de enzimas, polimeros y solutos compatibles que son de gran
importancia en diferentes areas de la industria cosmeética, nutricionista,

petrolera, entre otros (Tindall,1990; Fernandez et al., 2007).

Por la produccion de estos compuestos, las bacterias haléfilas son de gran
importancia ambiental, principalmente porque producen la enzima
deshalogenasa que es utilizada en la biorremediacion de ambientes
contaminados (Rodriguez-Aristizabal et al., 2019; Farig y Yasmin, 2020;

Oyewusi et al., 2020).

El objetivo de este trabajo fue la recopilacion y andlisis de informaciéon con

resultados cientificos y tecnoldgicos de los ultimos 20 afios para la aplicacion de

bacterias haléfilas como agentes biorremediadores de suelos agricolas salinos.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

La busqueda de informacidén se realiz6 en bases de datos bibliograficas de
resimenes Yy citas de articulos de revistas cientificas, como Scopus, Scielo y
Redalyc, en el periodo de agosto de 2022 a marzo de 2023, mediante el uso de
descriptores como: halophiles, bacterias haldfilas, extremoéfilos,soli
biorremediation,saline soils,sodic solils,saline soil treatment etc. Los registros
oscilaron entre 34 y 50 documentos. Al igual se realizO una busqueda en

Google Académico y Google Patents.

Se seleccionaron aquellos documentos que brindaran informacién especifica de
las bacterias halo6filas como su estructura, clasificacion y aplicaciones. La
estructura de la informacién se realizé tomando en cuenta el tipo de documento,

ya sea articulo cientifico o patente.

Posteriormente, se realizé una categorizacion de la informacién en tablas de
Excel®, tales como: condiciones de incubacion (medio de cultivo, temperatura y
tiempo) e inoculacion (forma de aplicacién, concentracion y especie)

enfatizando en areas como Agricultura,Fitopatologia, Biologia Experimental.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Bacterias haldfilas reportadas en articulos y patentes

La biorremediacion de suelos salinos es un tema amplio, sin embargo, el uso de
bacterias haléfilas se encuentra muy poco explorado. Se enlistan los trabajos de
investigacion sobre estos microorganismos, publicados en los Ultimos afios en
revistas indizadas en Scopus (Cuadro 3), asi como invenciones reportadas en

patentes (Cuadro 4).

Se encontraron seis estudios que reportan la aplicacion de bacterias haléfilas
como biorremediadores de suelos salinos, de los cuales, tres son reportados
como articulos cientificos y tres son patentes en estatus de pendientes. De los
articulos cientificos se extrajo informacion importante sobre la incubacion e

inoculacion de estos microorganismos.
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Cuadro 3. Bacterias halofilas aplicadas como desalinizadoras de suelos reportadas en articulos cientificos.

medio Siembra Aplicacion Resultados
Autor Afio pais Titulo Cepas Paramet
. T C/IA FIA Bacterianas ros
Sodio aplicadas iniciales ) _
(%) °C Parametros finales
0
. cepa Qtet3
Un  Alcanivorax Una (Alcanivorax 65250
Sp. solucion sp.) iIScm® 8072 uS/cm?
halotolerante. de sal
Dastgheib et 2011 cepa con  ineral Caldo
al. aplicacion (MSS) nutritivo
potencial en la compleme &gg
remledlaulc_m de ntado con oor
Iran Suelos salinos NaCl 20% 28 2sem gramo
Capacidad de g%?gr?m
bac}grlas Vibrio inicial de Concentracion
haldfilas alginolyticus Na (%) Final de Na (%)
para capturar 5.65
A [P 1.2x
Sanchez y sodio in vitro y 5.26
Arguello- 2006 Colombia su posible nﬁs:?i\c/)o 3% 355 24h uf?:cljl?)o nﬁﬁ:g\c/’o viorio 447
Arias. aplicacion oL metschnikovii 3.8
en la Flavimonas 5.74
biorremediacion oryzihabitans 3.12
de suelos Salino- CE E Final
sadicos Inicial CE Fina
Bacterias cepa 1 5.2 0.8
haléfilas 5.2
con potencial cepa 2 5o 0.7
; para la cepa 3 : 0.8
Rodriguez - recuperacion Agar 108 Caldo cepa4 5.2
Aristizabal et 2019 Colombia P ga 15 37 24h Urc/m -4 P 0.6
de suelos  nutrtivo 1 nutritivo 5.2
al - cepa5 0.7
) salinizados 5.2
en Séachica-
Boyaca, cepa 6
Colombia 0.7

°C=Temperatura, T=tiempo, CA=concentracién de aplicacién, FA=forma de aplicacion
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Cuadro 4. Bacterias halodfilas aplicadas como desalinizadoras de suelos
reportadas en patentes.
Autor A P Titulo de la patente Cultivo Aplicacion
2 :' Medio  Temper Tie Forma de Espec
atura mpo  aplicacion ie
() (h)
Jiang- 2 C In6culo microbiano de - 30-37 24- inoculo mixto que Bacill
Lihua 0 hi remediacion microbiana 26 comprende 20-30 us
etal. 2 na para suelo salino- partes de salvado, subtili
0 alcalino, asi como torta y turba de s ,
método de preparacién hierba. Bacill
y aplicacién de in6culo us
microbiano de mucil
remediacion microbiana. agino
sus
Xu-Jun 2 C Método para preparar Soluci6 20 -30 24- inoculo mixto -
etal. 0 hi un agente microbiano n 48
1 na tolerante alasal. nutritiv
3 a
Weiguo 2 C  Método de - - - Polvo en conjunto -
etal. 0 hi cotratamiento para la con otros
1 na salinizacion del suelo. componentes
4
Xu-Jun 2 C Agente bacteriano Medio - - Compuesto &?)
etal. 0 hi compuesto halofilo- de haléfilo  (alcohol
1 na microorganismo y enrique metilico, fenol,
5 aplicacion del mismo. cimient glucosa, licor de
o de maiz seco, Polvo,
cultivo melaza, polvo de
mixto y lixiviacion de
sal levadura para
inorgan fuente de
ica carbono)
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3.3.2 Incubacién

Sanchez y Arguello-Arias (2006) indican que para el crecimiento 6ptimo de los
microrganismos utilizé medio de cultivo nutritivo con 3% de NaCl y lo incub6 a
35.5 °C durante 24 h previo a la inoculacién, mientras que Rodriguez-
Aristizabal et al. (2019) utilizaron agar nutritivo con 6% de NaCl como medio de

cultivo y se incub6 a 37 °C durante 24 h.

Dastgheib et al. (2011) incubaron las cepas en agar nutritivo suplementado con
NaCl al 20% y purificado en una solucion de sal mineral (MSS) complementado
con NaCl. En cambio, Xu-Jun et al. (2013) incubaron en una solucion nutritiva a
base de sulfato de amonio ((NH,),SO, ), fosfato dipotésico (K2HPOa4), cloruro de
magnesio (MgCly), cloruro de calcio (CaCl.), sulfato de hierro (FeSOa), glucosa,

fenol, extracto de levadura y oligoelemento, pH 7.5-8.5.

En el estudio de Xu-Jun et al. (2015) realizaron la incubacién en un medio de
enriquecimiento de cultivo mixto y sal inorganica. EI medio de agar selectivo
usado fue de 10 a 200 g L1, la sal inorganica utilizada fue muriato, vitriolo,

carbonato, sal de acido fosférico y nitrato.

Los hallazgos de los articulos mencionados permiten conocer otras técnicas de

incubacion, la capacidad de adaptacion de estos microorganismos en

ambientes salinos y la concentracion de NaCl en el medio de cultivo, la cual
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puede variar del 3 a 20% y obtener una propagacion exitosa de estos
microorganismos.

3.3.3 Inoculacion

En cuanto al método de aplicacion, Dastgheib et al. (2011) utilizaron matraces
gue con100 ml de medio mineral suplementado en un 10%, y se inocularon
NaCl y 100 ppm del hidrocarburo y se incubaron a 30 °C y 120 rpm durante 2
semanas. Donde evaluaron el efecto de diferentes concentraciones de NaCl
(0%, 1%, 5%, 10%, 15% y 17%). Ademas, se evalué la tasa de biodegradacion
del fenantreno midiendo el crecimiento y el consumo de sustrato en medios

minerales después de 12 dias de incubacion.

Mientras que Sanchez y Arguello-Arias (2006) realizaron la inoculacién en
concentracion de 1.2 x10 8 ufc/100 ml, la inoculacion se realizé en soluciones
de agua peptonada al 0.1% (27 tubos por bacteria) solucion a la que se evalué
concentracion inicial y final de sodio esto mediante el método de espectroscopia

de absorcion atdbmica en el equipo Perkin Elmer Analyst 300.

Rodriguez-Aristizabal et al. (2019) reportan estudios donde la inoculacién fue
mediante suspensién en caldo nutritivo (6% NaCl) con una concentracion de
108 UFC/ml. La inoculacion se realiz6 en macetas de 3 kg con suelo
moderadamente salino, para la evaluacion de la salinidad realizaron 10

mediciones de CE. En una segunda fase en los suelos inoculados evaluaron
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plantas de tomate para las variables altura de la planta y niumero de hojas,
clorosis y marchitez del area foliar.

En cambio, Jiang-Lihua et al. (2020) realizaron la inoculacion mediante una
sinergia que se compone de 40-50 partes de residuos de hongos comestibles,
20-30 partes de polvo de acido humico, 6-10 partes de azufre y 10-20 partes de
un inéculo microbiano compuesto (indculo microbiano compuesto comprende
Streptomyces jingyangensis, Bacillus subtilis y Bacillus mucilaginosus liquido

bacteriano mixto).

Las inoculaciones se realizaron con diferentes concentraciones, lo que
claramente influye en los resultados presentados en cada estudio. La
inoculacion en cada caso fue diferente en cuanto a la concentracion bacteriana,
sin embargo, la mayoria la inoculacion la realizaron en forma se solucion
bacteriana (suspension em medio liquido). Asi mismo, es importante enfatizar
gue estos estudios son realizados en laboratorio, sin evidencias de estudios

realizados en campo.

3.3.4 Mecanismo de accidn

Las halobacterias sobreviven en ambientes con altas concentraciones salinas,
es por ello que la regulacion osmética es un mecanismo de adaptacion ante el
nivel de estrés al que son sometidas (Kraegeloh et al., 2005; Fernandez et al.,
2007; Wood, 2011). Dado que la regulacion osmotica es la clave para la

supervivencia de estos microorganismos, de acuerdo con algunos autores
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(Lanyi, 1974; Gonzalez-Hernandez & Pefia, 2002; Amoozegar et al., 2017)
utilizan dos estrategias que les permiten conservar este equilibrio osmaético
(Dutta y Bandopadhyay, 2022).

La primera estrategia se le llama salt-in y es utlizada por arqueas
extremadamente halofilicas (haloarchaea). En este proceso se acumulan iones
Na* y K* en el citoplasma a concentraciones similares a las que existen en el
exterior de la pared celular. La segunda estrategia se le denomina salt-out y es
utilizada principalmente por bacterias y microorganismos eucariotas halofilos.
Consiste en la acumulacibn de moléculas organicas como aminoacidos,
azucares y polioles, son moléculas pequefas y altamente solubles por lo que
pueden acumularse en grandes cantidades dentro de las células sin causar

efectos negativos (Larsen,1986; Dennis y Shimmin,1997).

Las bacterias haléfilas también son de gran interés por ser degradadoras de

hidrocarburos en una salinidad del 30% (McGenity, 2010).

3.3.5 Biorremediaciéon de suelos

Sanchez y Arguello-Arias (2006) demostraron que las bacterias haléfilas son
capaces de capturar iones de sodio en un 7%. En este estudio destacan tres
especies que son potenciales para la biorremediacion de suelos Vibrio
alginolyticus, Vibrio metschnikovii y Flavimonas oryzihabitans (Figura 1). En

este estudio, tomaron como variables la concentracién de Na inicial y final.
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Figura 1. Porcentaje de sodio capturado clasificado por especie de bacteria hal6fila.

Rodriguez-Aristizabal et al. (2019) realizaron un estudio in vitro en el que
evaluaron la conductividad eléctrica (CE) del suelo, donde no fueron
identificadas ninguna de las especies. En los tratamientos las cepas fueron
identificadas como: 1, 2, 3, 4. 5y 6. La cepa 4 fue la mas sobresaliente porque

logré disminuir la CE de 5.2 a 0.6 dS m™* (Figura 2).

Cepa

Figura 2. Conductividad eléctrica (CE) de suelos salinos por efecto de la inoculacion de

seis cepas de bacteria haldfilas.

Asimismo, Dastgheib et al. (2011) en su estudio tomaron como paradmetro de
seguimiento la CE en la que se obtuvo un valor inicial de 65250 uS cm™ y una

final de 8072 uS cm, obteniendo una reduccién de salinidad del 12.37%.
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En cuanto a las patentes registradas, ninguna ofrece informacion acerca de las
condiciones de incubacion y no reporta resultados en pruebas de viabilidad del
experimento. La forma de aplicacion varia, ya que Xu-Jun et al. (2013), Jiang-
Lihua et al. (2020) y Xu-Jun et al. (2015) aplican en forma de in6culo mixto, y
aplica a procesos de aguas residuales con alto contenido de sal, remediacion

de aguas en ambientes hipersalinos y reparaciéon de suelos afectados por sales.

Weiguo et al. (2014) aplican en forma de polvo en sinergia con otros
componentes. Si bien estos procedimientos pueden favorecer el mecanismo de
accion de las bacterias hald6filas, no se pueden discutir los resultados por la falta

de datos experimentales.

3.3.6 Especies de haldfilos

Las especies potenciales para la biorremediacion se suelos salinos reportados
en los estudios citados recopilan 32 especies. En el estudio realizado por Xu-
Jun et al. (2013) utilizaron 26 especies de bacterias haldfilas, las cuales se
mencionan a continuacion: Halomonas alkaliphila, H. venusta, Halobacillus
locisalis, Halobacillus trueperi, Halobacillus sp., H. aguamarina, H. axialensis,
Marinobacter daepoensis, M. alkaliphilus, Microbacterium aquimaris, M.
esteraromaticum, Marinobacterium halophilum, Marinbacter sediminum, M.
salsuginis , M. lipolyticus, M. flavimaris, M sp., Flavobacterium kamogawaensis.,

Citricella sp., Bacillus firmus, B. flexus, B. litoralis, B. marisflavi y Bacillus sp.
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Mientras que en el estudio realizado por Jiang-Lihua et al. (2020) se reportaron
dos especies Bacillus subtilis y B. mucilaginosus. Si bien no son bacterias
haléfilas ofrecen una alternativa para la biorremediacion de suelos salinos. En el
estudio de Sanchez y Arguello-Arias (2006) destacan tres especies que son
potenciales para la biorremediacion de suelos Vibrio alginolyticus, V.
metschnikovii y Flavimonas oryzihabitans, y en el estudio realizado por

Dastgheib et al. (2011) lo enfocaron solo a la especie Alcanivorax sp.

3.3.7 Enzimas hidrolasas

Las bacterias hald6filas han incrementado su potencial debido a sus propiedades
cataliticas e hidroliticas, como, por ejemplo: formulacion de detergentes,
elaboracion de productos dietéticos, procesamiento de cuero, papel y alimentos
carnicos; asi como también en la sintesis de enantidmeros puros de farmacos,
biodegradacion de residuos toxicos y contaminantes industriales etc. (Gosh et
al., 2019; Corral et al.2019; Contreras-Castro et al., 2020; Santhaseelan et al.,

2022).

Dentro de las enzimas hidroliticas se encuentran las lipasas que son una de las
enzimas hidroliticas mas importantes con potencial en la agricultura. Son
enzimas que hidrolizan enlaces éster presentes en los acilgliceroles o sintesis
de un grupo amplio de ésteres carboxilicos (Bornscheuer et al. 1994; Ruiz et al.,
2007). Las lipasas se encuentran en gran diversidad de hal6filos moderados y

extremos (Boutaiba et al., 2006; Amoozegar et al., 2008; Ozcan et al., 2009).
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También se encuentran las amilasas, DNasa y pululanasa (Enache y

Kamekura, 2010; Flores et al., 2010; Babavalian et al., 2013).

3.4 CONCLUSIONES

Las bacterias haldfilas son potenciales para la biorremediacion de suelos
debido a capacidad hidrolitica y su mecanismo de osmorregulacion, estos
microorganismos al ser halotolerantes habitan en gran parte del mundo. De
acuerdo a los autores citados, el método de incubacion influye en el crecimiento
y proliferacion de las cepas, en cuanto al método de inoculacién influyen de
manera directa en la recuperacion de suelos salinos, esto debido a la
concentracion de UFC la que potencializa a en una concentracion de 106-108
UFC/mlL. La forma de aplicacién demostré ser eficaz cuando se aplica en caldo
nutritivo. La diversidad de bacterias hal6filas que han sido identificadas ofrece
un sin fin de oportunidades de estudio, para brindar soluciones en la
biorremediacion de suelos de forma bioldgica y con inversiones al alcance de

los agricultores.
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RESUMEN

Las bacterias y arqueas haldfilas son microorganismos que ofrecen una
alternativa para la biorremediacién de suelos salinos, son pocos los estudios
gue se han realizado, ya que se ve limitado por su aplicacion, almacenamiento
y su eficiencia. Al formular estos microrganismos los protege de factores
biéticos y abidticos que resulten dafinos para los microrganismos, la presente
investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, Unidad
Oaxaca, del 20 de agosto de 2022 al 15 de agosto de 2023. El objetivo fue
formular consorcios de bacterias y arqueas halofilas y evaluar su efecto sobre
parametros de salinidad de un suelo agricola; asi como en el crecimiento de
plantulas de papaya sembradas en suelo inoculado con los consorcios, en
condiciones in vitro .Se realizé en tres fases experimentales, en la primera se
probd el contenido de alginato de sodio y el tiempo de permanencia en la
solucién solidificante, en el cual se obtuvo como resultado que las
microcapsulas mas firmes y aparentemente mas uniformes fueron las
elaboradas a base de alginato de sodio al 1% en tres tiempos de solidificacion.
En la segunda se probaron nueve tratamientos y seis testigos el mejor
tratamiento fue CAML con un pH inicial de 9.45 y un pH final de 8.53. En la
tercera se evaluo el crecimiento de plantulas de papaya (Carica papaya L.) de
dos meses de edad. Para altura destaco el tratamiento CBACFB (40.3) siendo
459% mayor con respecto al testigo, en cuanto a didmetro de planta CAYBFB
(30.8) mostré incremento de 152% con relacion al testigo CFB y CBACTD
(41.39) registré el mayor niumero de hojas.

Palabras clave: plantulas, crecimiento, desalinizacion, encapsulacion.
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ABSTRAC

Halophilic bacteria and archaea are microorganisms that offer an alternative for
the bioremediation of saline soils. Few studies have been carried out since they
are limited by their application, storage, and efficiency. Formulating these
microorganisms protects them from biotic and abiotic factors that are harmful to
microorganisms. This research was carried out at the Phytopathology
Laboratory of the Interdisciplinary Research Center for Integral Regional
Development, Oaxaca Unit, from August 20, 2022 to August 15, 2023. The
objective was to formulate consortia of halophilic bacteria and archaea and
evaluate their effect on salinity parameters of an agricultural soil; as well as in
the growth of papaya seedlings planted in soil inoculated with the consortia,
under in vitro conditions. It was carried out in three experimental phases, in the
first the sodium alginate content and the residence time in the solidifying solution
were tested, in which it was obtained as a result that the firmest and apparently
most uniform microcapsules were those made from 1% sodium alginate at three
solidification times. In the second, nine treatments and six controls were tested,
the best treatment was CAML with an initial pH of 9.45 and a final pH of 8.53. In
the third, the growth of two-month-old papaya seedlings (Carica papaya L.) was
evaluated. For height, the CBACFB treatment (40.3) stood out, being 459%
higher with respect to the control, in terms of plant diameter CAYBFB (30.8)
showed an increase of 152% in relation to the CFB control. And CBACTD
(41.39) recorded the highest number of leaves.

Index words: seedlings, growth, desalination, encapsulation
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4.1 INTRODUCCION

En la agricultura se han utlizado diversas técnicas convencionales y uso
desmedido de agroquimicos, para control de plagas y enfermedades, incluso
para la biorremediacion de suelos, lo que repercute en la acidificacion de
suelos, pérdida de flora y fauna y sobre todo, la generacién de suelos no
productivos. En los ultimos afios el control bioldégico ha cobrado importancia
debido a los buenos resultados y su bajo impacto ambiental (Vinchira-Villarraga
y Moreno, 2019; Zelaya-Molina et al., 2022). Sin embrago, el estrés bidtico y
abidtico representa una limitante, ya que reduce la eficiencia de los agentes
activos, por lo que la formulacion (encapsulacion) es una alternativa de

importancia para contrarrestar dicha limitante (Pino y Araguez, 2021).

La formulacién es una técnica que consiste en envolver un principio activo y
protegerlo de condiciones adversas (Han, 2020; Huang et al., 2024; Bu et
al.,2025). Esta técnica resulta de importancia ya que incrementa la estabilidad,
actividad biolégica y funcional, asi como controla la liberacibn de
microorganismos Yy, posee una vida util larga (Mokhtarnejad et al., 2011); esto
también hace que su manejo sea mas facil y su tiempo de almacenamiento se
incremente (Anal y Singh, 2007; Leggett et al., 2011; Lépez-Fernandez et al.,

2019).
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En la agricultura existe un problema que se incrementa con el tiempo, la
salinidad de suelos. Estos suelos se caracterizan por ser téxicos para las
plantas, ya que carecen de nutrientes, baja capacidad de absorber agua por
ende se presentan problemas como sequia, reduccion de la germinacion y

crecimiento (Meena et al. 2019; Rodriguez y Dufour, 2021).

En el mundo 833 millones de ha de suelos son afectados por salinidad en todo
el mundo (Omuto et al., 2021). La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SADER, 2021) informé que en México la afectacion por salinidad abarca el
60% de la zona agricola con sistema de riego presentandose asi en 5.86 mill

ha.

En este sentido las bacterias hal6filas son microorganismos caracterizados por
habitar en ambientes con altas concentraciones de sales, estos
microorganismos han desarrollado multiples mecanismos de adaptacion para
sobrevivir, entre ellas, la produccidon de metabolitos que funcionan como
defensa frente a organismos competidores, lo que supone una fuente
importante de nuevos compuestos antifiingicos, (Oren, 2015, Corral, 2019). Asi
mismo, poseen dos mecanismos de osmoadaptacion salt-in y salt-out; el
primero consiste en almacenar iones inorganicos, principalmente K*y Cl- en el
citoplasma (Dennis y Shimmin, 1997); y el segundo consiste en almacenar
solutos compatibles como azlcares, polioles, aminoacidos (Kunte, 2005;
Kanekar et al., 2011; Edbeib et al., 2016). Esta adaptacion al estrés salino y la

capacidad de almacenar sales en el citoplasma convierte a las bacterias y

45



arqueas haldfilas en una potencial estrategia para la biorremediacién de suelos
salinos.

El objetivo de la investigacion en una primera fase fue formular pellets, variando
el tipo de material portador, proporcion de gelificante y tiempo de solidificacion,
para encapsular consorcios de arqueas y bacterias haldfilas, en una segunda
fase fue evaluar el efecto de consorcios de bacterias y arqueas haldéfilas sobre
parametros (pH y CE) indicadores de salinidad de un suelo agricola, y en una
tercera fase evaluar su efecto en el crecimiento en plantulas de papaya (Carica

papaya L.) de dos meses de edad.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material biolégico

Para el estudio se utilizaron tres cepas de arqueas (Al, A4, AS) y tres bacterias
(B6, B7 y B9) resguardadas en el laboratorio de Fitopatologia del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR)
Unidad Oaxaca del Instituto Politécnico Nacional. Las cepas fueron aisladas de
las salineras de Salina Cruz, Oaxaca y resguardadas en medio de cultivo
nutritivo liquido (Pifia et al., 2011;Leal- Ferrandez, 2017) al 20% y 25% de NaCl,

respectivamente.

4.2.2 Reactivacion de las cepas
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La reactivacion de cepas se realizé transfiriendo la masa bacteriana existente

en las cajas de resguardo a cajas de Petri con medio de cultivo nutritivo sélido

con una concentracion de 20% de NaCl para arqueas (Pifia et al., 2011) (Anexo

1) y 25% para bacterias (Leal-Ferrandez, 2017) (Anexo 2). Posteriormente se
. R

incubaron a 37 SC dL 48 h_(Bigi a|siembra se realizo por triplicado

&7
Figura 3. Obtencién de la masa bacteriana de las cajas de resguardo.

FASE 1.

Obijetivo: formular pellets, variando el tipo de material portador, proporciéon de
gelificante y tiempo de solidificacion, para encapsular consorcios de arqueas y

bacterias haldfilas.

Se utilizaron tres materiales portadores: caolinita, fibra de celulosa (Fibra-Cel®
7F) y tierra de diatomeas (marca CELITE® 209). Glicerol como
osmoprotectante, como gelificante se agregd alginato de sodio y como
solidificante se utilizé una solucion de 2.5 g de cloruro de calcio (CaCl) en 500
ml de agua destilada (2H20). Todos los materiales se esterilizaron a 120 °C por

20 min. Para obtener una suspension homogénea de los materiales, se mezclo
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utilizando un agitador magnético que inicio a 1200 rpm y descendio a 500 rpm
en un lapso de 1 h. Ademas, se establecié la temperatura a 35 °C.

Se evaluaron nueve tratamientos en los cuales los factores de variacion fueron
el contenido de alginato de sodio y el tiempo de permanencia en la solucién
solidificante. Los niveles de contenido de alginato de sodio fueron 0.50, 0.75 y
1%. En cuanto al tiempo de permanencia en la solucion solidificante los niveles

fueron 10, 20 y 30 min.

Los pellets se elaboraron por gelificacién ionica siguiendo la metodologia
propuesta por Thiele y Cordes (1967), que consiste en la gelificacién de gotas
de una suspensién microbiana cuando se pone en contacto con una solucion de
cloruro de calcio 0.5% (p/v). Gotas de 0.1 mL se depositaron en la solucién

solidificante.

Para la deposicion de gotas se utilizé un frasco con salida lateral inferior
conectado a una maguera y en el extremo una punta de micropipeta de 1 mL.
Para obtener la microcapsula de 1 mm se utilizé una punta de micropipeta de 1
ml con un diametro de salida de 2 mm. Una vez en la solucién de 2.5 g de
cloruro de calcio (CaClz) en 500 ml de agua destilada(2H20), se secaron y se

incubaron a 37 °C durante 4 dias.
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Medicion de pellets

Con el fin de obtener el tamafio y la perdida de humedad se realiz6 la toma de
peso inicial, peso final y circunferencia inicial y final. Para ello se tomé una
muestra de 20 pellets por tratamiento. La toma de peso se realizé en una
balanza Pioneer™ Semi-Micro PX225DM (Figura 4a). Las medidas se tomaron

con un Vernier Digital De 6in/150mm (Figura 4b).

Figura 4. a) balanza Pioneer™ Semi-Micro PX225DM, b) vernier digital

La preparacion de muestras se realiz6 en un sistema de preparacion Denton
Vacuum, modelo DESK V, para el analisis de las muestras, se seleccionaron
pellets con tierra diatomea como material portador y que contenian consorcios
de arqueas, bacterias y un consorcio de bacterias y arqueas. Se realizé un
montaje de tres pellets de los tratamientos seleccionados sobre la base con
cinta doble cara. Después se sometieron a una evacuacion preliminar a alto
vacio (4.8 x 107 torr). Luego fueron recubiertas con una capa de oro palario

(Figura5ay b).
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Se utilizé un Microscopio Electrénico de Barrido JSM-IT300LV, en el cual se

observaron las imagenes a x30, x200,18 000 y x40,000.

Figura 5. a) Montaje de muestras, b) Evacuacién preliminar a alto vacio (4.8 x 10-2torr).

FASE 2

Obijetivo: Evaluar el efecto de consorcios de bacterias y arqueas haléfilas sobre
parametros (pH y CE) indicadores de salinidad de un suelo agricola.

Se elaboraron pellets para inocular las unidades experimentales, se utilizaron
macetas con 4 kg de suelo salino sddico proveniente del municipio de Asuncién

Ixtaltepec, Oaxaca.

Para ello, se establecieron nueve tratamientos y seis testigos (Cuadro 5) con
tres repeticiones cada uno. Para la inoculacion se realizaron pellets con tres
materiales portadores caolinita, fibra-cel ® 7F y tierra de diatomeas CELITE®
209. Como protectante se utilizé alginato de sodio (1%), como gelificante se
utilizé glicerol y como solidificante se utilizé una solucién de 2.5 g de cloruro de
calcio (CaCl,) en 500 ml de agua destilada(2H20). Se le adiciond una solucion

bacteriana compuesta por consorcios de bacterias, arqueas y una mezcla de
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bacterias y arqueas de acuerdo con los tratamientos. Para los consorcios se

utilizaron tres cepas de cada microorganismo.

Cuadro 5. Tratamientos establecidos para la evaluacion del efecto de la

desalinizacion de suelos.

MP CONS MP ALGINATO GLICEROL SUSBAC AD

TD CAR 0.25 0.05 0.45 0.75 3.5
TD CBAC 0.25 0.05 0.45 0.75 3.5
TD CBYA 0.25 0.05 0.45 0.75 3.5
FB CAR 0.25 0.05 0.45 0.75 3.5
FB CBAC 0.25 0.05 0.45 0.75 3.5
FB CBYA 0.25 0.05 0.45 0.75 3.5
CAO CAR 0.25 0.05 0.45 0.75 3.5
CAO CBAC 0.25 0.05 0.45 0.75 3.5
CAO CBYA 0.25 0.05 0.45 0.75 3.5
EXTRA 0.25 0.05 0.45 0.75 3.5

MP=Material portador, CB=consorcio bacteriano, SB=suspension bacteriana, AD=agua
destilada, SCB=sin carga bacteriana, MCNL=medio de cultivo nutritivo liquido, TD=tierra de
diatomeas, FB=fibra de celulosa, CAO=caolin.

Monitoreo de parametros indicadores

Una vez establecido el experimento las variables se midieron cada 15 dias
durante cinco meses. Las variables pH y CE se midieron mediante una

suspensién con agua destilada en una relacién suelo-agua 1:2 con un

potenciémetro (Marca Hanna, Modelo hi98129)-

Andlisis de datos
Se estableci6 un disefio completamente aleatorizado (3x3) tres materiales

portadores y tres consorcios de bacterias con dos repeticiones cada uno.
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Una vez terminados los bioensayos, se procesaron los datos en paquete
estadistico SAS 9.4, aplicando pruebas de normalidad y homogeneidad de
varianzas (Shapiro-Wilk y Bartlett, oo = 0.05), andlisis de varianza y prueba de

medias (Tukey, 0.05)

FASE 3

Determinar indices de crecimiento de plantulas de papaya cv. Maradol
sembradas en suelo inoculado con consorcios bacterianos y de arqueas
hald&filas.

Se sembraron plantulas de papaya cv. Maradol de dos meses de edad, se
establecié un disefio completamente al azar con 45 unidades experimentales,
nueve tratamientos y seis testigos con tres repeticiones, las variables evaluadas
fueron, altura de planta, diametro de tallo y nimero de hojas. Las mediciones se
realizaron cada 15 dias durante el periodo de mayo a agosto de 2023.

Analisis de datos

Para las variables altura, diametro de planta y nimero de hojas se realizo
prueba de Kruskal-Wallis, con el fin de evaluar el crecimiento de las plantas con

relacion a los tratamientos.
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4.3 RESULTADOS

FASE 1

Reactivacion de cepas

La reactivacion de cepas transcurrido 15 dias se observdé un crecimiento
importante para las cepas (Al, A4, A5y B6, B7, B9). En la figura 6 se muestra
el crecimiento de las cepas de arqueas halofilas reactivadas con una
concentracion de 15% de NaCl. Y en la figura 7 se muestra el crecimiento de
las tres cepas bacterias haldfilas reactivadas con una concentracion de 10% de

NacCl.

Figura 7. Crecimiento de cepas de arqueas haldfilas a) Al, b) A4, c) A5.
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Formulacion

La formulacién dio como resultado microcapsulas a base de tres materiales
portadores fibra de celulosa, caolin y tierra de diatomeas, los tres materiales
resultaron ser eficaces para la formulacién. En cuanto al contenido de alginato
de sodio, las microcapsulas con alginato al 1% fueron las que se formaron de
forma idénea (Figura 10), ya que como se puede muestra en las figuras 8 y 9,
las que contienen alginato al 0.5% y al 0.75% no formaron microcapsulas en
ningun tiempo en la solucién solidificante, en cambio las microcapsulas con
alginato al 1% se formaron aun cuando solo pasaron 10 min en la solucién

solidificante.

i 30

FiguTrrlal) 8. Resultagl%‘é“ de la formigfacion con a

solidificacion.

CAO
empos de

Idihato al 0.5%en tres ti
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D I'B-C CAO T FB-C CAO
Figura 9. Resultados de la formulacion con alginato al 0.75% en tres tiempos de
solidificacion.

A
R - :

D FB-C CAO TD FB-C CAO
Figura 10. Resultados de la formulacion con alginato al 1% en tres tiempos de

solidificacion.

Medicion de pellets

La medicion de los pellets arrojé que los pellets realizados con fibra de celulosa
conteniendo agua destilada, es decir, sin carga bacteriana fueron aquellos que
tuvieron una mayor pérdida de humedad (0.07 g) (Cuadro 6) y los pellets

realizados con caolin conteniendo un consorcio de arqueas fueron los que
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perdieron menos humedad (0.03 g). En promedio las microcapsulas poseen un

tamafo de 2.3 mm y un peso de 0.01 g.

Cuadro 6. Promedio de peso y tamafio de las microcapsulas por tratamiento.

TRAT Pl TI PF TF PHUM

TDARQ 0.06 4.30 0.01 2.56 0.05
FBARQ 0.05 3.56 0.01 2.44 0.04
CAOARQ 0.04 3.32 0.01 2.20 0.03
TDBAC 0.06 3.87 0.01 2.45 0.05
FBBAC 0.06 4.32 0.01 2.18 0.06
CAOBAC 0.06 3.93 0.01 1.86 0.05
TDAYB 0.06 3.96 0.01 2.54 0.05
FBAYB 0.05 3.97 0.01 2.43 0.05
CAOAYB 0.06 4.04 0.01 2.03 0.06
TDSN 0.05 4.06 0.01 2.40 0.04
FBSN 0.08 4.04 0.01 2.29 0.07
CAOSN 0.05 4.26 0.01 2.03 0.04

Pl=peso inicial, Tl= tamafio inicial, PF=peso final, TF=Tamafio final, PHUM=pérdida de
humedad.

Observacion en el microscopio 6ptico de barrido

La microfotografia es una herramienta util para observar la estructura de las
microcapsulas, en la figura 11 se aprecia como las microcapsulas a pesar de
parecer totalmente esféricas a simple vista, en la microfotografia se observa
gue adquiere una forma irregular, asi mismo como en la figura 11 b y c se

pueden observar estructuras de fésiles que contiene en este caso la tierra de




Figura 11. Microcapsulas observadas en el SEM a) 30X b)300X C)3000X

En la figura 12 se puede observar que la mezcla no es totalmente homogénea,
ya que muestra fragmentos de los que se podria decir ser un cumulo de
microrganismos atrapados por el alginato. Por lo que se sugiere ampliar el

tiempo de homogeneizacion de la mezcla.

Figura 12. Homogeneidad de la mezcla vista en el microscopio 6ptico de barrido.

En la figura 13 observada a 8.000x, 18000x y 4000x se pueden apreciar
estructuras en forma de bacilos, esto indica la presencia de los microrganismos,

no solo en el interior de la capsula, sino también en el exterior.
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Figura 13. Bacilos observados en la estructura de la microcapsula.

Evaluaciéon del efecto de desalinizacion
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El pH y CE se diferencié entre tratamientos (p < 0.05) en todas las fechas de
muestreo, excepto a los 90 dias para pH y 105 dias para CE (p > 0.05). La
variable de menor variacién fue pH a los 30 dias (CV = 33.3), indicativo de
mayor homogeneidad del material experimental, pero en general, la variacion

fue alta, incluso superando el 100% (CE a 90 y 105 dias) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Resumen del andlisis de varianza para pH y conductividad eléctrica

(CE) en diferentes fechas de muestreo.

GL CcVv

Variable  error CM RCME (%)

PH15 14 0.23" 0.22 68.1
CE15 0.09* 0.30 86.0
PH30 0.22** 0.23 33.3
CE30 0.19* 0.37 65.3
PH45 0.11** 0.26 39.9
CE45 0.27** 0.26 47.3
PH60 0.16* 0.27 58.1
CE60 0.19* 0.30 57.9
PH75 0.13** 0.30 419
CE75 0.28** 0.52 955
PH90 0.07ms 0.30 51.8
CE90 0.45* 0.60 126.0
PH105 0.12* 0.31 492
CE105 0.20m 0.59 103.8
PH120 0.34** 0.28 944
CE120 0.34** 0.27 745
PH135 0.14** 0.24 40.8
CE135 0.09* 0.20 55.6

GL =grados de libertad, RCME = raiz del cuadrado medio del error , CV =coeficiente de
variacion.
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El mejor tratamiento registrando el pH mas bajo a los 15 dias fue CADBAC
(7.95) sin embargo, esto no significa que el tratamiento muestre resultados
satisfactorios, ya que se debe a que fue inoculado con agua destilada. Para los
30 dias el mejor tratamiento fue CADAR (7.16), sin embargo, a partir del dia 30

todos los tratamientos mostraron una reduccion de pH (Cuadro 8).

En general el mejor tratamiento fue CAML con un pH inicial de 9.45 y un pH
final de 8.53, este tratamiento fue inoculado con un consorcio de arqueas
haléfilas suspendidas en medio liquido, seguido del tratamiento CAYBCAO con

una variacion del pH de 0.75.

En cuanto a la CE a los 45 dias, el mejor tratamiento fue CBML registrando los
valores mas bajos, este tratamiento fue inoculado con un consorcio de bacterias

haléfilas suspendidas en medio liquido.

Para el dia 75 el valor mas bajo lo registré el tratamiento CAYBTD (0.36) en

comparacion con el testigo CADAR (19.36) que registré un aumento de 437%.

Para el dia 105 el mejor tratamiento fue CBACTD (1.08) inoculado con pellets
elaborados de tierra diatomea conteniendo un consorcio de bacterias halofilas,
el cual comparado con el testigo (CADAR) mostré una reduccién en el CE de

896%.
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Cuadro 8. Comparacion de medias de los tratamientos del dia 15 al dia 135

Tratamiento

pH15

pH30

CE30

pH45

CE45

pHG60

CEG60

pH75

CAML

CARFB

CARTD

CAYBML

CAYBCAO

CAYBFB

CAYBTD

CBACCAO

CBML

CBACTD

CADAYB

CARCAO

CBACFB

CADAR

CADBAC

Tratamiento

CAML

CARFB

9.45(-0.03)£0.07¢
9.42(0.00)20.11a
9.33(0.08)0.23?
9.25(0.17)0.03?
9.25(0.17)20.052
9.24(0.18)20.29°
9.18(0.24)0.082

9.09(0.32)+0.042

9.08(0.34)+0.112

9.08(0.33)+0.182
8.96(0.44)+0.11%

8.95(0.44)+0.21%

8.83(0.55)20.09%°
8.08(0.95)20.15

7.95(0.83)+0.42°
CE75
1.51(0.99)+0.06°

1.53(-0.02)+1.2°

8.23(0.88)20.24%%
8.90(0.47)+0.26%*
8.39(0.67)0.50%¢
8.81(0.58)20.072*
9.01(0.40)%0.042*
9.38(0.05)+0.132

9.11(0.31)0.07%

7.79(0.99)0.06°

8.55(0.73)%0.222°

8.28(0.80)20.35%¢
8.34(0.82)0.28%

7.79(0.99)0.09°

7.85(0.99)20.100<
7.16(0.75)20.17°

7.84(0.80)+0.46°
pH90
8.48(0.76)%0.252

8.99(0.38)+0.292

0.97(0.63)+0.21°
1.08(0.78)%0.33¢
0.78(0.65)+0.26°
0.49(0.45)+0.18¢
0.82(0.73)+0.01C
0.34(0.33)+0.03¢
0.36(0.35)+0.07¢

3.78(0.48)+1.39™

0.97(0.66)+0.45°

1.54(0.53)£0.73°
0.98(0.74)0.34°

1.66(0.98)%0.13°

1.52(0.64)+0.63°
14.61(-0.12)+1.47°

8.34(0.58)+4.08%
CE90
3.12(-0.02)+0.592

0.73(0.61)£0.27°

8.14(0.79)20.43%
8.96(0.43)0.21°
8.58(0.65)0.42>
8.62(0.69)20.22°
8.99(0.41)%0.1°
8.77(0.58)%0.23%
9.14(0.27)20.182

8.50(0.75)%0.252°

8.78(0.79)0.09%

8.69(0.67)20.05*
8.66(0.64)20.312b

8.85(0.53)0.12°

8.23(0.93)20.06°°
(7.54(0.95)£0.04°

7.62(0.92)%0.23%
pH105
8.45(0.80)%0.18%

8.95(0.39)0.38°
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1.17(0.70)20.49°
1.02(0.55)+0.59°
1.43(0.53)20.72°
0.93(0.72)0.33"
0.52(0.48)0.15"
0.88(0.73)+0.23"
0.72(0.65)20.1°

1.07(0.84)20.2°

0.46(0.44)0.09°

0.77(0.68)+0.16"
0.55(0.51)0.14P

0.90(0.75)0.21°

1.00(0.84)20.05"
5.22(-0.35)£0.78"

2.44(0.19)+0.84°
CE105
2.55(0.50)x0.31°

2.17(0.32)21°

8.65(0.67)£0.19%
8.91(0.44)+0.32°
8.76(0.54)+0.33°
9.09(0.33)0.09°
8.79(0.57)+0.22°
8.93(0.42)+0.32°
9.48(-0.05)+0.08%

9.18(0.24)+0.11°

8.43(0.82)0.15%

8.76(0.61)+0.082
7.55(0.83)20.36%

8.61(0.64)0.37%

9.14(0.28)20.04a
6.64(0.34)0.17°

9.01(0.39)+0.172
pH120
9.43(-0.01)+0.142

9.07(0.34)20.12%

0.89(0.77)20.13>
0.37(0.36)0.09°
1.31(0.12)+1.02%
0.50(0.48)20.04°
0.94(0.69)0.38
1.24(0.56)+0.65"
0.45(0.43)20.08°

0.51(0.48)0.04°

1.30(0.92)+0.22b

0.33(0.32)20.04°
5.37(0.02)+2.26°

1.28(0.63)20.61%

0.74(0.66)£0.15
11.92(0.88)+2.25

0.57(0.52)%0.15°
CE120
0.51(0.48)20.09°

0.49(0.46)+0.11°¢

7.35(0.87)+0.07®
8.91(0.30)+0.57%
8.69(0.53)+0.45%
8.32(0.82)+0.29%
7.99(0.91)+0.29%
8.37(0.77)+0.33%
8.85(0.53)+0.16%

8.63(0.57)+0.44%

7.55(0.93)0.15

9.11(0.31)20.042
7.78(0.89)+0.33%

8.43(0.68)+0.45%

8.39(0.85)+0.12%
7.49(0.93)+0.06%

8.56(0.67)+0.37%
pH135
8.53(0.75)+0.19%

9.30(0.12)+0.172



CARTD

CAYBML

CAYBCAO

CAYBFB

CAYBTD

CBACCAO

CBML

CBACTD

CADAYB

CARCAO

CBACFB

CADAR

CADBAC

1.53(0.47)%0.79°
1.16(0.76)%0.41°
1.03(0.78)+0.32°
1.06(0.79)+0.32°
0.36(0.35)0.06"
1.01(0.79)%0.26°
1.30(0.81)#0.41°
0.72(0.66)0.04°
12.98(0.30)#5.72
2.4(0.22)+1.25P
1.17(0.22)#0.29°
19.36(0.42)20.412

2.29(0.08)1.03

8.77(0.51)%0.382
8.92(0.47)#0.132
9.13(0.28)%0.122
8.72(0.58)%0.31%
8.28(0.81)%0.34%
8.71(0.62)20.24%
8.48(0.80)%0.13%
9.04(0.37)#0.132
7.88(0.45)+0.81%
8.67(0.62)%0.32%
8.66(0.67)%0.19%
7.50(0.66)+0.55%

6.99(0.65)%0.022

2.28(0.20)1.37°
1.81(0.87)#0.32°
1.12(0.79)+0.34°
1.59(0.82)+0.43°
2.48(0.21)%0.93°
1.17(0.85)+0.28°
2.84(0.29)%0.24%
0.75(0.67)0.12°
1.47(0.80)+0.45"
2.07(0.16)%1.23°
1.40(0.95)+0.19°
5.70(0.28)%2.41%

9.79(-0.33)+4.042

8.8(0.53)+0.322
8.42(0.82)+0.18°
8.57(0.75)0.03°
8.56(0.74)0.17°
9.01(0.40)%0.09°
8.99(0.38)+0.34°
8.5(0.80)%0.03%

9.1(0.29)#0.252

8.8(0.53)+0.31°

8.53(0.72)20.26°
8.67(0.67)0.12°
7.89(0.99)0.09°

8.23(0.76)20.46°

2.19(0.35)0.91°
2.56(0.51)0.28"
1.99(0.78)%0.37°
2.00(0.65)0.57"
1.12(0.90)%0.02°
1.43(0.86)20.37°
2.06(0.88)0.09°
1.08(0.77)%0.35°
2.65(0.07)%1.14P
3.62(0.85)1.73%
2.36(0.47)0.66"
10.76(0.28)2.22

8.5(0.34)+4.48%

9.07(0.31)0.29%
9.44(-0.02)£0.03°
9.35(0.07)+0.14°
9.42(0.01)20.07°
9.54(-0.11)#0.1?
8.83(0.53)0.23%
9.52(-0.10)£0.01°
8.92(0.46)0.22%
9.33(0.09)+0.22°
8.51(0.65)0.43%
8.65(0.68)0.16%
7.97(0.97)20.16"

8.59(0.64)20.41%

0.47(0.44)20.11°
0.54(0.50)20.15°
0.47(0.44)20.14°
0.49(0.47)20.05°
0.27(0.27)0.02°
0.34(0.33)0.01°
0.48(0.46)20.04°
0.67(0.61)0.12°
0.59(0.53)#0.2¢
1.33(0.59)+0.64%
0.86(0.67)0.32°
4.15(-0.60)0.53°

2.87(0.23)+1.1%

8.94(0.42)+0.29°
8.67(0.68)+0.03%
8.50(0.76)+0.22%
8.84(0.55)+0.08%
9.03(0.38)+0.11°
8.96(0.44)+0.13°
8.50(0.80)+0.05%
8.88(0.50)+0.2°
8.90(0.48)+0.2°
8.45(0.73)+0.36%
8.99(0.42)+0.042
7.83(0.98)+0.13°

8.40(0.76)20.35%

CARTD=consorcio arqueas con tierra diatomea, CARFB=consorcio arqueas con fibra-cel
CBACTD=consorcio bacterias con tierra diatomea, CBACFB=consorcio bacterias con fibra-cel,

CARCAO=consorcio arqueas con caolin,

CBACCAO=consorcio bacterias con

Caolin,=CAYBTD=consorcio arqueas y bacterias con tierra diatomea, CAYBFB=consorcio arqueas y bacterias con fibra-cel, CAYBCAO=consorcio
arqueas y bacterias con tierra diatomea, CAML=control arqueas medio liquido, CBML=control bacterias medio liquido, CAYBML=control arqueas y
bacterias medio liquido, CADAR=control agua destilada arqueas, CADBAC=control agua destilada bacterias, CADAYB=control agua destilada
arqueas y bacterias. Las medias representan el valor original y entre paréntesis el valor transformado, + valor estandar
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Al realizar una comparacion de la CE inicial y final (Figura 14 y 15), destaca

CBACTD como el mejor tratamiento al reportar una CE inicial de 4.93 de y una

final de 1.96.
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Figura 14. Conductividad eléctrica inicial en todos los tratamientos.
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Figura 15. Conductividad eléctrica final en todos los tratamientos.

Evaluacion del crecimiento de plantulas de papaya cv Maradol
En los andlisis de varianza se detectaron diferencias significativas (p< 0.05)
entre los tratamientos en el dia 15, de tal manera que el tratamiento CBACFB

(39.8) increment6 485% la altura de planta en relacion al testigo (CTD, control
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de tierra diatomea sin carga bacteriana) (Cuadro 9). Para el dia 30 el
tratamiento CBACFB (40.3) se posiciona nuevamente como el mejor tratamiento
al alcanzar la mayor altura durante el registro de datos, siendo 459% mayor con
respecto al testigo (CTD inoculado con pellets elaborados de tierra diatomea sin
carga bacteriana) y 374% mayor respecto al CFB (inoculado con pellets

elaborados de fibra de celulosa sin carga bacteriana).

En todos los tratamientos se observa una disminucion en altura, esto se debe a
gue las condiciones del suelo en las que fueron sembradas las plantulas no son
Optimas para esta especie. Sin embargo, tomando como referencia la altura
final los mejores tratamientos fueron CBACFB (15.2), CAYBTD (14.8), en
comparacion con los testigos CTD, CFB, CCAO, los cuales al no ser inoculados

con microorganismos murieron antes de terminar el experimento.
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Cuadro 9. Comparacién de medias entre tratamientos para la variable altura de planta.

Tratamiento

AP1

AP15

AP30

AP45

AP60

AP75

CARTD

CARFB
CARCAO
CBACTD
CBACFB
CBACCAO
CAYBTD
CAYBFB
CAYBCAO
CTD
CFB
CCAO
CMLARQ

CMLBAC
CMLAYB

Chi-Square
DF

35.2(14)+1.5

19.8(11.3)+0.3b2
22.5(11.7)+0.7b2
26.2(12)=0.6°
30.2(12.6)+0.9°
28.8(12.4)+0.8b2
34.7(13)+0.62
27.3(12.1)£0.7b2
32.5(12.7)%0.32
19(11.4)+0.6b2
21.3(11.3)+1.2b2
8.2(10)+0.6°
13.7(10.5)+0.8b2
17.3(11.2)+1.4b2
8.3(10.3)+0.2°
18.

97
14

29.3(21.7)£0.4%

28.3(21.5)+0.5%
24.5(20.7)+2.0%¢
21.3(19.5)+2.5%¢
39.8(23.7)%0.32
27.5(21.3)+0.9%¢
28.7(21.7)£2.0%
31.7(22)+1.0%
22.2(20.3)+0.8%°
6.8(16.7)0.7°
15.8(19.0)+1.2b¢
29(25)+5.1%
12.5(18)+1.5
12(17)1.6%
10(17.7)+0.7%

22.35

28(23)£0.6%0cde

28.3(23)%1.030cde
23.2(22)+1.03bcdedf
37.2(24.5)+0.5%
40.3(25.3)+0.32
30.1(23.6)+1.1%°
21.7(21.6)+1.20cdef
27.8(22.8)+0.9abede
23(20.8)2.9a0cdef
7.2(17.4)+0.3"
8.5(17.7)+2.0f
29.5(25.2)+4.13¢d
12.3(19.1)+1.5edef

11.5(18.8)%1. 7%
10.8(18.5)%1.5¢f

27.58

24.5(24.7)+0.9%<

31.5(26)1.0%°
29.3(25.7)+0.33cd
33.3(26.3)0.7%
37.2(27.1)20.4°
27.5(25.3)+1.33cd
12.3(21.3)+1.2¢
21.8(24)%1.230cd
21.5(22)%4.030cd
10(20)¢
11.8(21)+2.0%
15.3(21.3)+2.6
10.3(20.3)+1.5¢

10.8(20.3)+1.9¢
10.8(19.3)+2.9¢

23.98
14

20.5(27.3)+1.22

19.5(27)+1.02
15(23)4.62
18.5(26.7)+1.22
27.8(29)20.5
20.5(27.3)+0.72
14.8(22.5)+6.52
11.5(25)2
6.7(21.3)+2.032
11.5(25)
19(27)
7(22)
8.5(23)+2.0°
13.3(23.5)#4.52
8(24)

14.48

14

13.5(29.7)+0.9%

10(28.5)+0.52
9(25)4.6%
4.7(27.4)20.3%
15.2(29.8)+0.42
8.7(28.2)+0.42b2
14.5(30)+0.30°
2.5(27)+0.40P

9.18

7

AP1l=altura de planta del dia uno de establecido el experimento, AP15= altura de planta a los 15 dias de establecer el experimento, AP30=
altura de planta a los 30 dias de establecer el experimento, AP45= altura de planta a los 45 dias de establecer el experimento, AP60= altura
de planta a los 60 dias de establecer el experimento, AP75= altura de planta a los 60 dias de establecer el experimento. Las medias
representan el valor en rangos y entre paréntesis el valor original, + valor estandar
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Para el diametro de planta a los 15 dias de establecer el experimento el
tratamiento CAYBFB (30.8) mostro incremento de 152% con relacion al testigo
CFB (inoculado con pellets elaborados con fibra de celulosa sin carga
bacteriana); también este tratamiento fue 108% mayor con relacion al testigo
CTD (inoculado con pellets elaborados con tierra diatomea) y 55% mayor al
testigo CCAO (inoculado con pellets elaborados a base de caolin sin carga

bacteriana) (Cuadro 10).

Al final del experimento todos los testigos murieron, sin embargo, todos los
tratamientos inoculados con pellets con carga bacteriana llegaron al final del
experimento (CARTD, CARFB, CARCAO, CBACTD, CBACFB, CBAC
CBACCAO, CAYBTD, CAYBFB, CAYBCAO); si bien a los 75 dias las plantulas
mostraban retrocesos en su crecimiento, cabe destacar que el tratamiento

CBACTD (13) fue el que logré mayor diametro.
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Cuadro 10. Comparacion de medias entre tratamientos para la variable Diametro de planta.

Tratamiento

DP1

DP15

DP30

DP45

DP60

DP75

CARTD  30.3(4.8)+0.23%¢  295(9.8)+1.14*  257(10.0)+1.07®®  19.8(10.9)+1.82%c¥  195(13.5)+1.378  11.5(14.3)+1.762
CARFB  24(4.6)+0.37%° 25.5(9.4)+0.35%  27.8(10.4)+0.15°  35.8(14.4)+0.85% 17.3(13.1)$1.95%  10.75(13.4)+1.90?
CARCAO  37(5.1)+0.25% 22.8(8.8)+1.47%  25.2(9.8)+0.93% 22.8(11.8)+0.58%cde  133(12.4)+1.47%  7(12.2)+1.532
CBACTD  11.7(4.0+0.10*  28.2(9.8)+0.87%  30.7(10.7)+0.932  21.5(11.8)+1.03%cd%  233(14.7)¥0.09*  13(15.1)+0.122
CBACFB  19.2(4.3)£0.09%¢  28(9.6)+1.442 19.5(9.1)1.222 24.3(12.2)+1.23%d  19.8(13.4)+2.25%  9.3(13.4)+2.192
CBACCAO 18.7(4.3)+0.53%°  23.7(9.1)$0.30°  32.7(11.1)$0.35°  30.2(13.3)+0.613cd  157(12.8)+1.55°  9.3(13.3)t1.512
CAYBTD  31.3(4.8)£0.23%¢  26.5(9.8)x1.91°  25.3(10.2)+1.44%  6.2(8.7)+0.74° 17(13.8)£0.25° 10(14.7)
CAYBFB  15.8(4.2)+0.58%°  30.8 (10.3)+1.33%  31.2(10.8)¥1.028  17.5(11.0)+0.88b  15(13.2)2 8(13.9)2
CAYBCAO 20.7(4.4)x0.35%°  15.5(9.1)+0.44%  25(10)+1.71% 24.2(11.6)2.47%%  10(11.5)+1.682
CTD 34.5(5.1)+0.44%  14.8(7.5)+1.728  22(9.5)+1.31% 30.5(13.3)2%° 13(12.6)
CFB 7.8(3.8)£0.12° 12.2(7.3)£0.99°  2.8(5.7)+0.88" 15.3(10.5)+0.45% 12(12.5)
CCAO  16(4.1)+0.22%° 19.8(8.2)x1.762  12.3(8.1)%0.71*  39.5(15.2)+0.422 5(10.5)?
CMLARQ  26.8(4.6):0.18%°  22.8(8.9)+0.96°  23(9.7)+0.86% 14.8(10.4)+0.61°% 14.5(13)+1.15°
CMLBAC  24.3(4.6)+0.59%¢  24.2(9.6)+1.99%°  24.3(9.8)+1.18% 12.2(10.1)+0.55% 16(12.3)£2.902
CMLAYB  26.8(4.6)+0.15%¢  14.2(7.6)+1.00*  11.8(9.2)+0.97%  9.8(9.1)+1.12% 17(13.9)#2
Chi-Square 17.182 9.0685 16.5957 23.483 6.4419 2.1683
DF 14 14 14 14 14 7

DP1= didmetro de planta del dia uno de establecido el experimento, DP15= diametro de planta a los 15 dias de establecer el experimento,
DP30= diametro de planta a los 30 dias de establecer el experimento, DP45= diametro de planta a los 45 dias de establecer el experimento,
DP60= diametro de planta a los 60 dias de establecer el experimento, DP75= diametro de planta a los 75 dias de establecer el experimento.
Las medias representan el valor en rangos y entre paréntesis el valor original, + valor estandar.
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El nimero de hojas mostré diferencias significativas, a los 15 dias el tratamiento, de tal manera que CBACTD (35.8)

registrdo el mayor niumero de hojas las cuales fueron 477% mayor en comparacion con el testigo CTD (6.2). EI mayor

namero de hojas lo registro el tratamiento CBACTD (41.3) a los 30 dias de establecer el experimento. Seguido del

tratamiento CMLARQ (34.2) inoculado con un consorcio de arqueas haléfilas suspendidas en medio liquido (Cuadro 11).

Cuadro 11. Comparacion de medias entre tratamientos para la variable Numero de hojas.

. Tratamiento

NH1

NH15

NH30

NH45

NH60

NH75

CARTD
CARFB
CARCAO
CBACTD
CBACFB
CBACCAO
CAYBTD
CAYBFB
CAYBCAO
CTD
CFB
CCAO
CMLARQ
CMLBAC
CMLAYB
Chi-Square

DF

32.5(14)£0.582
34.5(11.3)+0.332
34.5(11.7)+0.332
31.2(12)0.882
41.3(12.6)£0.672
30(12.4)+0.332
39.7(13)£0.672
20.7(12.2)+0.582
16.7(12.7)20.33%
14(11.4)+0%
7.3(11.3)+0.58¢
8.7(10)0.33¢
11.3(10.5)20.33¢
12.7(11.2)%0.88°%
10(10.3)+0.88°

37.1
14.0

24.3(10.7)£1.76%
19.8(9.0)+3.002
14.3(8.3)+1.45%
36.8(12.3)+0.332
36(12.3)+0.882
27.8(11)+1.53b2
14(8.7)+0.882
26(11)+1.532
19.5(9.7)+0.33b2
6.2(6.0)+1.73
22.8(9.7)3.18"

14.8(9.0)0.58b2
29.5(11)0.5802
22.5(10)0b2

22.2(10)0.58%

17.9
14.0

28.3(10)+1.15%°
22.3(9.0)1.00%¢d
28.3(10)+1.152°
41.3(12.1)$0.102
24.7(10)+2.002b°
28.5(9.8)+0.922b¢
17.3(8.3)+0.67b<d
26.8(9.7)+0.332b¢
21.2(8.8)+0.912bcd
3.2(3.0)1.15¢
15.3(6.3)+2.73b<d

11.5(6.7)%1.45
34.2(10.7)0.332%
13.2(7.7)0.67¢
21.3(8.7)+1.45%¢cd

23.7
14.0

21.5(9.3)£0.33%®
22.8(9.5)+0.50%
28.2(11.7)+2.19%
32.5(11)+0?
26.3(10.3)+1.76%
19.7(9.0)+0.582
11.8(6.7)+1.76%
12(7.7)£0.332
18(6.7)£3.332
9(7.0)2
20.3(8.0)%4.50%

26.7(10.3)£1.67%
21.5(9.3)+0.33%
7.2(5.7)+1.20°
24.5(12.0)+5%

14.9
14.0

18.8(7.7)£2.85%
13.5(6.5)+0.50%
17.8(7.7)£0.33%
21.7(9.0)+0.58%
19.8(8.3)+2.19%
11.8(5.7)1.67%
15.5(7.0)+0%
11.5(6.0)x
11.5(6.0)£20
7(4.0)£2b
28(11)+2
11.5(6.0)£2>
15.8(7.0)£3.0%
2(0.0)£0.0°
2(0.0)£P

15.2

14.0

11.7(6.3)£2.19°
5.8(4.5)+0.502
9.7(5.7)+0.332
12.7(6.3)+0.332
13.5(7.3)+1.672
6.5(4.3)+1.33%
7(5.0)2

11(6.0)2

4.6
7.0
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NH1=numero de hojas de la planta el dia uno de establecido el experimento, NH15= namero de hojas de la planta a los 15 dias de establecer
el experimento, NH30= niimero de hojas de la planta a los 30 dias de establecer el experimento, NH45= nimero de hojas de la planta a los 45
dias de establecer el experimento, NH60= nimero de hojas de la planta a los 60 dias de establecer el experimento, NH75= nimero de hojas
de la planta a los 75 dias de establecer el experimento. Las medias representan el valor en rangos y entre paréntesis el valor original,+ valor

estandar.
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4.4 DISCUSION

La formulacion de bacterias y arqueas halodfilas es novedosa, en el area de la
microbiologia dirigida especificamente para la biorremediacion de suelos no se
ha realizado.

Es este estudio se evaluo efecto efecto de consorcios de bacterias y arqueas
hal6filas sobre parametros (pH y CE) indicadores de salinidad de un suelo
agricola, tanto en medio liquido como formulados en pellets de tierra de
diatomeas, fibra de celulosa, y caolin. En los estudios que se han realizado
sobre la biorremediacion de suelos salinos con bacterias haléfilas se han
realizado en condiciones de laboratorio y en ellos reportan que estos
microorganismos ademas de ser opcidn prometedora para desalinizar suelos,
también actian como promotores de crecimiento vegetal y fijadores de
nitrogeno (Sanchez-Leal y Arguello-arias,2006; Rodriguez -Aristizabal et al.
2019; Orhan y Gormez,2023).

Con respecto a las variables evaluadas en plantulas de papaya, se puede
deducir que todos los tratamientos se vieron afectadas por el estrés salino,
algunos en mayor medida como por ejemplo CTD, CFB, CCAO. Que fueron
inoculados con pellets sin carga bacteriana. El estrés salino en las plantas limita
la disponibilidad y calidad del agua, asi como inhibe el crecimiento el
crecimiento de las plantulas. Como evidencia de esto la disminucion en altura,

diametro y numero de hojas (Munns, 2011, Mahouachi, 2018; Habib,2020).
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4.5 CONCLUSION

La formulacion se realiz6 con materiales que, de acuerdo a los resultados,
disminuyen la perdida de humedad, favorecen la liberacién prolongada de los
microrganismos. Facilita la aplicacion y controla concentracion de

microrganismaos.

Se mostraron diferencias relevantes comparando valores iniciales y finales para
pH, si hubo un tratamiento para CE esto refuerza la investigacion al ser
bacterias halofilas las que mostraron mayor reduccion en estas variables. La
presencia de bacterias y arqueas halofilas se considera que, si bien en algunos
casos no hubo una reduccidon en estos valores, si lograron mantener sin
aumentar abruptamente en comparacion con los tratamientos sin presencia de

microrganismaos.

Asi mismo, prologan la vida de las plantas en suelos salinos, como se demostro
en el experimento, siendo todas las plantas inoculadas las que llegaron al final
del experimento. En cambio, aquellas que no fueron inoculadas aumento la

mortandad de estas plantas.
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CAPITULOV

CONCLUSIONES GENERALES

La desalinizacién de suelos es un tema poco estudiado si bien en este trabajo
de investigacién se desglosan seis trabajos de investigacién aun falta mucho

trabajo por realizar en esta area.

La formulacion de bacterias y arqueas hald6filas es algo novedoso, al ser la
primera vez en realizarse se obtuvieron resultados satisfactorios. Esto abre
diferentes lineas de investigacién. Los materiales resultaron idéneos para la

elaboracion de las capsulas.

Lo mas importante es destacar que es el primer trabajo en el que se reporta a
las arqueas halofilas como desalinizadoras de suelos. Existen trabajos citados
en este documento que reportan bacterias haldfilas, pero no arqueas. Esto es

un parte aguas en la investigacion en este rubro.



CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Se recomienda que, al trabajar con microrganismos halofilos, y en laboratorio se

utilice equipo de seguridad.

Al formular todo el material debe ser esterilizado.

Una recomendacién que es importante recalcar es que a ala hora de formular el
alginato de sodio y el glicerol solo debe ser esterilizado una vez, ya que encada

esterilizacion pierden sus propiedades.
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CAPITULO VIII

ANEXOS

Anexo 1. Preparacion del medio de cultivo para arqueas haldfilas 15%

NaCl(Leal- Ferrandez, 2017)

Medio de Cultivo Arqueas halbfilas
Componente o/L
HNaCO3 0.04175
NaBr 0.1625
CaCl, 0.2395
KCI 1.25
MgCl, * 6H2,0 8.65
MgSOg4e 7H,0 12.375
NacCl 37.5
Agar 5
Agua destilada 250







Anexo 2. Preparacion del medio de cultivo para bacterias halofilas 10% NacCl

(Castro- Pifia et al., 2011).

Medio de Cultivo Bacterias

halofilas

Composicion g/L

Extracto de carne 0.25
Levadura 0.5
Peptona 1.875
NacCl 25
Agar 5
Agua destilada 250
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