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Resumen

Este proyecto abord6 la problemética de salinizacion del suelo y la posibilidad de emplear
microorganismos haldéfilos con la finalidad de reducir la elevada concentracion de sales y asi
contribuir a mantener un suelo sano y capaz de soportar actividades agricolas. El objetivo
principal consistié en la evaluacion de un consorcio de microorganismo haléfilos (CMH) con
potencial para la recuperacion de suelos afectados por elevada salinidad en Chone. Para
ello se obtuvo una muestra de suelo naturalmente salino (SNS) procedente del estuario del
Rio Chone y a partir de esta muestra se aisl6 un CMH. Posteriormente, se realizaron
bioensayos en suelo y de germinacién enfocados a determinar el efecto de estos
microorganismos tras ser inoculados en distintas concentraciones. En el bioensayo en
suelo, los tratamientos T1 y T2 iniciaron con CE. 7,40 dS/my 7,28 dS/my al cabo de
aproximadamente un mes llegaron a valores de 3,47 dS/my 2,78 dS/m respectivamente. El
bioensayo de germinacion resulto en indices de germinacion (IG) de 47% (T1) y 73% (T2)

frente a un control negativo (CN) con I1G 5%.

PALABRAS CLAVE:

e MICROORGANISMOS HALOFILOS
e SALINIDAD DEL SUELO
e« CONDUCTIVIDAD ELECTRICA

e INDICE DE GERMINACION
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Abstract

This project addressed the problem of soil salinization and the possibility of using halophilic
microorganisms in order to reduce the high concentration of salts and thus contribute to
maintaining a healthy soil capable of supporting agricultural activities. The main objective
consisted in the evaluation of a consortium of halophilic microorganisms (CHM) with
potential for the recovery of soils affected by high salinity in Chone. For this, a naturally
saline soil sample (SSS) was obtained from the Chone River estuary and a CHM was
isolated from this sample. Subsequently, soil and germination bioassays were carried out
focused on determining the effect of these microorganisms after being inoculated at different
concentrations. In the soil bioassay, the T1 and T2 treatments started with EC. 7.40 dS/ m
and 7.28 dS / m and after approximately one month they reached values of 3.47 dS / m and
2.78 dS / m respectively. The germination bioassay resulted in germination indices (Gl) of

47% (T1) and 73% (T2) compared to a negative control (NC) with Gl 5%.

KEYWORDS:

e HALOPHILIC MICROORGANISMS
e SOIL SALINITY
e ELECTRICAL CONDUCTIVITY

e GERMINATION INDEX.
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Capitulo 1: Introduccion

La Presa Simbocal se encuentra operando desde el afio 1982, fue construida por la
Corporacion Reguladora del Manejo Hidrico de Manabi, debido a la influencia de las
incrustaciones salinas producidas por las mareas altas y que provocaban inundaciones en
la zona (Ministerio del Ambiente y Agua del Ecuador, 2017; Sumba, 1983). Esta presa se
encuentra ubicada en la parroquia de San Antonio, aguas abajo del Rio Chone, el cual tiene
14 m de ancho, cuenta con 10 compuertas que deben manejarse de forma adecuada para
gue exista un flujo normal de los rios Carrizal y Chone hacia el mar (Gobierno Auténomo

Descentralizado Municipal del Cantén Chone, 2014).

Se esperaba que la construccion de la presa Simbocal contribuya al desarrollo
agricola del sector, sin embargo, la presencia de la presa ha facilitado la construccion de
piscinas camaroneras cuyas actividades afectan gravemente al ecosistema (W.

Villavicencio, comunicacion personal, 28 de mayo del 2021).

En el afio 2015 entr6 en funcionamiento la Presa Propédsito Mdltiple Chone
(PPMCH), esta obra tiene como finalidad controlar el cauce del Rio Grande para evitar
posibles inundaciones en época lluviosa y almacenar agua. Dota de agua al sector agricola
y también se la utiliza para potabilizacién, beneficiando al sector productivo y a los

pobladores del cantdn Chone (SENAGUA, 2015).

Un analisis previo a la construccion de la PPMCH, concluyé que el agua del sistema
hidrogréfico de la cuenca del Rio Grande no representaba un peligro para su uso mdltiple,
siendo apta para el riego y en base a la conductividad eléctrica (CE) que los suelos no son
salinos (Briones, 2015). Sin embargo, un estudio reciente determiné que existen problemas
de salinidad en los suelos cercanos a la presa Simbocal, ya que las muestras aledafas a
ésta presentaron valores elevados de CE de acuerdo a la Norma Técnica Ambiental
Ecuatoriana (2017), donde se expresa que el valor maximo permitido de CE en suelo es de
2 dS/m, por lo que se infiere que podria darse el mismo comportamiento en los suelos

cercanos a la PPMCH en el futuro (Lara & Carrera, 2019).
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La operacion de presas puede generar impactos y afectaciones negativas en su
entorno, entre los principales estan la destruccion de héabitats, pérdida de ecosistemas,
eutrofizacién y como consecuencia cambios en la composicion de los suelos aledafios

(Romero, 2014).

La elevada salinidad afecta de forma negativa a los suelos agricolas y se espera que
mas del 50% de las tierras cultivables se salinicen para 2050, poniendo en eminente riesgo

la seguridad alimentaria, el equilibrio y salud ambiental (Jamil et al., 2012).

Anteriormente se han empleado enmiendas quimicas para el tratamiento de suelos
salinos y sédicos, sin embargo, estos tratamientos han sido vetados por la implicacion de
elevados costos y perjuicios ambientales a largo plazo. Ademas, este tipo de mejora de
suelo salino necesita cantidades excesivas de agua de buena calidad para lavar las sales,
por lo que en zonas aridas y semiaridas donde la lluvia es escasa y no se dispone de agua

de buena calidad, este método de recuperacion no es factible (Arora et al., 2017).

Por otro lado, los métodos biolégicos como plantar vegetacioén tolerante a la sal o
incorporar al suelo microorganismos haléfilos, donde estos organismos absorban las sales y
las eliminen del suelo o se intercambien a través de procesos bioldgicos; son considerados
como alternativas prometedoras de biorremediacion dadas las bajas inversiones iniciales,
su enfoque ecoldgico y la eficiente mejora la calidad del suelo y la produccién del cultivo

(Arora et al., 2017).

Se ha confirmado la posibilidad de utilizar microorganismos haléfilos en la
recuperacion de suelos afectados por sales y sostener la produccién agricola en tierras
degradadas (Anees et al., 2020). Ademas, se han observado los efectos beneficiosos del
uso de microorganismos haléfilos aislados de suelos salados nativos para mejorar la
produccion de cultivos en condiciones de estrés salino. Para el area agricola, se han

preparado bioformulaciones constituidas por cepas eficientes y se ha demostrado que su
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aplicacion ha mejorado el rendimiento de diversos cultivos como el arroz, trigo, mostaza,

hortalizas y forrajes (M. Kumar et al., 2020).

Planteamiento del problema

La elevada salinidad del suelo es considerada una amenaza para la produccién
agricola y consecuentemente se ven en riesgo la seguridad alimentaria y la salud medio
ambiental (Arora et al., 2017). De acuerdo a los datos recopilados por Lara & Carrera
(2019), la salinidad del suelo tras la operacion de la presa Simbocal sobrepasa los valores
maximos permitidos, llegando a registrar valores de hasta 7 dS/m y se especula que la

salinidad se extienda tierras adentro.

Entre los propdésitos de las presas se incluian el abastecimiento de agua de riego
para las actividades agricolas y la potabilizacion de agua para el cantén Chone, pero
contrariamente a lo planificado, el aumento de las actividades de piscicultura, demandan
agua del estuario y agua dulce del rio, por tanto, la distribucion de la salinidad en los suelos
cercanos a las presas y a los rios es incierta, asi como también la forma en la que se debe

mitigar el impacto negativo que causa la salinidad en el suelo (Yordanis et al., 2011).

Las altas concentraciones de sales afectan a la vegetacion en cuanto a su desarrollo
y produccion, por consiguiente, disminuye la eficiencia a la hora de cosechar y
consecuentemente se pone en riesgo la actividad agricola (FAO, 2020). Siendo la
agricultura una de las principales actividades econdmicas del cantén Chone, es importante
identificar zonas en las que el suelo presente alta salinidad y proponer alternativas viables

de mitigacion y remediacion.

Justificacion del problema
El presente trabajo aporta a los objetivos de desarrollo sostenible (13) Accion por el

clima, (14 y 15) Vida submarina y de ecosistemas terrestres, en beneficio de las naciones y
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su bienestar (ONU, 2015). A escala local, el presente proyecto, se alinea con las intenciones
del Plan Nacional de Desarrollo (2017-2021), el cual indica que el pais asumira la proteccion
del medio ambiente manejando responsablemente los recursos naturales, protegiendo la
diversidad bioldgica, previniendo de la degradacion del suelo e implementando respuestas y
acciones frente al cambio climético. Asimismo, se apuesta por el desarrollo de las
capacidades productivas para lograr la soberania alimentaria y el desarrollo rural integral.
Todo esto con el fin de lograr el beneficio colectivo de toda sociedad (Secretaria Nacional de
Planificacion y Desarrollo (SENPLADES), 2017).

Ademas, en la actual Constitucién de la Republica del Ecuador en el Art. 28 sefiala
gue uno de los objetivos de la politica econémica es la de asegurar la soberania alimentaria,
incentivando, en iguales condiciones, la produccién convencional y la produccion
agroecoldgica de la Agricultura Familiar Campesina, a través de la redistribucion de factores
de produccion (Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo (SENPLADES), 2017).

Estos objetivos solamente pueden lograrse si se tiene una vision clara de la
problematica de la salinizacion de suelos en el territorio nacional y considerar alternativas
para frenar y revertir dicho proceso.

Tratar el suelo afectado por la elevada concentracion de sales puede contribuir a un
aumento en la produccién de alimentos de hasta 57% para el afio 2050. Es asi que, una de
las alternativas de remediacion son los microorganismos haldfilos, éstos tienen la capacidad
de crecer de manera Optima en presencia de altas concentraciones de sales y, ademas,
contribuyen a la recuperacion de suelos afectados por elevada salinidad, apoyando
directamente el establecimiento y crecimiento de la vegetacion (Arora & Vanza, 2018).

Considerando un posible escenario en el que se prevé un aumento paulatino de la
concentracion de sales en los suelos aledafios a las presas del canton Chone, se presenta la

necesidad de evaluar posibles alternativas biolégicas para enfrentar tales problemas.
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Hipotesis
HO: El proceso de bioaumentacioén, empleando un consorcio de microrganismos
haléfilos (CMH), en muestras de suelo con elevada salinidad del canton Chone, no reduce

la concentracion de sales.

H1: El proceso de bioaumentacién, empleando un consorcio de microrganismos
haléfilos (CMH), en muestras de suelo con elevada salinidad del cantén Chone, reduce la

concentracion de sales.

Objetivos
Objetivo general
Evaluar un Consorcio de Microorganismos Hal6filos (CMH) para la recuperacion de

suelos salinos de Chone.

Obijetivos especificos

e Obtener una muestra de suelo naturalmente salino (SNS) procedente del estuario
del Rio Chone en donde se puedan encontrar microorganismos haléfilos.

e Aislar un CMH a partir de una muestra de SNS empleando técnicas microbiolégicas.

e Elaborar bioensayos a nivel laboratorio, enfocados a determinar la efectividad del
CMH para modificar la salinidad en muestras de suelos de Chone.

e Elaborar bioensayos a nivel laboratorio, enfocados a analizar la germinacion de
semillas en muestras de suelos de Chone para determinar el efecto de la aplicacion

de microorganismos haldfilos.
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Capitulo 2: Marco teorico

Suelo

El suelo puede ser considerado como un organismo vivo, una capa delgada donde
ocurren eventos fisicos, quimicos y biolégicos. Esta compuesto por minerales, materia
organica (MO), aire, agua, organismos vegetales y animales, tanto macro como
microscopicos y pertenecientes a todos los dominios de la naturaleza; todos ellos,
interactuando complejamente entre si. Su formacion se da a través de siglos debido a la
desintegracion de las rocas superficiales por la accién de distintos factores como el agua,
cambios de temperatura y viento. Los suelos son de gran importancia para la vida y de su
calidad depende la naturaleza de los ecosistemas asi como su capacidad para mantener la

vida vegetal y animal (FAO, 2020).

Entre los servicios ecosistémicos del suelo estan:
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Figura 1

Principales Funciones del Suelo.
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Fuente: FAO, 2015.

Propiedades del suelo
Las propiedades de un suelo dependen de su historia de la formacién y pueden ser
modificadas por la intervencion humana (Delgado & Gomez, 2016). Algunas propiedades

del suelo que se utilizan para evaluar su calidad se presentan en la siguiente tabla:
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Tabla 1

Propiedades Fisicas, Quimicas y Bioldgicas del Suelo.

Fisicas Quimicas Biolb6gicas
Textura - Conductividad - Respiracion del
Estructura eléctrica suelo
Densidad - pH - Presencia de
Porosidad - Capacidad de lombrices de tierra
Retencién de agua intercambio catiénico - Biodiversidad
Color (CIC) microbiana

Concentraciéon de

carbono organico

Fuente: Delgado & Gémez, 2016.

Composicion del suelo

Los principales componentes del suelo son minerales, aire, agua y MO. En términos
generales, estos componentes se encuentran en los porcentajes indicados en la Figura 2,
sin embargo, pueden variar de acuerdo con las distintas propiedades fisicas, quimicas y

biolégicas de suelo en un lugar y tiempo determinados (FAO, 1996).

Figura 2

Composicién del Suelo.

W Materia Organica
Aire
W Agua

B Minerales

Fuente: FAO, 1996.
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Particularmente, la materia organica del suelo (MOS) es responsable del rendimiento
de los cultivos y del mantenimiento de la calidad y salud del suelo. El contenido de MOS
estd relacionado con otras propiedades y procesos fisicos, quimicos y biologicos. En el
contexto de la productividad agronémica, son dos propiedades clave afectadas por el
contenido de MOS, (1) la capacidad de agua disponible de la planta (PAWC) y (2) los

nutrientes esenciales disponibles de la planta, especialmente el nitrogeno (N) (Lal, 2020).

La MOS puede clasificarse como viva (<4%) y no viva (>90%). La primera incluye
biomasa macro y microbiana, asi como material vegetal como raices de plantas. La
segunda se refiere a MO transformada (sustancias himicas y no humicas) y MO fresca

(Rosell, 1982; Wood,1995).

Existen pruebas cuantitativas enfocadas en la determinacién de MOS no viva y
cualitativas enfocas en MOS viva. La prueba cualitativa mas cominmente utilizada con el fin
de establecer MOS viva es el uso de peréxido de hidrogeno cuyo fundamento se sostiene
en el accionar de la enzima catalasa y su capacidad para descomponer el H,O, (FAO,

1996). Esta enzima esta presente en organismos aerobios y cataliza la reaccion:

2H,0, < 2H,0 + 0,

Degradacion del suelo

La degradacion del suelo y la reduccion de superficie agricola pueden perjudicar de
forma directa la soberania alimentaria de un pais. La erosion, disminucién de fertilidad,
acidificacion, alcalinizacion, elevada salinidad, anegamiento, entro otros; son considerados
como procesos que degradan el suelo. Las causas de la degradacion pueden ser de origen
natural pero en mayor medida, de origen antropico como por ejemplo: malas practicas
agricolas, deforestacion, bloqueo de vias de drenaje, descarga de contaminantes; en

términos generales, mal uso del recurso suelo (Nayakekorale, 2020).

Existen diferentes tipos de degradacion del suelo:



Figura 3

Tipos de Degradacion del Suelo.
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Salinidad del suelo

La salinidad de los suelos ocurre debido al aumento del contenido de sales como
resultado del bloqueo de las vias de drenaje y el aumento del nivel freatico mas cerca de la
superficie del suelo. Se ha informado de salinidad en suelos de zonas costeras originado a
partir de sales de agua de mar. Tierra adentro, los suelos se vuelven salinos cuando el agua

acumulada en zonas bajas se evapora, en areas irrigadas de las llanuras, cuando las capas



freaticas son poco profundas, en el fondo de los valles donde el drenaje esta impedido o

existe un drenaje ineficiente por el manejo inadecuado del agua (Nayakekorale, 2020).

Clasificacién de suelos de acuerdo con su salinidad y sodicidad

Rueda y colaboradores (2009), han considerado los parametros de CE en extracto

saturado (CE.), pH y el porcentaje de sodio intercambiable (PSI), para clasificar suelos

afectados por salinidad en tres tipos, a saber:

Tabla 2

Tipos de Suelos de Acuerdo con su Salinidad y Sodicidad.
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Tipo de suelo CEe (dS/m) pH PSI (%)
Salino >4 <8.5 <15

Salino sédico >4 <8.5 > 15
Sédico <4 > 8.5 > 15

Fuente: Rueda et al., 2009.

De acuerdo con el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA)

(1999), para una suspension de suelo:agua de 1:1, un suelo puede clasificarse de acuerdo

a los siguientes valores:



Tabla 3

Clase de Salinidad del Suelo (CE 1.1).
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Clase de salinidad

Afectacién a cultivos

Afectacion

microbiana

CEq.1 (dS/m)
0.0-0.98
0.98 - 1.71
1.71-3.16
3.16 — 6.07
> 6.07

No salino

Muy ligeramente
salino

Ligeramente salino

Moderadamente

salino

Fuertemente salino

Afectacion despreciable

Reduccién de
rendimiento de cultivos

muy sensibles

Reduccién de
rendimiento de la

mayoria de cultivos

Solamente cultivos
tolerantes tienen un
rendimiento

satisfactorio

Solamente cultivos muy
tolerantes tienen un
rendimiento

satisfactorio

Microorganismos no
afectados

Alteracion de algunos

procesos microbianos

Alteracion de
principales procesos

microbianos

Unicamente
sobreviven organismos

tolerantes

Unicamente
sobreviven organismos

halofilicos

Fuente: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), 1999.

Relacién de la salinidad y sodicidad del suelo y la vegetacion

Cualquier cultivo puede estar expuesto a tensiones ambientales bidticas y abioticas

gue afectan de forma negativa la productividad y la calidad de este. La salinizacion del

suelo, el pH alcalino, la acidificacién, la sequia y la temperatura representan estrés abiético

para las plantas. En particular, la salinidad y sodicidad, representan un problema para la
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agricultura porgue la alta concentracion de sal conlleva a la improductividad (Choudhary et

al., 2017).

Caracteristicamente, la acumulacién excesiva de sales de sodio (Na*) destruye la
estructura del suelo, deteriora las propiedades hidraulicas, aumenta el pH y reduce la
infiltracién del agua y la aireacién; lo que conduce a la compactacién y, por lo tanto,

aumenta la erosion y una mayor escorrentia del agua (Ladeiro, 2012).

Las sales presentes en el suelo afectan negativamente a la vegetacion dada la
inherente toxicidad de algunos iones y el aumento de la presion osmética que dificulta la
normal absorcién de agua por parte de las raices de la planta. De acuerdo al valor de CE
del suelo, se puede predecir el efecto sobre la vegetacion (Rueda et al., 2009; Goykovic et

al., 2014).

Tabla 4

Efecto de la CE en la Vegetacion.

CEe (dS/m)  Grado de salinidad Efecto en la vegetacion

0-2 Nula Ninguno

2-4 Escasa Afectacion en cultivos muy sensibles
4-8 Moderada Unicamente se desarrollan plantas tolerantes

Unicamente y con dificultad se desarrollan
8-16 Alta
plantas muy tolerantes
>16 Excesiva Unicamente se desarrolla vegetacion haldfila

Fuente: Rueda et al., 2009.

Si bien no todas las plantas son sensibles a elevadas concentraciones de cationes,
como el calcio, todas lo son a elevadas concentraciones de sodio. El sodio provoca un
aumento de pH superior al que provoca el calcio, por lo tanto, se considera que un pH > 8.5
es un indicador de sodicidad. Sin embargo, la elevada CE y el pH alcalino son pardmetros

no siempre relacionados ya que a un pH < 8.5, se da la solubilizacién de sales aluminicas,
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provocando un elevado valor de CE sin tratarse de un caso de suelo sédico sino salino o

salino-sédico (Rueda et al., 2009).

Bajo condiciones de salinidad, los cultivos agricolas pueden responder
disminuyendo su rendimiento y productividad debido a interacciones entre procesos
morfoldgicos, fisioldégicos y bioquimicos como la absorcién limitada de agua y nutrientes,
afectando asi a todas las etapas de desarrollo de la planta de cultivo con estrés osmético y
oxidativo, deficiencia de nutrientes (N, Ca, K, P, Fe y Zn) y toxicidad de iones (M. Kumar et

al., 2020).
Los efectos principales y directos que provoca la salinidad en la vegetacion son:

Tabla b

Efectos de la Salinidad en la Vegetacion.

Efectos Limita el desarrollo, reducida altura y produccion de materia seca.
morfolégicos y
anatémicos 50mM de NacCl inhibe el crecimiento de vegetacién glicéfita y

retardan el crecimiento de vegetacion haldfila.

Modelo de aprovechamiento de agua: Las sales solubles reducen la
energia libre del agua provocando sequia fisiolégica. La elevada
concentracion de solutos aumenta el potencial osmético y
consecuentemente la planta se deshidrata al no poder extraer agua

del suelo.
Efectos

fisiol6égicos y en _ . _ _
Modelo de ajuste osmdtico: La planta pretende lograr una diferencia
el desarrollo y » ) _
de presién osmotica favorable ajustando su contenido de solutos.
Este esfuerzo conlleva gasto de energia y disminucion del
desarrollo. La tolerancia a la salinidad puede definirse como el
grado de ajuste osmotico que la planta puede desempefiar, sin que

se vea afectado su desarrollo.
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Modelo de toxicidad especifica: La elevada concentracion de iones
provoca cambios en la actividad metabdlica. Estos iones pueden
actuar como antimetabolitos, fijando o precipitando los metabolitos.
La tolerancia a la alta salinidad puede lograrse mediante
mecanismos de alta selectividad en la absorcion de iones, limitando

el nivel de iones toxicos.

Fuente: Rueda et al., 2009.

Efecto de la salinidad en la germinacion de semillas

Las fases del proceso de germinacion de una semilla son tres:

Tabla 6

Fases de la Germinacion.

Fase | Fase Il Fase Il
« Absorcién de agua. + Actividad enzimética. « Crecimientoy
por imbibicion division celular.
* Metabolismo
* Hinchamiento. respiratorio. + Emergencia de
radicula.
* Ruptura de testa. « Translocaciony
asimilaciéon de + Emergencia de
reservas plamula.

alimentarias para el
crecimiento del

embrion.

Fuente: Martinez et al., 2015.

Normalmente, las semillas de plantas que se desarrollan en ambientes &ridos,
semiaridos y salinos se han adaptado a estas condiciones y presentan adaptaciones
morfolégicas como cadmaras internas de aire cuya funcién es evitar la exposicion directa del

embrién a temperaturas extremas; adaptaciones fisiolégicas como baja humedad para evitar
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su deterioro, rapidez de germinacion y capacidad dormancia o letargo; las semillas que no
presenten estas caracteristicas, facilmente pueden no llegar a germinar y morir (Sanchez et

al., 2015).

La disminucion del potencial hidrico en el medio a causa de la elevada salinidad del
suelo impide la absorcion de agua por parte de la semilla durante el periodo de germinacion.
En determinadas condiciones de salinidad, el proceso de germinacion puede verse inhibido
o retardado, considerando que semillas no podrian hidratarse, truncando asi el inicio de la

primera fase e impidiendo el desarrollo de las siguientes (Goykovic et al., 2014).

Consorcios microbianos

Se puede definir a un consorcio microbiano como dos 0 mas grupos de
microorganismos que conviven simbidticamente e incluyen relaciones de mutualismo y
comensalismo, parasitarias o de tipo depredador-presa. Se encuentran dentro de diversos
habitats naturales, por ejemplo: intestinos de mamiferos, algunos alimentos, suelos, cuerpos
de agua y desechos. Se considera que los consorcios tienen varias ventajas como
eficiencia, robustez y modularidad respecto a especies individuales. Estas caracteristicas
hacen que los consorcios sean vigorosos y facilmente adaptables (Harish & Jagadeesh,

2016).

Aplicaciones de los consorcios microbianos

En la naturaleza, la mayoria de los microorganismos viven en comunidades y aun
siendo pequefios consorcios, tienen diversas aplicaciones como: mejorar las cascadas de
sefializacion de defensa en las plantas, son empleados como biofertilizantes, agentes de
biocontrol, contribuyen en la digestion de animales, biorremediacion y recuperacion de

suelos y en la degradacion efectiva de residuos organicos (Harish & Jagadeesh, 2016).
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Dadas las multiples aplicaciones de los consorcios microbianos, se han desarrollado
de forma sintética, sin embargo, no se han mostrado los efectos esperados; tales resultados
pueden atribuirse a la incompatibilidad de los microbios en la mezcla y de ahi la importancia
de la deteccién de microorganismos compatibles con efecto sinérgico o de simbiosis. Por lo
tanto, el estudio de las comunidades microbianas en la rizosfera natural contribuye al
desarrollo de mejores consorcios microbianos capaces de adaptarse a determinadas

condiciones ambientales (Harish & Jagadeesh, 2016; Padmaperuma et al., 2018).

Comunicacion dentro de un consorcio microbiano

De acuerdo a la investigacion realizada por Scott & Hasty (2016), los
microrganismos mantienen mecanismos de comunicacion con la finalidad de ejercer
acciones conjuntas que favorezcan el desarrollo de toda la poblacién. El resultado de su
comunicacion se puede ver reflejado en la resistencia de los consorcios cuando se
enfrentan a condiciones adversas y su capacidad de resistir a la invasion de otras especies.
La comunicacion y la division del trabajo son puntos clave que les permite superar desafios
y consecuentemente las poblaciones dentro de la matriz crecen, evolucionan y afirman sus

roles.

Se ha establecido que la comunicacién microbiana se realiza a través de
metabolitos, fundamentales en el establecimiento de relaciones, proteccion, seleccién de
socios, evolucion y division del trabajo. Las poblaciones microbianas liberan metabolitos
reguladores y metabolitos secundarios encargados de facilitar las interacciones externas.
Ademas, la competencia equilibrada dentro del consorcio impide el ingreso de otros
microorganismos que puedan "saquear" los nutrientes disponibles (Padmaperuma et al.,

2018).
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Organismos extremdfilos

Se definen como condiciones fisioldgicas o condiciones normales a aquellas que
comprenden una temperatura entre 10 y 37°C, presién ~ 1 atm, pH alrededor de la
neutralidad (~ 7), salinidad entre 0.15 y 0.5 M NacCl y la suficiente disponibilidad de agua en
el entorno. Por otro lado, los ambientes extremos estan lejos de ajustarse a estas
condiciones y presentan condiciones como temperaturas extremadamente elevadas o
extremadamente bajas, ambientes hipersalinos, alcalinos, &cidos, etc (Daoud & Ben Ali,

2020).

Un grupo de organismos, aun poco estudiados y de los que se dispone de poca
informacién, son capaces de desarrollarse y prosperar en ambientes hostiles y poco
favorables para el progreso de la vida; tales organismos pueden ser denominados como
extremdfilos y extremotolerantes. Los primeros requieren de tales circunstancias extremas
para sobrevivir, es decir, son dependientes de ellas, y los segundos pueden adaptarse y
tolerar ambientes extremos pero su prosperidad y desarrollo es 6ptimo en condiciones

fisiologicas (Orellana et al., 2018).

Los extremofilos pueden clasificarse de la siguiente manera:

Tabla 7

Clasificacién de Organismos Extremofilos.

Parametro ambiental Condiciones Extremofilo
> 80°C Hipertermofilo
Temperatura 45— 80°C Termofilo
<10°C Psicréfilo
<5 Acidofilo
pH
=29 Alcald6filo

Salinidad 200 — 5900 mM de NacCl Halofilo
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Parametro ambiental Condiciones Extremofilo
Presion 500 — 600 atm Barofilos
Radiacion UV 40 a 400 nm Radiorresistente
Agua Actividad de agua < 0.7 Tolerante a fa

deshidratacién

Organismos haldfilos

Fuente: Orellana et al., 2018.

Los organismos haldéfilos se encuentran en ambientes salinos e hipersalinos,

condicién dada por la elevada concentraciéon de distintas sales como NaCl, KCI, MgSOQOsa,

CaSO0. y MgCl,; pueden sobrevivir y prosperar en estos ambientes y se encuentran

distribuidos en los tres dominios de la vida, a saber: Archaea, Bacteria y Eukaryota (Daoud

& Ben Ali, 2020; Kumar et al., 2020).

A partir del afio 2018, las especies haléfilas documentadas, se compilaron en una
base de datos denominada HaloDom. De acuerdo a esta base de datos existen mas de

1000 especies haldfilas: 21,6% de Archaea, el 52,3% de las bacterias y el 26,1% de los

eucariotas (Loukas et al., 2018).



Figura 4

Distribucion de Organismos Haléfilos en los Tres Dominios de la Vida.

M Archaea
W Bacteria

M Eukaryota

Fuente: HaloDom, n.d.

A continuacion, y de forma mas detallada, se muestra la distribucién porcentual de

organismos halofilos en cada uno de los dominios anteriormente mencionados.

35
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Figura 5
Distribucion de Organismos Haldfilos en los Reinos: a). Archaea. b). Bacteria. ). Animalia,

Chromista, Fungi, Plantae, Protista.

M Haloferacales

W Methanomicrobiales
B Methanosarcinales
M Natrialbales

M Halobacteriales

M Proteobacteria
M Actinobacteria
M Bacteroidetes

B Cyanobacteria

M Firmicutes

b).

H Animalia
B Chromista
M Fungi

H Plantae

M Protista

Fuente: HaloDom, n.d.
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Clasificacion de los organismos halofilos

Los organismos haldfilos estan més dispersos en los arboles filogenéticos de
procariotas, es decir, Archaea y Bacteria. Son escasos aquellos que tienen la capacidad de
crecer en un amplio rango de salinidad. Se realiz6 una primera clasificacién donde se
consideran haldéfilos leves si requieren de 3% a 5% de sal, moderados si proliferan en
ambientes con concentraciones de 6% a 15% y extremos si demandan mas del 15% hasta
30% de sal o hasta alcanzar niveles de saturacién, como es el caso de Halomonas elongata

(Edbeib et al., 2016).

Figura 6

Distribucion de Organismos Haldfilos Leves, Moderados y Extremos.

M Leve
B Moderado

W Extremo

61,6%

Fuente: HaloDom, n.d.

Generalmente existe un rango restringido de salinidad en la que un microorganismo
puede desarrollarse; es asi que, hay casos en los que puede crecer a altas concentraciones
de sales, 10-15% o incluso mas, pero su desarrollo 6ptimo se da en entornos con ausencia
de sal, es decir, son un grupo de organismos denominados halotolerantes, como por

ejemplo algunas especies de Staphylococcus (Daoud & Ben Ali, 2020).



La clasificacion y rangos de concentraciones de NacCl, fue refinada por Kushner

entro los afios 1978 y 1985; siendo ahora la mas aceptada y se detalla a continuacién:

Tabla 8

Clasificacién de Microorganismos de Acuerdo con su Tolerancia a la Salinidad.

NaCl (g/L)
Clasificacion _
Rango Optimo
No halofilas 0-60 <10
Débilmente haldfilo 10-115 10-30
Moderadamente halofilo 25200 30 -115
Limite extremadamente halofilo 80 — 230 115-175
Extremadamente haldfilo 115 - 300 > 175
Halotolerantes 0->60 <10
Haloversétil 0->175 10-30

Fuente: Daoud & Ben Ali, 2020.

Mecanismos de tolerancia a salinidad u osmorregulacion

Los organismos haldfilos han desarrollado varios mecanismos moleculares y
celulares para responder a la condicién de estrés salino. Las diferentes estrategias
osmoadaptativas que se han observado se denominan Salt-In y Salt-Out (Waditee et al.,

2016).

Salt-In

La estrategia de Salt-In consiste en la acumulacion de compuestos iénicos u
osmolitos inorganicos en el citoplasma, como K* y CI; tal acopio de sales en su interior
requiere que proteinas, enzimas y demas componentes celulares toleren, se adapten o
requieran de altas concentraciones de salinidad. Es el principal mecanismo de equilibrio

osmotico evidenciado en Arqueas y Haloanaerobiales como Halobacteriaceaea,

38
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Natranaerobiaceae, Haloarchaea (Muntyan et al., 2015). Dada la descripcién de este
mecanismo, los organismos tienen una limitada capacidad de adaptarse a ambientes en los

que la salinidad no sea elevada (Ramirez et al., 2004).

Salt-Out

Por el contrario, la estrategia de Salt-Out es empleada por organismos tanto haléfilos
como no haldfilos ya que es un sistema flexible que permite la adaptacion a variaciones de
presion osmoética (Muntyan et al., 2015). Radica en mantener una baja concentracion de
sales intracelulares y acumulacién de osmolitos organicos (compuestos no iéncios) de bajo
peso molecular como glicina, betaina, ectoina, etc., también denominados solutos
compatibles, capaces de mantener el equilibrio osmatico y no interferir en el metabolismo
celular. Tales compuestos pueden encontrarse en el exterior y transportarse hacia el interior
o0 sintetizarse de novo, siendo este Ultimo el favorito por las células dado que se ahorra
energia. Ademas, se conoce que existen canales que funcionan como valvulas de
seguridad y permiten la expulsion de osmilitos almacenados en caso de presentarse un

choque hipo-osmatico (Ramirez et al., 2004).

Este es el principal mecanismo osmoadaptativo en natronéfilos aerdbicos y es
secundario en haloarchaea y natranaerobiaceae anaerobios. Algunos solutos compatibles
que se sintetizan de novo son 2-sulfotrehalosa en haloarchaea alcalifilica y glicina betaina,
ectoina, entre otras, en haloalcalifilos y natrondfilos. (Muntyan et al., 2015). La base
molecular de la halotolerancia de proteinas y la adaptacién de las enzimas haléfilas a una
salinidad elevada es el aumento de un nimero sustancial de cargas de proteinas y una

mayor hidrofobicidad (Waditee et al., 2016).

Relacién entre microorganismos haléfilos y la vegetacion
Los organismos halotolerantes y haldfilos tienen la capacidad mitigar el estrés salino

y consecuentemente mejorar el crecimiento y la produccién agricola en los suelos afectados
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por elevadas concentraciones de sal. Estos microorganismos influyen en el crecimiento de
las plantas mediante la fijacion de nitrogeno atmosférico, solubilizacion de nutrientes y
secrecion de fitoreguladores como acido indolacético, giberelinas y cinetinas ademas de la
produccién de la enzima acido aminociclopropano carboxilico o ACC desaminasa,
responsable de la regulacion del etileno y de la reduccién de estrés de la planta (M. Kumar

et al., 2020).

Aislamiento y deteccion de haldéfilos

Se han cultivado y aislado microorganismos hal6filos para aplicaciones industriales y
biotecnoldgicas. Se ha realizado el aislamiento de colonias puras en caso de
microorganismos cultivables y andlisis metagenémico para organismos no cultivables como
arqueas. En la mayoria de los casos, el aislamiento de haléfilos a partir de muestras de
ambientes salinos se lleva a cabo en presencia de una gran cantidad de NaCl en el medio
(100-200 g /L) junto con fuentes de carbono y nitrégeno. En el caso de la busqueda de
enzimas hidroliticas como amilasa, proteasa, lipasa, celulasa, xilanasa, inulinasa,
pululanasa y pectinasa. Para el cribado especifico de enzimas haléfilas se emplea medios

gue se complementan con sus respectivos sustratos (Kumar et al., 2012).

Inicialmente se pueden realizar diluciones en serie de muestras de suelo o0 agua
para aislar colonias individuales de diferentes cepas. En ocasiones el pH del suelo o del
agua que se toma para el aislamiento difiere en gran medida de la neutralidad por lo que se
debe ajustar el pH del medio de aislamiento al igual que la temperatura, esto con el fin de
que las condiciones de aislamiento sean lo mas cercanas a las del ambiente nativo para

evitar la pérdida de los microbios (Giri & Varma, 2019).

Un problema recurrente durante el aislamiento de cultivos puros es la gran
diversidad de organismos que no pueden ser cultivados debido a la imposibilidad de replicar

el entorno de vida natural o debido a la ausencia de moléculas de sefializacién. Ademas,
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muchos organismos genotipicamente distintos, pero fenotipicamente similares pueden no
distinguirse o identificarse mediante métodos bioquimicos convencionales. Ademas, se
considera que solo el 1% de las cepas bacterianas de muestras ambientales se puede
cultivar in vitro; es en estos casos que se emplean técnicas metagendmicas para estudiar la

diversidad filogenética y metabdlica (Giri & Varma, 2019).

Sin el aislamiento de colonias puras, es imposible caracterizar por completo
propiedades fisiologicas y patologicas individuales de los organismos de interés (Giri &
Varma, 2019). Por ello, se desarrollan nuevos métodos de cultivo diferentes a los
convencionales. Por ejemplo, se cree que los medios de cultivo ricos en nutrientes
favorecen a especies de crecimiento rapido a expensas de las de crecimiento lento, por lo
gue se propone el uso de medios con menor cantidad de nutrientes; situacion que han
tenido excito en organismos no cultivables de ambientes marinos. Otros métodos incluyen
extender el tiempo de incubacién, complementar el medio con nutrientes especificos o
agregar moléculas de sefalizacion, entre otros. Tales acciones han permitido el
descubrimiento e investigaciéon de la diversidad microbiana de ambientes salinos (Kumar et

al., 2012).
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Capitulo 3: Materiales y métodos
La poblacion considerada para este proyecto implicé el suelo del area de influencia
de presas en el Canton Chone, Provincia de Manabi, incluyendo el estuario del Rio Chone.
Para los bioensayos en suelo y de germinacion se seleccionaron muestras cuyas
caracteristicas se adapten a los requerimientos de cada bioensayo. Para el aislamiento del
CMH, se selecciond la Isla Corazon, constituida por diversas especies de mangles y

rodeada de agua salobre.

El proyecto tuvo un nivel de investigacion explicativa. Una investigacion de este tipo
tiene como objetivo intentar aclarar por qué y como existe una relacion entre aspectos de
una situacién o fenébmeno (Hernandez, 2017). Al inicio se estudia la influencia de la presa
Simbocal y de actividades camaroneras sobre la salinidad del suelo préximo.
Posteriormente se evalla el efecto que tiene un CMH en la CE del suelo y finalmente, la

relacion entre la salinidad y la germinacion de semillas.

Ademas, se empled un disefio de investigacion de campo y experimental. En campo,
se observan y se recolectan datos en el lugar mismo donde ocurre el fenébmeno y no se
manipulan ni controlan variables. Por el contrario, en una investigacion experimental es
aguella en la que se manipulan intencionalmente variables independientes y se determina el
efecto que tienen sobre variables dependientes (Hernandez, 2017). Tal escenario se vio
reflejado en el bioensayo en suelo donde se inocularon diferentes concentraciones del CMH
(variable independiente) y se valoré su efecto sobre la CE y el pH (variables dependientes).
Por otro lado, en el bioensayo de germinacién se estudia el efecto de la CE (variable

independiente) sobre el indice de germinacion de las semillas (variable dependiente).

El proyecto de investigacion constd de dos fases: fase de campo (recoleccion de
muestras en Chone - Manabi) y fase de laboratorio (Quito - Pichincha), las cuales se

detallan a continuacion:
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Fase de campo

Inicialmente se determind el tipo de muestreo y la ubicacion de puntos de muestreo
correspondientes a suelo afectado (SA) y suelo no afectado (SNA) considerando los datos
obtenidos por Lara & Carrera (2019). Los criterios que se tomaron en cuenta para
seleccionar el SA fueron: CE 24 dS/m, pH < 8.5, densidad, PSI, textura; mientras que, los
criterios que se tuvieron presentes para seleccionar el SNA fueron: CE <2 dS/m, pH entre

6.5y 7.5, densidad, PSI, textura.

Para obtener el CMH se seleccion6 una zona en la que el suelo tenga naturalmente
elevada salinidad, mantenga vegetacion y un ecosistema no alterado, en equilibrio y poca o
ninguna intervencién antropogénica; dichas caracteristicas las retne la Isla Corazon,
ubicada en el Estuario del Rio Chone. Para el traslado hacia la isla y la posterior recoleccion

de la muestra de SNS, se cont6 con la ayuda de un guia turistico de la zona.

El Plan de Muestreo (Anexo 1), refleja los datos recopilados y considerados para la
eleccién cada muestra de suelo (SA, SNA'Y SNS) y los puntos seleccionados para realizar

el respectivo muestreo.

Fase de Laboratorio

Aislamiento del consorcio haldfilo
La metodologia detallada a continuacién supone una muestra de SNS y una muestra
de SA. El protocolo propuesto estuvo basado en el protocolo empleado por Aristizabal y

colaboradores (2019) y Sanchez & Arguello (2006) con ciertas modificaciones.

Recuento y cultivo primario
A partir de la muestra de SNS, se realiz6 el aislamiento y recuperacion de los
microorganismos haldfilos. Se realiz6 la técnica de diluciones seriadas para lo que se

pesaron 10 g de suelo y se colocaron en 90 mL de agua peptonada. Posteriormente se
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trasladd 1 mL de esta dilucién a un tubo con 9 mL de agua peptonada y de éste al siguiente
hasta obtener una dilucién de 1/108. Un mililitro de cada tuvo se inéculo en cajas Petri con
agar nutritivo (AN) modificado con 2% NacCl (tres repeticiones por cada dilucion), con el fin
de recuperar la mayor cantidad de microorganismos haléfilos e impedir el crecimiento de
otros. Las condiciones de crecimiento correspondieron a las condiciones de su lugar de
origen, en este caso, 25°C por 4 dias. Posteriormente se realizé un lavado de las colonias y
se inocul6d en un tubo de ensayo con 20 mL de caldo nutriente (CN) con 2% NaCly se

incub6 nuevamente a 25°C por 2 dias.

Determinacion de tolerancia a distintas concentraciones de NaCl

Se ejecuto la siembra del CMH aislado en AN con diferentes concentraciones de
NaCl: 2%, 6%, 12% y 18%; este procedimiento se realizé con el fin de determinar la
concentracion de sal en la que la mayoria de las cepas microbianas puedan proliferar y para
determinar si se trata de haléfilos leves, moderados o extremos. Las condiciones de

crecimiento correspondieron a las condiciones de su lugar de origen, 25°C por 2 dias.

Preparacion de in6culos

De acuerdo con el resultado anterior, se realizé un lavado de las colonias presentes
en la caja Petri seleccionada (x% NacCl), con 10 pL de solucién salina y se incorpor6 a un
tubo de ensayo con 20 mL de CN modificado con x% NacCl, lo que constituyd un pre-inéculo.

Se incubd a 25°C por 2 dias.

Posteriormente, se inocul6 10 mL del pre-inéculo en un frasco autoclavable con 1000
mL de CN modificado con x% NaCl y se incub6 hasta alcanzar una concentraciéon = 108

UFC/mL.

Con el fin de determinar la concentracion de microorganismos adecuada para

obtener mejores resultados respecto a la reduccion de la salinidad del suelo, se emple6
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concentraciones de 0% como control negativo (CN), 25%, 50%, 75% y 100% v/v, a partir de
la solucion de cultivo de microorganismos haléfilos. Dichos porcentajes se propusieron
considerando un aumento gradual de la concentraciéon desde 25 a 100% con el fin de

determinar la concentracidbn mas baja a la que se pueden obtener resultados favorables.

Tabla 9

Preparacion de Soluciones a Distintas Concentraciones.

Fuente Concentracion (%) Solucién
0 50 mL de agua destilada
Cultivo Consorcio 25 12.5 mL de cultivo en 37.5 mL de agua destilada
de
_ _ 50 25 mL de cultivo en 25 mL de agua destilada

microorganismos

haléfilos (CMH) 75 37.5 mL de cultivo en 12.5 mL de agua destilada

100 50 mL de cultivo en 0 mL de agua destilada

Bioensayos

Bioensayo en suelo

El bioensayo se realizd en dos fases, la primera tuvo como objetivo evaluar la
respuesta del suelo al tratamiento con el CMH, para lo cual se empled un sistema cerrado
con 0.5 Kg de SA, al que se le aplicé las distintas concentraciones del CMH. Este bioensayo

se desarrollé por medio del disefio experimental siguiente:
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Tabla 10

Disefio Experimental para Bioensayo en Suelo.

Consorcio Hal6filo (X%)

TRATAMIENTOS

Control negativo

T1 T2 T3 T4
0% 25% 50% 75% 100%
CN1 R1T1 R1T2 R1T3 R1T4
CN2 R2T1 R2T2 R2T3 R2T4
CN3 R3T1 R3T2 R3T3 R3T4
CN4 R4T1 R4T2 R4T3 R4T4
CN5 R5T1 R5T2 R5T3 R5T4

En este punto, se dese6 determinar la concentracion que logra reducir la CEe, en el
menor tiempo, hasta valores en los que se considere un suelo no salino (0.0 — 2.0 dS/m) o
muy ligeramente salino (2.0 — 4.0 dS/m) o, de acuerdo con en valor de CEz:1, suelo no salino
(0.0 — 0.98 dS/m) y muy ligeramente salino (0.98 — 1.71 dS/m) También se tomara en

cuenta el valor de pH de cada repeticion.

Bioensayo de germinacion

Para la segunda fase del bioensayo, se seleccioné el o los tratamientos que lleguen
a valores ideales en cuanto a CE. para la produccion agricola (< 4 dS/m), en el menor
tiempo. Se incorporo al suelo semillas de maiz, considerando que esta planta es sensible a
elevada CE y que es uno de los cultivos transitorios de mayor produccion en la provincia de
Manabi. Se tomé en cuenta un CN (suelo no tratado), control positivo (CP) (suelo no

afectado) y el respectivo tratamiento (suelo tratado con CMH).



Tabla 11

Disefio Experimental para Bioensayo de Germinacion.

Consorcio Hal6filo (X%)

Control negativo Control Positivo X
CN1 CP1 R1TX
CN2 CP2 R2TX
CN3 CP3 R3TX
CN4 CP4 R4TX
CN5 CP5 R5TX

En este punto se procura determinar qué concentracion de CMH logra no solo
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reducir la salinidad del suelo sino también mejorar su capacidad de propiciar la germinacion

y de mantener vegetacion a futuro.

Determinacion de CE, pH y evaluacion de la germinacion de semillas
Las mediciones de la CE fueron tomadas directamente con un conductimetro en la

solucion suelo:agua 1:1. De igual manera, se determiné el valor de pH se empleando un

pHmetro. Se determiné la CE y pH de cada repeticion cada cuatro dias.

Para el bioensayo de germinacion se incorporaron semillas de maiz (Zea mays)

certificadas de acuerdo al protocolo empleado por Hernandez y colaboradores (2017), con

ciertas modificaciones. Este ensayo tuvo la finalidad de determinar los efectos de la

salinidad del suelo en la germinacion y elongacion de la radicula de las semillas al cabo de

siete dias, periodo de tiempo establecido de acuerdo a los métodos de ensayos de

germinacion de semillas agricolas (The International Seed Testing Association (ISTA),

2016).
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El bioensayo se llevd a cabo en condiciones de invernadero buscando mantener una
temperatura similar al area de la que proceden las muestras de suelo. Para cada repeticién
de cada tratamiento, se colocaron cuatro semillas espaciadas pertinentemente. Al término
del bioensayo, se registr6 el nimero de semillas que germinaron, considerando como
criterio de germinacion el surgimiento de radicula, de longitud mayor o igual a 2 mmy el

calculo del indice de germinacion se determiné de acuerdo con la siguiente formula:

_ Gt * Lrt

" Gc* Lrc * 100 1)

Donde:

= |G: indice de germinacion.

= Gt: Namero promedio de semillas germinadas en un tratamiento determinado.

= Gc: Numero promedio de semillas germinadas en el tratamiento control (suelo no
salino).

» Lrt: Longitud promedio de la radicula en plantulas de un tratamiento determinado.

» Lrc: Longitud promedio de la radicula en plantulas de un tratamiento control (suelo

no salino).

Analisis estadistico de resultados

La validacion de analisis de resultados se realizé con la ayuda un programa estadistico
XLSTAT. Para el bioensayo de suelo, se aplic6 un disefio experimental completamente
aleatorizado (5 x 5) con cinco tratamientos (cuatro concentraciones diferentes del consorcio
halofilo y uno control negativo) y cinco repeticiones para cada una. Se rechazo la hipotesis
nula tras el analisis de varianza ANOVA y posteriormente se aplicé la Prueba de Tukey con
la finalidad de comparar las medias individuales resultantes lo que nos permitié decidir y
determinar que las diferencias de resultados entre tratamientos tienen valores promedio

significativamente distintos.
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Capitulo 4: Resultados

Fase de campo

El muestreo del P23 se realiz6 sin dificultad y de acuerdo con lo establecido en el
Plan de Muestreo, los detalles y condiciones de este procedimiento se reflejan en la
respectiva Ficha de Muestreo (Anexo 2). El muestreo de P31 no se llevé a cabo de acuerdo
con lo planificado pues, de acuerdo con el testimonio del técnico, este punto fue muestreado
€n una piscina camaronera vacia y en esta ocasion se encontraba llena. Por este motivo, el
punto de muestreo P31, se traslad6 aproximadamente 100 m a la redonda. Los detalles y

condiciones se reflejan en las respectivas Fichas de Muestreo (Anexo 2).
Las mediciones realizadas en campo se reflejan en las Tablas 12, 13y 14.

Tabla 12

Datos Determinados en Campo de la Muestra P23, SNA.

Muestra P23 TC) pHz1 corr. CEaa corr. CE1.1 (dS/m)
muest. (US/cm)

Simple P23-1 7,36 68,182 0,07

Simple pP23-2 7,56 83,126 0,08

Simple P23-3 28,3 7,62 90,598 0,09

Simple P23-4 7,24 98,07 0,10

Simple P23-5 7,09 73,786 0,07
Promedio 7,36 0,09

De acuerdo con los datos medidos en campo, para P23, el promedio de pH y de

CE11 son 7,36 y 0,08 dS/m respectivamente.
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Tabla 13

Datos Determinados en Campo de la Muestra P31, SA.

Muestra P31 TC) pHz:1 corr. CEus corr. CE1.1 (dS/m)
muest. (US/cm)

Simple P31-1 7,37 2472,65 2,47
Simple P31-2 7,35 2325,6 2,33
Simple P31-3 32,5 7,34 2504,1 2,50
Simple P31-4 7,18 2425,9 2,43
Simple P31-5 7,42 2536,4 2,54
Promedio 7,34 2,45

De acuerdo con los datos medidos en campo, para P31, el promedio de pH y de

CEi1ason 7,34 y 2,45 dS/m respectivamente.

Para el muestreo de SNS se emplearon recipientes estériles y se recolectaron dos
muestras, una de ellas destinada exclusivamente para aislar el CMH (SNS1) y la segunda
(SNS2) para determinar pH, CE, temperatura, humedad, MO. Los detalles y condiciones del
muestreo se reflejan en la respectiva Ficha de Muestreo (Anexo 4). Estos resultados se

reflejan en la Tabla 14.

Tabla 14

Datos Determinados en Campo de la Muestra SNS.

T(°C) CE11 corr.
Muestra SNS pHi1 corr. CE11 (dS/m)
muest. (uS/cm)
Simple SNS1 — — —
25,1
Simple SNS2 7,07 9974,01 9,97

La prueba cualitativa MOS se realizé empleando aproximadamente 20 g de suelo de

cada muestra y agregando 10 mL de H,O.. Se observo y anot6 el nivel de efervescencia
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(ninguna, leve, modera y fuerte), producto de la reaccion quimica entre H,O,y la MOS. Los

resultados de este ensayo realizado en campo se reflejan en la Tabla 15.

Tabla 15

Resultados de Prueba Cualitativa de MOS.

Muestra Reaccion con HxO»
P23 Efervescencia fuerte
P31 Efervescencia moderada

SNS2 Efervescencia leve

Fase de laboratorio

Esta fase se realiz6 en las instalaciones de un laboratorio de microbiologia externo

ubicado en la ciudad de Quito.

Aislamiento del consorcio halofilo

A partir de la muestra SNS1 obtenida en el Estuario del Rio Chone, en la Isla

Corazon; se realiz6 el aislamiento del CMH de acuerdo con la metodologia anteriormente

mencionada.

Recuento y cultivo primario

A partir de la muestra SNS1, se realizaron diluciones seriadas y posteriormente se

sembré en AN modificado con 2% NaCl y se incub6 a 25°C por 96 horas. Los resultados

obtenidos se evidencian en la siguiente figura:
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Figura 7
Resultado de Siembra en Cajas Petri con AN 2% NacCl. a). Dilucién 10™. b). Dilucién 1072 c).

Dilucién 107, d). Dilucién 10™. e). Dilucién 107. f). Dilucién 10°.

El recuento de microorganismos de realizé a partir de la dilucién 10 ya que estas

cajas presentaron de entre 30 y 300 colonias. En la primera caja se contabilizaron 170

colonias, en la segunda 175 y en la tercera 174, dando un promedio de 173 colonias.

UFC _ N° colonias * Factor de dilucién B 173 * 10*
mL Vol.de siembra  1ml

UFC
= 17X106E (2)



Determinacion de tolerancia a distintas concentraciones de NaCl
Se realizo la siembra del CMH aislado inicialmente, en AN con diferentes
concentraciones de NaCl: 2%, 6%, 12 y 18%. Se incub6 a 25°C por 48 horas. Los

resultados de tolerancia a tales concentraciones se observan en la Figuras 5.

Figura 8

Resultado de Siembra en AN a). 2, b). 6, ¢). 12 y d). 18% NaCl.

a). b). c). d).

Tabla 16
Clasificacién de Microorgamismos Haléfilos de Acuerdo con su Tolerancia a Distintas

Concentraciones de NaCl.
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o Clasificacion de
Crecimiento observado

% NacCl Macroorganismos

Hal6filos

2 Muy alto Débilmente hal6filos

6 Muy alto Moderadamente haléfilos

) Limite extremadamente

12 Medio .
hal6filos

18 Bajo Extremadamente haléfilos

Nota: Muy alto: crecimiento masivo, Alto: > 300 colonias, Medio: entre 30 y 300 colonias,

Bajo: < 30 colonias, Ninguno: O colonias.
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Preparacion de inéculos

De acuerdo con el resultado obtenido de tolerancia a distintas concentraciones de
NaCl, se realiz6 un lavado de las colonias presentes en el medio modificado con 2% NaCl.
Se utilizé 10 pL de solucién salina y se incorpord a un tubo de ensayo con 20 mL de CN

modificado con 2% NacCl, lo que constituy6 un pre-inéculo. Se incubé a 25°C por 2 dias.

Finalmente, con el fin de mantener dentro del CMH la mayor diversidad de
microorganismos, el indculo final se prepar6 con 2% NaCl inoculando 10 mL del pre-in6culo
en un frasco autoclavable con 1000 mL de CN modificado con 2% NaCl y se incub6 hasta
alcanzar una concentracion = 108 UFC/mL. Se realiz6 un recuento por método pour plate y

se obtuvo un resultado de 2,5x108.

A partir de este cultivo de microorganismos haldfilos, se prepararon los in6culos
finales a las distintas concentraciones, 0% como control negativo (CN), 25%, 50%, 75% y

100% v/v. Se prosigui6 de acuerdo con lo detallado en la Tabla 7.

Bioensayos
Bioensayo en suelo

Se empled un sistema cerrado con 0.5 Kg de SA al que se le aplicaron las distintas
concentraciones del CMH. La temperatura en el interior del invernadero varié en un rango
de 18 — 28°C y la humedad entre 40 — 70%. Los resultados promedio de CE. en este
bioensayo, al cabo de 32 dias, se muestran en la Tabla 17 y su representacion gréafica se

evidencia en la Figuras 9.



Tabla 17

Valores de CE. Registrados en los Distintos Tratamientos Durante el Bioensayo en Suelo.

Medicion T°C CN T1 T2 T3 T4
MO 20,1 7,381 7,399 7,280 7,415 7,439
M1 20,3 7,334 7,560 7,562 7,642 8,027
M2 21,1 7,314 7,305 7,159 7,522 7,986
M3 22,6 7,333 6,879 6,938 7,690 7,959
M4 22,6 7,106 6,043 6,188 7,415 7,839
M5 22,5 7,424 5171 5,905 7,647 8,087
M6 22,6 7,191 4,797 4,923 7,366 7,826
M7 22,5 7,222 4,406 4,110 7,332 7,784
M8 22,6 7,258 3,724 3,584 7,325 7,783
M9 22,3 7,210 3,675 3,305 7,217 7,669
M10 21,1 7,341 3,471 2,782 7,268 7,675

Figura 9.

CEe de Cada Tratamiento vs. Tiempo.
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Los valores de CEe de los tratamientos 1 y 2 disminuyeron considerablemente
respecto a los demas tratamientos. Tras confirma la distribucion normal de los datos
mediante la prueba de Shapiro Wilks, se procedio a realizar un analisis de varianza. El
analisis estadistico ANOVA (a = 0,05) refleja que existe diferencia significativa entre las
medias de los tratamientos (Fons > Fo) (Tabla 18) respecto al tiempo y a la concentracién del

in6culo. Dado este resultado, se prosiguié con la prueba de Tukey.

Tabla 18

Andlisis de Varianza de Dos Factores con Una Sola Muestra por Grupo.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados ] Valor
Suma de Promedio
las de F Probabilidad critico
cuadrados cuadrados
variaciones libertad para F
Filas 25,557 10 2,556 3,213 0,004 2,077
Columnas 57,418 4 14,355 18,047 1,528E-08 2,606
Error 31,816 40 0,795
Total 114,791 54

Los resultados de la prueba de Tukey (a = 0,05) indicaron que, de acuerdo con la
comparacion de medias (Tabla 19), existen diferencias significativas entre los tratamientos
T1ly T2y elresto de los tratamientos (CN, T3y T4) y que entre T1 y T2 no existe diferencia.

El detalle de los resultados de esta prueba estadistica se adjunta en el Anexo 3.
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Tabla 19

Medias de los Tratamientos.

Tratamiento Medias
CN 7,283
T1 5,494
T2 5,431
T3 7,440
T4 7,825

Por otro lado, los resultados obtenidos para CN, T3 y T4 son estadisticamente

iguales. La Figura 10 es la representacion grafica de esta prueba.

Figura 10

Comparacion de Medias de Cada Tratamiento.
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Los resultados promedio de pH en este bioensayo, al cabo de 32 dias, se muestran

en la Tabla 20 y su representacion grafica se evidencia en la Figuras 11.



Tabla 20

Valores de pH Registrados en los Distintos Tratamientos Durante el Bioensayo en Suelo.

Medicion T°C CN T1 T2 T3 T4
MO 20,1 7,42 7,41 7,40 7,40 7,40
M1 20,3 7,43 7,49 7,47 7,47 7,47
M2 211 7,43 7,43 7,46 7,45 7,45
M3 22,6 7,41 7,44 7,46 7,45 7,45
M4 22,6 7,42 7,42 7,46 7,44 7,43
M5 22,5 7,41 7,43 7,46 7,46 7,43
M6 22,6 7,40 7,41 7,44 7,45 7,43
M7 22,5 7,40 7,41 7,43 7,43 7,43
M8 22,6 7,39 7,40 7,43 7,42 7,42
M9 22,3 7,39 7,38 7,42 7,41 7,41
M10 21,1 7,38 7,38 7,41 7,41 7,40

Figura 11

pH1.1 de Cada Tratamiento vs. Tiempo.
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Puede evidenciarse que el pH no varié en gran medida respecto al tiempo en
ninguno de los tratamientos y como puede observarse, existe una ligera tendencia a

disminuir conforme transcurre el tiempo.

Bioensayo de germinacién

Los tratamientos T1y T2, a los cuales se habia incorporado 25% y 50% del cultivo
CMH, tardaron 32 dias en llegar a valores de CE. inferiores a 4 dS/m. Tomando en cuenta
gue los tratamientos T3 y T4 no registraron valores de CE. inferiores a 4 dS/m, no fueron
considerados para este bhioensayo. En T1y T2 se incorporaron semillas de maiz
certificadas, especificamente semillas de Maiz Duro, variedad INIAP-543 QPM, procedente
de la estacion INIAP Portoviejo. Se consideraron: CN (suelo no tratado), CP (suelo no

afectado, P23) y los tratamientos T1 y T2 (suelo tratado con CMH).

El bioensayo se llevé a cabo en condiciones de invernadero en donde se registro
una temperatura minima de 18°C y maxima de 28°C. Se colocaron cuatro semillas de maiz
espaciadas pertinentemente, en cada una de las repeticiones. Al cabo de siete dias, se
registro el nimero de semillas que germinaron, se midi6 la longitud de la radicula y se

realiz6 el calculo del IG.



Figura 12

Semilla de Maiz Germinada.
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El detalle de los resultados recopilados en este ensayo se refleja en la Tabla 21.
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Resultados del Bioensayo de Germinacion.

Tabla 21
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El promedio mas alto de semillas germinadas corresponde al CP, al igual que el promedio mas alto de longitud de radicula. Por

otro lado, los valores mas bajos de ambos parametros corresponden al CN.



Figura 13

Comparacion de Semillas de Maiz Germinadas. a). Control Negativo. b). Control Positivo.

Como puede observarse en la Figura 13, la germinacion de semillas en el CN fue
escasa y en ocasiones nula, contraria a la germinacion que se observo en el CP donde a
mas del un mayor desarrollo del sistema radicular, en el mismo periodo de tiempo, se

observo el crecimiento de primera y segunda hoja en algunos casos.

Los IG calculados de acuerdo con la férmula (1) fueron 4,73%, 46,95%, 73,37% y

100,00% para CN, T1, T2 y CP respectivamente.
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Figura 14

indices de Germinacion de CP, T2, T1y CN.

CP ,00%

T2 73,37%

T1 46,95%

Tratamiento

CN 4,73%

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00 100,00

indice de Germinacién

La Figura 14 muestra la evidente diferencia entre los IGs calculados para cada

tratamiento, incluidos los controles negativo y positivo.
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Capitulo 5: Discusion

Fase de campo

Los valores de pH y CE1.1 de un suelo no salino se encuentran entre 6,5-7,5y 0,0 —
0,98 dS/m respectivamente, en la solucién suelo:agua 1:1 (USDA), 1999). El mismo autor
denomina como suelo muy ligeramente salino si la CE1:1 0,98 — 1,71 dS/m, suelo
ligeramente salino si la CE11 1,71 — 3,16 dS/m, suelo moderadamente salino si la CE1:; 3,16
— 6,07 dS/m y suelo fuertemente salino si CE1.1 > 6,07 dS/m. Considerando esta
clasificacion, P23 con promedios de pH = 7,36 y CE = 0,08 dS/m, puede ser considerado un
suelo sin problemas de salinidad. Por otro lado, P31 con promedios de pH =7,39y CE1.1 =
2,35 dS/m, puede ser considerado un suelo ligeramente salino. La muestra de SNS tomada
de la Isla Corazon, se clasifica como suelo fuertemente salino al presentar un pH = 7,07 y

CE11=9,97 dS/m.

Ademas, tomando en cuenta que los valores de pH no supera 8,5 en ningun caso, se
puede dejar de lado la posibilidad de que se trate de suelos clasificados como sédicos o

salino-sédicos (Rueda et al., 2009).

Estos resultados son consecuentes con el sitio en el que se tomaron las distintas
muestras. El punto de muestreo P23 corresponde a una zona agricola cercana a unrioy lo
suficientemente alejado de las presas y de actividades camaroneras, tanto como para no
verse afectado por las éstas. Por el contrario, el punto de muestreo P31 se encuentra cerca
de la presa Simbocal y es una zona en la que existen piscinas camaroneras, siendo ambas
las presuntas razones por la que el suelo de la zona presenta elevada salinidad ya que una
presa contribuye a la acumulacién de sales a causa del bloqueo de las vias de drenaje
natural del suelo y aumento del nivel freatico en la zona (Nayakekorale, 2020). Por otro
lado, acuicultores aplican grandes cantidades de cal con el fin de aumentar el pH'y

consecuentemente desinfectar fondos y agua del estanque (Boyde, 2017).

La razon por la que la muestra P31 presenta valores de pH < 7.5 a pesar de

encontrarse en el rea de piscinas camaroneras puede deberse a su textura, pues los
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suelos arcillosos presentan un fuerte poder buffer, es decir, son resistentes a modificar su
pH. Entonces, considerando que el suelo del punto P31 posee arcillas de tipo 2:1 y un
moderado porcentaje de MO (de acuerdo con la prueba cualitativa de MOS), se puede
inferir gue ambas caracteristicas confieren a este suelo una elevada capacidad de

amortiguar cambios de pH (Bennardi et al., 2018).

La elevada CE de la muestra SNS, tomada en el Estuario del Rio Chone, en la Isla
Corazon, esta relaciona al hecho de que el agua del estuario es una mezcla entre agua
dulce procedente del Rio Chone y agua salada procedente del Océano Pacifico, en otras
palabras, se trata de una isla rodeada de agua salobre y suelo fangoso en el que se
desarrollan diferentes especies de mangle, manteniendo un ecosistema de manglar
equilibrado, biodiverso y protegido por las comunidades riberefias del sector (Ministero del

Ambiente, 2015).

La MOS, esté relacionada con propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas. Un bajo
contenido de MOS es indicador de un suelo con mala salud, disfuncional e incapaz de
suministrar servicios ecosistémicos (Lal, 2020). De acuerdo con Wood (1995), la MOS
puede clasificarse en viva (<4%) y no viva (>90%); la primera incluye raices, biomasa macro
y microbiana, la segunda incluye MO transformada y MO fresca. Se considera que la prueba
cualitativa de MO con H2O3, refleja solamente la MO viva ya que son los organismos vivos
guienes sintetizan la enzima catalasa capaz de descomponer el H,O2 en H,O y Oy, reaccion

puede observarse como efervescencia en la muestra (FAO, 1996).

En campo, la prueba cualitativa de MOS reflejé que P23, cuya reaccion con H,O2 dio
como resultado abundante efervescencia, tiene un alto contenido de MO viva (Wood, 1995),
lo que es congruente y respalda el hecho de que se seleccionara este punto como SNA 'y
apto para ser empleado como control positivo en el bioensayo de germinacién. Por otro
lado, P31 tuvo una reaccion de efervescencia moderada respecto a la reaccion observada
en P23. Tal resultado indica que a pesar de éste tener una elevada concentracion de sales,

posee un buen porcentaje de MO viva.
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Por ultimo, la reaccion de efervescencia de la muestra SNS2 fue leve en
comparacion a la reaccion observada en P23. La salinizacion afecta directamente a los
procesos fisioldgicos y bioquimicos de los seres vivos del entorno afectado (Aristizabal et
al., 2019); considerando que SNS2 es un suelo fuertemente salino por su elevada CE1.1
(9.97 dS/m), es de esperarse que este suelo tenga una limitada cantidad de MO viva y que
solamente ciertos organismos adaptados a tales condiciones de salinidad, sobrevivan y

proliferen.

Fase de laboratorio

Las diferentes técnicas microbiol6gicas existentes para el cultivo y recuento
microbiano de una muestra de suelo no garantizan que todos los organismos proliferen.
Existen microorganismos no cultivables los cuales no se han podido desarrollar en
condiciones de laboratorio. Ademas, otros organismos como algas y hongos solamente
logran proliferar en medios especificos (Kumar et al., 2012). En este caso, la técnica
empleada para aislar el CMH garantiza el desarrollo de células viables, aerobias y hal6filas
o halotolerantes (Ramos, 2004, Kumar et al., 2012); obteniendo como resultado del

recuento microbiano: 1.7x10°% UFC/ g de suelo.

Segun Daoud & Ben Ali (2020), los microorganismos haléfilos pueden ser
clasificados de acuerdo a su tolerancia a distintas concentraciones de salinidad (Tabla 8).
Para determinar qué clase de microorganismos haléfilos se pudieron cultivar en el
laboratorio, se sometieron a concentraciones de 2, 6, 12 y 18% NaCl. Los resultados de
este ensayo indicaron que en el CMH aislado estan presentes microorganismos haléfilos
débiles y moderados, correspondientes a concentraciones de NaCl de 2 y 6%, donde se
observo crecimiento masivo al cabo de 48 horas. En el mismo intervalo de tiempo, en las
concentraciones 12% hubo crecimiento medio o moderado (entre 30 y 300 colonias) y en la
concentracion de 18% se evidenci6 crecimiento bajo (< 30 colonias), confirmando la

presencia de microorganismos halofilos extremos.
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Bioensayos

Bioensayo en suelo

De acuerdo con Ramos & Zuiiiga (2008), la actividad de los microorganismos esta
influenciada por factores de su entorno como pH, temperatura, humedad, disponibilidad de
nutrientes y oxigeno, en caso de aerobios. Durante el bioensayo en suelo el pH se mantuvo
sin mayores variaciones (7,38 — 7,49) al igual que la humedad (40 — 60%), en todos los
tratamientos incluyendo el control. Por otro lado, la temperatura minima registrada en el
interior del invernadero fue de 19°C y la mas alta fue de 28°C. Ademas, la temperatura
promedio minima registrada en cada medicién fue de 20,1°C y la maxima fue de 22,6°C.
Los valores mas altos de temperatura coinciden con disminuciones mas grandes de CE
mientras que las mas bajas reflejan lenta o poca disminucién de CE. Considerando tales
resultados, se puede constatar que efectivamente la variacion de temperatura influye en la

actividad microbiana.

La seleccion de la concentracion de NaCl del inoculo final se realizé de acuerdo con
el grado de afectacién del SA (CE11 = 2,97 dS/m, CEe = 7,48 dS/m), suelo levemente salino
(USDA, 1999), y, considerando que 2% NacCl se encuentra dentro del rango de salinidad
leve y abarca la posibilidad de crecimiento de bacterias haléfilas leves, moderadas y
halotolerantes (Daoud & Ben Ali, 2020); 2% de NaCl fue el porcentaje elegido para la

preparacion del indculo a aplicarse en el suelo.

Anteriores estudios han confirmado la capacidad de las bacterias haldfilas para
capturar Na* a nivel in vitro, lo que ha puesto a consideracion practicas de biorremediacion
empleando estos microorganismos. Se sabe que los organismos haléfilos son capaces de
adaptarse a condiciones de elevada salinidad gracias a los mecanismos Salt-In
(acumulacion de sales) y Salt-Out (acumulacion de solutos organicos). El primero,
constituye una adaptacion propia de halofilos extremos y algunos haléfilos moderados,
mientras que, la segunda adaptacion, ha sido descrita en haléfilos leves, moderados y

organismos halotolerantes. Puesto que en el bioensayo se empleé un inoculo con 2% de
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NacCl, se puede suponer que los mircoorganismos que conforman dicho consorcio son
halofilos leves, moderados y halotorelantes, con poca o ninguna posibilidad de la presencia

de hald6filos extremos.

Entre las sales predominantes que pueden encontrarse en un suelo salino esta:
Na;S0., NaCl, CaCOs;, CaSO., NaHCOs;. Ademas, regularmente la salinidad en el suelo se
presenta en climas aridos, semiéridos y subhimedos, en areas con periodos prolongados
se sequia y particularmente en zonas costeras (Courel, 2019), aspectos que coinciden con
el suelo problema empleado en este ensayo y que se suman a las causas se salinida

secundaria o antrépica anteriormente mencionada.

Los resultados reportados por Lara & Carrera (2019), revelan que P31 presenta una
elevada CE.; (7,45 dS/m), CEe (19,80 dS/m), relacionada con la presencia de los iones
tales como Na* (22,00 meg/L), Ca?* (30,00 meg/L), Mg?* (19,00 meqg/L) y K* (2,82 meq/L).
Se ha informado que ciertos hal6filos requieren de altas concentraciones de iones Mg?*y
gue los requerimientos de K* son solamente un poco mas altos que los que se han
reportado para otros organismos ademas que, Na*, K*y CI son componentes mayoritarios
de la sal interna de micoorganismos haldfilos (Larsen, 1967; Sanchez & Arguello, 2006;
Muntyan et al., 2015). Es decir, la reduccion de la CE en el suelo, especificamente en los
tratamientos T1 y T2, puede deberse a fendbmeno de absorcion de las sales presentes en el

suelo por parte de los microorganismos que conforman el CMH aislado.

Ademas, estudios realizados por Oren (2008), Miiller & Saum (2005) y Faraj y sus
colaboradores (2016), reportan que el crecimiento de ciertos organismos hal6filos es
dependiente de Na* y que son capaces de absorberlo y utilizarlo para realizar diversas
reacciones energeéticas, es decir, el Na* se moviliza constantemente y el equilibrio osmaotico
se logra mantener mediante el transporte activo primario o secundario (como se citdé en
Aristizabal et al., 2019). Por ende, al agregar un CMH en un suelo con elevada
concentracion de sales, como lo es el SA empleado en este estudio, es de esperarse que

tales microorganismos sean los responsables de reducir gradualmente los valores de CE.
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Al cabo de 32 dias, T1y T2, partiendo de CE. 7,40 dS/my 7,28 dS/m, llegaron a
valores de CE. de 3,47 dS/m y 2,78 dS/m respectivamente, cifras que, al tratarse
estadisticamente, reflejan diferencias significativas entre estos tratamientos y el CN, es
decir, la hipétesis de que el proceso de bioaumentacién, empleando un CMH, en muestras
de suelo con elevada salinidad del canton Chone, reduce la concentracion de sales, es
aceptada (Fons > Fq). Al ser ambos resultados menores a 4 dS/m, se puede anunciar que fue
posible disminuir la CE al punto de concluir que se paso de un suelo ligeramente salino a
uno muy ligeramente salino de acuerdo con el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA) (1999), para el cual se ha descrito una reduccién de rendimiento

Unicamente de cultivos muy sensibles a salinidad.

Courel (2019), menciona que la acumulacion de sales otorga al suelo una buena
fertilidad fisica al favorecer la formacién de agregados y mejorar asi la estructura del suelo.
Sin embargo, quimicamente hablando, estas sales pueden propiciar un cambio de pH,
mismo que interferiria en la disponibilidad de nutrientes, la cual es mayor en suelos
ligeramente acidos (6,0 — 7,0). Tales afirmaciones explicarian el hecho de que el suelo
inoculado con CMH, especificamente de los tratamientos T1 y T2, mostraron un poco
apreciable cambio en su estructura ya que, al inicio, los agregados eran visualmente
evidentes y conforme el paso del tiempo, se observo desfloculacion. Por otro lado, y a favor,
la leve tendencia del pH a disminuir respalda la eficacia de los microorganismos

incorporados al suelo.

Bioensayo de germinacion

Para el bioensayo de germinacion se emplearon semillas de maiz certificadas
procedentes de la estacion INIAP Portoviejo a fin de garantizar su viabilidad y la
germinacion homogénea. El maiz se considera como un cultivo moderadamente sensible a
la salinidad del suelo, teniendo un rendimiento maximo (100%) a CEe = 1,1 — 1,7 dS/m, este

rendimiento se reduce a la mitad (50%) a CE. = 3,9 dS/m (Torres & Acevedo, 2008). Por
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tanto, las semillas de maiz se consideraron como idéneas para evaluar su germinacién en

un suelo salino (CN), un suelo no salino (CP) y un suelo inoculado con un CMH (T1y T2).

La primera fase del proceso de germinacion consiste en la absorcion de agua por
parte de la semilla, hinchamiento y ruptura de la testa. En la segunda fase se desenlaza la
actividad enzimética, el metabolismo respiratorio y la translocacion y asimilacion de
reservas alimenticias para el desarrollo del embrién. La ultima fase consiste en la division

celular, emergencia de la radicula y posteriormente de la plimula (Martinez et al., 2015).

En el bioensayo de germinacion la CEe del CN fue 7,3 dS/m (suelo salino), para el
CP se registr6 una CEe de 0,44 dS/m (suelo no salino) y para T1y T2 3,5y 2,7 dS/m (suelo
muy ligeramente salino) respectivamente. Los IG calculados y reflejados en la Figura 14,
indican que se registré el menor IG para el CN (4,73 %), seguido de T1 (46,95 %) y T2
(73,37 %), todos éstos comparados con el CP, el cual obtuvo un IG de 100 %. Tales
resultados pueden explicarse a razén de que la elevada salinidad repercute sobre el suelo y
la vegetacion alterando aspectos como las relaciones hidricas, balances energéticos y
nutricién (Ladeiro, 2012). Ademas, de acuerdo con Goykovic y sus colaboradores (2014),
la disminucion del potencial hidrico a causa de la elevada salinidad del suelo impide la
absorcion de agua por parte de la semilla durante la primera fase de la germinacién y en
ocasiones, este proceso se ve inhibido o retardado ya que las semillas no podrian

hidratarse.



72

Capitulo 6: Conclusiones
La muestra de suelo aledafia a la presa Simbocal, P31, presento valores de CE
superiores a los aceptables y suficientes para ser clasificado como un suelo afectado por
elevada concentracion de sales. Por el contrario, P23, al ser una muestra obtenida lejos de
la influencia de presas y donde no existen actividades camaroneras, resulté acoplarse a
valores admisibles de pH y CE y ser idéneo para considerar un CP en el bioensayo de

germinacion.

Se obtuvo un CMH a partir de la muestra de suelo recolectada en el ecosistema de
manglar ubicado en el estuario del Rio Chone - Isla Coraz6n. De acuerdo con los resultados
de apreciacion de tolerancia a distintas concentraciones de NaCl, se determin6 que el CMH
aislado estaba conformado por haléfilos débiles, moderados y extremos; llegando a

proliferar en concentracion de NaCl > 17,5%.

Se logro la disminucién de los valores de CE en el suelo al que se inocul6 el CMH
aislado a partir de una muestra de SNS obtenida en Manabi - Isla Corazén. Sin embargo, se
observo que la concentracién de dicho inéculo juega un papel importante ya que
Unicamente se redujo la CE en los tratamientos T1 y T2, inoculados con concentraciones de
25y 50% de CMH. Diferentes fueron los resultados para T3 y T4, inoculados con 75y 100%
de CMH, tratamientos en los que la CE aumentd y a pesar de que, al cabo del bioensayo en
suelo, se evidencio una ligera tendencia a reducir, no llegaron a valores de CE inferiores a 4

dS/m.

Se realiz6 un bioensayo de germinacion cuyos resultados reflejan la eficacia de
emplear microorganismos hal6filos para tratar suelos afectados por elevada salinidad. Los
IGs calculados demostraron un mayor porcentaje de germinacion en los tratamientos
T1(46,95 %) y T2 (73,37 %), tratamientos que, en el bioensayo en suelo, registraron los

valores mas bajos de CE.



73

Los resultados obtenidos al finalizar este proyecto sugieren que un CMH tiene
potencial para la recuperacion de suelos de Chone afectados por altas concentraciones de
sales. Tras poner a prueba la funcionalidad de dicho CMH aislado a partir de una muestra
de SNS, es correcta la hipétesis de que al incorporar estos microorganismos en muestras
suelo afectado es posible la reduccion de la salinidad del suelo y el mejoramiento de sus

propiedades para fines agricolas.

En términos generales, es viable recuperar un CMH de un suelo naturalmente salino
e inocularlos a un suelo afectado por elevada salinidad y obtener resultados favorables, sin
la necesidad de identificar los microorganismos que conforman el consorcio, evaluando

Unicamente su funcionalidad.
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Capitulo 7: Recomendaciones

Se recomienda realizar bioensayos similares a los de este proyecto, en la localidad
de la cual proceden las muestras, con el fin de que la temperatura y de presion atmosférica

no varie drasticamente.

Con el fin de conocer hasta que valores de CE se puede llegar al inocular un CMH
en el suelo, es recomendable extender el tiempo de toma de mediciones de este pardmetro,

asi como de pH.

Es necesario que a continuacién de un bioensayo de germinacién se continte
evaluando el crecimiento y desarrollo de las plantas ya que, si bien los resultados obtenidos
son favorables, la germinacién solamente es una pequefia parte de la vida de un cultivo. A

futuro pueden considerarse variables agronémicas y porcentajes de productividad.

Considerando los resultados de funcionalidad del CMH, se podria realizar un estudio
taxondémico de los microorganismos presentes en el consorcio, evaluar su estabilidad en el
tiempo y bajo diferentes condiciones. Para ello se pueden emplear técnicas moleculares no
dependientes del cultivo microbiolégico, con lo cual se tendria una vision mas amplia de
toda la poblacion de organismos que coexisten en el ecosistema de manglar y que

potencialmente podrias ser utilizados en la biorremediacién de suelos salinos.

Finalmente, se recomienda emprender un estudio in situ y evaluar y recopilar datos,
a corto y largo plazo, del accionar de este CMH aislado a partir de una muestra de SNS de

la zona.
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