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Resumen

La salinidad es un grave problema de degradaciéon que afecta a los suelos
vulnerables por las malas préacticas agricolas. En el Valle Chancay Lambayeque
mas del 50 % de las 120 mil hectareas se encuentran con esta problematica,
amenazando la agricultura y su sostenibilidad. La fitorremediacién y la usurpacion
del sodio por un catién alternativo, son los métodos convencionales para
contrarrestar este problema y aun siendo eficientes, ambos métodos recuperan
parcial y eventualmente el suelo contaminado. El objetivo de la presente
investigacién es aislar especies de Bacillus halotolerantes, comprobar su potencial
biorrecuperador in vitro y generar una alternativa mas eficaz para la recuperacion
de suelos salinos. Se obtuvieron 103 cultivos puros de bacterias pertenecientes al
género Bacillus identificAndose B. brevis (35,92%), B. megaterium (30,09%), B.
subtilis (27,18%) y B. cereus (6.80%). Se seleccionaron 10 cultivos por formacién
de halo y se cuantificé la acidez, empleando el método de Mann; obteniéndose un
rango de acidez desde 0.090 a 0.014%. La comprobacion del efecto
biorrecuperador fue a través de la inoculacion de estas cepas en suelos salinos con
variadas concentraciones. El evidente potencial de Bacillus ha demostrado que

existe posibilidad de aplicaciones para la recuperaciéon de suelos salinos.

Palabras Claves: Biorrecuperacion, bacillus, suelos salinos, acidez, halotolerantes.
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Abstract

Salinity is a serious degradation problem that affects vulnerable soils due to poor
agricultural practices. In the Chancay Lambayeque Valley, more than 50% of the
120 thousand hectares encounter this problem, threatening agriculture and its
sustainability. Phytoremediation and the usurpation of sodium by an alternative
cation are the conventional methods to counteract this problem and even being
efficient, both methods partially and eventually recover the contaminated soil. The
objective of the present investigation is to isolate halotolerant Bacillus species,
check their biorecovery potential in vitro and generate a more effective alternative
for the recovery of saline soils. 103 pure cultures of bacteria belonging to the genus
Bacillus were obtained, identifying B. brevis (35.92%), B. megaterium (30.09%), B.
subtilis (27.18%) and B. cereus (6.80%). 10 cultures were selected per halo
formation and acidity was quantified, using the Mann method; obtaining a range of
acidity from 0.090 to 0.014%. The biorecuperative effect was checked through the
inoculation of these strains in saline soils with varying concentrations. The obvious
Bacillus bioremediator potential has shown that there is a possibility of applications

for the recovery of saline soils.

Keywords: Biorecovery, bacillus, saline soils, acidity, halotolerants.
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l. INTRODUCCION

Desde que el hombre adopté la agricultura como una de sus principales
actividades para su desarrollo, era necesario entender y manipular el suelo con la
finalidad de obtener sustento. Con el tiempo, esta practica sigue siendo pilar
fundamental para el progreso de la sociedad, aunque con ciertos efectos

colaterales; siendo uno de ellos, la salinizacion de suelos.

En Lambayeque, siendo la principal actividad econdmica la agroindustria. Para
producir alimentos en masa, actualmente se aplica una variedad de métodos y
tecnologias; lo que conlleva a una mayor eficiencia. Pero, por otro lado, estas

practicas tienen efectos colaterales si de impactar en el ambiente se trata.

La cantidad de area afectada por salinizacion de suelos aumento drasticamente en
los dltimos afios, a la actualidad no existe estadistica que determine con exactitud
cudl es el area de afectacion a nivel mundial, sin embargo, las estimaciones mas

recientes de 2011 fueron de unos 1128 millones de hectareas.

A nivel nacional la realidad es también preocupante pues existen casi medio millon
de hectareas con problemas de salinidad que son de uso agricola, mientras que en
Lambayeque nos enfrentamos a un aumento significativo en la dltima década de 30
mil hectareas con problemas a salinidad de suelos a mas de 60 mil hectéareas; lo
gue equivale a mas del 50% de las 120 mil hectareas que comprende el Valle
Chancay Lambayeque.

Dado el hecho de que los métodos mas utilizados para recuperar los suelos son: la
utilizaciéon de las enmiendas y el lixiviado de los suelos, estos procesos llegaran a
ser obsoletos y poco favorables, ya que a largo plazo terminan por desestructurar
el suelo original. La presente investigacion pretende comprobar la capacidad de las
bacterias hal6filas nativas como potenciales biorremediadores a través de un
bioensayo y de tal manera promover una alternativa mas eficiente frente a esta

problematica.

Las cepas haldéfilas que se aislaron de ambientes especificos con agar nutritivo
modificado con NaCl y posteriormente se seleccionaron los Bacillus spp gran

positivos, se modificé un agar simulando un suelo salino y se inocularon junto a un



indicador de acidez para determinar su capacidad de desplazamiento de sales
debido a la reaccion &acido-base, después se seleccionaron las cepas mas
eficientes y finalmente se sometieron a un estudio de cuantificacion de acidez para

comprobar su eficiencia biorremediadora.

¢ Las bacterias haldéfilas aisladas tendran eficiencia en la biorremediacion de suelos

salinos de Lambayeque?

La presente investigacion se realizé bajo la necesidad de generar una solucion
divergente ante la problematica de suelos salinos que crece de modo exponencial
y amenaza con ser uno de los mayores problemas para el desarrollo sostenible a
futuro. Esta investigacion pretende juntar las bases ambientales y el conocimiento
cientifico para lograr asi un método alternativo, a través de la utilizacion de
bacterias haldfilas aisladas como agentes biorremediadores para recuperar los
suelos salinos; de la misma manera, lograr conocimientos base para futuras
investigaciones sobre microorganismos haldéfilos, considerando que estos tienen un
gran potencial biotecnolégico que abarca un amplio espectro para la investigacion

nacional y mundial.

Por lo tanto, se tiene como objetivo principal el determinar el potencial
biorremediador in vitro de las bacterias haléfilas en los suelos salinos de

Lambayeque.

Y como objetivos especificos: aislar cepas haldfilas nativas de Lambayeque,
identificar bioquimicamente las cepas aisladas y calcular la produccién de acidez

de las cepas.

La hipdtesis que se planted es que las bacterias haldfilas aisladas tendrian
eficiencia in vitro para la aplicacion de la biorremediacion de suelos salinos en

Lambayeque



Il MARCO TEORICO

(Liliana Castro, 2011) En su trabajo de investigacion “Aislamiento y
caracterizacion de microorganismos haléfilos de suelos salinos de cuatro
Ciénegas”, concluye que los suelos El Mezquite 1y 2 presentan el mayor contenido
de cloruro de sodio, por lo tanto, un habitat adecuado para lograr el aislamiento de
microorganismos haldéfilos moderados. Los medios de cultivo caldo nutritivo
modificado, agar nutritivo modificado y HALO permitieron el aislamiento de

bacterias haldéfilas, sin mostrar crecimiento de levaduras u hongos.

La morfologia bacteriana mas comun para los haléfilos encontrados correspondié
a bacilos y cocos, las cuales han sido reportadas anteriormente por diversos
autores para haldfilos. Finalmente, las caracteristicas metabdlicas de las cepas
evaluadas fueron similares a las reportadas para haléfilas moderadas del género
Halomonas, el cual es empleado en la degradacién de materiales derivados de
almidon, por lo que las cepas aisladas en el presente estudio podrian ser usadas

con fines de biorremediacion.

De manera anéloga a la publicacion cientifica, los microorganismos aislados fueron
estudiados gracias al buen método de muestreo y modificacién del medio de cultivo
gue utilizaron, ya que gracias a ello los agentes que proliferaron en la siembra
fueron unicamente los haldfilos, siendo una caracteristica favorable para el proceso
de analisis. La metodologia utilizada en la investigacion sirvio de base para el
desarrollo del presente proyecto de investigacion.

(Vivian Garzoén, 2015) En su investigacion “Aislamiento e identificacion de bacterias
haldfilas con potencial bioactivo, aisladas de las salinas de Zipaquitra”, en la cual
busca aislar la mayor variedad de bacterias haldfilas posibles, realizando
procedimientos microbioldgicos caracteristicos para este tipo de bacterias
extremdfilas. En que se aislaron cepas de bacterias haléfilas de las cuales 13 son
especies nuevas ya que presentaron un porcentaje de identidad menor a 98,7%,
siendo un aporte para la biodiversidad de microorganismos en ambientes extremos
colombianos y que la salinidad presente en la zona de recoleccién es un factor
decisivo para el aislamiento de las diferentes especies de bacterias haldfilas,

encontrando que las hal6filas extremas se agruparon principalmente en la zona 1V,



de acuerdo con los parametros fisicoquimicos de la zona, ya que presenta un alto

contenido de NacCl.

Se resalta de la tesis que es muy crucial el escoger los lugares de muestreo pues
las concentraciones de sal presentes en el suelo son decisivas en cuanto a la
cantidad microbiana a obtenerse, y que, de realizarse en el lugar adecuado, las

bacterias haldfilas aisladas pueden ser especies nuevas.

(Siddikee, 2011) investigaron la eficiencia de bacterias halotolerantes para mejorar
la tolerancia a las sales en Capsicum annuum L. “pimiento”. Se cuantificd la
actividad ACC y se evalug la eficiencia de las bacterias para reducir la produccion
de etileno y promover el crecimiento en alméacigos con 100, 150 y 250 mM NacCl.
Se identificaron y seleccionaron Brevibacterium iodinum, Bacillus licheniformis y
Zhihenglinela alba. La exposicion a 100-200 mM NaCl incremento la produccion de
etileno en las plantulas no inoculadas y se redujo en las plantas inoculadas. Con
150 mM NacCl las bacterias incrementaron la altura de planta, longitud de la raiz,
biomasa aérea y radicular e indice de tolerancia a la salinidad. Se demostré que las
bacterias con actividad ACC desaminasa pueden mitigar el estrés por altas

concentraciones de sales en las plantas.

(Martinez,2013) realizaron una investigacion donde aislaron cuatro cultivos de
rizobacterias de Solanum esculentum “tomate”, se caracterizaron en sus
propiedades bioquimicas relacionadas con la promocién del desarrollo vegetal y se
investigd su efecto en el crecimiento de plantas de tomate y Capsicum annuum
“pimiento”. Se realizd la identificacion molecular, se investigdé la actividad ACC
desaminasa y se determinoé el resultado de la inoculacion a través del desarrollo y
la germinacion de las plantulas por 30 dias (tomate) y 60 dias (pimiento) en
condiciones de invernadero. La secuencia del gen 16 S ARNr identific6 Bacillus
subtilis (1), B. megaterium (2) y Bacillus sp. El 100% de cepas presentd actividad

ACC desaminasa, solubilizacion de fosfatos y produccion de indoles.

Las bacterias incrementaron la germinacion, altura, diametro del tallo, peso de la
biomasa fresca, radicular y area seca, destacando B. subtilis en tomate y pimiento.
Esta cepa bacteriana presenté potencial para constituir un biofertilizante en los

cultivos de tomate y pimiento.



(Carlos Bachon, 2014) En su trabajo de investigacion “Biorremediacion de aguas
residuales con alta salinidad mediante bacterias halofilas aisladas de perfiles
costeros de ecuador”. En el cual realiza un tratamiento de aguas residuales
pesqueras con concentraciones de sal (NaCl) 2%, mediante la utilizacion de
bacterias halofilas. Concluyendo que se defini6 un aislamiento adecuado de
bacterias y un medio que brindé mejor crecimiento, ya que realizaron distintas
pruebas, variando las concentraciones de sal en los medios de cultivo y asi
determinando el mejor. Este trabajo aporta significativamente al presente proyecto
en aplicar la variacion de concentraciones de NaCl y el tiempo que se invertiria para
atinar con el medio correcto y eficiente que permita el crecimiento de cepas

halofilas, pues las escazas investigaciones locales, no contribuyen en este aspecto.

(Carlos Calderén,2015) En su trabajo de investigacion “Estudio del efecto de
inoculacion de bacterias en un suelo extremadamente salino”. En el cual analizan
el efecto que tiene la inoculacién de las bacterias en un suelo salino, dirigiéndose
a la variacion de la concentracion de sales presentes. Donde concluyen que la
reduccion de salinidad en la 4ta y 5ta semana probablemente implicé la entrada en
accion del metabolismo de bioadsorcion de sales por parte del microbiota nativo del
suelo. No obstante, sugieren que la investigacién se aplace a mas, pues el tiempo
en determinacion fue hasta la 5ta semana, en donde probablemente la accion

microbiana estuvo en cuspide.

La aportacion de esta investigacion en cuanto al tiempo de analisis fisicoquimico
del suelo para verificar la reduccion de sales es crucial pues nos sugieren que la

accion microbiana no es pronta.

(Ménica Rodriguez, 2015) En su investigacién “Aislamiento e identificacion
fisiolégica de bacterias haldfilas nativas para determinar su potencial en la
recuperacion de suelos salinos”. En el cual determinan el potencial biorremediador
gue tienen las bacterias haldéfilas con los suelos salinos. Concluyendo que las
bacterias haldfilas nativas que se han aislado y seleccionado presentan

caracteristicas con alto potencial para la recuperacién de suelos salinos en el pais.

Asimismo, en los ambientes hipersalinos se pueden obtener microorganismos

nativos de gran interés. Los resultados mostrados en esta publicacion cientifica



generan gran interés por utilizar un método alternativo como principal agente para
la biorremediacion de los suelos, contribuyendo con un gran pilar de conocimiento,
gue a la vez abre una posibilidad divergente para lograr un método eficaz e

innovador.

Los microorganismos haldfilos, pueden tolerar una alta concentracion de sal, que
seria letal para la gran mayoria de microorganismos, pero los halotolerantes o
haléfilos pueden crecen en ambientes hipersalinos, requieren especificamente al
menos 0,2 moles de sal para su crecimiento en laboratorio. Los microorganismos
halotolerantes solo pueden tolerar medios que contengan <0,2 moles de sal (Yoo
et al. 2019).

El suelo es un habitat importante para muchos microrganismos, ya que estos se
pueden encontrar como células individuales o formando colonias que juegan un
papel importante, es decir, se encuentran dando una conservacion y restauracion

de los biotopos.

Las diferentes ramas que agrupan a las bacterias como las haléfilas son las
baterias Gram positivas (Firmicutes), haléfilos que se encuentran dentro de las
ramas aerébicas Bacillus y organismos relacionados (Wang et al. 2014). Varias
especies de Bacillus alcalifilicos que han sido aisladas demostraron tener
capacidad halofila como Bacillus krulwichiae, un anaerobio facultativo, estos tienen
la capacidad de utilizar la enzima benzoato o m-hidroxibenzoato como Unica fuente
de carbono (Li et al. 2015).

La halotolerancia es una adaptacion dado por los organismos vivos que estan en
condiciones de alta salinidad, cuentan con mecanismos que no les permite perder
agua en el medio externo; asi pues, estos microorganismos responden al aumento
de la osmolaridad acumulando en su citosol agua la cual los protege de la

deshidratacion citoplasmatica (Margesin y Schinner 2001).

La membrana biologica es crucial para su permeabilidad del agua, por lo tanto, todo
microrganismo debe mantener su citoplasma al menos isosmaético con su entorno
para evitar la pérdida de agua celular; cuando la presion de turgencia debe

mantenerse, el citoplasma debe ser ligeramente hiperosmdético.



La adaptacion a condiciones de alta salinidad significa una evolucién prebiotica ya
gue la osmofilia esta relacionada con los aspectos osmoticos de la vida a altas
concentraciones de sal, especialmente al precio de turgencia, la deshidratacion

celular y la desecacion.

Los microorganismos del suelo son fundamentales para equilibrio de los
ecosistemas desérticos, ya que estos generan relaciones benéficas con las
plantas, contribuyendo a su supervivencia, nutricibn y crecimiento en estos

ambientes adversos (Dastgheib et al. 2015).

Las PGPR habitan la rizosfera o region del suelo influenciada por los exudados de
la raiz: aminoacidos, acidos grasos, nucleétidos, acidos orgéanicos, fenoles,

reguladores de crecimiento, esteroles, azlcares y vitaminas.

Suelo salino es aquel que contiene sales solubles y su causa es tanto natural como
antropogénica. La manera natural de salinizacion de suelo es cuando influye la
geografia; si es el caso de una llanura es por inundacion y, por otro lado, cuando la
napa freatica esta cerca de la superficie de la tierra; por lo que el agua con sales
disueltas sube por capilaridad. Estos suelos particulares afectan a la produccién

agricola y el ecosistema.

La salinidad se determina con la conductividad eléctrica (CE) o concentracion total
de sales que se encuentran en la solucién del suelo, expresada como extracto de
saturacion del suelo. Asi pues, tenemos que las plantas son sensibles a la salinidad
siendo afectadas por una conductividad eléctrica de 2 dSm! ya que no soportan
sus raices la gran cantidad de sales restringiéndolas de la absorcion de agua

ocasionado un desecamiento fisiolégico dando la muerte de la planta.

El estrés en un organismo es el conjunto de respuestas bioquimicas o fisioldgicas

diferentes a las observados bajo condiciones Optimas.

El estrés puede ser ambiental, fisiol6gico y bioquimico (Dastgheib et al. 2011). El
estrés ambiental corresponde a las condiciones desfavorables, como el estrés, por
alta y baja temperatura, sequia e inundacion, salinidad, nutrientes y por toxicidad

de metales pesados.



La sequia, salinidad y temperaturas extremas son los principales tipos de estrés

gue afectan el desarrollo y productividad en la agricultura (Martinez et al. 2013).

El estrés salino es consecuencia de la elevada concentracion de sales en el suelo.
Por ende, la presion osmdtica en el suelo es menor que el de la planta y el agua
sale de la planta hacia el suelo, causando deshidratacion de forma similar al estrés

por la falta de agua.

El sodio, en mayores concentraciones, altera el metabolismo, generando un déficit
de absorcién y movimiento de potasio y calcio dentro de la planta (Chavez-Ambriz
et al. 2016). De tal manera, los iones sodio (Na+) y cloro (Cl-) en exceso causan

toxicidad en la mayoria de las plantas cultivables.

La presencia de alta osmosidad, toxicidad i6nica y condiciones fisicas
desfavorables para el suelo causan una limitacion para muchos organismos y por
lo tanto un efecto en los ecosistemas por la sal en los eco tonos especializados
(Arora, Singh y Sahni 2017).

Como consecuencia del estrés causado por la salinidad, se acelera en forma
significativa la sintesis, liberacion y difusion del etileno, se detiene la elongacién de
la raiz, se acelera la senescencia de flores, se promueve la abscision de flores y

frutos y la muerte de las plantas (Esquivel-cote et al. 2015).

El etileno es una hormona vegetal que induce la ruptura de la dormancia,
diferenciacion de raices y tallos, formacion de raices adventicias, absicion de hojas
y frutos, induccién de florecimiento, senescencia de hojas y flores y madurez de
frutos (Esquivel et al., 2015).

Los niveles de etileno en las plantas se incrementan como respuesta al estrés
provocado por la temperatura, escasez de agua, salinidad y ataques de patégenos,
entre otros. Altas concentraciones de etileno inhiben el crecimiento de las plantas,
inducen marchitamiento, abscision, senescencia y clorosis foliar, caida de flores,

disminucién del rendimiento y muerte prematura (Vardharajula et al. 2015).



La salinidad del suelo, de forma natural, es resultado de la acumulacion de sales
en la superficie debido al movimiento de las aguas freéticas hacia ella (Zhou, Zhao
y Tian 2017). Sin embargo, se sabe también que la acumulacion de sales en el
suelo se debe mayormente al déficit de drenaje de los suelos y a las malas practicas
agricolas como: El monocultivo, aplicacion excesiva de productos quimicos, la

inundacion de las parcelas, etc.

Este tipo de suelo tiene un bajo contenido de sales, pero posee una concentracion
de sodio intercambiable, capaz de afectar a los cultivos drasticamente y al suelo en
su estructura y funcién. Los parametros que se relacionan con la sociedad son el
RAS que es el extracto de saturacion del suelo y el PSI que es el porcentaje de

sodio intercambiable.

Los ambientes naturales salinos son acuaticos o terrestres, estos tienen capacidad
de poseer una microflora nativa, la cual es clave en los ecosistemas, ademas estos
ambientes salinos poseen una diversidad de grupos bacterianos, los cuales se
adaptan evolutivamente en su plano fisiologico y estructural, esto les permite
sobrevivir a estas condiciones de salinidad. Las bacterias catalogadas como
haldfilas pueden desarrollarse en altas concentraciones de sal y tolerar también
temperaturas altas, ya que es en ambientes calidos donde se desarrollan estos

tipos de suelos.

Las especies de Bacillus tienen forma de bastoncillo, forman endosporas aerébicas
o facultativamente anaerdbicas, Bacterias Gram positivas; en algunos casos, con
la edad, algunos cultivos se vuelven gramnegativos. Numerosas especies del
género cuenta con habilidades fisiologicas con las que sobreviven en diversos

entornos naturales.

Cada célula contiene una Endospora, las cuales suelen ser resistentes ambientes
radicales como: el calor, frio, radiacion, deshidratacién, etc. La produccién de
enzimas de los Bacillus, es por lo general aprovechada por las industrias. Algunos
‘Bacillus’ pueden formar inclusiones intracelulares de polihidroxialcanoatos en
condiciones adversas, bajo carencia de elementos como oxigeno, nitrégeno o

fosforo, combinado con un suministro excesivo de fuentes de carbono.



El género Bacillus tiene la particularidad de ser un control biolégico de
fitopatogenos, esto debido a su diversidad metabdlica, por lo que el rubro
académico e industrial ha llevado su interés a la formulaciéon de maneras en las que

se pueda aplicar en el campo.

El género Bacillus incluye especies caracterizadas como PGPR, porque producir
indoles, solubilizan fosfatos, fijan nitrégeno, producen sideroforos, presentan
actividad ACC desaminasa (Manoharan, Lee y Lee 2017), inducen resistencia
sistémica, RSI, son muy eficientes en el control de Fito patbgenos y promueven el

desarrollo de los cultivos agricolas.

La biorremediacion es un método que actualmente se emplea para eliminar la
contaminacion, mediante el uso de organismos (bacterias, hongos, levaduras y
plantas). Este procedimiento permite transformar los compuestos y sustancias
toxicas de tal manera que disminuya su efecto en la salud y el ambiente; como

también puede lograr neutralizarlos.

Los bioinoculantes basados en consorcios han ganado importancia recientemente
porque al involucrar diversos microbios no solo se puede manejar el estrés de
salinidad, sino que también se pueden controlar los fitopatégenos y asimilar los
nutrientes simultdneamente (Woo y Pepe 2018). En la actualidad se carece de
productos a base de bacterias para uso especifico en agroecosistemas salinos y
los bioinoculantes disponibles no funcionan en tales condiciones. Esto hace que el
usuario final sea escéptico sobre el uso de alternativas biolégicas. El uso de
metabolitos como EPS ya ha sido sugerido y explorado en algunos bioproductos
mas recientes. El EPS se puede producir a bajo costo a nivel de laboratorio e
industrial y se puede agregar a bioinoculantes preparados para suelos salinos. Este
metabolito puede actuar como protector tanto del PGPR inoculado como de la
planta. De manera similar, también se pueden explorar otros metabolitos y
portadores para el desarrollo de bioformulaciones hechas a medida para suelos

salinos.

Se han investigado que la comprension de las redes reguladoras de para inducir la
tolerancia a la sal en las plantas podria servir como una medida prometedora para

aliviar el estrés por sal y mejorar la produccion mundial de alimentos. Kim et al.,

10



(2019) sugirié que la identificacion de la microflora indigena dominante del suelo
altamente salino y sus posibles mecanismos de adaptacion pueden proporcionar
una mejor comprension para explorar las respuestas ecoldgicas y evolutivas en los

ecosistemas.

El papel de los enfoques metagendmico y metabolémico se vuelve muy importante
en el caso de aprovechar e identificar el nuevo conjunto de bacterias tolerantes a
la sal, junto con los genes y metabolitos clave involucrados en la tolerancia a la sal,
también abordaron que se debe preferir el uso de cepas autdctonas en el desarrollo
de bioinoculantes, ya que pueden adaptarse facilmente a las condiciones del campo

local.

De manera similar, el desarrollo de bioinoculante basado en un disefio
exclusivamente para suelos salinos podria ser un enfoque mas eficiente en el
manejo de la pérdida de productividad en varios cultivos (Mishra, Fatima y Arora
2018). Considerando que también deben explorarse las perspectivas de la
investigacion futura del desarrollo de nuevos bioinoculantes que proporcionen
metabolitos (osmolitos, biosurfactantes, precursores de fitohormonas y enzimas de
estrés) junto con cepas eficientes (incluidos los consorcios).

La reaccion acida — base es la reaccion de neutralizacion de una “sal” o base con
un acido organico. Generalmente esta reaccidon se da de manera exotérmica,
deprendiendo calor en el proceso. La neutralizacion se considera en si porque al

reaccionar ambos compuestos, estos neutralizan sus propiedades mutuamente.

. METODOLOGIA

3.1. Tipoy disefo de investigacion

Investigacion aplicada

Disefio cuasi experimental, longitudinal de caracter comparativo.

3.2. Variables y operacionalizacion

V1: Bacterias halé6filas
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3.3.

3.4.

V2: Suelos salinos.

Poblacién, muestray muestreo

Poblacion:
Los suelos con altas concentraciones de sal en la regién de Lambayeque.
Muestra:

La unidad de muestreo fue de 56 muestras de 1Kg c/u de suelo

aproximadamente.
Muestreo:

El muestreo se realiz6 de manera no probabilistica por conveniencia, dado
gue, para obtener muestras significativas y uniformes, se tomaron muestras
con la finalidad de obtener la mayor cantidad de cepas haldfilas, con 1 kg de

cada muestra y posteriormente se homogenizo.
Ubicacion:

El Distrito de Puerto Eten, ubicada en el Departamento de Lambayeque, es
uno de los veinte distritos de la Provincia de Chiclayo. Limita por el norte,
este y sur, con el Distrito de Eten; y, por el oeste con el Océano Pacifico.
Esta ubicado a orillas del mar Peruano, y rodeado por el Distrito de Eten; a
20 km de la ciudad de Chiclayo. Su territorio se encuentra en la region chala

y frente a las costas del mar.

Técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos

Técnicas

Inicialmente se analizé donde podria ser el lugar para realizar el muestreo
de suelo que no contenga una elevada concentracion de sales solubles para
evitar asi a los haléfilos extremos en el caso de concentraciones mayores a
8 mmhos, por otro lado, evitar las bajas concentraciones y que no sea posible
aislar bacterias haldfilas; por lo que se recurri6 a un mapa cartografico
facilitado por la Autoridad Local del Agua (Figura 11), y se decidié por un
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lugar donde las concentraciones varian entre 4 a 6 mmhos, in situ se escogio
parcelas donde la siembra prospera, pese a las condiciones arenosas y

aridas.

Clasificacion

pH CE PSI Proceso
(dsS m?) (%)
Salinos Salipi_zaci_(?n
Saédicos <8.5 =4 <15 Soglnjcaqpn
Salinos- >8.5 <4 >15 Salinizacion-
5di >8.5 >4 >15 Sodificacion
Saodicos

Figura 1: Clasificacion de suelos con sales disueltas.

Inicialmente se tomaron las muestras aplicando la técnica de Zigzag, la que
consiste en realizar muestreo en forma de zigzag para obtener una mayor
variabilidad, con la ayuda de una pala, a profundidad de 10 a 20 cm se tomé
1Kg de muestra aproximadamente en una bolsa hermética y se rotul6 cada
bolsa. Cada punto que se tomg, se anotaban las coordenadas respectivas.
Las muestras de suelo se llevaron a laboratorio y se procedié a la

homogenizacion y secado de las mismas.

Se preparé el medio de cultivo, agar nutritivo, modificado con NaCl en
concentraciones entre el 5% al 10%, se adicion6 antimicético para evitar la

proliferacion de hongos presentes en el suelo.

Se calibr6 el instrumento con una solucién, buffer de pH conocido.
Posteriormente se realizo la medicion de pH empleando un potenciometro y

asi se obtuvo un analisis preciso

Las UFC se identificaron morfol6gicamente, las cuales fueron seleccionadas
y se volvieron a sembrar en viales con las caracteristicas del medio de cultivo

en el cual prosperaron.
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3.5.

Procedimientos

3.5.1. Fases del proyecto

a)

b)

d)

Muestreo

Para la obtener las muestras se retird el suelo hasta una profundidad de 0,60
m y se recolectd 1 kg de suelo, se depositaron las muestras en bolsas de
polietileno debidamente identificadas y se transportaron en una caja térmica
(10 1°C) hacia el laboratorio. En simultaneo al muestreo de suelo rizosférico
para el aislamiento de Bacillus spp., se colecté una muestra representativa

de 2kg de suelo para realizar el analisis fisicoquimico en el laboratorio.
Rotulado

Las muestras se rotularon con la ubicacién, fecha y hora de muestra.
Transporte y almacenamiento

Las muestras se trasladaron en una caja térmica del campo al laboratorio.
Analisis

Se ejecutaron los siguientes andlisis: Segun los resultados, el suelo es
salino-sédico (conductividad eléctrica, CE = 23,68 dSm™ y porcentaje de
sodio intercambiable, PSI = 24. 65%).

Aislamiento de Bacillus spp.

Para el aislamiento de Bacillus spp. (Baig et al. 2012), las muestras de suelo
rizosférico se deshidrataron bajo sombra durante 72 horas, aleatoriamente
se tomaron 10g de suelo, se depositaron en frascos de 250mL de capacidad
con 90mL de solucion salina esterilizada, NaCl 0,85%, p/v y se agitaron
durante 10 minutos. Las diluciones (107) se llevaron a tratamiento térmico,
a 80°C, durante 10 minutos y se enfriaron rapidamente con agua de cafio
(Rios y Zufiga 2012).

Después del enfriamiento, se tomaron alicuotas de las diluciones de suelo

tratadas, se sembraron mediante la técnica de agotamiento y estria sobre la
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f)

superficie de agar nutritivo (con 5% de NaCl en placas de Petri) y se

incubaron en aerobiosis, a 30°C hasta por 120 horas.

Con las bacterias de las colonias desarrolladas a las 48 y 120 horas se
realizaron tinciones de Gram y los bacilos Gram positivos, esporulados,
moviles, catalasa y oxidasa positivos (Sanchez-Bautista et al. 2018), se
cultivaron en Agar Tripticasa Soya (TSA) con 5% NaCl en aerobiosis,
constituyendo los cultivos de Bacillus spp. que se guardaron en refrigeracion
(8°C).

Técnica de simulacién de suelo salino

Después de obtener los cultivos puros, se procedio a modificar un medio de
cultivo llamado Agar Lactosa Carbonato De Calcio Al Rojo Neutro con el

indicador. El cual tuvo las siguientes propiedades:

Tabla 1: Caracteristicas del agar lactosa carbonato de calcio al rojo neutro

Componente g/L
Lactosa 10g
Peptona 39
Extracto de carne 349
Extracto de levadura 39
Carbonato de calcio 15¢
Agar agar 159
Solucién acuosa al rojo neutro al 1% 5mL
Agua destilada 1L

9)

Donde se procedié a sembrar cada cultivo obtenido con una variacion de

NaCl del 5y 10 % x 100 ml.

Seleccion de Bacillus segun su actividad acidificante

Sembrar cada una de las colonias en agar lactosa carbonato de calcio rojo

neutro durante 24 horas. Obtener una suspension celular en solucion salina
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3.6.

estéril y estandarizar su concentracion celular hasta 3 x 108 (tubo 1 del

nefeldmetro de Mc Farland).

Tomar 5 mL del contenido de cada uno de los matraces cultivados con
Bacillus y determinar el porcentaje de acidez titulable mediante el método
acidimétrico de Mann.

Tomar 5 mL del contenido del matraz cultivado con Bacillus spp. y determinar
la formacion de diacetilo a través de la prueba de Voges Proskauer
modificada (adicionar dos gotas de KOH y dos gotas de alfa naftol y anotar
la rapidez e intensidad de color de la reaccion a partir de los 15 minutos hasta

después de los 45 minutos de iniciada la prueba).

Sembrar un fragmento de 1 cm de la colonia de Bacillus spp. productora de
acidez en un matraz con 50 mL de medio de fermentacion. Determinar la
acidez inicial (método acidimétrico de Mann). Incubar a temperatura
ambiente (30 °C) durante 5 dias.

Determinar la acidez final (método acidimétrico de Mann).
Factor para acido citrico: 0,007005

Célculo de acidez

Volumen titulado: 5 ml

Gasto de NaoH: 7,5 ml

Factor para acido: 0,007005

. 7,5mLx0.007005x100
% acidez: : —

Acidez: 1,05075 % de acidez expresada como acido lactico.

Método de anédlisis de datos

Los datos en esta investigacion seran interpretados en el programa EXCEL.
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3.7.

Aspectos éticos

El presente trabajo de investigacion se determina por ser imparcial, dara una
solucidn para tratar las aguas residuales con la aplicacion de diferentes dosis

de microorganismos eficaces.

17



Recoleccién de datos.

|

Muestreo.

|

Rotulado.

|

Transporte y
almacenamiento.

|

Andlisis.

Fisico.

Aislamiento

l

Suelo

l

Acondicionamiento.

l

Mezclado.

l

Sembrado

!

crecimiento.

|

Aislamiento

)_l

!

Determinacion de la acidez

|

Cepas sembradas en caldo

Al tercer dia

Cepas de Bacillus spp.
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IV.  RESULTADOS
Bacterias haldfilas nativas aisladas e identificadas procedentes de muestras de
suelo de Puerto Eten en Lambayeque
4.1. Aislamiento
De las 54 muestras recolectadas en Eten el 100% resulto positivo para el
aislamiento de 325 bacterias haléfilas, cada bacteria fue primeramente aislada
en medio TSA con 5% de cloruro de sodio, para después separar cada colonia
aislada por morfotipos, color y textura, encontrando asi un 60% de colonias con
forma irregular color blanco y textura cremosa el 40% fueron colonias entre
amarillas y rojas de aspecto brillantes y pastosas. Posteriormente se realizaron
tinciones de Gram a cada colonia encontrandose que 100 bacterias halofilas
fueron Bacillus Gram positivos y 225 fueron cocos Gram positivos, Bacillus
Gram negativo, cocobacilos Gran negativos y cocos en racimos gran positivos.
Se tomaron los 114 Bacillus Gram positivos por ser reportadas como bacterias
capaces de tolerar gran cantidad de salinidad y ayudar a la promocion del
crecimiento vegetal. Estos fueron sometidos a diferentes pruebas bioquimicas
fenotipicamente.
Tabla 2: Caracteristicas diferenciales de Bacillus spp.
Caracteristicas B. brevis B. megaterium B. subtilis B. cereus
Coloracion de Gram + + + +
Catalasa + + + +
Glucosa + + + +
Manitol - - \% -
Xilosa - - \% -
Arginina - - \% -
Redgccién de i i + +
nitratos
Urea + + - -
Lecitina - - - +
Hldrol_|5|§ de i + Vv Vv
almidoén
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Voges-Proskauer + - \% \%

Citrato - - - -

Fuente: Elaboracién propia

4.1.1. Identificacion

Para la identificacion de las bacterias haldfilas seleccionadas se utilizaron
diferentes pruebas bioguimicas como la Catalasa siento esta considerada para
ver la capacidad de las bacterias de tener poder oxidante, ademas de los
azucares como la Xilosa, glucosa, Arabinosa y Manitol este Udltimo es
indispensable para ver la capacidad de estos microorganismos de asimilar el
manitol cabe resaltar que cada tipo de prueba bioquimica se le adiciono 5% de
cloruro de sodio para ver la capacidad y adaptacion de estos microorganismos

con diferentes sustratos.

El Voges Proskauer evaluar la capacidad de estos microorganismos de utilizar
otras vias alternas para poder adaptarse a medios especiales al igual que en el
Citrato, el medio con Yema de huevo permite ver la capacidad de los
microorganismos para determinar la produccion de lecitinasa y, ademas, la
actividad de lipasa esto permite en la agricultura ver la capacidad que tienen
estos microorganismos aplicados en el suelo para ayudar a la promocion y
nutricion de las plantas a fines. AlImidén Nitrato Urea estos dos ultimos evaluan
la capacidad de los microorganismos de degradar los nitratos que también se
encuentran presente en algunos suelos para finalmente producir amonio al igual
que la urea esto sirve para dar la fuente de nitrogeno para la planta y las
bacterias se alimente de sustancias como glucosa que les permite sobrevivir y

adaptarse a este medio con salinidad.
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4.1.2.

40
35
30
25

20

B Numero de

cepas aisladas 15

10

(6]

B. brevis B. megaterium B. subtilis B. cereus

Figura 3: Frecuencia de especies de Bacillus spp. identificados en suelos salinos Eten.

Potencial biorremediador in vitro de los Bacillus sp. con la mayor

produccion de acidez

Para la evaluacion del potencial biorremediador de cada Bacillus spp. aislado e
identificado, se determind la capacidad de produccion de acidez de cada
micoorganismos este parametro es uno de los tanto a tomar en cuenta para la
remediacion de suelo salino al sembrar cada bacteria en agar carbonato de
calcio rojo neutro permite evidenciar mediante un halo alrededor de la colonia
bacteriana la capacidad de degradar ciertos minerales in vitro semejante a lo
qgue pasa en suelo salino donde los minerales estdn compactados con otros
elementos como el sodio haciendo el suelo salino, estos microorganismos
mediante la acidez producida eliminan radicales que permiten liberar estos
elementos, asumiendo asi que las bacterias recuperan un suelo salino, lo que

se conoce como la reaccion acido — base.

Los resultados del diametro del halo formado en el medio de cultivo estan en el
Anexo N° 8
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Tabla 3: Seleccién de Bacillus spp. con la mayor produccién de acidez.

Bacillus spp. Acidez (%)
B. brevis 22.1 0.090
B. subtilis 54.1(-2) 0.087
B. subtilis 42.2(-2) 0.079
B. megaterium 12.1 0.076
B. cereus 20.2 0.071
B. brevis 51.1(-2) 0.070
B. megaterium 42.6(-2) 0.069
B. brevis 54.2(-2) 0.065
B. subtilis 30.1 0.047
B. subtilis 8.2 0.035

Fuente: Elaboracién propia

Se evalué el potencial para la produccién de acidez de cada Bacillus spp. siendo
la especie brevis la que mayor poder de acidificacion tubo demostrando tener
los mayores halos de solubilizacién y la mayor produccién de acidez media la

técnica de Mann.
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V. DISCUSION

El microorganismo con mayor potencial en para la recuperacion de suelo salino
fue Bacillus Brevis al igual que Song etal. (2017) que demostraron aislar este
microorganismos de un campo salino que previamente era utilizado para sembrar
arroz; el cultivo de arroz demanda mayor cantidad de agua para poder desarrollarse,
en este sentido se genera un impacto ambiental a través del tiempo, una salinidad
excesiva, dejando al suelo sin la caracteristica éptima proveer nutrientes necesarios

para el crecimiento de las plantas.(Vimal, Gupta y Singh 2018).

La identificacion bioquimica realizada, nos da una indicacién de la variedad de
Bacillus que se encuentran en el suelo con concentraciones de sal de 4 a 8 dSm™. De

acuerdo con el mapa de salinidad y drenaje del ANA.

El medio de cultivo utilizado para la simulacion de suelo con concentraciones
de sal de 5% y 10%. Agar Lactosa Carbonato de Calcio al Rojo Neutro, se modifico
tomando en cuenta las caracteristicas en las que se aislo para que no sufrieran estrés,

del mismo modo se agreg6 lactosa para que fuera su fuente de energia.

El halo formado es una representacion de que la cepa tomo la lactosa como
fuente de energia y el resultado de ese proceso de desarrollo celular es un acido
organico, tomando en cuenta que las cepas hicieron que el medio se tornase de color
blanco, o variables colores de rosa; lo que significa que usaron la lactosa y hay

presencia de acido.

El &cido organico al entrar en contacto con la sal, la desplaza. Es decir, genera

una reaccion acido-base.

Rajput et al., (2013 y Upadhyay et al., (2009) demostraron que la mayoria de sus
aislamientos toleraron hasta un 8% de NaCl y la mayoria de estos pertenecia a los
genero Bacillus. La diversidad de bacilos tolerantes a la sal también ha sido reportada

en suelo de llanuras de la india segun (Sharma et al. 2015), aislando una gran cantidad
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de bacterias que entre ella destacaron los géneros Bacillus tolerando hasta 4% de

NaCl y entre otras que toleraron hasta 10% NaCl (Pushpavalli et al. 2016).

La presente investigacion promueve un aporte en la naturaleza generando una
alternativa de prevencion y recuperacion de suelos salinos, aunque claro esta que esta
en etapa in vitro, se trabaja en generar un proceso para la recuperacion de suelos
salinizados mediante los mecanismos que tiene estas bacterias que directa o
indirectamente participan en la mejora al estrés causado por la salinidad en las plantas
cultivadas (Egamberdieva, Jabborova y Berg 2016). Estas bacterias son capaces de
producir varios tipos de mecanismos como la produccién de fitohormonas, la sintesis
de ACC desaminasa una enzima capa de darle resistencia a la planta en un suelo con
salinidad coadyuvado por un microorganismos en nuestro caso el Bacillus (Glick et al.
2007).

Hoy en dia, varios investigadores estan comprometidos enérgicamente para mejorar
la eficacia y aplicabilidad de los bioinoculantes que contienen bacterias son aplicados
en condiciones de campo. Ademas, una parte importante de la investigacion se enfoca
a mejorar los problemas relacionados con el desarrollo de formulaciones, mejorar la
productividad de los suelos salinos no solo ayudara a lograr la seguridad alimentaria,
sino que también dard como resultado un mejor contenido y calidad de la materia
organica del suelo en estos agrosistemas nutricionalmente pobres. Esto puede ayudar

a reducir la huella de carbono y también a combatir el cambio climatico.
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VI.

1)

2)

3)

4)

5)

CONCLUSIONES

En la presente investigacion se logré aislar 114 cultivos puros de Bacillus spp
halotolerantes, los cuales se lograron por las modificaciones con NaCl en
concentraciones del 5% al 10% y el uso de antimicOtico para evitar la

propagacion de hongos que también se encuentran presentes en el suelo.

La identificacion dio un resultado predominante de B. Brevis con un resultado

del 37% frente a los demas.

El medio modificado, Agar Lactosa Carbonato de Calcio al Rojo Neutro, permitié
confirmar la hipotesis gracias a los halos que se formaron alrededor de las
colonias de Bacillus que lograron producir acidez, lo que se traduce en una

reaccion de desplazamiento de sales.

Al utilizar el método de Mann para cuantificar la acidez, después de seleccionar
10 cultivos con los halos mas prominentes, se identificé a Bacillus Brevis como
la especie que mas acidez producia, por lo que se estima que esta especie sea

la que tenga mayor potenciar biorremediador.

El campo de la biotecnologia para la remediacién de suelos tiene mucho por
explorar, sin embargo, la presente investigacion es un paso mas para las

prometedoras investigaciones venideras.
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VII.

1)

2)

3)

4)

RECOMENDACIONES
De acuerdo con la investigacion realizada, se recomienda lo siguiente:

Al aislar microorganismos haldfilos, aplicar variaciones de 5% de NaCl hasta
15%, acompafiado de un antimicético para evitar proliferacion de hongos y

obtener asi mayor cantidad de bacterias halofilas y halotolerantes.

La primera propuesta es utilizar los resultados de la presente investigacion para
generar un consorcio microbiano con cepas gue posean capacidades variadas
para biorremediar el suelo, y darle una direccion de promocion de crecimiento

a las plantas.

La segunda propuesta es utilizar la ingenieria genética con el fin de analizar
especificamente la capacidad biorremediadora de las cepas aisladas y
repotenciar sus caracteristicas, aplicandolo después en una escala mayor;

comparando con los métodos convencionales.

La tercera propuesta es promover la presente investigacion como un camino
para formular un posible biofertilizante, utilizando estos microorganismos con

un sustrato y que tenga el potencial de complementar en el proceso agricola.
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ANEXOS

Localizacién de la zona de muestreo



Operacionalizacién de variables

Aislamiento e identificacion de bacterias halofilas para la biorremediacion de suelos salinos

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Indicadores Escala
Son  microorganismos Las bacterias halofilas se Acidez: 32_38
que tienen la capacidad aislaron en medios con sal para (Ecuacion de

Bacterias - .
de tolerar mantener su viabilidad ademas Mann)

e ncentracion I mob en ntala pr ion

Hal6filas concentraciones de sal setomo en cuentalaproduccio 3
superiores a otras de su de acidez vista in vitro. Inoculacion 0-3D
mismo género o especie. (Dias)

Son los suelos que EI proceso de muestreo del
contienen sales disueltas suelo inicialmente se bas6 en .
Alcalinidad (pH) 6-85

Suelos salinos

en altas concentraciones
y su causa es hatural o

antropogeénica.

un mapa cartografico donde se

eligio una concentracion
superior a 4 mmhos y no mayor
a 8mmhos; se realizé en zonas
estratégicas aisladas, donde
existian cultivos pese a las

condiciones geograficas.

Fuente: Elaboracién propia

Conductividad

eléctrica (o)

4mmhos — 8mmhos



Instrumentos de recoleccién de datos.
Materiales de campo:

- Bolsas de polietileno para el muestreo (Rotulados).
- Plantilla de registro (Cadena de custoia).

- Cooler para transportar la muestra.

- GPS.

- Limpieza o eliminacién de impuresas.

- Agua destilada.

- Papel toalla.

- Equipo de proteccién personal (EPP).

- Mandil Blanco.

- Mascarilla.

- Guntes.
Medios de cultivo

- 700 mL de Agar TSA al 5% de NacCl.

- 700 mL de Agar TSA al 10% de NaCl.

- 700 mL de Agar TSA.

- 300 mL de caldo nutritivo al 5% de NaCl.
- 300 mL de caldo nutritivo al 10% de Na CI.
- Medio para identificacién de Bacillus spp.
- Caldo Glucosado.

- Agar Citrato.

- Agar Yema de Huevo.

- Agar Almidon.

- Caldo glucosa (Con indicador).

- Caldo arabinosa (Con indicador).

- Caldo manitol (Con indicador).

- Caldo xilosa (Con indicador).



- Reactivo: alfa-naftol y KOH.
- Colorantes de bateria Gram: Cristal violeta, safranina, lugol, alcohol acetona.

- Fenolftaldehina.
Materiales de laboratorio
Materiales de vidrio

- 54 botellas.

- 130 placas de Petri.

- 130 tubos de dilucién.

- Viales (Segun las cepas que se aislen).
- 100 tubos de ensayo 13x100.

- 100 tubos bioquimicos

- 2 mecheros de Ron de quemar.

- 2 caja de porta objetos.
Materiales de Metal

- Asa bacteriolégica de aro y punta.

- 1 gradilla (de 48 tubos).

- Otros Materiales

- 5litros y medio de Solucién Salina Estéril.
- 3L deronde quemar.

- 1L de alcohol.

- 500 g de algodon.

- 10 capsulas de fluconazol (atimicotico)
- 54 bolsas con cierre hermético.

- 1 pomo de agua oxigenada.

- Guantes.

- 02 marcadores.

- 54 tuberculinas.



Pruebas bioquimicas para la identificacion fenotipica de Bacillus spp.

Cédig Catala Xilos Manit Gluco Arabino V Citrat Yem Almid Nitrat Ure

ode sa a ol sa sa P o] a 6n o} a
Bacill
us
26.6 + - - + - + - - - - +
22.1 N ] _ + ) + ] ] ) ) +
42.2(-) + } } + + _ ) } _ + )
51.7 + ) } + _ + ) } _ B +
37.3 + + ) + i . - N ; + -
47.1 + + - + - - - - - + -
13.2 n ) ) + _ _ } ) " B n
46.4 + + ) + _ _ ) } _ + )
52.3 + - - - + - - - - +
17.4 + + + + - + - - - + -
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35.6
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54.2(-)

53

35.5
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Diametro de halos de solubilizacion de sales por Bacillus spp., en el Agar Lactosa

Carbonato De Calcio Al Rojo Neutro.

Bacillus spp. Halo (mm)
B. brevis 26.6 3 mm
B. brevis 22.1 29 mm
B.subtilis 42.2(-) 25 mm
B. brevis 51.7 2mm
B.subtilis 37.3 6 mm
B.subtilis 47.1 4 mm
B. megaterium 13.2 13 mm

B.subtilis 46.4 0 mm




B. brevis 52.3 5mm
B.subtilis 17.4 2mm

B. megaterium 46.1 14 mm
B. megaterium 42.6(-) 24 mm
B. brevis 29.4 0 mm
B.subtilis 26.3 0 mm

B. brevis 20.2 25 mm
B.subtilis 42.3 7 mm

B. megaterium 21.3 14 mm
B. cereus 32.3 0mm

B. megaterium 52.2(-) 11 mm
B.subtilis 31.2 0 mm

B. brevis 36.3 11 mm

B. megaterium 29.3 8 mm
B. megaterium 12.1 26 mm
B.subtilis 4.2 0mm

B. brevis 50.2 0 mm

B. megaterium 29.2 3mm
B.subtilis 35.6 4 mm

B. megaterium 9.3 0 mm
B.subtilis 43.1 10 mm

B. brevis 12.4 4 mm

B. megaterium 46.3 9 mm
B. brevis 53.2(-) 0 mm

B. brevis 18.4 12 mm

B. megaterium 33.3 17 mm
B. brevis 6.1 15 mm

B. brevis 22.5 0 mm
B.subtilis 15.3 0 mm

B. megaterium 42.3(-) 5mm
B. megaterium 35.1 3mm
B.subtilis 31.3 0 mm
B.brevis 18.3 10 mm

B. brevis 26.1 5 mm

B. megaterium 27.3 0 mm
B. cereus 9.1 7 mm

B. megaterium 32.2 0 mm
B.subtilis 54.1(-) 28 mm

B. brevis 46.8 13 mm

B. megaterium 28.1(-) 11 mm




B.subtilis 33.2 6 mm
B.subtilis 42.2 0mm

B. brevis 49.1 0mm

B. megaterium 10.5 13 mm
B. cereus 51.1 5mm
B. cereus 20.1 7 mm
B.subtilis 30.1 23 mm
B.subtilis 42.4(-) 12 mm
B. megaterium 44.2 9 mm
B.subtilis 43.2 0 mm

B. cereus 16.2 0mm
B.subtilis 6.4 15 mm

B. brevis 3.2 12 mm

B. brevis 21.4 0 mm

B. megaterium 5.2 0 mm
B. brevis 39.2 0mm
B.subtilis 40.2 6 mm

B. brevis 44.3 5mm

B. megaterium 47.4 0 mm
B. cereus 21.5 0 mm
B.subtilis 46.10 8 mm
B. megaterium 27.2 14 mm
B. brevis 54.2(-) 24 mm
B. brevis 5.3 7 mm

B. brevis 35.5 7 mm
B.subtilis 8.2 24 mm

B. megaterium 6.3 13 mm
B. brevis 51.1(-) 25 mm
B. brevis 11.3 9 mm

B. brevis 44.5 7 mm

B. brevis 36.2 5mm
B.subtilis 37.2 8 mm

B. megaterium 9.2 0 mm
B. megaterium 17.1 0 mm
B. brevis 10.1 13 mm

B. megaterium 46.5 4 mm
B. brevis 33.1 0 mm

B. brevis 26.4 7 mm

B. megaterium 46.9 6 mm
B. brevis 16.1 0 mm




B.subtilis 13.1 10 mm

B. brevis 49.2 23 mm
B.subtilis 5.1 5mm

B. megaterium 18.5 16 mm
B. brevis 22.4 12 mm

B. brevis 8.3 0 mm

B. cereus 26.5 9 mm
B. brevis 35.3 7 mm

B. megaterium 47.1(-) 4 mm
B. brevis 10.1(-) 14 mm
B. brevis 32.1 0 mm

B. megaterium 24.3 7 mm
B.subtilis 22.6 13 mm

B. megaterium 45.4 5mm
B. megaterium 19.1 6 mm




Muestreo y analisis de conductividad

Parcela de muestreo Puntos de muestreo

Toma de muestra Anélisis de conductividad



Muestreo y analisis de conductividad

Viales con agar modificado al 5% de NaCl para el aislamiento de bacterias hal6filaspara el aislamiento
de bacterias haldfilas

Placas Petri con medio TSA, antimicotico y Separacion morfotipica de colonias formadas
variacion de NaCl del 5y 10 %, se observan en el medio TSA con antimicético y variacion de
formaciones de colonias. NaCl del 5y 10



Aislamiento de bacterias halé6filas

Tincién Gram para la separacion de Bacillus
gran positivos

Tinciéon Gram

Prueba de catalasa Prueba almidén



Medio con yema de huevo Prueba de nitrato

Prueba de citrato de Simons Prueba dexilosa, glucosa, arabinosa y

manitol



Identificacién de Bacillus spp

Agar lactosa carbonato de calcio al rojo neutro Cambio de color por proliferacién de colonias
en el Agar lactosa carbonato de calcio al rojo
neutro

Formacién de halo en agar modificado Formacién de halo, diferenciado en
diametro en el agar modificado



Cuantificacion de Acidez

acidez.

Coordenadas de muestreo

10 tubos de ensayo con Prueba de Mann después de la titulacion, el color indica que hay presencia de

Muestra 1 -6.90778, -79.87516
Muestra 2 6.90789, -79.87506
Muestra 3 -6.90775, -79.87499
Muestra 4 -6.90787, -79.87486
Muestra 5 -6.90774, -79.87476
Muestra 6 -6.90787, -79.87467
Muestra 7 -6.90774, -79.87457
Muestra 8 -6.90789, -79.87449
Muestra 9 -6.90779, -79.87436
Muestra 10 -6.90797, -79.87426
Muestra 11 -6.90785, -79.87413
Muestra 12 -6.90801, -79.87403
Muestra 13 -6.90788, -79.87388
Muestra 14 -6.90807, -79.87505
Muestra 15 -6.90824, -79.87491
Muestra 16 -6.90807, -79.8748
Muestra 17 -6.90825, -79.87467
Muestra 18 -6.90808, -79.87459
Muestra 19 -6.90828, -79.87445




Muestra 20

-6.90812, -79.87434

Muestra 21 -6.90829, -79.87424
Muestra 22 -6.90815, -79.87414
Muestra 23 -6.90833, -79.87405
Muestra 24 -6.9082, -79.87393
Muestra 25 -6.90841, -79.87476
Muestra 26 -6.90855, -79.87461
Muestra 27 -6.90843, -79.87452
Muestra 28 -6.90856, -79.87442
Muestra 29 -6.90843, -79.87433
Muestra 30 -6.90854, -79.87424
Muestra 31 -6.90847, -79.87411
Muestra 32 -6.90861, -79.87407
Muestra 33 -6.90848, -79.87392
Muestra 34 -6.90859, -79.87387
Muestra 35 -6.90866, -79.87448
Muestra 36 -6.90877, -79.8744
Muestra 37 -6.90865, -79.87431
Muestra 38 -6.90876, -79.87426
Muestra 39 -6.90869, -79.87415
Muestra 40 -6.90879, -79.87407
Muestra 41 -6.9087, -79.87397
Muestra 42 -6.9088, -79.8739

Muestra 43 -6.90889, -79.87434
Muestra 44 -6.90901, -79.87425
Muestra 45 -6.90887, -79.87416
Muestra 46 -6.90899, -79.87407
Muestra 47 -6.90887, -79.874

Muestra 48 -6.90898, -79.87388
Muestra 49 -6.90916, -79.87417
Muestra 50 -6.90927, -79.87404
Muestra 51 -6.90915, -79.87392
Muestra 52 -6.9094, -79.87406
Muestra 53 -6.90949, -79.87395

Muestra 54

-6.90961, -79.87405
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