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POTENCIAL BIOFERTILIZANTE DE BACTERIAS HALOFILAS AISLADAS DE
SUELOS SALINOS OBTENIDOS DE LA RESERVA DE LA BIOSFERA DE LOS

PETENES

Maria Consepcion Magafa-Tzuc, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

La reserva de la biésfera de los Petenes (RBLP) esta caracterizada por presentar
una matriz de suelo de alta salinidad denominada blanquizal. En estos ecosistemas
habitan comunidades microbianas halofilas que podrian tener efectos positivos
sobre el crecimiento de las plantas. El objetivo de este estudio fue aislar e identificar
bacterias haldfilas/halotolerantes presentes en dos sitios con suelos blanquizales
en la RBLP y determinar su potencial de biofertilizacion in vitro. Se realizaron dos
etapas experimentales: 1) el aislamiento de cepas haldfilas, seguido de la
caracterizacion fenotipica e identificacion molecular basada en el gen 16S rRNA; y
2) la evaluacién del potencial de biofertilizacion in vitro en actividades de promocién
del crecimiento vegetal como fijaciébn de nitrégeno, solubilizacion de fésforo y
potasio y produccion de &cidos organicos. Los datos obtenidos se analizaron
mediante un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey. En total se aislaron
64 bacterias, 49 en el blanquizal del sitio (A) considerado como perturbado y 15 en
el sitio (B), blanquizal considerado como conservado. Un gran numero de los
aislados (48%, n=31) presentaron alta tolerancia a la salinidad mostrando ser

halofilos extremos. El anadlisis filogenético de las secuencias del gen 16S rRNA



reveld que los 64 aislamientos se encuentran dentro de tres filos, el 95% Firmicutes,
3% Proteobacteria y 2% Actinobacteria. El género con mayor frecuencia
correspondio a Bacillus (91%) y en este estudio se reportan por primera vez los
géneros Neobacillus, Metabacillus y Priestia, recientemente reclasificados dentro de
este género. La especie con mayor frecuencia correspondié a especies aun no
descritas dentro del reclasificado género Bacillus sp. (28%), seguido de Bacillus
stratosphericus (17%) y Bacillus subtilis (14%). La actividad promotora de
crecimiento vegetal mas representativa entre los aislados correspondi6 a la fijacion
de nitrdgeno (92%), seguida por la solubilizacion de fosforo (72%), solubilizacion de
potasio (63%) y, por ultimo, la produccion de acidos organicos (28%). Del total de
los aislados el 20% (n=13) presentaron las cuatro actividades evaluadas. Por lo que
estos resultados, nos indican que las bacterias haléfilas/halotolerantes nativas de
los suelos blanquizales de la RBLP podrian ser a futuro, candidatos prometedores

como agentes de biofertilizacion en una agricultura sostenible.

Palabras clave: bacterias halofilas, suelos salinos, blanquizales, biofertilizacién



BIOFERTILIZING POTENTIAL OF HALOPHYL BACTERIA ISOLATED FROM

SALINE SOILS OBTAINED FROM THE PETENES BIOSPHERE RESERVE

Maria Consepcion Magafa-Tzuc, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

The Petenes Biosphere Reserve (RBLP) is characterized by a high salinity soil
matrix called blanquizal. Halophilic microbial communities that inhabit this
ecosystem could have positive effects on plant growth. The objective of this study
was to isolate and identify halophilic/halotolerant bacteria present in two sites with
whitish soils in the RBLP and to determine their potential for biofertilization in vitro.
Two experimental stages were carried out: 1) the isolation of halophilic strains,
followed by phenotypic characterization and molecular identification based on the
16S rRNA gene; and 2) the evaluation of the potential of in vitro biofertilization to
promote plant growth through activities such as nitrogen fixation, phosphorus and
potassium solubilization, and organic acid production. The data obtained were
analyzed using an analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test. In total, 64
bacteria were isolated, 49 in the blanquizal of site (A) considered as disturbed and
15 in site (B), blanquizal considered as conserved. A large number of the isolates
(48%, n=31) presented high tolerance to salinity, showing they were extreme
halophiles. Phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene sequences revealed that
the 64 isolates are found within three phyla, 95% Firmicutes, 3% Proteobacteria and

2% Actinobacteria. The most frequent genus corresponded to Bacillus (91%) and in
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this study the genera Neobacillus, Metabacillus and Priestia, recently reclassified
within this genus, are reported for the first time. The species most frequently
corresponded to species not yet described within the reclassified genus Bacillus sp.
(28%), followed by Bacillus stratosphericus (17%) and Bacillus subtilis (14%). The
most representative plant growth promoting activity among the isolates
corresponded to nitrogen fixation (92%), followed by phosphorus solubilization
(72%), potassium solubilization (63%) and, finally, organic acid production. (28%).
Of the total of the isolates, 20% (n=13) presented the four activities evaluated.
Therefore, these results indicate that the halophilic/halotolerant bacteria native to the
whitish soils of the RBLP could be promising candidates as biofertilization agents for

a sustainable agriculture.

Keywords: halophilic bacteria, saline soils, whitish soils, biofertilization
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l. INTRODUCCION

En la regién sur-sureste de México, Campeche ocupa el primer lugar en
cuanto a Areas Naturales Protegidas (ANP) con 2’ 342, 118 ha, equivalentes al
41.2% del area total del estado (Rosano, 2011; CONANP, 2018). Entre las ANP del
estado se encuentra la Reserva de la Biésfera de los Petenes (RBLP) con una
extension de 282, 857 ha en donde predominan ciertos ambientes denominados
Petenes, que son islotes de vegetacion arbérea asociadas a manantiales
localizados dentro de una matriz de suelo de alta salinidad (Oliva et al., 2014;
Zamora-Crescencio et al., 2015). Estos ecosistemas son considerados como unicos
a nivel internacional ya que se encuentran ubicados dentro de una planicie costera
con sedimentacion palustre adyacente al mar, en la que existen tres distintas
geoformas de origen: litoral, palustre y karstico (Koyoc-Ramirez et al., 2015). Debido
a estas condiciones, en la RBLP se presentan ciertos ambientes extremos como
son suelos hipersalinos y calcareos, conocidos como blanquizales, en los cuales se
han registrado altos valores de salinidad (27.1+8.0 y 47.0+7.0 g L!) con condiciones
mesohalinas en la temporada de lluvias e hipersalinas en la temporada seca (Ayala-

Pérez et al., 2014; Toro-Ramirez et al., 2017; Chan-Keb et al., 2018).

Los ambientes hipersalinos albergan diferentes grupos de bacterias halofilas
y halotolerantes capaces de crecer en una amplia concentracion de NaCl (0 a 33%),
éstas presentan caracteristicas bioquimicas y metabdlicas uUnicas lo que las
convierte en los microorganismos idoneos para interactuar con plantas crecidas

bajo estrés salino (Oren, 2008; Thatoi et al., 2020). En los ultimos afios, se han



identificado varias bacterias halofilas promotoras del crecimiento vegetal (por sus
siglas en inglés, PGPB) con capacidad de fijar nitrdgeno, solubilizar fosfato, producir
acido indol-acético (AlA) y sideroforos (Orhan, 2016; Shah et al., 2017; Mallick et
al., 2018; L. Bensidhoum et al., 2019). Por tal razon, el uso de microorganismos
benéficos halofilos es de gran interés en la agricultura sustentable (Paul & Lade,

2014).

Actualmente, mas de 835 millones de ha (alrededor del 34%) de la tierra
cultivada en todo el mundo se ve afectada por el estrés salino y esta cantidad va en
aumento cada dia. Se estima que mas del 50% de la tierra cultivable estara
salinizada para el afio 2050 (Jamil et al., 2011; Gupta & Huang, 2014; FAO, 2016;
Etesami & Noori, 2019). En México, se estima que el 30% de su superficie agricola
se encuentra afectada por la salinidad con alrededor de 1.7 millones de ha
(Hernandez et al., 2016). Por lo tanto, existe una necesidad creciente de
comprender los entornos salinos y la diversidad microbiana existente, que sirvan
como modelos para comprender las interacciones en estos ecosistemas para la
busqueda de nuevas alternativas de produccion en suelos afectados por la salinidad
(Jiang et al., 2018). Por tal razon, es importante identificar la diversidad bacteriana
haléfila/halotolerante existente en habitats hipersalinos como son los blanquizales
de la RBLP. Con estos antecedentes, el objetivo de la presente investigacion fue
aislar e identificar bacterias hald&filas/halotolerantes presentes en dos sitios con

suelos blanquizales en la RBLP y determinar su potencial de biofertilizacion in vitro



Il. ANTECEDENTES
2.1 Areas naturales protegidas en el mundo

En la actualidad en el mundo existen 202, 467 areas naturales protegidas
(ANP) (Figura 1), que cubren casi 20 millones de km? equivalente al 14.7% de la
superficie terrestre, con exclusion de la Antartida. Las ANP ofrecen al planeta una
muestra de cada uno de los biomas que hasta la fecha han sido identificados, como
desiertos, selvas, bosques, tundras, casquetes polares, pastizales, manglares y

arrecifes, distribuidos a lo largo y ancho de los continentes (Geldmann et al., 2019).

Europa, es un continente muy rico en biodiversidad, ademas es reconocido
en todo el mundo por mantener ANP extensas de bosques y montafias que sirven
de hogar de miles de especies de floray fauna. En los ultimos 25 afios, el continente
europeo ha disefiado una red de 26, 000 ANP denominada “Red Natura 2000”, lo
gue la coloca como la mayor red de ANP en el mundo. Entre las ANP de Europa se
encuentra el Parque Nacional del Teide, Parque Nacional del Mar de Coral y

Reserva Natural Zingaro, entre otras (Nastran & Pirnat, 2012).

Por otro lado, Africa es un continente con una riqueza en biodiversidad
valorada a nivel mundial, pero también explotada y poco regulada. Se estima que
posee 1, 200 ANP que comprenden 2 millones de km?, con un gran porcentaje de
animales salvajes, muchos de ellos en peligro de extinciéon. Entre algunas de estas
areas se encuentra la Reserva Natural Masai Mara, Parque Nacional Salonga y

Reserva Natural Integral del Monte Nimba, entre otras (Newmark, 2008).



Asia por su parte cuenta con 49 estados soberanos y seis territorios
dependientes. La parte meridional cuenta con un 10% de los peces del mundo y en
toda su extension se desarrollan especies de plantas y animales totalmente
endémicos. Algunas de estas ANP son: el Parque Nacional de Jiuzhaigou-China,
Parque Nacional de Sundarbans, Bangladés-India y Parque Nacional de Khao Sok,

Tailandia, por mencionar algunos (Clark et al., 2013).

En América, la superficie protegida cubre mas de 211 millones de ha, lo que
corresponde un porcentaje del 10.4% de los 22 paises que forman parte de los
segmentos mas importantes y representativos de la naturaleza latinoamericana.
Algunas de éstas ANP son: la Reserva de la Biésfera El Vizcaino, Parque Nacional
Sierra de Organos, Parque Nacional del Darién, Santuario de mamiferos marinos,
Parque Nacional y Reserva Nacional Los Glaciares, Humedales del Chalco, entre

otras (Elbers, 2011).

Figura 1. Areas naturales protegidas en el mundo indicadas en azul y rojo

(Geldmann et al., 2019).



2.1.1 Areas naturales protegidas en México

México es el pais de América Latina y el Caribe que cuenta con mas ANP
inscritas y se coloca en la cuarta posicion a nivel mundial, sélo detras de Estados
Unidos, Rusia y Espafia (Elbers, 2011). México posee una abundante biodiversidad,
administrada por la CONANP con un total de 571 ANP, de la cuales 177 son de
caracter federal; equivalente a 25 628, 238 ha en todo el pais. Estas ANP de
caracter federal se encuentran divididas en las regiones: Peninsula de Baja
California y Pacifico Norte, Noreste y Alto del Golfo de California, Norte y Sierra
Madre Occidental, Norte y Sierra Madre Oriental, Occidente y Pacifico Centro,
Centro y Eje Neovolcanico, Planicie Costera y Golfo de México, Frontero sur, Istmo

y Pacifico Sur y Peninsula de Yucatan y Caribe Mexicano (List et al., 2017).

La Ley General del Equilibrio Ecologico y la Proteccidon al Ambiente
(LGEEPA) divide las ANP federales en 6 categorias (Figura 2). Clasificandolas de
la siguiente manera: reservas de la biosfera (n=41), parques nacionales (n=66),
areas de proteccion de flora y fauna (n=39), monumentos naturales (n=5), areas de
proteccion natural (n=8) y santuarios (n=18). Ademas, se reconocen dos categorias
gue no estan en el &mbito federal: areas protegidas estatales y zonas municipales
de conservacion ecolégica (DOF, 2013; ifiguez et al., 2014). Estas ANP son
consideradas de especial relevancia en el pais por su diversidad y caracteristicas
ecologicas (CONANP, 2018; Garcia-Bafiuelos et al., 2019). A continuacion, se

presentan algunos ejemplos (Cuadro 1):



Categoria de manejo ANP federales

= Area de proteccion de
floray fauna
Area de proteccion de los
recursos naturales
Monumento natural
- Parque nacional
Reserva de la biosfera
0 Santuario

ANP estatales
ANP munic'zales

Figura 2. Categorias de las areas naturales protegidas en México, federales,

estatales y municipales (SEMARNAT, 2012).

Cuadro 1. Areas naturales protegidas en México (CONANP, 2018)

No. de
Nombre Superficie . Fecha de aviso
Afo Categoria Estado registro
del (ANP) (ha) en D.O.F.
SINAP*
Baja
Bahia de  California 7 de junio de
2000 PN 206,580.75 007
Loreto Sur 2000
Quintana 7 de junio de
2000 PN Isla Contoy 5,126.25 008
Roo 2000
Maderas o
. 7 de junio de
2000 APFF del Coahuila 208,381.15 009
2000
Carmen



2000

2002

2002

2003

2016

2016

2016

APPF

PN

APFF

PN

MN

APFF

APFF

Cuatro
Ciénegas
Arrecifes

de
Cozumel
Sierra de
Alamos-

Rio

Cuchujaqui
Huatulco

Rio Bravo
del Norte
Valle de
los Cirios
Laguna de

Términos

Coahuila

Quintana

Roo

Sonora

Oaxaca

Chihuahua
y Coahuila
Baja
California
Campeche

y Tabasco

84,347.47

11,987.87

92,889.69

11,890.98

2,175

2,521,987.61

706,147.67

018

046

047

048

065

066

o077

7 de junio de
2000
27 de
noviembre de
2002

27 de
noviembre de
2002

27 de marzo de

2003

8 de junio de
2016

8 de junio de
2016

8 de junio de
2016

*Sistema Nacional de Areas Protegidas (SINAP); Parque Nacional (PN); Area de

Proteccion de Flora y Fauna (APFF); Monumento Natural (MN).

2.1.2 Reservas de la bidsfera

En 1970, la UNESCO inici6 el programa “El hombre y la biésfera”, que tuvo

como objetivo establecer las bases del uso racional de los recursos naturales,

esbozando el concepto actual de desarrollo sostenible. Como parte de ese proyecto

se seleccionaron areas geograficas representativas de los diferentes habitats del

planeta, abarcando tanto ecosistemas terrestres como maritimos. Esas areas se

conocen como reservas de la biosfera (UNESCO, 2016).



Las reservas de la biosfera estan reconocidas internacionalmente, aunque
permanecen bajo la soberania de sus respectivos paises. La funcion principal de
estos espacios es obviamente la conservacion y proteccion de la biodiversidad. Sin
embargo, también se persigue el desarrollo econémico y humano de estas zonas,
asi como la investigacion, la educacion y el intercambio de informacion entre las

diferentes reservas, que forman una red mundial (CONANP, 2018).

Actualmente el Programa MAB-UNESCO, coordinador internacional de las
reservas de la biésfera, se apoya en tres ejes de acciéon: 1) Reducir al minimo la
pérdida de biodiversidad a través de la investigacion y la creacion de capacidades
en materia de gestion; 2) Promover la sustentabilidad del medio ambiente; 3)
Fortalecer los vinculos entre la diversidad cultural y la diversidad biol6gica (Halffter,

2011; UNESCO, 2016).

Las reservas de la bidsfera, constituyen la estrategia de conservacién mas
importante en México, por el porcentaje de la superficie conservada que
representan. La cantidad de recursos financieros y la atencion que reciben, y por
sus objetivos, los cuales incorporan explicitamente la conservacion estricta (en sus
zonas nucleo), el manejo sustentable de recursos naturales (en las zonas de
amortiguacion) que permitieran la investigacion “aprobada” y los usos de bajo
impacto por parte de los residentes locales. Esto se combina con una (zona de
transicion) en la que la educacion de los residentes locales facilitaria su
colaboracion con los objetivos de conservacion de la reserva (Smardon & Faust,

2006) (Figura 3).



ZA - Zona de amortiguacion
ZT - Zona de transicion

ZN - Zona nicleo

B - Busqueda

M - Monitoreo

D - Desarrollo

Figura 3. Zonas de clasificacion de las Reservas de la Bidsfera (Smardon & Faust,

2006).

2.1.2.1 Reservas de la Biosfera en México

México tiene actualmente 41 reservas de la biosfera, lo que corresponde a
12’ 751, 149 ha del pais (CONANP, 2018; Garcia-Bafiuelos et al., 2019). Las
reservas de la biosfera establecidas en México incluyen areas que anteriormente
estaban protegidas en otras categorias legales y se enlistan en la siguiente (Cuadro

2).

Cuadro 2. Reservas de la Biésfera en México registradas en el Sistema Nacional

de Areas Protegidas (CONANP, 2018).

o No. de
. Nombre del Superficie _ Fecha de
Afo Estado registro _
(ANP) (ha) aviso en DOF
SINAP*
7 de junio de
2000 Calakmul Campeche  723,185.12 001
2000
) Quintana 7 de junio de
2000 Sian Ka'an 528,147.66 002
Roo 2000



7 de junio de

2000 Los Tuxtlas Veracruz 155,122.46 003
2000
Alto Golfo de
. . Sonora y o
California y _ 7 de junio de
2000 Baja 934,756.25 004
Delta del Rio 2000
California
Colorado
' 7 de junio de
2000 Montes Azules Chiapas 331,200 005
2000
El Pinacate y o
. 7 de junio de
2000 Gran Desierto Sonora 714,556.50 006
2000
de Altar
Pantanos de 7 de junio de
2000 Tabasco 302,706.62 010
Centla 2000
Chamela- _ 7 de junio de
2000 . Jalisco 13,141.69 012
Cuixmala 2000
B _ 7 de junio de
2000 La Encrucijada Chiapas 144,868.15 013
2000
27 de
2002 Los Petenes Campeche  282,857.62 042 noviembre de
2002

*Sistema Nacional de Areas Protegidas (SINAP)

Las Reservas de la Bidsfera encontradas en la peninsula de Yucatan en
México estan divididas entre los estados de Campeche, Quintana Roo y Yucatan.
Estos incluyen: en Campeche a Calakmul (contigua a la Reserva de la bidsfera
Maya en el area norte de Guatemala, conocida como Petén) con una extension de
723,185 ha; su vegetacion incluye: bosque templado caducifolio, bosque
semiperenne medio, vegetacion acuatica y secundaria (tintales) (Smardon & Faust,

2006), asi como a la Reserva de la Biésfera de los Petenes, que se detalla mas
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adelante. También se encuentra Ria Lagartos (en la costa norte del estado de
Yucatan); con una superficie de 47,840 ha; en su vegetacion destacan bosque bajo
estacionalmente inundado, bosques medianos, semiperennes y dunas costeras. La
Ria Celestun (en el noreste de Yucatan, en la frontera con el estado de Campeche);
con una extension de 59,130 ha; en su vegetacion se encuentran bosques bajos
estacionalmente inundados, bosques medianos semiperennes y dunas costeras; y
Sian Ka’an (en el sureste de Quintana Roo, y de las areas naturales protegidas
vecinas en Belice) con una extension de 528,148 ha; en su vegetacion se
encuentran: bosques semiperennes bajo y medianos, bosques caducifolios bajos,
manglares, dunas costeras y bosques medianos inundados estacionalmente

(Elbers, 2011).

2.1.2.1.1 Reserva de la Bi6sfera de los Petenes

La Reserva de la Biosfera de los Petenes (RBLP) es un area federal protegida
establecida por decreto presidencial el 24 de mayo de 1999, que abarca 282,857 ha
(64% marino y 36% terrestre). Es declarada como sitio RAMSAR en febrero del
2004, designacion internacional que reconoce su valor como humedal costero de
importancia internacional para la Peninsula de Yucatan. Actualmente, no hay

asentamientos humanos en el area terrestre de la RBLP (CONANP, 2018).

Esta reserva se localiza en la costa norte del estado mexicano de Campeche,
al sureste del golfo de México. En la region los climas dominantes son: BS'HW
(semiseco y seco-calido) con temperatura ambiente promedio de 28 °C,

precipitacion promedio de 164.8 mm y vientos débiles del sureste. Aw (calido-
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subhumedo con lluvias en verano) la temperatura promedio de 24 °C, precipitacion
promedio de 976.7 mm y vientos frecuentes y fuertes del sureste (Torrescano-Valle
et al., 2019). Los sedimentos son principalmente autéctonos, lo que significa que
son principalmente organicos y se originan en la produccion in situ. La tasa de
sedimentacion media y su desviacion estandar en promedio es de 3.8 £ 1.08 kg m
~2afio™1, que contiene Petén (1.26 + 0.45 kg m ~2afio™t) y manglar de franja (6.31 +
3.56 kg m "2 afio™), que son los ecotipos dominantes en el area (Cinco-Castro &
Herrera-Silveira, 2020). Los tipos de vegetacidon dominantes son manglares,
bosques caducifolios bajos y bosques caducifolios compuestos por Haematoxylum

campechianum (Gutiérrez-Ayala et al., 2012; Roy et al., 2017).

Asimismo, en esta reserva se localizan ciertos habitats complejos que le
confieren la unicidad del area denominada Petenes (Figura 4), los cuales solo se
localizan en la Peninsula de Yucatan, México, los Everglades en Florida, Estados
Unidos de América, y la Ciénega de Zapata, Cuba, por lo que esta regidon es
considerada como &rea biogeogréfica Unica a nivel nacional (Koyoc-Ramirez et al.,

2015; CONANP, 2018).
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Figura 4. Petenes ubicados en la Reserva de la Biosfera de los Petenes (Fotografia

M. Magafia-Tzuc, 2019)

Los Petenes son islotes rodeados de vegetacion con alta heterogeneidad que
permiten la existencia de multiples habitats que sostienen una elevada biodiversidad
global (Hernandez-Montilla et al., 2016). Son reconocidos por presentar monticulos
boscosos formados naturalmente, se desarrollan en un terreno ligeramente elevado
gue escapan de las inundaciones durante la temporada de lluvias, presenta una
matriz de praderas naturales, la vegetacion se caracteriza por presentar pastizales,
selva caducifolia, bosque subcaducifolio, selva espinosa, vegetacion hidréfila y
manglar. Las especies representativas y emblematicas son el mangle rojo
(Rizophora mangle), mangle negro (Avicennia germinans), mangle blanco
(Laguncularia racemosa), mangle botoncillo (Conocarpus erectus) y el zapote

(Manilkara zapota) (Oliva et al., 2014).

De igual forma, esta conformado por parches de vegetacion secundarios
(hubches), arbustos xerofilicos, praderas inundadas estacionalmente y campos

agricolas. Los vertebrados terrestres en la region incluyen 66% de aves, 17% de
13



mamiferos y 17% de anfibios y reptiles. Las especies de caza tradicionales mas
importantes son el venado cola blanca (Odocoileus virginianus), el pecari de collar
(Pecari tajacu), la paca (Cuniculus paca), el pavo ocelado (Agriocharis ocellata) y la

iguana (Ctenosaura similis) (Oliva et al., 2014).

Los Petenes estan caracterizados por presentar una matriz de suelo de alta
salinidad denominada blanquizal. A su vez los blanquizales son franjas palustres
generalmente sin cubierta vegetal (Figura 5), conformada por intrusiones salinas
(Smardon & Faust, 2006). Este ambiente extremo de salinidad es favorecido por la
alta evaporacion del agua durante las calidas temperaturas de verano superiores a
los 30 °C (Chan-Keb et al., 2018). Los mayores valores de salinidad se presentan
en la época de secas y los minimos en la época de lluvias (Toro-Ramirez et al.,

2017).

En todos estos ecosistemas naturales con condiciones extremas inusuales
pudieran habitar microorganismos novedosos que aun no se han descubierto por la
falta de estudios y, por lo tanto, gran parte de la diversidad biologica pudiera
perderse antes de ser estudiada (Di Donato et al., 2011). Por tal razén, es
importante estudiar y aprovechar estos recursos microbianos en el estado de

Campeche para conocer su existencia y uso potencial.

14



Figura 5. Blanquizal ubicado en la Reserva de la Biosfera de los Petenes

(Fotografia M. Magafa-Tzuc, 2019).

2.2 La salinidad y su efecto en la agricultura

La salinidad del suelo consiste en la elevada acumulacion de sales solubles
en agua en el suelo que incluye cationes de sodio (Na*), potasio (K*), calcio (Ca?*)
y magnesio (mg?*) (Bensidhoum et al., 2019). La salinizacién es un fenémeno
ambiental global (Figura 6) que cambia la composicién quimica de los recursos
hidricos naturales (lagos, rios y aguas subterraneas), degrada la calidad del
suministro de agua para el hogar y sectores de la agricultura, y contribuye a la
pérdida de suelo fértil; lo cual ocasiona un colapso en la industria agricola y

pesquera (Ahmad, 2016).
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Figura 6. Distribucion global de afectaciones al suelo por la salinizacion (Ahmad,

2016).

El origen de la salinidad puede ser por dos vias: la primera puede ser natural
o primaria, por la cercania y la altura sobre el nivel de mar, la intemperizacién y la
existencia de sales que se agudizan en condiciones heterogéneas de
microtopografia o a las propiedades fisico-quimicas del perfil del suelo, como son la
textura, la estructura, la porosidad, la permeabilidad, la capacidad de retencion de
humedad y de intercambio catiénico (Li et al., 2017; Bensidhoum et al., 2019). La
segunda, es el resultado de las incorrectas practicas agricolas del suelo y el mal
manejo del agua para el riego, lo cual permite la movilizacion de las sales dentro del
suelo y el transporte de las mismas a nuevos sitios. Esto es conocido como proceso
de salinidad antréfica o secundaria (Li et al., 2017; Bensidhoum et al., 2019). Un
ejemplo de lo anterior, son las altas tasas de fertilizacidon quimica con nitrégeno (N)
gue han dado lugar a una salinizacién y acidificaciébn secundaria en el suelo en

ecosistemas agricolas intensivos (Shen et al., 2016).
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Por su parte, se le denomina suelo salino, cuando la concentracion de sales
minerales es superior al 0.2% (p/v), y cuando la conductividad eléctrica (CE) es
superior a 4 dSm (40 mM de NaCl) en la zona de la raiz y con sodio intercambiable
<15%. Los suelos afectados por sales se pueden clasificar como: salinos, soédicos
y alcalinos, y a menudo presentan una costra de sal blanca o gris y con pH <8.5
(Lamz & Gonzélez, 2013; Canfora et al., 2015). La salinizacion del suelo, es el
segundo factor limitante después de la sequia en la agricultura, debido a que
disminuye la produccién de cultivos e impacta negativamente en el crecimiento de
las plantas, y por lo tanto, en la economia en todo el mundo, principalmente en las

regiones aridas y semiaridas (Zhao et al., 2020).

Actualmente, a nivel mundial se estima que mas de 835 millones de ha (Mha)
de suelos agricolas se encuentran afectados por la salinizacion, lo que equivale a
mas del 34% de la tierra cultivada de todo el mundo. Se distribuyen en los
continentes de la siguiente manera: el primer lugar lo ocupa Asia con una superficie
afectada de 444 Mha, el segundo lugar América con 238 Mha, el tercer lugar Europa

con 80 Mha y finalmente Africa con 73 Mha (Ahmad, 2016; FAO, 2016).

Por su parte, en México, a partir de la informacién topografica y geolégica, se
estima que el 30% de su superficie agricola esta afectada por la salinidad, lo que
representa 1.7 Mha. Estas areas se caracterizan por presentar una gran cantidad
de sales disueltas de tipo carbonatos, sulfatos y yesos en una profundidad de 8-10
mm en el suelo, repercutiendo negativamente en la productividad y en la calidad de

sus cosechas (Hernandez et al., 2016; Etesami & Noori, 2019).
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La exposicion a la salinidad puede inducir estrés primario incluyendo estrés
hiperosmoético o hiperidnico o secundario (explosion oxidativa), interrumpiendo asi
varias respuestas fisioldgicas de las plantas (Hayat et al., 2020). Sin embargo, las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal (por sus siglas en inglées PGPB)
haldfilas pueden aliviar el estrés salino, influyendo en el crecimiento y la resistencia
de las plantas directa o indirectamente. Estas bacterias actian directamente cuando
producen varios tipos de moléculas bioactivas (antibidticos, sideroforos, enzimas
hidroliticas extracelulares, etc.), capaces de reducir o evitar la proliferaciéon de
patdgenos y plagas, asi como al lisar las células fungicas patdgenas (biocontrol)
(Masmoudi et al.,, 2019). De forma indirecta, cuando sintetizan compuestos que
facilitan la absorcién de nutrientes esenciales del suelo y actian como inductores
de un amplio espectro de vias de sefalizacion como provisidn de nitrégeno,
secuestro de hierro a través de sideréforos, solubilizacion de fosfato, entre otros
(Masmoudi et al., 2019). Ademas, este tipo de bacterias tienen versatilidad
catabdlica y producen una amplia gama de metabolitos que contribuyen al
crecimiento de las plantas mientras resisten condiciones de estrés bidtico y abibtico

(Upadhyay & Singh, 2015).

En este sentido, se ha visto que las plantas se asocian con microorganismos
para poder crecer en suelos salinos (Etesami & Beattie, 2018). Por ello,
recientemente se ha prestado atencion a las bacterias presentes en suelos
hipersalinos y se han llevado a cabo investigaciones rigurosas para identificar cepas
bacterianas hald6filas que promuevan el crecimiento de las plantas. Entre los

principales mecanismos de promocion de crecimiento se encuentra la fijacion de

18



nitrogeno, solubilizacién de fosforo, potasio, zinc y silicio, produccién de enzima
ACC desaminasa (1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa), produccion de
siderdéforos y fitohormonas como acido indol-3-acético (AIA) (Jiang et al., 2018; L.

Bensidhoum et al., 2019; Saghafi et al., 2019).

2.3 Microorganismos

Los microorganismos son parte fundamental de los ecosistemas, la vida en
la tierra no seria posible sin la presencia de estos organismos puesto que
constituyen el 60% de la biomasa en la tierra, ademas de que realizan la mayoria
de los ciclos biogeoquimicos (carbono, nitrogeno, fésforo y azufre) asi como la
supresividad de patdégenos vegetales. Por tanto, sus funciones son fundamentales
para mantener el equilibrio de los agroecosistemas (Beltran, 2015; Delgado-

Baquerizo et al., 2016; Shen et al., 2016).

De igual forma, los microorganismos (epifitos, endoéfitos y rizosféricos) son
de importancia en la produccién agricola. Por ejemplo, se ha visto que las
comunidades microbianas participan en ciertas caracteristicas esenciales como la
comunicacién con las raices de las plantas (compuestos organicos volatiles), el ciclo
de nutrientes (N, C) y la proteccién y crecimiento de las plantas (antibiosis y
fitohormonas, respectivamente) (Upadhyay & Singh, 2015; Qin et al., 2016). En las
raices las interacciones microbianas pueden involucrar microorganismos
endofiticos o de vida libre, y éstos pueden ser simbidticos o asociativos. Los
simbiontes beneficiosos incluyen bacterias fijadoras de nitrégeno, como las

rizobacterias quienes se asocian con algunas leguminosas (Maréti & Kondorosi,
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2014). Los microorganismos asociativos de vida libre contribuyen en la nutricion de
las plantas a través de diversos mecanismos, incluidos los efectos directos sobre
disponibilidad de nutrientes (por ejemplo, fijacibn de N por diazotroficas vy
movilizacion de P por muchos otros microorganismos), mejoran el crecimiento de la
raiz (a través de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, por sus siglas en
inglés PGPR), como antagonistas a patdogenos de la raiz mediante la secrecion de
acidos orgéanicos (Turner et al., 2013), o como saprofitos que descomponen algunos
compuestos del suelo y posteriormente, aumentan la disponibilidad de nutrientes a

través de mineralizacion (Beltran, 2015).

A pesar de las propiedades antes mencionadas, solo un nimero reducido de
estos microorganismos han sido utilizados por el hombre logrando un éxito
comercial, muchas veces por su incapacidad para ofrecer mejores propiedades de
las ya existentes en el mercado (Amjres et al., 2015). No obstante, solo una pequefia
fraccion de los microorganismos del suelo se han estudiado, la mayor parte de la
diversidad microbiana permanece sin describir (Delgado-Baquerizo et al., 2018).
Por lo tanto, se requiere bioprospeccion de nuevos recursos microbianos
autdctonos que puedan mejorar el crecimiento y la resistencia de las plantas en

suelos con estrés bidtico y abidtico (Masmoudi et al., 2019).

En relacion a comunidades microbianas haldfilas, la mayoria de los estudios
se centran principalmente en comunidades acuaticas y tapetes microbianos,
mientras que muy poco en caracterizar suelos y sedimentos hipersalinos (Pandit et
al., 2015). Sin embargo, los suelos salinos tienen un potencial biotecnolégico en sus

comunidades microbianas. Estos microorganismos representan no solo una reserva
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genética con aplicaciones biotecnolégicas en la mejora y conservacion de
ambientes salinos, ya que pueden servir como sistemas modelos para explorar las

relaciones entre diversidad y actividad a nivel del suelo (Canfora et al., 2015).

2.3.1 Microorganismos halofilos

El término “haldfilo” viene del griego, donde “halo” es sal y “filo” es “amante
de" es decir, significa “amante de la sal”. Por lo tanto, los microorganismos haldfilos
son aquellos microorganismos que son capaces de vivir bajo condiciones extremas
de salinidad, pero se diferencian de los halotolerantes porque son capaces de
reproducirse y realizar sus funciones metabodlicas de una manera mas eficaz en
presencia de altas concentraciones de sales que en su ausencia. Los
microorganismos haldéfilos se encuentran ampliamente distribuidos en diversas
areas geograficas de la tierra, como lagos salinos, salinas o marismas con
ambientes hipersalinos (Setati, 2010; Pandit et al., 2015). La diversidad filogenética
de los microorganismos haloéfilos es muy amplia ya que se encuentran distribuidos
en los tres reinos de la vida: Bacteria, Archaea y Eukarya (Figura 7) (Oren, 2008;

Quillaguaman et al., 2010).
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Figura 7. Arbol filogenético basado en la secuencia de la subunidad pequefia 16S

rRNA vy la distribucién de microorganismos haléfilos (Oren, 2008).

A su vez, la diversidad metabdlica de los hal6filos también es grande e
incluye fotétrofos oxigénicos y anoxigénicos, heterétrofos, aerdbicos,
fermentadores, denitrificadores, reductores de sulfato y metan6genos (Oren, 2002).
Aungue no todos los microorganismos haldfilos tienen los mismos requerimientos
de sal, por lo que tienden a agruparse en funcién de la concentracion de sales que
necesitan para tener un crecimiento 6ptimo. De acuerdo con (Kushner, 1985) se

considera los siguientes grupos (Cuadro 3):
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Cuadro 3. Categorias de microorganismos haldéfilos establecidos por Kushner,

1985
Categoria Concentracion de sal
Intervalo Optimo
No haldfilos 0-1.0 <0.2M
Halotolerante 0.2-0.4 0.2-04 M
Haldfilos moderados 0.5-3.5 0.5-2.0 M
Haldfilos extremos 2.0-5.2 >3.0M

Los iones de sodio son dafiinos para el funcionamiento de la célula, sin
embargo, todos los microorganismos haléfilos cuentan con estrategias que les
permiten enfrentar el estrés osmotico como: mecanismos de transporte potentes,
generalmente basados en antiportadores de Na*/H* para expulsar los iones de sodio
del interior de la célula, asimismo, mantienen altas concentraciones intracelulares
de sal y sintetizan solutos compatibles que les permiten balancear su presién
osmotica (Gonzalez-Hernandez & Pefia, 2002). Existen tres diferentes mecanismos
principales que los microorganismos halofilos han desarrollado para adaptarse al
estrés osmoético (Figura 8) entre ellos se encuentra los mecanismos de salt-in,

solutos compatibles y exopolisacaridos (Kumar et al., 2019).
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Estrntegia de solutos
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Figura 8. Principales mecanismos de adaptacién de los microorganismos haléfilos

en ambientes salinos (Choudhary et al., 2016).

2.3.1.1 Mecanismo de Salt-in

Es un proceso que consiste en un equilibrio osmético en las células
acumulando altas concentraciones en el citoplasma de sales inorganicas, tales
como iones de potasio, sodio y cloruro (Mokashe et al., 2018). Este mecanismo
requiere que todas las proteinas intracelulares sean estables y activas en presencia
de altas concentraciones molares de potasio y otras sales. Se ha observado que los
microorganismos halofilos muestran adaptaciones moleculares dentro de las cuales
existe un exceso de aminodcidos con caracter acido y pocos aminoacidos

hidrofébicos en sus proteinas (Thombre et al., 2016).
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Esta estrategia es tipico de Arqueas y se ha mostrado hasta ahora en un solo
grupo, dentro del dominio Bacteria, orden Haloanaerobiales, que consiste en
anaerobios, fermentativos u homoacetogénicos (Ramirez. et al., 2006; Oren, 2010)
siendo observado especialmente en Salinobacter ruber, Salinibacter spp. Las
arqueas acumulan potasio intracelular y excluyen el sodio, mientras que las
bacterias acumulan sodio en lugar de potasio (Figura 9), lo que conduce a una
mayor concentracion de estos iones en las células opuestas al ambiente salino. La
captacion o expulsién de iones de las células juega un papel importante, el de la
regulacion anionica en la osmoadaptacion. La osmoadaptacion se refiere a los
cambios fisioldgicos y genéticos que se producen frente a la escasa actividad del
agua, en la cual las bacterias haldfilas desarrollan esta caracteristica para
compensar la alta presion osmoética del medio (Mohammadipanah et al., 2015). En
el caso de las arqueas, el ion cloruro tiene un papel importante en la
osmorregulacién en diferentes grupos, principalmente aerobios de la familia
Halobacteriaceae de los géneros Haloquadratum, Halorhabdus, Natronobacterium,
Natronococcus Yy Halobacterium, quienes usan sales inorganicas casi

exclusivamente para el equilibrio osmético (Kanekar et al., 2012).
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Figura 9. Estrategia adaptativa de microorganismos halofilos en ambientes salinos

por mecanismo salt in (Mokashe et al., 2018).

2.3.1.2 Solutos compatibles

Este mecanismo adaptativo funciona mediante la acumulacion y/o sintesis de
novo de solutos organicos (zwitteribnico, aniénico y catidnico) de bajo peso
molecular en la célula, al tiempo que excluye las sales del citoplasma tanto como
sea posible, para equilibrar la presion osmotica (Figura 10). Estas pequefias
moléculas organicas y osmaéticamente activas se denominan “solutos compatibles”
(Mokashe et al., 2018). Los solutos compatibles se denominan asi porque, incluso
a altas concentraciones en el citoplasma, no interfieren con los procesos celulares
vitales y pueden ser sintetizados por microorganismos halotolerantes/haléfilos o
acumulados por la absorcion del medio circundante (Mohammadipanah et al.,
2015). Estos solutos, una vez acumulados en el citosol celular, mantienen el

equilibrio osmaético (concentracién de electrolitos, presion de turgencia y volumen
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celular) tanto dentro como fuera de la célula (llangumaran & Smith, 2017; Ghosh et

al., 2019).

Adaptacion osmética

o
® © ¢ e)®
! @ ®
(S ]
Acumulacion de solutos en ei citopiasma: Glicerol,
otros alcoholes de azlicar, aminoacidos, y derivados
como la glicina, betaina y ectoina

- Sol 6 -
i comp:utisies ' Sales

Figura 10. Estrategia adaptativa de microorganismos haldéfilos en ambientes salinos

por mecanismo de solutos compatibles (Mokashe et al., 2018).

Entre los compuestos mas conocidos se incluyen: carbohidratos como
sacarosa, trehalosa, maltosa, celobiosa o alcoholes; aminoacidos, por ejemplo,
glutamato, prolina, alanina, serina, treonina y acido aspartico; polioles asi como
aminas cuaternarias, por ejemplo, glicina betaina y tetrahidropirimidinas (ectoinas)
y sus derivados (Pastor et al., 2010; Leila Bensidhoum & Nabti, 2019). Los solutos
compatibles han ganado un interés creciente por las aplicaciones biotecnologicas
como estabilizadoras de biomoléculas (enzimas, ADN, membranas) de células
antagonistas de las sales y agentes protectores contra el estrés. La prolina es el

soluto predominante en la etapa de crecimiento exponencial y la acumulacion de
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ectoina (acido carboxilico 1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-pirimidina) aumenta en la fase

estacionaria (Mohammadipanah et al., 2015).

Las ectoinas son comunes en las Eubacterias heterotréficas aerdbicas. A
diferencia de la betaina, las ectoinas y las hidroxiectoinas (Figura 11) solo pueden
obtenerse mediante procedimientos biotecnologicos. Por ejemplo, Halomonas
elongata, es una bacteria extremadamente halotolerante utilizada en procesos
biotecnolégicos conocido como “ordefio bacteriano” para la producciéon de estos
compuestos (Kanekar et al., 2012). Esta cepa produce, al igual que otros haldfilos

o halotolerantes, los solutos compatibles en respuesta a la salinidad del medio.

OH

COOH

CH,

Ectoina Hidroxiectoina

Figura 11. Estructura quimica de la Ectoina e Hidroxiectoina producida por

Halomonas elongata

2.3.1.3 Exopolisacaridos

Por otro lado, los microorganismos halofilos también han desarrollado otros
mecanismos para adaptarse a los ambientes salinos, cambiando la composicion de
su célula especialmente sobre los exopolisacaridos (EPS). Muchos
microorganismos haldfilos poseen una cdpsula de EPS alrededor de la célula, que
ayuda a proteger la integridad de su membrana. Exopolisacarido es un término que

se utilizé por primera vez por Sutherland, para describir polimeros de carbohidratos
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de alto peso molecular producidos por bacterias halofilas (Nicolaus et al., 2010). Los
EPS son polimeros de alto peso molecular que estdn compuestos de residuos de
azucar y son secretados por microorganismos en el medio ambiente circundante.
Generalmente se componen de monosacaridos y algunos sustituyentes no
carbohidratos (como acetato, piruvato, succinato y fosfato). Debido a la gran
diversidad en la composicion, los EPS han encontrado multiples aplicaciones en
diversas industrias alimenticias y farmacéuticas como emulsionantes, agentes

gelificantes y para la recuperacion de aceite (Nicolaus et al., 2010).

Los productores de EPS méas comunes pertenecen al género de Halomonas,
principalmente entre las especies se pueden encontrar H. maura, H, eurihalina, H.
ventosae, H. anticariensis y Halomonas sp. Los EPS sintetizados por las cepas de
Halomonas tienen diferentes composiciones quimicas y propiedades funcionales.
Sin embargo, comparten el caracter en comun de ser heteropolimeros sulfatados y
gue contienen una cantidad significativa de acido urénico (Figura 12) que determina
sus buenas propiedades gelificantes (Demian & Adrio, 2007). Por ejemplo, Amjres
et al., 2015, reportaron un aumento en la produccién del EPS haloglicano en la fase
de crecimiento exponencial (3.89 g/L de medio) en la bacteria H. stenophila HK30,

aislada de un humedal salino en Brikcha, Marruecos.
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Composicién quimica (% p/v)
Carbohidratos 44+0.1
Acetilos 2.35 +0.1

Sulfatos 2 +0.1

Sodio 1.93 + 0.2

Acidos urénicos 1.2 +0.01

Actividad de viscosidad

Actividad emulsionante

Actividad floculante

Capacidad de formacion de biopeliculas

Figura 12. Estructura y composicion del exopolisacérido haloglicano (Amjres et al.,

2015).

2.3.2 Dominio Bacteria

Este dominio contiene muchos tipos de microorganismos halofilos y
halotolerantes, entre éstos se encuentran algunos representantes de las
proteobacterias, cianobacterias y actinomicetos (Kumar et al., 2019). Una
caracteristica en los halofilos bacterianos es la ausencia de peptidoglicano en sus
paredes celulares, se cree que la carencia de peptidoglicano se debe a una
incapacidad para sintetizar &cido muramico (Gonzalez-Hernandez & Pefa, 2002).
La fisiologia intracelular de los organismos hal6filos extremos esta dominada por la
masiva acumulacién de K* y Cly por una eficaz exclusién del Na*. Este hecho fue
demostrado por Christian y Waltho, quienes encontraron que Halobacterium
salinarium, al crecer hasta la fase estacionaria en un medio que contenia 4 M de
NaCl y 0.03 M de KCI, acumulé K* hasta una concentracion de 45 M vy
concentraciones de Na*y Cl- de 1.4 y 3.6 M, respectivamente (Christian & Waltho,

1962). Entre las bacterias halofilas se pueden encontrar los géneros Halomonas,
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Pseudomonas, Oceanobacillus, Flavobacterium, Halovibrio, Deleya vy
Chromobacterium, sin embargo, los estudios filogenéticos revelan que la mayoria
de las especies pertenecen a los géneros Halomonas y Streptomyces
(Mohammadipanah et al., 2015; Etesami & Glick, 2020), Bacillus es considerado
como el segundo género frecuentemente reportado en suelos salinos (Figura 13),
recientemente se aclararon relaciones evolutivas entre las especies de este género

(Patel & Gupta, 2020; R. Gupta et al., 2020).

B /slommenas
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] Stapdyfocescw
B Arvmechadoba tor
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B Other zenera

Figura 13. Géneros bacterianos halofilos frecuentemente reportados en suelos

salinos (Etesami & Glick, 2020).

De igual forma, se pueden encontrar algunas actinobacterias haldfilas, las
cuales son capaces de producir una cantidad de metabolitos secundarios que le
permiten su supervivencia en habitats extremos. Muchos de estos metabolitos son
considerados como compuestos bioactivos Unicos y pertenecen a una amplia
variedad de clases quimicas como terpenos, policétidos, péptidos y alcaloides con

estructuras y actividades farmacolégicas variables (Qin et al., 2016). Por lo cual,
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han sido considerados como un recurso valioso para la produccion de compuestos
bioactivos con propiedades antimicrobianas, antineoplasicas, antivirales,

antimitéticas y neurotoxicas (Ghosh et al., 2019).

2.3.3 Dominio Arquea

En este dominio se distribuyen seis géneros, de los cuales cuatro incluyen
miembros que crecen a pH neutro: Halobacterium, Haloferax, Haloarcula y
Halococcus. Los miembros pertenecientes a los géneros Natronobacterium y
Natronococcus requieren condiciones alcalinas para su crecimiento. Dentro de la
especies mas estudiadas se encuentra a Halobacterium halobium (Ramirez. et al.,

2006).

Las Haloarchaeas (orden Halobacteriales) tienen caracteristicas de arqueas
tipicas, como los lipidos ligados al éter. Las densidades celulares son tan altas que
hacen que las salmueras se vuelvan rojas, lo que alienta ain mas la evaporacion al
atrapar la radiacion solar. Este color es causado por los pigmentos conocidos como
carotenoides que protegen a las células de los efectos dafiinos de la luz ultravioleta.
Este tipo de metabolitos son uno de los principales que producen las arqueas bajo

altas concentraciones de sal (McGenity et al., 2000).

De igual forma, las Haloarqueas que viven en ambientes con alto contenido
de sal, producen mas proteinas constituidas en aminoacidos acidos que en
aminoacidos basicos, por ejemplo, la bacteriorrodopsina y halorrodopsina
(Gonzalez-Herndndez & Pefla, 2002). Estas proteinas requieren altas

concentraciones de sal para una actividad 6ptima (Mevarech et al., 2000), y han
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ganado la atencion de varios investigadores por su aplicacion biotecnoldgica en
diversos campos (agricultura, tratamiento de aguas residuales, campo médico y
bioplasticos). El interés se ha dirigido principalmente hacia enzimas especificas
(glicosil hidrolasas, proteasas, lipasas y esterasas) y productos (biopolimeros y
tensioactivos) producidos por Haloargueas con una posible aplicacion en procesos
industriales (Margesin & Schinner, 2001). Muchas de las enzimas mencionadas
anteriormente son extracelulares, por lo que es mas facil su aislamiento y
purificacion. Ademas, debido a que muchas Haloarchaeas pueden crecer a baja
salinidad, es posible disminuir la concentracion de cloruro de sodio manipulando el
medio de crecimiento, obteniendo una buena produccion de enzimas (Di Donato et

al., 2011).

2.3.4 Dominio Eukarya

Una de las caracteristicas principales del dominio Eukarya es la acumulacion
de glicerol o inositol para el equilibrio osmético (Roberts, 2006). Este dominio, posee
el Unico miembro omnipresente en ambientes con alto contenido de sal: el alga
verde Dunaliella sp., que es considerado halotolerante ya que puede sobrevivir a un
amplio intervalo de concentraciones de sal. Algunas especies de Dunaliella son
productoras de B-caroteno y tienen una gran demanda como antioxidante, como

fuente de provitamina A (retinol) y como agente colorante de alimentos (Oren, 2010).

Asimismo, una variedad de especies de diatomeas como Amphora
coffeaeformis, Nitzschia sp. y Navicula sp. resisten concentraciones de sal de hasta
0.3 M (DasSarma, 2006). Ademas de éstos microorganismos haldfilos, se

encuentran los camarones de salmuera Artemia sp. (Oren, 2002), la levadura
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halotolerante Debaromyces hansenii aislada del agua de mar (Buchalo et al., 2000),
algunos hongos como Trimmmatostroma salinum y la levadura negra Hortaea
werneckii los cuales son considerados haldfilos en funcion de sus caracteristicas
COmMO son su requisito absoluto de alto contenido de hasta 1.5-3.5 M de NaCl y su

capacidad de crecer en ambientes ionicos saturados (Maheshwari & Saraf, 2015).

2.4 Aplicaciones biotecnoldgicas de los microorganismos haléfilos

En el mundo globalizado se ha incrementado la demanda de nuevos
productos y procesos tecnoldgicos, y existiendo una gran tendencia en el mercado
de usar fuentes menos contaminantes para obtener diferentes productos; lo cual
abre gran expectativa y futuro para la biotecnologia blanca, la cual se basa en la
produccion de sustancias quimicas utilizando microorganismos o productos a partir
de ellos (Zavaleta, 2006). El objetivo de la biotecnologia industrial es desarrollar
alternativas que garanticen una produccién basada en microorganismos amigables
con el medio ambiente, pero el alto costo del bioprocesamiento es un grave
inconveniente, por lo tanto, se deben desarrollar nuevos enfoques para superar este
desafio. Los microorganismos haléfilos han sido utilizados por el hombre y han
demostrado este potencial (Figura 14) por desarrollar un bioproceso no
contaminante continuo y estéril (Oren, 2010) por el alto contenido de sal de los
medios de crecimiento/produccién garantizando el ahorro de energia y tiempo, por
lo que consecuentemente se reducen los costos de produccion (Wang et al., 2014;
Ghosh et al., 2019). Por ejemplo, en comparacion con las enzimas mesodfilas, los

organismos halofilos pueden producir enzimas capaces de resistir mucho mejor las
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condiciones de reaccion industrial, generando rendimientos y ventajas economicas

(Mohammadipanah et al., 2015).

Enzimas
industriales
" Roles de bacterias

haléfilas " Produccién de

Figura 14. Aplicaciones biotecnoldgicas de los compuestos presentes en bacterias
haldfilas y sus usos industriales (Choudhary et al., 2016).

Por tal razon, los microorganismos haldfilos tienen diversas aplicaciones que
van desde la industria alimentaria hasta la biomédica. Asimismo, se ha demostrado
gue los microorganismos halofilos son esenciales en diversos procesos industriales,
farmacéuticos y en la agricultura (Liu et al., 2019), algunos ejemplos se presentan

en la (Cuadro 4)
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Cuadro 4. Aplicaciones en diferentes aspectos econémicos de las bacterias halofilas

Microorganismos

e Géneros Aplicaciones Referencias
haléfilos
En la Bacillus subtilis
' i Fill ill : e
Industria I ! Ob.aCI us sp Salsas fermentadas y modificadoras de (Ghosh et al., 2019)
Vibriobacillus spp. SK33 .
StaphvloCoceUs Sb. SK-1-5 sabor y texturas en alimentos.
Phy P- Transformacion y degradacion de (Zhuang et al., 2010)
desechos
Bacillus sp.
Bacillus aquimaris
Bacillus cererus . . - ,
I. N u Proteasas (Sintesis peptidica) (Sinha & Khare, 2013)
Bacillus subtilis .
. . Xilanasas
Halobacillus salinus
Virgibacillus sp. . . .
Bacteriorrodopsina (Interruptores épticos y
Pseudomonas sp. o .
generadores fotonicos de corriente en (Kanekar et al., 2012)
Chromohalobacter sp. . . . L
dispositivos bioelectronicos)
Bacillus pumilis (Kaplan etal., 2018)
Chromohalobacter sp.
Hal [ : . . .
Halot?a?:?:r?ailir;i?;rum Actividad biofloculante de sustancias
iméri Nicol l., 201
Halomonas sp. AADG exopoliméricas (EPS) (Nicolaus et al., 2010)
Halobacillus sp.
En la Bacillus sp. (He et al., 2001)

farmaceéutica Streptomyces sp.

Halomonas stenophila

Metabolitos anticancerigenos
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Bacillus sp.
Halomonas boliviensis
Cobetia marina

Micromonospora sp.
Streptomyces sp.

Halomonas salina
Salinivibrio sp.
Marinobacter lipolyticus

Polihidroxialcanoatos (Plasticos de uso en (Garcia-Torreiro et al.,
medicina) 2016

Glicerol (Productos farmaceéuticos)
Membranas (Surfactantes para productos
farmacéuticos)

(Kawata & Aiba, 2010)

Lipidos (Liposomas para liberacion de

farmacos y cosméticos) (Chen & Wan, 2017)

En la Bacillus sp.
agricultura Halobacterium sp.
Halobaills sp.

Streptomyces sp.
Staphylococcus aureus

Streptomyces bikiniensis
Halobacterium salinarium

Staphylococcus epidermidis
Bacillus sp.
Halomonas shengliensis
Virgibacillus sp.

Metabolitos antimicrobianos (Todkar et al., 2012)

(Yadav et al., 2017)
(Martinez-Espinosa et
al., 2007)

Polimeros reolégicos (Recuperacion de
petréleo)

(Lefebvre & Moletta,

Biorremediacion de metales (Cd) 2006)
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2.4.1 Produccién de enzimas

En procesos industriales las enzimas se someten a diferentes condiciones
extremas como por ejemplo, de sal o temperatura, por lo que la estabilidad y
caracterizacion de las enzimas haldfilas extra e intracelulares es un factor
importante. Las proteasas de los microorganismos haléfilos muestran una actividad
y estabilidad superiores en condiciones extremas como alta alcalinidad, alta
temperatura y alta salinidad, asi como en presencia de solventes organicos, liquidos
i6nicos y vibraciones ultrasonicas (Mokashe et al., 2018). Las proteasas hal6filas
poseen amplias aplicaciones en la industria de detergentes, cerveza, alimentos,
curtido de cuero e industria farmacéutica. Se han informado muchas proteasas de

varios géneros bacterianos como Bacillus sp. (Sinha & Khare, 2013).

Por su parte, las lipasas de microorganismos haldéfilos se utilizan en la
produccion de acidos grasos, en la coccién, en detergentes, como biocatalizadores
en el procesamiento de diesel y para la conversion de aceite vegetal en combustible
(Ghosh et al., 2019). Una de las lipasas mas importantes perteneciente a las
glicosilhidrolasas es la agarasa que cataliza la hidrdlisis del agar. Asimismo, las
lipasas de los microorganismos haléfilos degradan algunos lipidos ligados a la pared
celular de los hongos fitopatdgenos por lo que son de gran importancia en la
agricultura (Etesami & Glick, 2020). Las agarasas se utilizan en experimentos de
biologia molecular y en la extraccion de compuestos bioactivos de algas

(Mohammadipanah et al., 2015).
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Las xilanasas de los microorganismos halofilos degradan parte del xilano de la
hemicelulosa que es considerado como el segundo recurso renovable natural y mas
abundante. Estas enzimas son utilizadas para eliminar la lignina residual de la pulpa
(Mohammadipanah et al., 2015). Las enzimas celuloliticas hal6filas se utilizan para
la biotransformacion de polimeros de plantas y animales en productos utiles como
los biocombustibles. Se conocen como enzimas de importancia en las industrias del

papel, la alimentacion y lavanderia.

2.4.2 Produccién de polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son los bioplasticos mas versétiles que
tienen propiedades similares con los plasticos a base de petréleo. Como una familia
de poliéster biodegradable y biocompatible, el PHA podria desarrollarse en una
cadena de valor industrial que abarca desde bioplasticos, biocombustibles vy
productos quimicos hasta implantes sintéticos (Chen & Patel, 2012; Liu et al., 2019).

En los microorganismos haléfilos también se han explorado por su potencial
para producir bioplasticos como los PHA (Ghosh et al., 2019). Entre los hal6filos
productores de PHA, las Haloarchaea son el grupo mas importante (Koller, 2019).
Recientemente, se detecté que la acumulacion de PHA por las células bacterianas
las protege de ambientes hipertonicos, lo que indica que la acumulacién de PHA es
una estrategia de adaptacion adicional hacia la salinidad del medio ambiente
(Sedlacek et al., 2019). Haloferax mediterrani es una especie de las mas estudiadas
de la familia Halobacteriaceae, ya que es capaz de producir 48.6 mg de

polihidroxibutirato (PHB) (Liu et al., 2019).
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Asimismo, en un estudio, realizado por Weiss et al., (2017), reportaron que
el co-cultivo de la cianobacteria Synechococcus y la bacteria haléfila Halomonas
boliviensis, resulta en la acumulacion de 28.3 mg de PHB. Por lo tanto, la produccién
de PHA y PHB por las bacterias es una estrategia para protegerse de ambientes

hipersalinos y que pueden ser utilizados en la biotecnologia.

2.5 Aplicaciones de las bacterias halo6filas en la agricultura

La presion de seleccion impuesta por la sal y la adaptacion de los
microorganismos halofilos a estas condiciones, los hace candidatos para ser
utilizados como promotores de crecimiento vegetal en cultivos con condiciones de
suelos salinos como biofertilizantes, principalmente debido a sus caracteristicas
beneficiosas que incluyen la capacidad de sintetizar compuestos activos biolégicos
como estimuladores del crecimiento vegetal, osmolitos y enzima desaminasa 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC desaminasa) (Egamberdieva et al., 2017;
Etesami & Alikhani, 2019). Asimismo, como agentes de biocontrol contra hongos
fitopatdgenos ya que son capaces de sintetizar compuestos antifingicos (Zhuang
et al., 2010; Egamberdieva et al., 2017). Estudios previos han demostrado que las
bacterias haldfilas son beneficiosas para las plantas ya que mejoran el crecimiento
de las plantas, la adquisicion de nutrientes y la tolerancia a diversos estreses
abibticos como la sequia y la salinidad, ademas de que controlan las enfermedades
fungicas de las plantas (Egamberdieva et al., 2017). Algunos de estos ejemplos se

enlistan en el siguiente (Cuadro 5):
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Cuadro 5. Aplicaciones de las bacterias haléfilas como biofungicidas/biofertilizantes

L Bacterias Modo de Concentracion . .
Aplicacion - Cultivo Efectos en la planta Referencias
halotolerantes accion de. NaCl
Bacillus subtilis L, .
19 Reduccion en lesiones (Sadfi-Zouaoui
Biofungicidas - 2900 mM Tomate causadas por Botrytis
g Halomonas sp. cingrea y et al., 2007)
K2-5
Produccion
de
Lipopéptidos (Villarreal-
Siderdéforos Maiz o Delgado et al.,
. . Inhibicion de agentes
Bacillus sp. Enzimas Arroz FtODAIOAENOS 2018)
liticas Tomate patog (Mohammadipa
Toxinas nah et al., 2015)
Excrecion de
antibiéticos

Serratia sp. SL-

Biofertili t
iofertilizantes 12

Pseudomonas
fluorescens 002

Secrecion de
acido indol-3-
aceético (AlA)
y actividad
desaminasa

150-200mM Trigo

150 mM Maiz
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Aumento en la longitud y
biomasa en el sistema
radical y aéreo.
Acumulacion de
pigmento fotosintético

Aumento de la longitud y
biomasa radical

(Singh & Jha,
2016)

(Zerrouk et al.,
2016)



(Mayak et al.,

Actividad de .
Achromoba?ter AIA Y ACC 172 mM Tomate Aumento d? la biomasa
piechaudi : en plantulas 2004)
desaminasa
Azospirillum ., 40,800 120 Trébol  Aumento del crecimiento (Khalid et al.,
. Fijacion de N
brasilense mM blanco de las plantas 2017)
Consorcio de e
. Solubilizacién
Bacillus Arthrocn
. de fosfato y
(alcalophilus, -, 0, 510y 1030 emun . . . (Navarro-Torre
L produccion Resistencia a la salinidad
thuringiensis) y de mM macrost et al., 2017)
Gracilibacillus o achyum
_ sideroforos
saliphilus
Klebsiella,
(AIA) y Un aumento en el
Pseudomonas, e . . (Sharma et al.,
. solubilizacion 1-20% Mani contenido total de N en
Agrobacterium y de (P) brote v rafz 2016)
Ochrobactrum y
. Solubilizacion Aumento la longitud de
Bacillus sp. y dePy brotes y raices y lamasa  (Ullah & Bano
Arthrobacter produccién 100 mmol/L Maiz y y ’
fresca y seca de brotes y 2015).
pascens de .
L raices.
sideroforos
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2.5.1 Biofungicidas

Los fungicidas se utilizan para controlar los patdogenos de las plantas en la
agricultura, pero el efecto secundario de estos agentes quimicos ha generado
muchos problemas ambientales y de salud debido al aumento de los residuos
quimicos en el medio ambiente y desarrollo de resistencia fungica a los fungicidas
sintéticos (Mohammadipanah et al., 2015). Actualmente el uso de bacterias hal6filas
o halotolerantes aisladas de habitats naturalmente salinos tiene el potencial de ser
utilizados como agentes de proteccion de plantas en cultivos con condiciones
estresantes por salinidad. Estas bacterias al estar expuestas a condiciones
estresantes y entornos cambiantes son capaces de producir varios tipos de
moléculas bioactivas (antibiéticos, sideroforos, enzimas hidroliticas extracelulares
etc.) (Egamberdieva et al., 2017). Entre estas moléculas bioactivas se encuentran
los metabolitos secundarios que son sustancias producidas naturalmente que se
originan por el metabolismo que no tienen importancia como fuentes de energia o
como sustancias de reserva (Mishra & Arora, 2018). Asimismo, las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal son antagonistas potenciales y son capaces de
producir enzimas hidroliticas que lisan las células fungicas patdgenas (Choudhary
et al., 2016), por tal razén pueden desempefiar un papel importante en el control
biolégico de las enfermedades (Masmoudi et al., 2019). Numerosas bacterias
haldfilas y halotolerantes poseen estas propiedades destacando como agentes de
biocontrol los géneros Azospirillium, Bacillus, Serratia, Acinetobacter, Virgibacillus,
Halomonas, Halobacillus, Planococcus, Marinococcus, Salinococcus y Halovibrio

(Choudhary et al., 2016; Mishra & Arora, 2018). Algunas especies de bacterias
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halotolerantes pueden actuar como biofertilizantes y biofungicidas, por ejemplo,
Bhattacharyya & Jha (2012) observaron cepas de Burkholderia cepacia con
caracteristicas de biocontrol contra Fusarium spp., las que también pueden

estimular el crecimiento del maiz.

2.5.2 Biofertilizantes

Los biofertilizantes son sustancias o productos que contienen células vivas
de uno o diferentes microorganismos, que pueden aplicarse a las semillas, o a la
superficie de las plantas o el suelo. Se caracterizan por colonizar el exterior o el
interior de ellas y promueven su crecimiento mediante un mayor suministro de
nutrientes para la planta (nitrogeno y fosforo) a través de importantes procesos
biologicos tales como la fijacion de nitrégeno, la solubilizaciéon de fosfatos
(Choudhary et al., 2016; Atieno et al., 2020). Los mecanismos de promocion del
crecimiento de las plantas de los biofertilizantes se podrian resumir de la siguiente
manera: los biofertilizantes aumentan la tolerancia de las plantas al estrés abidtico
(Souza et al., 2015), fijan el nitrégeno atmosférico a través de la nitrogenasa, y
solubilizan el fosfato del fosfato roca (Zhu et al., 2018). Por lo tanto, los
biofertilizantes son importantes componentes para el manejo integrado de
nutrientes. Ademas, muestran un gran potencial en la produccién agricola

sostenible y protegen el medio ambiente (Zhang et al., 2020)

Las plantas al ser organismos seésiles establecen asociaciones con
microorganismos para tolerar condiciones estresantes como altas concentraciones

de sal. En este sentido, las bacterias haldfilas ayudan a las plantas a tolerar estos
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efectos negativos de estrés abibtico. Asimismo, desarrollan mecanismos como la
secrecion de varias fitohormonas, enzimas como la ACC desaminasa, solubilizan
fosfato, producen enzimas antioxidantes y sideréforos (Chakraborty et al., 2011,
Maheshwari & Saraf, 2015; Giri & Varma, 2019). El uso de bacterias halofilas como
promotoras de crecimiento vegetal (PGPB) bajo condiciones de estrés salino se esta
volviendo una estrategia comun en todo el mundo para lograr una agricultura
sostenible (Tank & Saraf, 2010; L. Bensidhoum et al., 2019; Zhao et al., 2020). Se
ha documentado en los géneros Pseudomonas, Azospirillium, Azotobacter,
Klebsiella, Enterobacter, Burkholderia, Bacillus, Flavobacterium y Rhizobium, tres
propiedades: su capacidad de sobrevivir y tolerar estrés salino, su capacidad de
competir con otros microorganismos a través de la colonizacion de las raices, el
crecimiento y la reproduccién; y su capacidad de aumentar la tasa de crecimiento
de las plantas mediante la promocién del crecimiento vegetal (Upadhyay & Singh,
2015; Qin et al., 2016; Saghafi et al., 2019). Los efectos positivos se han demostrado
en plantulas de trigo, Upadhyay et al. (2011) estudiaron el efecto de PGPB sobre el
crecimiento y estrés oxidativo en trigo sembrado en suelo salino e informaron que
la co-inoculaciéon de Bacillus subtilis y Arthrobacter sp. reduce los efectos adversos
de la salinidad. Asimismo, Ramadoss et al. (2013) estudiaron el efecto de cinco
bacterias halotolerantes promotoras del crecimiento de las plantas sobre el
crecimiento de trigo y encontraron que la inoculacion de esas cepas bacterianas
halotolerantes produjo un aumento en la longitud de la raiz del 71.7%, en
comparacion con los controles positivos no inoculados. Por otro lado, se han
realizado estudios en plantas de tomate, los resultados reportados demostraron que

los aislados haldfilos pudieron solubilizar fosfato, producir fitohormonas, sideréforos
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y enzima ACC-desaminasa en condiciones de estrés salino al 2-6% (Tank & Saraf,
2010). Asimismo, se ha demostrado que la aplicacién de Bacilllus pumilis WP8 en
plantas de tomate tiene efectos significativos en la mejora de la calidad del fruto bajo
condiciones de riego con solucién de NaCl al 2% (Shen et al., 2012). Por lo tanto,
estos estudios muestran que los aislados bacterianos haldéfilos pueden utilizarse
para la promocion del crecimiento vegetal de plantas bajo estrés salino (Choudhary

et al., 2016).

2.5.1 Fijacion bioldgica de nitrégeno

El nitrégeno (N) es el nutriente mas importante para el crecimiento y la
productividad de las plantas. Aunque hay aproximadamente un 78% de N2 en la
atmosfera, el N del suelo se encuentra principalmente en formas organicas y no esta
disponible para las plantas. La deficiencia de este nutriente en el suelo resulta en
una reduccién significativa en el crecimiento y rendimiento de la planta (Etesami &
Alikhani, 2019). Por otro lado, el uso de fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) es mas
eficiente y favorable que los fertilizantes quimicos. EI N2 atmosférico se convierte
en formas utilizables por las plantas por el proceso de FBN, que cambia el N2 a
amoniaco (NH4*) por las bacterias PGPR utilizando un sistema enzimatico complejo
(nitrogenasa) que contiene dos componentes de metaloproteina de la proteina
molibdeno-hierro (MoFe) y proteina de hierro (Fe) (Hu & Ribbe, 2015). En presencia
de sal, la capacidad de FBN por los microorganismos se reduce (Maréti &
Kondorosi, 2014). Sin embargo, el mecanismo de FBN en los microorganismos
haldfilos o halotolerantes requiere necesariamente de sales (Staal et al., 2007).

Algunos géneros de bacterias halotolerantes fijadoras de N de la familia
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Rhizobizaceae son Azorhizobium, Allorhizobium, Rhizobium, Bradyrhizobium vy
Mesorhizobium que fijan el 80% del nitrdgeno bioldgico. Por otro lado, se ha
reportado que la cepa halotolerante Rhizobium sp. mejoré el crecimiento, la
nodulacién y el contenido de N en la planta Acacia ampliceps a una concentracion
de 200 mM (Egamberdieva, D. et al., 2017). Ademas, se ha documentado que 20
cepas de Halomonas, con capacidad de fijacion de N pueden crecer a una
concentracion de 5% de NaCl (Etesami & Glick, 2020). Por lo tanto, las bacterias
halofilas pueden hacer uso del N2 atmosférico y convertirlo en una forma asimilable
y favorecer el crecimiento de las plantas a pesar de condiciones de estrés por

salinidad.

2.5.2 Solubilizacién de fosforo

El fésforo (P) es un macronutriente que influye en el crecimiento y desarrollo
de las plantas, ya que participa en varios procesos bioguimicos como la sintesis de
acidos nucleicos, nucleotidos, fosfolipidos y fosfoproteinas. A diferencia del N, no
tiene una fuente atmosférica (Archana et al., 2012). El P en suelos calcéreos se
convierte en compuestos insolubles de calcio y magnesio, y en suelos acidos en
fosfatos de hierro y aluminio, se reduce a formas inorganicas que las plantas no
asimilan (Etesami & Alikhani, 2019). Los microorganismos solubilizadores de fosfato
estan involucrados en la conversion de las formas inorganicas / insolubles de fésforo
en formas solubles que las plantas absorben facilmente (Choudhary et al., 2016).
Muchas cepas bacterianas con capacidad de solubilizacién de P se han evaluado,
pero pocas de ellas son eficientes a altas concentraciones de NaCl (Archana et al.,

2012). Por lo tanto, el aislamiento y la aplicacion de bacterias haldfilas
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solubilizadoras de fosfato, facilitan el desarrollo de la agricultura en suelo salino-
alcalino (Zhu et al., 2011). Para la solubilizacion de P, las bacterias haldfilas utilizan
mecanismos, como las reacciones de intercambio idnico, quelacién, acidificacion y
la produccion de &cidos organicos de bajo peso molecular, como los acidos
glucédnicos (Jiang et al., 2018; Kalayu, 2019; Etesami & Glick, 2020). Por lo tanto,
bajo condiciones de estrés salino, las bacterias haldfilas son criticas para la
trasferencia de P a formas disponibles. Ademas, se ha reportado que cepas de
bacterias con capacidad de solubilizar fosfato incluso en condiciones de alta
salinidad (60g.L* NaCl) (Upadhyay et al., 2011). También se ha aislado una bacteria
hal6fila Kushneria sp. YCWA18 con capacidad de solubilizar altos niveles de P (Zhu
et al.,, 2011). Asimismo, la bacteria halotolerante Pseudomonas fluorescens, es
capaz de solubilizar Cas(POa4)2 mediante la liberacion de &cidos organicos, como
acido gluconico, acido citrico y acido succinico (Choudhary, 2012). Por otro lado,
aislados halotolerantes de Klebsiella sp., Kosakonia cowanii y Sinorhizobium
meliloti, tienen la capacidad de solubilizar P hasta una concentracién de 1200 mM
de NaCl (Noori et al., 2018). De igual forma, la inoculacion de Pseudomonas sp.
tuvo un efecto favorable sobre la tolerancia a estrés por salinidad con NaCl en maiz
(Zea mays L.) (Bano & Fatima, 2009). Estos reportes indican que las bacterias
hal6filas o halotolerantes son capaces de proporcionar el P a las plantas para su

crecimiento a pesar de la salinidad.

2.5.3 Solubilizacion de potasio

El potasio (K) es un macronutriente fundamental para el crecimiento de las

plantas después del N y el P. Participa en la activacion de varios procesos
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metabdlicos, incluida la sintesis de proteinas, la fotosintesis y la activacion
enzimatica (Zahedi, 2016). Desempefia un papel muy importante en la fotosintesis,
la divisidn y el crecimiento celular, la produccién de proteinas, la cantidad y la
calidad de los productos, y el aumento de la resistencia de las plantas a
enfermedades y plagas (Etesami & Alikhani, 2019). También se requiere K para
activar mas de 80 enzimas diferentes responsables de procesos de plantas y
animales como el metabolismo energético, la sintesis de almidon, la reduccion de
nitratos, la fotosintesis y la degradacién del azucar (Meena et al.,, 2015). Este
elemento existe principalmente en tres formas diferentes en el suelo. El K utilizable,
el K estabilizado y el K mineralizado (mica, ortoclasa e illita) (Saghafi et al., 2019).
La salinidad del suelo también ha causado que la deficiencia de K sea una de las
principales limitaciones en la produccién de cultivos, por lo que el uso de
microorganismos haldfilos solubilizadores de K puede favorecer la nutricion de las
plantas al aumentar las formas solubles de K en el suelo (Etesami & Alikhani, 2019).
Se ha reportado que uno de los mecanismos por los que las bacterias halofilas
llevan a cabo la solubilizacion de K, es mediante la secrecion de acidos organicos
(acido citrico, oxalico, tartarico, succinico y a-cetogluconico), estos acidos
solubilizan los minerales de K directamente o por quelacion de iones de silicio
(Archana et al., 2012). Asimismo, la solubilizacién de K, puede determinarse por la
produccion de sideréforos y EPS (Saghafi et al., 2019). Ejemplos de géneros
bacterianos haldfilos solubilizadores de potasio incluyen los géneros Arthrobacter,
Burkholderia, Bacillus, Enterobacter, Paenibacillus y Pseudomonas (Ayangbenro &

Babalola, 2020).
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2.5.4 Produccion de acidos organicos

Los acidos organicos son compuestos de bajo peso molecular caracterizados
por la posesion de uno o mas grupos carboxilo. Dependiendo del nimero de estos
grupos carboxilicos y sus constantes de disociacién, los acidos organicos pueden
formar complejos con los cationes y provocar su secuestro con la liberacion
simultanea de aniones asociados con minerales, asi como causar el
desplazamiento de los aniones de la matriz del suelo. Ambas propiedades
(secuestro de cationes y liberacion de aniones) son importantes en los diversos
papeles que juegan los acidos organicos en la rizésfera, incluidos varios
bioprocesos importantes del suelo, como la disponibilidad de nutrientes (Archana et

al., 2012).

La secrecion de &cidos organicos por las bacterias halofilas, ya sea por
quelacion o por acidélisis ha sido el principal factor responsable del aumento de la
solubilizacion de P y K. La eficacia como biofertilizantes estd4 determinada por la
naturaleza y la cantidad de &cidos organicos secretados (Archana et al., 2012). La
mayoria de los acidos organicos secretados se forman como productos finales o
subproductos de la fermentacién de azlcares y polisacéaridos y la base bioquimica
y molecular de la secrecion de acidos organicos esta bien establecida en varios
géneros. Sin embargo, la secrecion de acidos organicos depende no solo del
potencial metabdlico del organismo sino también de la fisiologia de la planta, ya que
los exudados de las raices son la principal fuente de carbono (Archana et al., 2012).
Existen reportes que indican que las bacterias halofilas pertenecientes los géneros
Bacillus y Pseudomonas son capaces de producir hasta ocho diferentes acidos
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organicos (acido gluconico, acido férmico, acido malico, acido lactico, acido
succinico, éacido citrico y acido propionico). Se ha observado que la mayor
solubilizacion de Cas(POa)2 posiblemente esta relacionada con la produccion de
acido propionico y oxdlico (Jiang et al., 2018). Otros ejemplos de especies
bacterianas haldfilas reportadas como productoras de acidos organicos son
Azotobacter niger, Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens (Choudhary et
al., 2016). Por lo tanto, las bacterias halofilas son capaces de producir diferentes
acidos organicos que participan en la solubilizacién de fésforo y potasio en el suelo

(Saghatfi et al., 2019).

2.5.5 Hormonas vegetales

El principal mecanismo involucrado en PGPB en la estimulacion del
crecimiento de las plantas es la produccién de sustancias reguladoras del
crecimiento. Entre las principales sustancias reguladoras de crecimiento vegetal se
encuentras las fitohormonas, las cuales influyen en procesos fisiolégicos en las
plantas en concentraciones bajas, afectando la diferenciacién y el desarrollo de las
plantas. Entre las principales fitohormonas se encuentran las auxinas, giberelinas,
citoquininas, acido abscisico y etileno (Saghafi et al., 2019). Las citoquininas y las
giberelinas estan involucradas en la morfologia de las plantas y en la promocién del
crecimiento de la parte aérea. El acido abscisico participa en la regulacion de la
germinacion de semillas; actia como sefal celular y modula varios genes en
respuesta a la deficiencia de agua y al estrés salino (Numan et al., 2018). Las
auxinas como el acido indol-3-butirico (IBA) y el acido indol-3-acético (AlA) o sus

precursores son producidos por una amplia gama de bacterias como parte de su
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metabolismo. El AIA es una de las fitohormonas mas importantes involucradas en
la regulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas, por ejemplo, division
celular, germinacion de semillas, diferenciacion de tejidos, expansion de las hojas y

alargamiento de la raiz (Numan et al., 2018).

El AlA, el 4cido giberélico, el acido abscisico (ABA), las citoquininas y otros
reguladores del crecimiento de las plantas, producidas por bacterias tolerantes al
NaCl, mantienen el enraizamiento exterior, aumenta la longitud de la raiz, la longitud
del brote y el nimero de las puntas de las raices, y finalmente conducen a un
aumento de la absorcién de nutrientes de la planta en circunstancias de estrés
salino (Verma et al., 2016). El AlA, es producido por bacterias hal6filas a través de
vias dependientes de L-triptofano (uso de triptéfano como precursor de la sintesis
de AlA) e independientes, demostrando un efecto positivo (Saghafi et al., 2019). Por
ejemplo, en un estudio, realizado con un aislado de Streptomyces sp. se observé
un aumento en el crecimiento de las plantas de trigo y produccion de AIA en
presencia de sal (Sadeghi et al., 2012). Por otra parte, se ha determinado que cepas
que pertenecen a los géneros Bacillus y Pseudomonas, llevaron a cabo la
produccion de AIA, mejorando el crecimiento del cultivo de soja a una concentracion
de NaCl 100 Mm al aumentar la actividad antioxidante y disminuir la peroxidacion
lipidica (Kumatri et al., 2015). Por lo tanto, la produccion de estas fitohormonas por
bacterias haldéfilas puede favorecer el crecimiento y desarrollo de las plantas, lo que
conduce a mejorar su salud y tolerancia a condiciones de estrés por salinidad

(Sharma et al., 2016).
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Il JUSTIFICACION

La salinidad de los suelos afecta la produccion de alimentos a nivel mundial.
Alrededor del 34% de la tierra cultivada en el mundo es afectada por la salinidad y
esta cantidad va en aumento cada dia. Los ambientes hipersalinos albergan una
gran cantidad de microorganismos haldfilos/halotolerantes, los cuales pueden
promover el crecimiento de las plantas mediante la fijacibn de nitrégeno,
solubilizacion de fosforo y potasio y produccion de acidos orgénicos. Por lo tanto,
son una alternativa sostenible para mejorar el crecimiento y el rendimiento de

cultivos en suelos afectados por la salinidad.

La Reserva de la Biésfera de los Petenes en el estado de Campeche,
presenta ambientes extremos, tal como los suelos hipersalinos o calcareos
conocidos como blanquizales, los cuales no se han explorado, y que pudieran
presentar una diversidad microbiana con potencial biofertilizante que favorezca a
futuro la produccién en cultivos afectados por la salinidad en una agricultura

sostenible.
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V. OBJETIVOS E HIPOTESIS
4.1 Objetivo general
Aislar e identificar bacterias hal6filas/halotolerantes presentes en dos sitios con
suelos salinos blanquizales en la Reserva de la Biosfera de los Petenes y determinar

su potencial de biofertilizacion in vitro.

4.1.1 Objetivos especificos

1. Aislar y caracterizar morfolégicamente bacterias haldfilas/halotolerantes
presentes en los suelos salinos de la Reserva de la Biésfera de los Petenes.

2. ldentificar  mediante  reconstruccion  filogenética las  bacterias
halofilas/halotolerantes aisladas.

3. Evaluar el potencial de biofertilizacion in vitro de las bacterias

halofilas/halotolerantes aisladas.

4.2 Hipotesis
Los suelos salinos blanquizales encontrados en la Reserva de la Bidsfera de los
Petenes presentan una gran diversidad de bacterias hal6filas/halotolerantes con

potencial en la agricultura como biofertilizantes.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Aislamiento de bacterias haléfilas de dos sitios de blanquizales dentro de
la Reserva de la Bidsfera de los Petenes

5.1.1 Area de estudio y recoleccién de muestras

El muestreo se realizé en dos sitios con suelos salinos blanquizales dentro
de la Reserva de la Biosfera de los Petenes (RBLP), localizada en la costa norte del
estado de Campeche y al sureste del golfo de México con las coordenadas 20° 51’
29.88" N, 90° 19' 59.88" W. Los muestreos de suelo salino correspondiente a
blanquizal se realizaron en el municipio de Calkini, Campeche, México en mayo del

2019 a finales de la época de seca.

El primer sitio (A) de muestreo correspondié al suelo salino blanquizal
ubicado en el ejido de Tankuché, Calkini al cual se consider6 como sitio perturbado
ya que se han realizado actividades de restauracién de manglar en la zona. El
segundo sitio (B) de muestreo se realiz6 en el ejido de Nunkini, Calkini, considerado
como sitio conservado, por ser una zona de dificil acceso y ausencia de actividades
antropogénicas (Figura 15). Los muestreos en el primer sitio se realizaron por el
método de zig zag debido a las condiciones del terreno, y en el segundo sitio se
realiz6 utilizando el método cinco de oros. La toma de muestra de suelo blanquizal
se realiz6 a una profundidad de 30 cm, en total en cada sitio se tomaron cinco sub-
muestras tomandol kg suelo por cada sub-muestra. Cada sub-muestra se coloco
en bolsas de polietileno estériles previamente etiquetadas y se transportaron a 4 °C
al Laboratorio de Analisis de suelos, aguas y fisiologia vegetal (LASAFV) del Colegio

de Postgraduados, Campus Campeche. Las cinco sub-muestras de cada sitio se
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homogenizaron para obtener una muestra compuesta representativa del sitio. Las
muestras compuestas de cada sitio se dejaron secar de manera extendida por 72 h
para su posterior andlisis quimico y microbiolégico. Cada sitio se georreferencio
mediante un navegador GPS portatii (GARMIN, eTrex 20x) y se determind la

temperatura y el porcentaje de humedad (Cuadro 6).

Cuadro 6. Sitios de muestreo y condiciones ambientales del suelo blanquizal

Temperatura Humedad

Sitio Ejido/Municipio Coordenadas
(°C) (%)
i o 20°32°46.9" N
A (Perturbado) Tankuche, Calkini 23+2 66 )
90°25745.6"W
_ _ 20°15°40.7" N
B (Conservado) Nunkini, Calkini 2745 38
90°28°31.0" W

Figura 15. Area de estudio de los suelos blanquizales ubicados en la Reserva de la
Biosfera de los Petenes, Campeche, México, Google maps
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5.1.2 Procesamiento y caracterizacion quimica de las muestras de suelo

Una vez secas las muestras compuestas de cada sitio de suelo salino se
procedi6 a fraccionar los terrones y a tamizarlas utilizando una malla #14;
subsecuentemente se tomd por cada sitio 1 kg y se resguardoé en refrigeracion a 4

°C hasta su analisis microbiolégico.

De igual forma, se destind 0.5 kg para el analisis quimico. Este analisis se
realizé en el Laboratorio de Andlisis de suelos, aguas y fisiologia vegetal (LASAFV)
del Colegio de Postgraduados, Campus Campeche. Los andlisis se realizaron de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-021-RECNAT-2000, que establece las

especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacién de suelos.

5.1.3 Aislamiento y purificacion de microorganismos

El aislamiento se realiz6 mediante la técnica de diluciones decimales seriadas, se
suspendid 1 g de suelo salino previamente tamizado en 9 mL de solucién salina
estéril al 25% en tubos cénicos de vidrio y se sometio a agitacion con vortex. A partir
de esta solucién se prepararon diluciones decimales seriadas de 10! hasta 10.
Alicuotas (0.1 mL) de cada dilucién se esparcieron con una espatula Drigalsky de
vidrio estéril, en placas Petri con los medios Tripticasa de soya agar (TSA), medio
de cultivo R2A y extracto de malta (EM) (con la adicion de 0.5 M de NaCl) (Verma
et al., 2016; Bibi et al., 2018). Este procedimiento se realizd por triplicado. Los
cultivos se incubaron a 25+3 °C, y se realizo el monitoreo y conteo de las unidades

formadoras de colonias (UFC) a las 24,48y 72 h.
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Los microorganismos se seleccionaron mediante la observacién directa de
las colonias bajo un estereoscopio, y se aislaron las bacterias con diferentes
morfologias. La purificacion de los microorganismos se realizd tomando una asada
de las colonias bacterianas y se transfiri6 mediante la técnica de estria cruzada en
los medios de su procedencia (TSA, R2A o EM). A partir de estos cultivos se
realizaron subcultivos hasta obtener cultivos axénicos. Los aislados obtenidos se
preservaron en 1 mL de glicerol estéril al 15% p/v en tubos de 1.5 mL y se
almacenaron a -20 °C, para su posterior identificacion molecular y ensayo de

biofertilizacién in vitro.

5.1.4 Caracterizacién fenotipica de los aislados

Los aislados se caracterizaron de acuerdo a la descripcion de las
caracteristicas macroscopicas de las colonias puras mediante taxonomia polifasica.
Las caracteristicas macroscopicas que se describieron fueron el tamafio, color,
aspecto, forma, consistencia, bordes, elevacién y superficie, asi como la velocidad
de crecimiento. De igual forma, los aislados fueron caracterizados
microscopicamente por la tincion de Gram (Claus, 1992). Asimismo, se les realiz6
la prueba de catalasa (Hayward, 1960). Para ello se utilizaron cajas Petri estériles y
se marcaron circulos en los cuales se realizé el frotis de una asada de los aislados
bacterianos, y posteriormente, se adicionaron 20 pL del peréxido de hidrégeno al
30%, después de 1 min se procedid a la lectura donde el burbujeo indic6 positivo a

catalasa y el nulo burbujeo negativo a catalasa (Hayward, 1960).
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5.1.5 Tolerancia de bacterias a altas concentraciones de cloruro de sodio
(NacCl)

Para clasificar a los aislados segun su capacidad de tolerancia a altas
concentraciones de NaCl se seleccioné al medio de crecimiento Tripticasa soya
agar (TSA) debido al gran numero de aislados y a la velocidad de crecimiento que
presentaban en este medio. Se evaluaron diferentes concentraciones de NaCl (0.5,
2y 3 M)y se consideré que un aislado es capaz de tolerar NaCl tomando los datos
de la maxima concentracion de NaCl en la que los aislados bacterianos presentaron
crecimiento después de aproximadamente 72 h de incubacion. Esto permitio
clasificar a los aislados como halotolerantes 0.5 M, haldéfilos moderados 2 M y
haléfilos extremos >3 M segun la escala de clasificacién descrita por Kushner

(Figura 16).

[ Limite halofilo extremo I

Moderadamente
haléfilo

l Ligeramente halofilo ]

Rango

Optimo
No Halofilo

0 05 1 15 2 2.5 3 35 Bl 45 5

NacCl (M)

Figura 16. Escala de clasificacion de los microorganismos hal6filos descrita por
Kushner (1985).
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5.2 Identificacién mediante reconstruccion filogenética de bacterias halo6filas
aisladas

5.2.1 Identificacién molecular

La identificacién molecular se realizé con base en la secuenciacién parcial
del gen 16 S rRNA. Las bacterias se crecieron en los medios donde se aislaron por
aproximadamente 24 a 72 h dependiendo de la velocidad de crecimiento de cada
aislado. ElI DNA se extrajo con el método de bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB) al 2% de acuerdo a lo propuesto por Doyle & Doyle, (1990). La
concentracion de DNA se determiné por espectrofotometria mediante las lecturas
de absorbancia (A2sor280 Y A260/230) utilizando un Nanodrop 2000C (Thermo Scientific,
USA) y su integridad se determind mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5% suplementado con GelRed (Biotium, USA). Las bandas se visualizaron en un
transiluminador UV 1000/26MXXpress (Vilber Lourmat, Germany) con el software
Biodoc analyze. La amplificacién y secuenciacion del gen 16S se llevé a cabo con
los iniciadores universales 8 F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y 1492 R (5'-
GTTACCTTGTTACGACTT-3") (Eden et al., 1991); vy fD1 (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y D1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’
(Weisburg et al., 1991). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
C1000 (BIO-RAD, USA). La mezcla de reaccion se prepard en un volumen final de
15 pL conteniendo 0.18 yL de 5U Taqg DNA polimerasa (Promega, Lyon, Francia), 3
UL de 5X Green GoTaq® reacciéon Buffer (Promega, USA), 0.6 puL de 2.5 mM dNTPs,
0.18 pL de 10 mM por cada oligonucleétido, 7.86 uL de H20 HPLC y 3.0 uL de 20

ng DNA. El programa de amplificacion consistié en un ciclo de 95 °C por 2 min,
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seguido de 35 ciclos a 95 °C por 2 min, 59°C por 1 min, 72 °C por 1.5 min y

finalmente una extension por 5 min a 72 °C.

Los productos de PCR de aproximadamente 1500 pb, se limpiaron con EXO-
SAP-IT (Affymetrix, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos
se secuenciaron con los iniciadores 518F (5-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3") y
800R (5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3") en la compafila Macrogen mediante

secuenciacion capilar.

Para obtener las secuencias consenso para cada cepa, las secuencias de
ambas hebras se ensamblaron y editaron usando el programa BioEdit version v7.2.5
(Hall, 1999). Estas secuencias se analizaron con el algoritmo Blastn de
BLAST/NCBI software (Altschul et al., 1997) y en Ribosomal Database Project
release 11 (http://rdp.cme.msu.edu/). Las secuencias obtenidas se compilaron en
formato FASTA junto con las secuencias pertenecientes a la cepa de referencia. El
alineamiento de las secuencias se realizO mediante el programa MAFFT v.7 de
alineacion multiple de secuencias (http://mafft.cbrc.jp/aligment/server/) (Katoh et al.,
2002). Para la identificacion molecular, se recortaron los extremos para analizar
fragmentos con la misma longitud. La reconstruccidon filogenética de todas las
secuencias se realizd con el método inferencia Bayesiana usando el programa Mr.
Bayes v3.2 (Ronquist et al., 2012) utilizando el modelo de sustitucion nucleotidica:
GTR + | + G con 3,000,000 de generaciones que fueron muestreadas cada 1,000
generaciones. El 25% de los arboles resultantes se descartd como fase de
“‘quemado”. Para la construccion de los arboles filogenéticos se consideraron a las

cepas con accesion NR_132707 de Alkalilactibacillus ikkensis GCM68 vy
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NR_025555 Halobacterium salinarum 91-R6 como fuera de grupo, respectivamente.
Los arboles se visualizaron en FigTree V1.4.4
(httos://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Las secuencias generadas en el
presente estudio se depositaron en la base de datos del NCBI-GenBank.

5.3 Evaluacion del potencial de biofertilizacion in vitro de bacterias haléfilas

aisladas

5.3.1 Solubilizacién de fosforo

La capacidad de solubilizacion de fosforo (P) de los aislados se determiné en
el medio agar Pikoskaya como describe Ramirez et al. (2014) y purpura de
bromocresol. Se considero positiva la solubilizacién de fosfato cuando el indicador
puarpura de bromocresol viré a amarillo, evidenciando la formacién del halo de
solubilizacion. La siembra en el medio se realiz6 por triplicado. Las mediciones se
realizaron, a las 12, 24 y 48 h, y para el calculo para el indice de solubilizacion de

P, se aplico la férmula de Corrales et al.,(2014):

Solubilizacién de fésforo= (Colonia+zona halo) / didmetro de la colonia

5.3.2 Solubilizacién de potasio

Para esta actividad cada una de las bacterias fueron crecidas en el medio
Pikovskaya con algunas modificaciones como describe Velazquez-Gurrola et al.
(2015). La siembra en el medio se realizd por triplicado. Se observé un halo sin
coloracién alrededor de la colonia indicando como positivo a la solubilizacién de

potasio. Una caja con el medio sin inoculaciéon con la bacteria se utilizé como control
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negativo. Las mediciones se realizaron, a las 12, 24 y 48 h, y para el célculo para el

indice de solubilizacion de K, se aplicé la formula de Corrales et al., (2014).

Solubilizacién de potasio= (Colonia+zona halo) / diametro de la colonia

5.3.3 Fijacion de nitrogeno

La capacidad de fijacion de Nitrogeno (N) de los aislados, se determiné
usando el medio sélido Burk libre de N (Wilson & Knigth, 1952). Para ello la caja
Petri con el medio se dividié en cuatro cuadrantes y los aislados se sembraron en
forma de zig-zag desde la parte superior hasta la parte inferior. Este procedimiento
se realiz6 por triplicado, el medio estéril sin inocular se utiliz6 como control negativo.
Los cultivos se incubaron a 25+3 °C y su crecimiento se observo a las 12, 24 y 48
h. Los aislados que crecieron en este medio selectivo se consideraron como
positivos a la capacidad de fijacion de N. Se evaluaron como (+++): alta fijacion en

24 h, (++): media fijacion en 24 h, (+): baja fijacion en 24 h.

5.3.4 Produccién de acidos organicos

Esta actividad se determiné6 mediante la siembra de una asada de las
colonias bacterianas en el medio Pikovskaya modificado con azul de bromotimol
como indicador de pH y se incub6 a 25 °C durante 24 h. Este procedimiento se
realizé por triplicado, el medio estéril sin inocular se utiliz6 como control negativo.
Se consideré como positivo a la produccion de acidos organicos al cambio de
coloracién del medio a amarillo (Acido) alrededor de la colonia, los aislados que no
presentaron el cambio de coloracion indicd la ausencia de produccién de &cidos

organicos (Ogale et al., 2018). Las mediciones se realizaron, a las 12, 24y 48 h, y
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para el célculo para el indice de produccion de 4cidos organicos, se aplicé la formula

de Corrales et al., (2014).

Produccion de acidos organicos= (Colonia+zona halo) / diametro de la
colonia

5.3.5 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se denotaron
como la media + desviacion estandar. Los analisis de varianza (ANOVA) de una via
y la prueba de Tukey se realizaron utilizando el Software Statistical Analysis (SAS®)
version 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.). Los resultados se consideraron

estadisticamente significativos a p < 0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1 Propiedades fisicoquimicas del suelo

Los suelos blanquizales de ambos sitios resultaron ser moderadamente
alcalinos (sitio A (perturbado): pH= 8.1 y sitio B (conservado): pH= 8.3). Asimismo,
el andlisis estadistico indico que existen diferencias significativas (p < 0.01) entre
ambos sitios en cuanto a las propiedades fisicoquimicas. El sitio A presentd una
mayor conductividad eléctrica (CE=67.05 dSm-1) tipico de suelos salinos, contenido
de humedad (H=66%), materia organica (M.0.=9.8%), y carbono organico
(C.0.=5.7%), sin embargo, presentdé un menor contenido de fosforo (P) en
comparacion con el sitio B (CE=63.45 dSm™, H=38%, M.0.=7.4%, 10.7 mg/kg y

C.0.=4.3%, respectivamente) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Propiedades fisicoquimicas de los suelos blanquizales colectados en dos
sitios de la Reserva de la Bidsfera de los Petenes

Propiedades Sitio A (Perturbado) Sitio B (Conservado)
de los suelos Tankuché/Calkini Nunkini/Calkini
pH 8.1+0.015b 8.3+0.012
CE (dSm™) 67.05+0.55a 63.45+1.75b
H (%) 66+0a 38+0b
M.O (%) 9.8+0.15a 7.4+0.4b
P (mg/Kg) 9.25+0.25b 10.7+0.22
C.O (%) 5.7+0.1a 4.3+0.2b

Conductividad eléctrica (CE), Humedad (H), Materia organica (M.O), Fésforo (P) y

Carbono orgéanico (C.O)
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6.2 Aislamiento y caracterizacion de bacterias halo6filas en dos sitios de la
Reserva de la Bidsfera de los Petenes

En total se obtuvieron 64 cepas bacterianas a partir de suelos salinos
blanquizales (ambos sitios) de la RBLP, en base a sus caracteristicas morfoldgicas.
En el sitio Tankuché (A) considerado como perturbado se obtuvo un mayor niumero
de aislados bacterianos (77%, n=49), en comparacion con el sitio Nunkini (B)
considerado como el mas conservado (23%, n=15). En ambos sitios (A y B) el medio
R2A presentd el mayor numero de aislados (41%, n=20 y 40%, n=6,
respectivamente), seguido por el medio TSA (31%, n=15 y 40%, n=6,
respectivamente) y, por ultimo, el medio EM (29%, n=14 y 20%, n=3,
respectivamente) (Figura 17). Ademas, los aislados resultaron mesdfilos vy
neutrofilos, con un crecimiento 6ptimo a una temperatura de 25 a 28 °C y un pH de

7.2 a8.0.
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Figura 17. Numero total de morfotipos aislados en los dos sitios de muestreo (A
perturbado y B conservado) en relacion al medio de cultivo. Extracto de Malta (EM),
Tripticasa de soja agar (TSA) y medio R2A.

En general en cuanto a la caracterizacion microscopica de los 64 asilados
obtenidos, el 97% mostré ser Gram-Positivas (n=62) y el 3% Gram-Negativas (n=2).
Los resultados de la prueba de catalasa indicaron que el 92 % son aerobios
resultando catalasa positiva (n=59) y el 8% anaerobios (n=5). Por su parte, de los
49 aislados que corresponden al sitio A el 96% de los aislados mostr6 ser Gram-
positivas (n=47) y fue este sitio del cual se lograron aislar las dos colonias Gram-
negativas. Los resultados de la prueba de catalasa indicaron que el 92% son
aerobios resultando ser catalasa positiva (n=45) y el 8% anaerobios (n=4). Las
caracteristicas microscopicas de las colonias indican que el 94% presentd
morfologia de bacilos, el 4% estafilococos y el 2% estreptobacilos (Cuadro 8). A su

vez, de los 15 aislados que corresponden al sitio B resultaron Gram-positivas (n=15)
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La prueba de catalasa en los aislados en este sitio indican que el 93% son aerobios
(n=14) y el 7% (n=1) anaerobio (Cuadro 9). El 93% mostré morfologia colonial como

bacilos y 7% como estafilococos (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de las cepas aisladas en el sitio A (Perturbado, Tankuché)

Tamafo

!\/lmrqqrgamsmo de las Forma Borde Color Elevacion Superficie  Consistencia Mprfologla_ CM* Gram  Catalasa
identificado . microscépica
colonias

Bacillus sp. CPO 4.281 Medianas Irregular Ondulado Amarillo Convexa Rugoso Cremoso Bacilos Rapido + +

Bacillus sp. CPO 4.285 Medianas Circular  Entero Blanco Convexa Liso Cremoso Bacilos Rapido + +
Transpa Mu

Bacillus sp. CPO 4.282 Grandes Irregular  Entero rente Convexa Liso Viscoso Bacilos r4 ?ldo + +
oscuro P

Bacillus sp. CPO 4.284  Medianas Irregular Ondulado Blanco Convexa Liso Denso Bacilos Rapido + +

Bacillus licheniformis Grandes Irregular  Entero Blanco Convexa Liso Cremoso Bacilos Muy + +

CPO 4.274 9 rapido

Virgibacillus sp. CPO Grandes Irregular  Entero Transpa Convexa Liso Cremoso Bacilos Rapido + +

4.272 rente

XI;g7IgaCI||US sp. CPO Pequefias Irregular Lobulado Blanco Plana Rugoso Viscoso Bacilos Lento + ++

Bacillus sp. CPO 4.277 Medianas Circular  Entero Crema Convexa Liso Cremoso Bacilos Rapido + +

Bacillus licheniformis : . . .

CPO 4.302 Grandes Irregular  Entero Blanco Elevada Liso Viscoso Bacilos Rapido + +

Bacillus sp. CPO 4.288  Grandes Irregular Lobulado  Blanco Plana Rugoso Viscoso Bacilos Rapido + ++

Gracilibacillus : . : Muy

phocaeensis CPO 4.269 Medianas Circular  Entero Blanco Convexa Rugoso Seco Bacilos répido + +

Z:azc;gus subtilis CPO Grandes Irregular  Entero Blanco Convexa Liso Muy viscoso Bacilos Rapido + ++

Bacillus stratosphericus Grandes Irregular Lobulado  Crema Plana Rugoso Viscoso Bacilos Rapido + +++

CPO 4.260
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Neobacillus drentensis
CPO 4.283

Bacillus sp. CPO 4.294

Bacillus sp. CPO 4.257

Agrobacterium pusense
CPO 4.254

Bacillus stratosphericus
CPO 4.259

Bacillus sp. CPO 4.279

Paenibacillus
illinoisensis CPO 4.307

Bacillus subtilis CPO
4.276

Metabacillus sp. CPO
4.266

Bacillus stratosphericus
CPO 4.245

Bacillus subtilis CPO
4.308

Bacillus subtilis CPO
4.286

Bacillus sp. CPO 4.295

Grandes

Pequenas
Grandes

Grandes

Grandes

Pequefias

Pequefas

Medianas

Grandes

Medianas

Pequefias

Pequenas

Pequenas

Irregular

Puntifor
me

Irregular

Circular

Irregular

Puntifor
me

Irregular

Circular

Irregular

Circular

Puntifor
me

Puntifor
me

Puntifor
me

Lobulado

Entero

Ondulado

Entero

Entero

Ondulado

Ondulado

Entero

Filamento
o]

Entero

Entero

Lobulado

Lobulado

Transpa
rente

Amarillo
mostaza

Amarillo
Amarillo

Blanco
opaco

Blanca

Transpa
rente
transldci
da

Amarillo

Blanco

Blanco

Transpa
rente

Blanca

Transpa
rente

Convexa

Convexa
Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Plana

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa
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Liso

Liso
Liso

Liso

Rugoso

Liso

Rugoso

Liso

Rugoso

Liso

Liso

Rugoso

Rugoso

Viscoso

Cremoso

Viscosa/denso

Cremoso

Viscosa

Cremoso

Cremoso

Cremoso

Viscoso

Cremoso

Cremoso

Cremoso

Seco

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Muy
rapido
Réapido
Réapido
Rapido
Rapido

Lento

Lento

Lento

Réapido

Lento

Lento

Lento

Rapido

++

++

++++

++++

++

++

+++



Bacillus subtilis CPO
4.292

Neobacillus drentensis
CPO 4.261

Bacillus licheniformis
CPO 4.251

Bacillus subtilis CPO
4.264

Inquilinus sp. CPO
4.252

Bacillus subtilis CPO
4.263

Bacillus sp. CPO 4.293

Bacillus stratosphericus
CPO 4.247

Bacillus sp. CPO 4.300

Bacillus
sinesaloumensis CPO
4.265

Bacillus stratosphericus
CPO 4.248

Bacillus stratosphericus
CPO 4.249

Staphylococcus
epidermidis CPO 4.289

Grandes

Grandes

Pequenas

Pequefias

Grandes

Grandes
Grandes
Pequefas

Pequefas

Grandes

Medianas

Medianas

Medianas

Irregular

Irregular

Puntifor
me

Puntifor
me

Irregular

Rizoide

Irregular

Puntifor
me

Irregular

Irregular

Irregular

Circular

Puntifor
me

Filamento
SO

Filamento
SO

Entero

Entero

Lobulado

Filamento
S0

Ondulado

Entero

Ondulado

Lobulado

Lobulado

Ondulado

Lobulado

Amatrillo

Blanco

Amarille
nto

Amarille
nto

Transpa
rente
translici
da

Transpa
rente

Crema
Amarilla

Amarilla

Crema

Transpa
rente

Rosada

Blanco

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Convexa

Plana

Convexa

Convexa

Convexa

Plana

Convexa

Plana

Convexa
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Rugoso

Rugoso

Liso

Liso

Liso

Rugoso
Liso
Liso

Rugoso

Rugoso

Liso

Liso

Rugoso

Viscosa

cremoso
denso

Cremoso

Cremoso

Cremosa

Seco

Cremoso

Cremoso

Cremoso

Seca

Cremoso

Cremosa

Viscoso

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos cortos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Estafilococos

Muy
rapido
Réapido
Réapido

Lento

Muy
rapido

Rapido

Lento

Réapido

Réapido

Lento

Rapido

Rapido

Rapido

+++

+++

++

++

++++

+++

++

+++

+++

++++



Bacillus safensis CPO
4.258

Priestia sp. CPO 4.250

Paenibacillus
illinoisensis CPO 4.304

Streptomyces
caeruleatus CPO 4.273

Bacillus stratosphericus
CPO 4.275

Bacillus sp. CPO 4.287

Staphylococcus sp.
CPO 4.305

Bacillus subtilis CPO
4.268

Bacillus sp. CPO 4.290

Bacillus stratosphericus
CPO 4.256

Grandes

Medianas

Grandes

Pequefas

Pequefias
Grandes

Pequefias

Pequefas

Pequefas

Medianos

Irregular

Circular

Irregular

Circular

Puntifor
me

Irregular

Puntifor
me

Puntifor
me

Puntifor
me

Irregular

Ondulado

Entero

Ondulado

Entero

Entero

Entero

Entero

Entero

Entero

Ondulado

Rosado

Blanco
opaco

Transpa
rente
transluci
da

Blanco
opaco

Blanco
Crema

Crema

Blanco

Crema

Amarille
nto

Convexa

Elevada

Convexa

Convexa

Convexa

Plana

Convexa

Plana

Conexa

Elevado

Rugoso

Liso

Liso

Liso

Liso
Liso

Liso

Liso

Liso

Rugoso

Cremosa

Viscosa/denso

Cremosa
suave

Cremoso

Viscoso

Viscoso

Viscoso

Cremoso

Viscoso

Cremoso

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Estreptobacilo
s

Bacilos
Bacilos

Estafilococos

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Réapido

Réapido

Lento

Muy
rapido

Rapido
Rapido
Rapido
Réapido
Réapido

Lento

+

+++

+++

++

+++

+++

*Crecimiento de las colonias en el medio Tripticasa soya agar tomando como muy réapido: 12 h, rapido: 24 h, lento: 48 h;

Tincion Gram +: respuesta positiva, -: respuesta negativa; Catalasa +++: alta produccion, ++: media produccion, +: baja

produccion
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Cuadro 9. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las cepas aisladas en el sitio B (Conservado, Nunkini)

Microorganismo Tamaio Morfologia
) 0rg de las Forma Borde Color Elevacion Superficie  Consistencia . gla CM* Gram  Catalasa
identificado . microscépica

colonias
Metabacillus sp. CPO

Pequefias Circular  Entero Amarillo  Elevada Lisa Viscoso/seco Bacilos Lento + +
4.301
Bacillus safensis CPO Transpa

Pequefias Irregular Ondulado Elevada Rugosa Seco Bacilos Lento + +
4.262 rente
Staphylococcus sp. Filamento Transpa

Grandes Irregular Convexa Rugosa Seco Estafilococos Lento + +
CPO 4.299 SO rente
Neobacillus drentensis Puntifor Transpa Bacilos

Pequefas Lobulado Convexa Rugosa Cremoso Rapido + +
CPO 4.303 me rente aislados
Neobacillus drentensis Filamento

Pequefas Irregular Rosado  Convexa Rugosa Viscosa Bacilos Rapido + +
CPO 4.246 so

Puntifor
Bacillus sp. CPO 4.296 Pequeiias Ondulado Amarillo Elevada Rugosa Viscoso Bacilos Lento + +
me

Paenibacillus Puntifor

Pequefas Entero Amarillo  Elevada Rugosa Viscoso Bacilos Rapido + +
illinoisensis CPO 4.253 me
Bacillus sp. CPO 4.298  Pequefias Circular Ondulado Blanco Elevada Rugosa Viscoso Bacilos Rapido + +
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Bacillus stratosphericus
CPO 4.278
Gracilibacillus sp. CPO
4.267

Bacillus stratosphericus
CPO 4.255

Bacillus stratosphericus
CPO 4.306

Bacillus subtilis CPO

4.291

Bacillus sp. CPO 4.280

Bacillus sp. CPO 4.271

Pequenas

Pequefias

Pequefas

Medianos

Medianos

Pequefas

Pequefias

Circular

Irregular

Irregular

Circular

Circular

Puntifor
me
Puntifor

me

Entero

Lobulado

Lobulado

Entero

Entero

Entero

Entero

Blanco

Blanco

Blanco

Amarille

nta

Naranja

Blanco

Blanco

Elevada

Plano

Convexa

Convexa

Convexa

Plano

Convexa

Lisa

Rugoso

Rugoso

Lisa

Lisa

Liso

Liso

Viscoso

Cremoso

Cremoso

Viscoso/seco

Viscoso

Viscoso

Viscoso

Bacilos

aislados

Bacilos

Bacilos

aislados

Bacilos

aislados

Bacilos

Bacilos

Bacilos

Lento

Rapido

Lento

Lento

Rapido

Lento

Rapido

++

++

++

++

*Crecimiento de las colonias en el medio Tripticasa soya agar tomando como muy rapido: 12 h, rapido: 24 h, lento: 48 h;

Tincion Gram +: respuesta positiva, -: respuesta negativa; Catalasa +++: alta produccion, ++: media produccion, +: baja

produccion.
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6.3 Tolerancia de bacterias a altas concentraciones de cloruro de sodio (NaCl)

En cuanto a la tolerancia a la salinidad del total de los aislados, el 35% de los
aislados (n=23/64) mostraron ser halotolerantes (crecimiento en la concentracion
0.5 M), el 17% (n=11) haldfilos moderados (crecimiento en la concentracién 2 M) y
el 48% (n=31) haldfilos extremos (crecimiento en la concentracion de 3 M). En tanto
que en el sitio A, el 39% (n=19/49) mostraron ser halotolerantes, el 14% (n=7)
hal6filos moderados y el 47% (n=23) hal6filos extremos. En el sitio B el 20%
(n=3/15) mostraron ser halotolerantes, el 27% (n=4) hal6filos moderados y el 53%

(n=8) haldfilos extremos (Figura 18).
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80
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NacCl

m05M
m2M
40 E3 M

30

60
50

Abundancia relativa (%)

20
10

SITIO A SITIOB

Figura 18. Abundancia relativa de aislados en ambos sitios muestreo (A: perturbado
y B: conservado), crecidos con diferentes concentraciones de NaCl. El nimero en
las barras indica el porcentaje del total de aislados por sitio.
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6.4 ldentificacion molecular de los microorganismos aislados

En la identificacion mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA de los 64
aislados microbianos a partir de suelos salinos blanquizales de la RBLP, se
identificO la presencia de 11 géneros diferentes pertenecientes a Bacillus,
Agrobacterium, Gracilibacillus, Inquilinus, Paenibacillus, Metabacillus, Neobacillus,
Staphylococcus, Streptomyces, Virgibacillus y Priestia. Las cepas bacterianas se
agruparon dentro de tres principales filos, Firmicutes (95%, n=61) resultando ser el
grupo mas dominante, incluyendo microorganismos de los géneros, Bacillus (72%,
n=44), Paenibacillus (5%, n=3), Metabacillus (3%, n=2), Neobacillus (7%, n=4),
Staphylococcus (5%, n=3), Gracilibacillus (3%, n=2), Virgibacillus (3%, n=2) y
Priesta (2%, n=1). Seguido del filo Proteobacteria (3%, n=2) representada por dos
géneros, Inquilinus y Agrobacterium, respectivamente. Y finalmente, una solo cepa
bacteriana del filo Actinobacteria (2%, n=1) identificada en el género Streptomyces.
Los Firmicutes se agruparon en tres familias Bacillaceae, Staphylococcaceae y
Paenibacillaeceae. Los Proteobacteria en dos familias Rhodospirillales y
Rhizobiales y una sola cepa bacteriana del grupo Actinobacteria en la familia
Streptomycetaceae. El resultado del andlisis de secuenciacién y los aislados

bacterianos filogenéticos mas cercanos se presentan en el (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Identificacion molecular de cepas bacterianas halofilas/halotolerantes aisladas de suelos salinos blanquizales

de la Reserva de la Biosfera de los Petenes.

Microorganismo

NUmero de accesidn

Ribosomal Database

Sitio Clave aislado identificado GenBank NCBI Project/NCBI Similitud
Sitio A CPO4281  Bacillus sp. MW429747 ?ggg'c‘)‘gssop' A3-30; 0.978
Perturbado,  ~p5 4985  Bacillus sp. MW429751 ?ﬁgwg‘gfg' 1324(2012); 0.973
Tankuche  p54082  Bacillus sp. MW429748 ?é‘ggl(;‘oss%p' A3-30; 0.978
CPO 4.284 Bacillus sp. MW429750 ?é‘ggl(;‘oss%p' A3-30; 0.978
CPO 4.274 Bacillus licheniformis MW429740 53&2;’;;;?52?83;5; 1.000
CPO 4.272 Virgibacillus sp. MW429738 \[giégézgiiglljs sp. CU42; 0.991
CPO4.270  Virgibacillus sp. MW429736 \E’Hgg‘gg'gs sp. B1-21; 0.986
CPO 4.277 Bacillus sp. MW429743 E‘é‘;g‘fb;‘g RIC12-0N014; ) 979
CPO 4.302 Bacillus licheniformis ~ MW429768 53&2'2“557'50:;9?{8;”7“75; 1.000
CPO 4.288 Bacillus sp. MW429754 [B)%C;'ggzg' MHS002; 1.000
Gracilibacillus LT934503 _Graciliba_cillus
CPO 4.269 phocaeensis MW429735 Eg%%i?enss Marseille 1.000
CPO 4.297 Bacillus subtilis MW429763 Bacillus subfilis; C-3; 1.000
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CPO 4.260

CPO 4.283

CPO 4.294

CPO 4.257

CPO 4.254

CPO 4.259

CPO 4.279

CPO 4.307

CPO 4.276

CPO 4.266

CPO 4.245

CPO 4.308

CPO 4.286

CPO 4.295

CPO 4.292

Bacillus
stratosphericus

Neobacillus drentensis
Bacillus sp.

Bacillus sp.

Agrobacterium
pusense
Bacillus
stratosphericus

Bacillus sp.

Paenibacillus
illinoisensis

Bacillus subtilis
Metabacillus sp.

Bacillus
stratosphericus

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus sp.

Bacillus subtilis

MW429726

MW429749

MW429760

MW429723

MW429720

MW429725

MW429745

MW429773

MW429742

MW429732

MW429711

MW429774

MW429752

MW429761

MW429758
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Bacillus stratosphericus (T);
type strain:41KF2a;
AJ831841

AB681783 Neobacillus
drentensis NBRC

Bacillus sp. 1324(2012);
JN645973

Bacillus sp. CNJ842 PL04;
DQ448790

FJ969841 Agrobacterium
pusense NRCPB10
Bacillus stratosphericus;
DN14 7A9; KP769446
Bacillus sp. A3-30;
JF900030

Paenibacillus illinoisensis
(T); JICM 9907; AB073192
Bacillus subtilis; C-3;
AB110598

AY998119 Metabacillus
niabensis 4719

Bacillus stratosphericus (T);
type strain:41KF2a;
AJ831841

Bacillus subtilis; C-3;
AB110598

Bacillus subtilis; C-3;
AB110598

Bacillus sp. 1324(2012);
JN645973

Bacillus subtilis; C-3;
AB110598

1.000

1.000

0.973

0.959

1.000

1.000

0.978

0.969

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.973

1.000



CPO 4.261

CPO 4.251

CPO 4.264

CPO 4.252

CPO 4.263

CPO 4.293

CPO 4.247

CPO 4.300

CPO 4.265

CPO 4.248

CPO 4.249

CPO 4.289

CPO 4.258

CPO 4.250

CPO 4.304

Neobacillus drentensis

Bacillus licheniformis

Bacillus subtilis
Inquilinus sp.
Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Bacillus
stratosphericus

Bacillus sp.

Bacillus
sinesaloumensis

Bacillus
stratosphericus
Bacillus
stratosphericus
Staphylococcus
epidermidis

Bacillus safensis

Priestia sp.

Paenibacillus
illinoisensis

MW429727

MW429717

MW429730

MW429718

MW429729

MW429759

MW429713

MW429766

MW429731

MW429714

MW429715

MW429755

MW429724

MW429716

MW429770

79

AB681783 Neobacillus
drentensis NBRC
Bacillus licheniformis;
YW1257; AF516177
Bacillus subtilis; C-3;
AB110598

Inquilinus sp. RB35;
DQ512800

Bacillus subtilis; C-3;
AB110598

Bacillus sp. RIC12-Oh014;
KC535085

Bacillus stratosphericus;
DN14 7A9; KP769446
Bacillus sp. 1324(2012);
JN645973

LT671591 Bacillus
sinesaloumensis Marseille
P35167

Bacillus stratosphericus;
LAMA 927; KC583210
Bacillus stratosphericus;
DN14 7A9; KP769446

Staphylococcus epidermidis;

RW35; EU419922
AF234854 Bacillus safensis
FO-036b

MN456843 Priestia
megaterium ATCC 12872
Paenibacillus illinoisensis
(T); JICM 9907; AB073192

1.000

1.000

1.000

0.980

1.000

0.978

1.000

0.973

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.990

0.969



Streptomyces

GQ329712 Streptomyces

CPO 4.273 caeruleatus MW429739 caeruleatus GIMN4.002 0.750
Bacillus NR_ 042336 Bacillus
CPO 4.275 stratosphericus MW429741 stratosphericus 41KF2a 1.000
CPO 4.287 Bacillus sp. MW429753 Bacillus sp. CH2; KC442367 0.973
Staphylococcus sp.
CPO 4.305 Staphylococcus sp. MW429771 NIPHL090904/B4; 1.000
AY748913
. . Bacillus subtilis; C-3;
CPO 4.268 Bacillus subtilis MW429734 AB110598 1.000
. Bacillus sp. 1324(2012);
CPO 4.290 Bacillus sp. MW429756 ING4A5973 0.973
Bacillus NR_042336 Bacillus
CPO 4.256 stratosphericus MW429722 stratosphericus 41KF2a 1.000
Sitio B CPO 4.301 Metabacillus sp. MW429767 AY998119 Metabacillus 1.000
niabensis 4T19
Conservado, -p5 4262 Bacillus safensis MW429728 ﬁg?gggg“ Bacillus safensis ;5
Nunkini Staphylococcus sp.
CPO 4.299 Staphylococcus sp. MW429765 NIPHL090904/B4; 1.000
AY748913
CPO 4.303 Neobacillus drentensis MW429769 AB68178.3 Neobacillus 1.000
drentensis NBRC
CPO 4.246 Neobacillus drentensis MW429712 AB68178.3 Neobacillus 1.000
drentensis NBRC
. Bacillus sp. 1324(2012);
CPO 4.296 Bacillus sp. MW429762 IN645973 0.973
Paenibacillus Paenibacillus illinoisensis
CPO4.253  Jlinoisensis MW429719 (T); JCM 9907; ABO73192  0-969
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CPO 4.298

CPO 4.278

CPO 4.267

CPO 4.255

CPO 4.306

CPO 4.291

CPO 4.280

CPO 4.271

Bacillus sp.

Bacillus

stratosphericus

Gracilibacillus sp.

Bacillus

stratosphericus

Bacillus

stratosphericus
Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Bacillus sp.

MW429764

MW429744

MW429733

MW429721

MW429772

MW429757

MW429746

MW429737

Bacillus sp. 1324(2012);
JN645973

NR_042336 Bacillus
stratosphericus 41KF2a
Gracilibacillus sp. BH235;
AY762980

Bacillus stratosphericus (T);
type strain:41KF2a;
AJ831841

NR_042336 Bacillus
stratosphericus 41KF2a
Bacillus subtilis; IP;
DQ452512

Bacillus sp. A3-30;
JF900030

Bacillus sp. MB-12;
AF326361

0.973

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.978

0.962
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Las asociaciones filogenéticas generales de las cepas aisladas determinaron
que el género dominante en este estudio resultd Bacillus (n=58/64) (Figura 19 y
Figura 20). Las especies mas frecuentemente encontradas correspondieron a
especies aun no descritas de Bacillus sp. (28%, n=18) (CPO 4.257, CPO 4.277,
CPO 4.279, CPO 4.281, CPO 4.282, CPO 4.284, CPO 4.285, CPO 4.287, CPO
4.288, CPO 4.290, CPO 4.293, CPO 4.294, CPO 4.295, CPO 4.300, CPO 4.271,
CPO 4.280, CPO 4.296 y CPO 4.298), seguida por Bacillus stratosphericus (17%,
n=11) (CPO 4.245, CPO 4.247, CPO 4.248, CPO 4.249, CPO 4.256, CPO 4.259,
CPO 4.260, CPO 4.275, CPO 4.255, CPO 4.278 y CPO 4.306) y por Bacillus subtilis
(14%, n=9) (CPO 4.263, CPO 4.264, CPO 4.268, CPO 4. 276, CPO 4.286, CPO
4.291, CPO 4.292, CPO 4.297 y CPO 4.308) (Figura 19). Entre las especies menos
frecuentemente se encuentran Bacillus licheniformis (5%, n=3) (CPO 4.251, CPO
4.274 y CPO 4.302), Paenibacillus illinoisensis (5%, n=3) (CPO 4.253, CPO 4.304
y CPO 4.307), Bacillus safensis (3%, n=2) (CPO 4.258 y 4.262), Virgibacillus sp.
(3%, n=2) (CPO 4.270 y 4.272), Bacillus sinesaloumensis (2%, n=1) (CPO 4.265),
Gracilibacillus phocaeensis (2%, n=1) (CPO 4.269) y Gracilibacillus sp. (2%, n=1)

(CPO 4.267) (Figura 20).

En este estudio se encontr6 a las especies Neobacillus drentensis (6%, n=4)
(CPO 4.246, CPO 4. 283, CPO 4.261 y CPO 4.303), Metabacillus sp. (3%, n=2)
(CPO 4.266 y CPO 4.301) y Priestia sp. (2%, n=1) (CPO 4. 250), las cuales fueron

recientemente reclasificados dentro del género Bacillus (Figura 20).

De igual forma, se encontraron otros géneros diferentes a Bacillus y estas se

agruparon, en Gram positivas (segundo arbol filogenético) entre las que encuentra
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Streptomyces caeruleatus (CPO 4.273), Staphylococcus epidermis (CPO 4.289) y
Staphylococcus sp. (CPO 4.299 y 4.305), y en las Gram negativas a Inquilinus sp.

(CPO 4.252) y Agrobacterium pusense (CPO 4.254) (Figura 21).
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Figura 19. Frecuencia de las cepas bacterianas encontradas en dos sitios (A:
perturbado y B: conservado) de la Reserva de la Biésfera de los Petenes.
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Gracilibaciis =i CPOL 267

NR_116568 Graclibacilius thallangansls TP2.8
D0O854540 Gracibacliys lactsals! 84312

EU784648 Graciibacliys salphliis YiM 91119

Graciibacilius phocasnsis CPO 4269

17932503 Graclibacilus phocasensls Marsolle P38017

0

FPriastia
as2 NR_114919 Baouw;smx MG 11180

NR_117733 Fasn DSM %
‘urus DSM 1735
o NR (29103 Fasnibaciius xylaallyticus XIL14
; NR 113628 Faenaciius Alsolsensis NBRC 15959
1 Fasnaclilus linalsansis CPO 4253
a9 Fasnibaciilus liinaisens!s CPO 4304
Fasaibacllus lingisensls CPO 4307
ADSA1783 Neobacllus drentens!s NBRC 102427
Neobacllus arentsnsis CPO 4248
2oDacillys arentsnsls CPO 4283
Negbaclllss arel s CPO 4261
Negdacillus arentensis CPO 4300
LCI67333 Bacilus sp SKP7-4
Bactius sp. CPO 4257
Y Bacls =o. CPO 4271
AF&53625 Rosseliomorea aquimars TF-12
KF285350 Bacilus enciensls SGD-1123
HOB58013 Bacllus calluiasansls NIO-201105
idstanaciilus . CPO 4288
Iatabaciius =, CRO 4301
AYS38119 Adetabaciius nlabensls 4T19
Bachus sinasaloumensls CPO 4285

a8

048]

Baciius Stralspharicus
Bactius sraimsphericys ©
Baciius stratsphenicys C
L Bachius stanspherizas CPO
Bacllys sirawspharicys

Bachius s:'ansp'ver‘:'.s =
Baciius stanspherizus C
NR_042338 Bacllus m’w A1KF2a"
1 AMI1844 Baclius =rophlius 28K

Bactiys =n. CPO 4288

AJB31342 Baclliys attualals 41KF2%
AMSHO1000114 Bacllus xlamenansis HYC-10

a%2 P e s =p CPO 4282

CPO 4284
CPO 2285
= CPO 4287
CeO42
CrO 2232

088

a2

: =
Baclius = CPO 430
flus subtills CPO 4263
Bacilys subills CPO 4262
Bacius subitls CPO 4268
1 Bacllius subtills CRO 4276
Baclus suntiiis CPO 4258
1S Is CPO 4212
ass Baciius subdtiis CPO 4297
Bacius subtills CPO 4,308
Baclius sublis CPO 4231
AMNGL09E7 Baclllus Sitslis suten. SUDIIS
—[B@c-l";w Ichanifirmis CPO 4251

lichantris CPO 4274
Baciys ichenttmis CPO 4312
NR_072923 Baclius lichanttrmis ATCC 14580
AB197851 Virgacilys salarfus SA-Virt
virgitaciius = CPO 4270
AX09793  Virglbaciius marismoray 123
Viacilus = CPO 4272
-AYE22043  Virgibacilus goxoonens’s DSW-10
1 EF101183 Virgbaclius chiguansis Haiad0 9
ABSB1783 Virgbacllus panathenticys NBRC 102447
— NR_ 135707 Akallaztibaciius lkansls GCME3

—
0020

Figura 20. Construccién del arbol filogenético de las bacterias correspondientes al
género dominante Bacillus basado en la secuenciacién del gen 16S rRNA por
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método inferencia bayesiana. La cepa NR_132707 Alkalilactibacillus ikkensis
GCM68, se considero fuera de grupo.

0.75 | Streptomyces caeruleatus CPO 4.273
059_|' GQ329712 Streptomyces caeruleatus GIMN4.002
MG324360 Streptomyces cyaneochromogenes MK 45
'L AB184279 Streptomyces lincolnensis NBRC 13054

NR 132707 Alkalilactibacilus ikkensis GCM68
1  Staphylococcus epidermis CPO 4 289
{' KT989845 Staphylococcus epidermidis ATCC 14990

0.94 .ﬂ Staphylococcus sp. CP0O 4.299
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Figura 21. Construccion del arbol filogenético de las bacterias que no
correspondieron al género Bacillus, basado en la secuenciacion del gen 16S rRNA
por método inferencia bayesiana. La cepa NR_025555 Halobacterium salinarium91-

R6, se considero fuera de grupo.

6.5 Potencial biofertilizante de los aislados obtenidos

En general, todos los aislados presentaron una o mdltiples actividades de
promocion del crecimiento vegetal (PGPB), con excepcion de la cepa bacteriana

Neobacillus drentensis CPO 4.303 aislada del sitio B la cual resultd negativa para
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las cuatro actividades evaluadas en este trabajo (Figura 23). Por otra parte, 13
cepas bacterianas resultaron positivas a todas las actividades evaluadas, 10 en el
sitio A y estas correspondieron a Bacilllus sp. (CPO 4.282, CPO 4.284, CPO 4.294),
Bacillus licheniformis (CPO 4.302), Bacillus stratosphericus (CPO 4.245, CPO
4.248, CPO 4.249), Bacillus subtilis (CPO 4.286, CPO 4.292) y Neobacillus
drentensis (CPO 4.261) lo que corresponde al 20% del total aislado; y por su parte
el sitio B un total de 3, y estas correspondieron a Bacillus sp. (CPO 4.296, CPO
4.298) y Bacilllus stratosphericus (CPO 4.306), lo que equivale al 5% del total

aislado (Figura 23 y Cuadro 11).

En general, de las 64 cepas bacterianas se observdO una mayor
predominancia en su capacidad de fijacién de nitrégeno con el 92% (n=59/64). El
sitio A presenté un mayor namero de cepas con esta actividad (n=47), en
comparacion con el sitio B (n=12) (Figura 22). En el sitio A, las cepas bacterianas
con mayor actividad (+++) resultaron (n=15) entre las cuales se encuentran 14
cepas bacterianas del género Bacillus (CPO 4.282, CPO 4.284, CPO 4.274, CPO
4.294, CPO 4.257, CPO 4.295, CPO 4.261, CPO 4.252, CPO 4.293, CPO 4.265,
CPO 4.248, CPO 4.275, CPO 4.287 y CPO 4.268) y una del género Staphylococcus
(CPO 4.305). A su vez, en el sitio B las cepas bacterianas con mayor actividad
resultaron (n=2) entre los cuales se encuentran los géneros Bacillus (CPO 4.262) y

Staphylococcus (CPO 4.299) (Cuadro 11).

La segunda actividad con mayor niumero de cepas positivas correspondié a
la actividad solubilizadora de fésforo (P) con el 72% (n=46). El sitio A presento el

mayor nimero de los aislados con esta actividad (n=36) en comparacion con el sitio
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B (n=10) (Figura 22). Los resultados del andlisis estadistico, indicaron diferencias
estadisticas significativas entre las cepas bacterianas de ambos sitios, la cepa
bacteriana Bacillus subtilis (CPO 4.286) presento el mayor indice de solubilizacion
de fosforo (ISP) (5.6+0.25 mm) (Figura 23), sin embargo, no se observé diferencia
estadistica significativa con respecto a Bacillus sp. (CPO 4.284, CPO 4.298), B.
licheniformis (CPO 4.251, CPO 4.302), B. subtilis (CPO 4.268), B. safensis (CPO
4.262), Neobacillus drentensis (CPO 4.261), Bacillus sp. (CPO 4.257) e Inquilinus

sp. (CPO 4.252). El resto de las cepas presenté un menor (ISP) (Cuadro 11).

En cuanto a la actividad solubilizadora de potasio (K) el 63% del total de los
aislados (n=41) presentaron esta actividad. El sitio A presenté un mayor niamero de
aislados con esta actividad (n=34), en comparacién con el sitio B (n=7) (Figura 22).
Los resultados del analisis estadistico, indicaron diferencias estadisticas
significativas entre las cepas bacterianas de ambos sitios, la cepa bacteriana
Virgibacillus sp. (CPO 4.272) presentd el mayor indice de solubilizacion de K (ISK)
(620 mm) (Figura 23), sin embargo, no se observo diferencia estadistica significativa
con respecto a Bacillus sp. (CPO 4.281, CPO 4.282, CPO 4.2824, CPO 4.277, CPO
4.294, CPO 4.279, CPO 4.295, CPO 4.257), B. licheniformis (CPO 4.251, CPO
4.274, CPO 4.302, CPO 4.251) B. subtilis (CPO 4.308, CPO 4.292), Agrobacterium
pusense (CPO 4.254), B. stratosphericus (CPO 4.255, CPO 4.259, CPO 4.275), B.
infantis (CPO 4.283, CPO 4.261), B. safensis (CPO 4.262 y CPO 4.258), Priestia
sp. (CPO 4.250), Bacillus sp. (CPO 4.281), Gracilibacillus phocaeensis (CPO 4.269)
y Streptomyces caeruleatus (CPO 4.273). El resto de las cepas presenté un menor

(ISK) (Cuadro 11).
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La produccién de acidos organicos resulto la actividad menos presentada por
las cepas obtenidas en este estudio con un 27% del total (n=17). El sitio A present6
el mayor nimero de cepas (n=12) en comparacion con sitio B (n=5) (Figura 22). Los
resultados del analisis estadistico, indicaron diferencias estadisticas significativas
entre las cepas bacterianas de ambos sitios, la cepa bacteriana B. subtilis (CPO
4.292) presentd la mayor produccion de 4cidos orgénicos (5.1+0 mm) (Figura 23),
sin embargo, no se observo diferencia estadistica significativa con respecto a B.
licheniformis (CPO 4.302) y B. stratosphericus (CPO 4.245). El resto de las cepas

presentaron una menor actividad (Cuadro 11).
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Figura 22. Numero de cepas bacterianas que presentaron las actividades
promotoras del crecimiento vegetal evaluadas. Produccion de acidos organicos
(A.O.) Solubilizacion de potasio y fosforo (K 'y P). Fijacién de nitrogeno (N).
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Figura 23. Cepas bacterianas que resultaron positivo a las cuatro actividades evaluadas y que presentaron mejor indice
de solubilizacion con excepcion de CPO 4.303 quién resultd negativo para las actividades evaluadas en este estudio. ISP

= indice de solubilizacién de fosforo, ISK = indice de solubilizacion de potasio. A.O.: produccion de &cidos organicos.
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Cuadro 11. Evaluacién de las actividades de las cepas bacterianas aisladas de dos sitios de suelos salinos blanquizales

o Solubilizacion Fijacion de
Sitios ) ] ) . A.O.
Microorganismo identificado ISP (mm) ISK (mm) N
Sitio A Bacillus sp. CPO 4.281 0.8+x1.44 0 5.5+0.5ab - ++
Perturbado, Bacillus sp. CPO 4.285 - - - ++
_ 3.20.25
Tankuché Bacillus sp. CPO 4.282 i 4 +0 abcdefg 3.3+0.25fg  +++
efghijklmn
Bacillus sp. CPO 4.284 5.3 £0.35 abc 5 +0 abc 3.4£0.25efg +++
Bacillus licheniformis CPO 4.274 3 £0 hijkim 3.5 0.5 abcdefgh - +++
Virgibacillus sp. CPO 4.272 2.5 £0.5 kimn 610 a - ++
Virgibacillus sp. CPO 4.270 - 4.5 +0.5 abcde - +
_ _ 3.7+2.25
Bacillus sp. CPO 4.277 2.7 £0.25 jkimn - ++
abcdefgh
_ _ _ _ 4.8 £0.25
Bacillus licheniformis CPO 4.302 4.7 £0.25 abcde 3.7 £0.5 abcdefgh bed ++
abc
Bacillus sp. CPO 4.288 3 £1.75 ghijkimn - 4.3 £2.5 cdef ++
Gracilibacillus phocaeensis CPO 3.6 £0.25
. 4.2 £0.25 abcdef - ++
4.269 defghijkim
Bacillus subtilis CPO 4.297 - - - +
Bacillus stratosphericus CPO 4.260 - - ++
Neobacillus drentensis CPO 4.283 - 4.2 +0.25 abcdef - ++
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Bacillus sp. CPO 4.294

Bacillus sp. CPO 4.257
Agrobacterium pusense CPO 4.254
Bacillus stratosphericus CPO 4.259
Bacillus sp. CPO 4.279
Paenibacillus illinoisensis CPO
4.307

Bacillus subtilis CPO 4.276
Metabacillus sp. CPO 4.266

Bacillus stratosphericus CPO 4.245
Bacillus subtilis CPO 4.308

Bacillus subtilis CPO 4.286

Bacillus sp. CPO 4.295

Bacillus subtilis CPO 4.292

Neobacillus drentensis CPO 4.261

Bacillus licheniformis CPO 4.251

3.3 £0 efghijkimn
4.6 +0.25 abcdefg

2.2 +0.25 Imno
2.5 +0.25 kimn

2.5 +0.5 kimn

3.8 +0.5 bcdefghijk

5.6+0.25a

3 0.5 hijkimn

3.4 +0.25
efghijkimn
4.3 £0.25
abcdefghij
5.1 +0.25 abcd
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4.2 +0.25 abcdef
3.5 £0.5 abcdefgh

4.2 +0.75 abcdef
4.7 +1.25 abcd

3 0.5 bcdefgh
4.5 +1.5 abcde
5.2+0.25ab

3.7 £0.25
abcdefgh

3.5 0.5 abcdefgh

4.5 +0.5 abcde

4.5 +1.5 abcde

23+0.25¢

4.7 +0.25

abcde

4.5 +0.25
cde

51+0a

3.9 +0.5 cdef

+++

+++

++

+++

+++

++



Bacillus subtilis CPO 4.264

Inquilinus sp. CPO 4.252
Bacillus subtilis CPO 4.263
Bacillus sp. CPO 4.293

Bacillus stratosphericus CPO 4.247

Bacillus sp. CPO 4.300
Bacillus sinesaloumensis CPO
4.265

Bacillus stratosphericus CPO 4.248

Bacillus stratosphericus CPO 4.249

Staphylococcus epidermidis CPO
4.289

Bacillus safensis CPO 4.258
Priestia sp. CPO 4.250
Paenibacillus illinoisensis CPO
4.304

4.6 +£0.25 abcdef

2.8 £0.25 jkimn
3.8+0.25
bcdefghijk

3.7 £1.5 defghijkim

3.3 £0 efghijkimn

3.5+0.25
efghijklmn

3.8 +0.15 cdefghijkl

3.9 +0 bedefghiik
2 0 no

2.2 +0.5 mno
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4.5 +0.5 abcde

2.2 +1.75 defgh

2.5 £0 bcdefgh

2 £0.5 efgh

1.5 +0.5 gh

4 +0 abcdefg
4 +1 abcdefg

46 +25
bcde

4.2 £+0.25
cdefg
4.1 £0.25
defgh

++

+++

++

+++

++

++

+++

+++

++

++



Streptomyces caeruleatus CPO

4273 2.2 20 mno 4 +2 abcdefg - ++
Bacillus stratosphericus CPO 4.275 3.5 +0 efghijkimn 3.5 0.5 abcdefgh - +++
Bacillus sp. CPO 4.287 2.6 £0.5 kimn - - +++
Staphylococcus sp. CPO 4.305 3.1 +£0.15 fghijkimn 1.5 +0 gh - +++
Bacillus subtilis CPO 4.268 530 ab 3 0 bcdefgh - +++
Bacillus sp. CPO 4.290 3 £0 hijkimn - - ++
Bacillus stratosphericus CPO 4.256 - - - +
Sitio B Metabacillus sp. CPO 4.301 2+0no - 3.5+0defg +
Conservado, Bacillus safensis CPO 4.262 4.5 £0.5 abcdefgh 3.5 +0.5 abcdefgh - +++
Nunkin{ Staphylococcus sp. CPO 4.299 39 10'2? - - ot
bcdefghijk
Neobacillus drentensis CPO 4.303 - - - -
Neobacillus drentensis CPO 4.246 - - - +
Bacillus sp. CPO 4.296 39 J‘TIO'ZS 2.5+0.5 cdefgh 4 +0.25 cdef +
efghijklmn
Paenibacillus illinoisensis CPO
4.253 _ _ ' '
Bacillus sp. CPO 4.298 4.7 £0 abcde 3 £0 bcdefgh 4 +0 cdef +
Bacillus stratosphericus CPO 4.278 2.9 0 ijkimn 1.7 £0.25 fgh - -
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3.7 £0.25
defghijkim
Bacillus stratosphericus CPO 4.255 3 %0 hijklmn
Bacillus stratosphericus CPO 4.306 2.8 +0 jkimn
Bacillus subtilis CPO 4.291 -
Bacillus sp. CPO 4.280 -
Bacillus sp. CPO 4.271 3.6 =0 defghijkim

Gracilibacillus sp. CPO 4.267

- - ++
3.5 0.5 abcdefgh - +
1.5+0.5gh 3.6 0.5 defg ++
- - ++
- 22+1.25¢9 +
3 £0 bcdefgh - +

+++: alta en 24 h, ++: media en 24 h, +: baja en 24 h; -: respuesta negativa, ISP = indice de solubilizacién de fésforo, ISK

= indice de solubilizacién de potasio. A.O.: produccion de acidos organicos. *Medias de Tukey. Letras iguales dentro de

cada columna no son estadisticamente diferentes (p <0.05)
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VIl. DISCUSION

En la Reserva de la Biosfera de los Petenes (RBLP) las caracteristicas del suelo
estan estrechamente relacionadas con las perturbaciones antropogénicas,
fendbmenos naturales (Torrescano-Valle et al., 2019) y su vulnerabilidad se debe
principalmente a su estrecha relacion con el mar a través del drenaje subterrdneo
en suelos predominantemente karsticos (Hernandez-Montilla et al., 2016). Los
resultados de nuestro estudio con relacién a los andlisis fisicoquimicos realizados
en los suelos salinos blanquizales, muestran diferencias significativas en el sitio A
(perturbado) donde se observd una mayor conductividad eléctrica, contenido de
materia organica, carbono organico y porcentaje de humedad en comparacion con
el sitio B (conservado). Este ultimo sitio, se caracteriz6 por presentar un mayor
contenido de fésforo. Esto puede explicarse, ya que se ha documentado que los
suelos alcalinos estan relacionados con la absorcién positiva y disponibilidad de
nutrientes, principalmente fosforo (Ibarra-Villarreal et al., 2021). Por otro lado, en
contraste con nuestros resultados se ha reportado para los suelos salinos de Cuatro
Ciénegas, Coahuila bajo contenido de fésforo (P=4 mg/kg?) (Souza & Eguiarte,
2018; Romero Fernandez et al.,, 2019), asi como baja conductividad eléctrica
(CE=2-3.8 dSm™) no obstante, los valores de pH obtenidos en nuestro estudio
coinciden con lo reportado para los suelos salinos de la cuenca de cuatro Ciénegas,
Coahuila (Delgado-Garcia et al., 2018; Romero-Fernandez et al., 2019). Sin
embargo, para las muestras de suelo de los lagos de Sayula y San Marcos, Jalisco
la conductividad eléctrica presentdé mayores intervalos de CE=36-148 dSm asi

como mayor pH, alrededor de pH=9.9-10.0, que es tipico de suelos salino-sddicos,
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lo cual es congruente con la naturaleza de los sitios y esta relacionado con el origen

de los suelos (Delgado-Garcia et al., 2018).

Por otro lado, en cuanto a la diversidad microbiana aislada en los sitios en RBLP,
el mayor numero de los aislados cultivables se detecto en el blanquizal obtenido del
sitio A en comparacion con el sitio B, esto puede deberse al arrastre de
microorganismos ocasionados por las perturbaciones antropogénicas (reforestacion
de manglar) realizadas en el sitio A (perturbado). En ambos sitios se encontré un
alto porcentaje de aislados (>47%) considerados como haldfilos extremos
(crecimiento a 3 M de NaCl), lo que sugiere la capacidad de estas cepas bacterianas
para hacer frente a una alta concentracion del sal y los hace interesantes para

futuros estudios (Delgado-Garcia et al., 2018).

La filogenia de los aislados indicé una gran cantidad de cepas clasificadas como
Bacillus sp. sin ninguna especie asignada, asimismo, que los ambientes salinos son
fuente de nuevas especies del género Bacillus, ya que estas bacterias pueden
tolerar rangos extremos de pH, temperatura, salinidad y estrés por humedad (Yadav
et al., 2015). De igual forma, en este estudio se encontraron especies que fueron
reclasificadas dentro del género Bacillus y entre ellos se encuentra Metabacillus,
Neobacillus y Priestia (Patel & Gupta, 2020; Gupta et al., 2020). El analisis de la
diversidad bacteriana revelé que existen diferencias en los géneros y especies
encontradas entre sitios (A y B). Las especies Priestia sp., Bacillus licheniformis,
Bacillus sinesaloumensis, Agrobacterium pusense, Gracilibacillus phocaeensis,
Inquilinus sp. Staphylococcus sp., Streptomyces caeruleatus y Virgibacillus sp

mostraron ser exclusivamente del sitio A. A su vez, la cepa bacteriana Gracilibacillus
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sp. se encontrd exclusivamente en el sitio B. Estas diferencias podrian estar

asociadas a las propiedades fisicoquimicas de los sitios.

En México, se han reportado previamente bacterias haldfilas aisladas de
ambientes salinos como la cuenca de cuatro Ciénegas, Coahuila (Delgado-Garcia
et al., 2018; Souza et al., 2020), asi como el Lago de Texcoco (Maheshwari & Saraf,
2015; Delgado-Garcia et al., 2018) entre las que se encuentra Halobacillus sp.,
Halomonas sp., Salinibacter sp., Micrococcus sp., Gracilibacillus sp. y Bacillus sp.
sin embargo, no se han realizado estudios sobre su capacidad biofertilizante, por lo
gue cabe mencionar que éste es el primer reporte sobre el aislamiento de bacterias
haléfilas/halotolerantes en los suelos blanquizales de la RBLP y que ademas evalla

su potencial en actividades promotoras del crecimiento vegetal.

En el estudio actual, los miembros del filo Firmicutes del género Bacillus
comprendieron el 91% (n=58) de las 64 cepas bacterianas obtenidas. Esto puede
explicarse debido a que el género Bacillus esta presente de forma natural en el
suelo, y previamente se ha reportado previamente a éste género con gran
predominancia en suelos salinos (Masmoudi et al., 2019; Etesami & Glick, 2020;
Orhan & Demirci, 2020), debido a su capacidad para sobrevivir a diversas
condiciones ambientales mediante rasgos estructurales y metabdlicos, como la
produccion de estructura de pared celular multicapa, secrecién de antibidticos,
enzimas extracelulares y formacion de endosporas (Diaz-Rodriguez et al., 2019;
Ibarra-Villarreal et al., 2021). En la ultima década ha habido varios estudios sobre

los efectos beneficiosos del género Bacilllus y se ha reportado como una bacteria
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haldfila/halotolerante capaz de estimular el crecimiento de las plantas en

condiciones de salinidad (Zhu et al., 2018; Albdaiwi et al., 2019).

En cuanto al potencial promotor de crecimiento vegetal in vitro de las 58 cepas
bacterianas de Bacillus que resultaron positivos en este estudio, la cepa bacteriana
Neobacillus drentensis (CPO 4.303) no presentd ninguna capacidad de
biofertilizacion de las actividades evaluadas en este estudio. Se ha reportado que el
mecanismo que utiliza el género Bacillus es la secrecién de fosfatasas y acidos
organicos que acidifican el ambiente circundante para facilitar la conversion del
fosfato inorganico en fosfato disponible para las plantas (Radhakrishnan et al.,
2017). Asimismo, Se ha reportado que la absorcion de K disminuye en las plantas
danadas por salinidad, mientras que los tratamientos con Bacillus aumenta este
macronutriente en plantas bajo este tipo de estrés (Radhakrishnan et al., 2017). Por
lo que, estos resultados indican el gran potencial de las cepas bacterianas del
género halotolerante Bacillus para promover el crecimiento de las plantas en futuros

estudios.

Otro género con capacidad biofertilizante es Paenibacillus (Kumar & Verma,
2018). En este trabajo, las cepas (CPO 4.253, CPO 4.304 y CPO 4.307) de la
especie Paenibacillus illinoisensis presentaron actividad solubilizadora de P y
fijadora de N. De igual forma, las cepas bacterianas Gracilibacillus sp. (CPO 4.267)
y Gracilibacillus phocaeensis (CPO 4.269) presentaron capacidad de solubilizacion
de Py fijacién de N. Al igual que nuestros resultados, se ha documentado que este
género posee multiples actividades PGPB tales como fijacion de N, sideroforos y

produccion de AIA (Albdaiwi et al., 2019; Orhan & Demirci, 2020). Ambas cepas
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pertenecientes al género Virgibacillus (CPO 4.270 y CPO 4.272) presentaron
capacidad de solubilizacién de Ky fijaciébn de N. Este género previamente se ha
reportado ser como una bacteria halotolerante capaces de reducir el estrés salino

en plantas de trigo y ademas fijar N (Torbaghan et al., 2017; Orhan & Demirci, 2020).

Asimismo, el género Priestia (CPO 4.250) mostrd actividad solubilizadora de
Py K, y fijadora de N, este género fue actualmente reclasificado por lo que este es
el primer reporte de la capacidad biofertilizante del género. De igual manera, los
miembros del género Staphylococcus, Staphylococcus sp. (CPO 4.299 y CPO
4.305) y Staphylococcus epidermis (CPO 4.289), presentaron actividad fijadora de
N. Recientemente, se ha reportado a las cepas Staphylococcus sp. y
Staphylococcus succinus con potencial de fijacion de nitrégeno (Orhan & Demirci,
2020). Asimismo, estudios previos reportan que los miembros del género
Staphylococcus puede tolerar altas concentraciones de sal (Akram et al., 2016) y
presentar propiedades promotoras del crecimiento de las plantas (produccién AlA 'y
sideroforos, solubilizacién de fésforo y actividad ACC desaminasa) (Zhou et al.,

2015; Etesami & Glick, 2020; Orhan & Demirci, 2020).

En este estudio se encontré una sola cepa bacteria perteneciente al filo
Proteobacteria, encontrado exclusivamente en el sitio A, correspondiente a
Agrobacterium pusense (CPO 4.254), que ha demostrado previamente ser
halotolerante ademas de su capacidad de fijar N (Beltran, 2015; Sharma et al.,
2016). Otro género aislado en este filo y en el mismo sitio es Inquilinus sp. (CPO 4.
252). Esta cepa mostré capacidad de solubilizar P y K, asi como fijar N.

Actualmente, no existen reportes de su actividad como biofertilizante. Por lo tanto,
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es el primer reporte de esta actividad en el género. Sin embargo, previamente se ha
reportado a Inquilinus limosus como una bacteria antagonista de Phytium ultimun y
Phytophthora capsici, esta cepa bacteriana endofita fue aislada de manglares en un

estudio realizado en Arabia Saudita (Bibi et al., 2018).

En este estudio solo un miembro del filo Actinobacteria fue aislado y este
correspondiéd a Streptomyces caeruleatus (CPO 4.273). Esta cepa presentd
actividad solubilizadora de P, solubilizadora de K vy fijacién de N. Previamente, se
ha reportado como uno de los géneros halotolerantes mas dominantes en la
literatura y con una variedad de caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal

(Subramaniam et al., 2016; Etesami & Glick, 2020).

En general, de las 64 cepas aisladas en ambos sitios, el 20% (n=13)
presentaron todas las actividades evaluadas. Los resultados encontrados muestran
el gran potencial biofertilizante de las bacterias hal6filas/halotolerantes de la RBLP.
Por lo tanto, los ambientes hipersalinos son sitios idéneos para la busqueda de

cepas con potencial biofertilizante para cultivos en condiciones de salinidad.
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VIIl. CONCLUSIONES

Las 64 bacterias halofilas/halotolerantes, aisladas de suelos salinos
blanquizales de la Reserva de la Biosfera de los Petenes se encontraron distribuidos
en 11 géneros diferentes: Bacillus, Agrobacterium, Gracilibacillus, Inquilinus,
Paenibacillus, Metabacillus, Neobacillus, Staphylococcus, Streptomyces,
Virgibacillus y Prestia. De los cuales solamente seis géneros fueron identificados en
ambos sitios de suelos blanquizales: Bacillus, Metabacillus, Neobacillus,
Gracilibacillus, Paenibacillus y Staphylococcus. El género dominante resulté ser
Bacillus. Este es el primer reporte de aislamiento de bacterias
halotolerantes/haldfilas de suelos salinos blanquizales de la RBLP, en Campeche,
y que ademas evalla el potencial biofertilizante. De las cepas bacterianas aisladas
en ambos sitios, 13 presentaron simultaneamente potencialidades promotoras del
crecimiento vegetal al fijar N, solubilizar fésforo y potasio y producir acidos
organicos. Las cepas bacterianas mas promisorias corresponden a Bacillus subtilis
CPO 4.286, Bacillus licheniformis CPO 4.302, Bacillus sp. 4.284 y Neobacillus
drentensis CPO 4.261. Estos resultados proporcionan fuentes potenciales y
novedosas, de bacterias haléfilas/halotolerantes como candidatas prometedoras de

agentes con posibilidad para su aplicacion en una agricultura sostenible.
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IX. PERSPECTIVAS

Se recomienda evaluar los aislados que no resultaron positivos con otros
medios (liquidos) y pruebas de crecimiento vegetal como 4cido-indol-acético
(AlA), produccion de sideréforos, amoniaco, acido abscisico (ABA) y

aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)-desaminasa.

Por otra parte, realizar evaluaciones en cuanto a su potencial de antagonismo
contra hongos fitopatdégenos en cultivos de importancia econémica en el

estado de Campeche.

Asimismo, evaluar las bacterias promisorias en condiciones de invernadero
comparando con cepas de referencias correspondientes al potencial de las
actividades evaluadas y en un futuro realizar un experimento en campo sobre
algun cultivo de importancia econémica en el estado de Campeche bajo

condiciones de estrés salino.

Finalmente, estudiar los metabolitos secundarios producidos por las
bacterias hal6filas/halotolerantes para una mayor prospeccién en el area

agricola.
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