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Resumen.

La alta produccion acuicola genera acumulacion de sedimentos y materia orgéanica en los fondos,
propiciando compuestos nitrogenados toxicos y microorganismos perjudiciales como el Vibrio.
Para abordar este problema, se han desarrollado bioestimuladores y bioaumentadores. La
bioestimulacion, menos intrusiva, aprovecha microorganismos nativos como el Bacillus para
controlar la materia orgénica en entornos de baja salinidad. Se requieren productos que
proporcionen nutrientes y carbono para aumentar la biomasa bacteriana y facilitar la
biorremediacion. Esta investigacion bioestimula el floc bacteriano en suelos acuicolas de baja
salinidad mediante la aplicacion de nutrientes, midiendo la efectividad de las bacterias nativas que
se encuentran en el sedimento, como alternativa a productos comerciales, cuya eficacia no siempre

estd garantizada en todos los escenarios de produccién acuicola.

Este experimento es completamente al azar conformado por 12 bandejas plésticas y tres diferentes
tratamientos (SiCa, Melaza y SiCa + Melaza), con un tratamiento control (0) al que no se le
aplicaba nada. El experimento tuvo una duracion de 28 dias, para determinar la carga de Bacillus
spp. y Vibrio sp., después de la bioestimulacion se determiné mediante siembra en placa con
diluciones sucesivas y para determinar la carga de materia organica obtenida después de haber

bioestimulado el floc bacteriano se us6 el método de Walkley & Black.

Los resultados obtenidos del experimento, lograron determinar una diferencia significativas entre
los diferentes tratamientos siendo el tratamiento 3 (SiCa + Melaza) que presento una mayor carga
de Bacillus con respecto al tratamiento control y una reduccion a la carga de Vibrio, ademas que
logro evidenciar una reduccion considerable de la materia organica presente ya que de 4,25% el
Tratamiento 3 logro obtener un valor de 0,23%. Concluyendo que la bioestimulacién puede ser
usada para bioestimular el floc bacteriano nativo en suelos acuicola de baja salinidad para el

tratamiento de materia organica.

Palabras claves : Acuicultura, Bioestimulacién, Bacillus, Vibrio y Materia organica



ABSTRACT

High aquaculture production leads to the accumulation of sediments and organic matter on the
bottom, resulting in toxic nitrogen compounds and harmful microorganisms such as Vibrio.
Biostimulants and biosurfactants have been developed to address this problem. Biostimulation,
which is less intrusive, uses native microorganisms such as Bacillus to control organic matter in
low salinity environments. Products that provide nutrients and carbon are needed to increase
bacterial biomass and facilitate bioremediation. This research biostimulates bacterial floc in low
salinity aquaculture soils through the application of nutrients, measuring the effectiveness of native
bacteria found in the sediment, as an alternative to commercial products, whose effectiveness is

not always guaranteed in all aquaculture production scenarios.

In a completely randomized experiment consisting of 12 plastic trays, three different treatments
(SiCa, Molasses and SiCa + Molasses) and a control treatment (0) to which nothing was applied.
The experiment lasted for 28 days; to determine the load of Bacillus and Vibrio after
biostimulation, it was determined by seeding in plates of successive dilutions, and to determine
the load of organic matter obtained after biostimulation of the bacterial floc, the Walkley & Black

method was used.

This experiment is completely randomized, consisting of 12 plastic trays and three different
treatments (SiCa, Molasses and SiCa + Molasses), including a control treatment (0) to which
nothing was applied. The experiment lasted for 28 days; to determine the load of Bacillus spp. and
Vibrio sp. after biostimulation was determined by plate seeding with successive dilutions and to
determine the load of organic matter obtained after biostimulation of the bacterial floc, the Walkley

& Black method was used.

The results obtained from the experiment were able to determine a significant difference between
the different treatments, with treatment 3 (SiCa + Molasses) showing a higher Bacillus load with
respect to the control treatment and a reduction in the Vibrio load, in addition to showing a
considerable reduction in the organic matter present, since from 4.25%, treatment 3 achieved a
value of 0.23%. In conclusion, biostimulation can be used to biostimulate the native bacterial floc

in aquaculture soils of low salinity for the treatment of organic matter.

Key Words : Aquaculture, biostimulation, Bacillus, Vibrio and organic matter.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, la acuicultura moderna, motivada por la necesidad de incrementar las
densidades de cultivo y explorar nuevas extensiones de terreno para expandir las &reas productivas,
ha provocado que las nuevas granjas acuicolas se expandan tierra adentro, dando origen a las
camaroneras de tierra alta o baja salinidad. Estas expansiones plantean nuevos desafios y, al mismo
tiempo, impulsan de nuevos métodos de produccion. El incremento en las densidades genera
problemas ambientales que afectan la produccion, siendo uno de ellos el exceso de Materia
Organica (MO), que origina bacterias que impactan la composicién quimica y estructural de los
suelos acuicolas.

Los sedimentos resultan de la acumulacion de alimento balanceado, excretas de los
organismos, mudas, etc., depositandose en el fondo, donde las bacterias gram positivas se encargan
de degradar la materia organica, y las gram negativas aportan a su acumulacion. Este proceso da
origen a compuestos nitrogenados toxicos, especialmente en ambientes de baja salinidad, donde
por la eutrofizacion se aprecia mas este fenomeno. Ademas, aportan otros elementos como el

carbono, dando origen a microorganismos bacterianos, tanto beneficiosos como perjudiciales.

Estos microorganismos, presentes en los fondos y la columna de agua, desempefian
diversas funciones segun su especie, destacando el tratamiento de la materia organica. Por esta
razén, la industria camaronera actual desarrolla el uso de estos microorganismos bacterianos
mediante productos destinados tanto a la bioestimulacion como a la bioaumentacion. Esto aborda
el problema de la materia organica, que afecta significativamente a los sistemas de produccion,
provocando pérdidas economicas y alterando el entorno, impidiendo condiciones Optimas de

cultivo.

El principal género utilizado en procesos de biorremediacién son las bacterias del género
Bacillus, que se encuentran habitando principalmente en los fondos en el medio natural,
compartiendo espacio con otros géneros como el Vibrio. Los procesos de bioestimulacion buscan
satisfacer los requisitos nutricionales de las bacterias del género Bacillus para aprovechar sus
capacidades biorremediadoras en el tratamiento de la materia organica. Esto implica el uso de

microorganismos adaptados al medio, mejorando la eficacia del proceso.

Este enfoque evita el uso de microorganismos no nativos que podrian alterar el medio y no

siempre logran adaptarse para cumplir sus funciones, lo que resultaria en fuertes pérdidas

1



economicas, ya que algunos productos de este tipo pueden tener precios exorbitantes. Por lo tanto,
es necesario poner a prueba y medir la efectividad de los productos empleados en la
bioestimulacion del floc bacteriano presente en los medios acuicolas de baja salinidad para el

tratamiento de la Materia orgénica (MO).



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La materia organica es un factor presente dentro de los cultivos acuicolas, este es originado
por la propia densidad del cultivo llegando afectar la calidad de agua y a los fondos donde habitan
los organismos, es por eso que se han desarrollado productos con funciones de bioaumentacion a
base de bacterias con la finalidad de controlar la materia organica, sin embargo, no todos estos
productos demuestran eficacia en diversas condiciones presentes en los estanques acuicolas,
especialmente aquellos con baja salinidad, donde los factores limitantes son mas prominentes, por
lo que el proceso de bioaumentacidn no es la mejor opcion que se puede usar en estos escenarios,
ya que estos son fermentos o cultivos que se los realizan fuera de las piscinas, este enfoque no solo
conlleva costos adicionales, sino que en algunos casos puede tener efectos perjudiciales para el
propio medio acuatico, por lo tanto, se hace necesario considerar cuidadosamente las condiciones
especificas de cada estanque acuicola y evaluar la idoneidad de los productos comerciales en

funcidn de la salinidad y otros factores limitantes presentes en el medio ambiente acuatico.



1.2.  JUSTIFICACION.

Debido a los elevados niveles de produccion de camaron que se pueden observar
actualmente, se produce una considerable acumulacién de sedimentos en los fondos acuicolas,
generando materia organica y propiciando la acumulacion de compuestos nitrogenados tdxicos.
Ademas, estos fondos se convierten en el habitat de microorganismos perjudiciales como el Vibrio,
que afecta directamente a la produccion, constituyéndose como un importante problema. Si no se
controlan adecuadamente, estos pueden ocasionar pérdidas econdmicas significativas y afectar el
entorno. Por esta razon, se han desarrollado productos bioestimuladores y bioaumentadores para
abordar el tratamiento de la materia organica.

La bioestimulacion, a diferencia de la bioaumentacion, es un proceso menos intrusivo para
el medio acuético, aprovecha los microorganismos bacterianos nativos adaptados a entornos de
baja salinidad, como el género Bacillus, con el objetivo de controlar la materia organica generada
por los propios cultivos acuicolas. El uso de productos comerciales en condiciones adversas, como
las que se observan en los cultivos de camardn en baja salinidad, no garantiza siempre su
efectividad. Por lo tanto, aprovechar microorganismos adaptados a ese medio representa una mejor
opcion para realizar los procesos de degradacion de la materia organica.

Las bacterias del género Bacillus para que realicen los procesos de bioestimulacion y
biorremediacion, es necesario cumplir con sus requerimientos nutricionales. Por lo tanto, se deben
utilizar productos que ayuden a satisfacer estos requisitos, proporcionando micronutrientes y
carbono para aumentar su biomasa. Esto también contribuye como fuente energética para realizar
el proceso de biorremediacion y asi mismo degradar la materia organica en los fondos, bajo
condiciones adecuadas, la comunidad de microorganismos presente en el medio acuatico puede
degradar cualquier componente organico mediante procesos bioldgicos.

Por ende, la finalidad de esta investigacion radica en bioestimular el floc bacteriano nativo
presente en suelos acuicolas de baja salinidad para el tratamiento de la materia organica, y asi,
medir la efectividad de las bacterias del medio nativo después de haber pasado por un proceso de
bioestimulacion. Para saber si representa una alternativa viable a la utilizacion de productos
comerciales, los cuales no siempre garantizan su efectividad en todos los escenarios que pueden

surgir durante la produccion acuicola.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo general
Evaluar el floc bacteriano presente en suelos acuicolas de baja salinidad, mediante la

bioestimulacion para el tratamiento de materia organica.

1.3.2. Objetivos especificos

e Identificar los aditivos que bioestimulan la produccion de bacterias en suelos acuicolas de
baja salinidad.

e Definir la carga de Bacillus spp. obtenida después de la bioestimulacion

e Determinar la carga de Vibrios spp. obtenida después de la bioestimulacion.

e Evaluar la reduccion de la materia orgénica.

1.4. Hipdtesis
El uso de micronutrientes con fuentes de carbono bioestimulan el floc bacteriano nativo del suelo

acuicola de baja salinidad y asi degradar la Materia organica (MO).



1.5.  Suelos acuicolas.

Los suelos acuicolas se los define como una mezcla de particulas organicas e inorganicas,
albergando tanto organismos vivos como restos inertes, estos comprenden materia de origen
vegetal, resultado de la descomposicion de elementos tanto animales como vegetales, ademas,
contienen componentes como arcilla, piedras y gravas, que en algin momento formaron parte de
una estructura rocosa mas extensa, pero con el transcurso del tiempo experimentaron
desintegracion (Food and Agriculture Organization, 1998).

Los suelos acuicolas emergen como uno de los factores preeminentes a considerar durante
el desarrollo de la actividad acuicola, entre las caracteristicas fundamentales a tener en cuenta,
destacan las topogréficas, accesibilidad y, sobre todo, las relacionadas con la textura del suelo, los
suelos arcillosos se erigen como la eleccién ideal, gracias a su notable capacidad de retencion de
agua, ademas de este atributo, su utilizacion presenta otro beneficio significativo como la
capacidad de interactuar de manera eficaz con el entorno en la gestion de nutrientes y minerales
(Gonzaléz, 2020).

1.5.1. Suelos de baja salinidad

En suelos de baja salinidad se lleva a cabo la crianza de organismos acuaticos como el
camaron, lo que implica una asociacion con condiciones particulares, este tipo de cultivo demanda
una fuente de agua con perfiles ionicos especificos y una técnica adecuada para la aclimatacion de
los organismos, lo que permite explorar diversas alternativas de cultivo, asi mismo, existe
diversificacion de la produccién acuicola no solo amplia las oportunidades de mercado, sino que
también abre nuevas posibilidades en este ambito (Aguirre, et al., 2019).

Los suelos que utilizan fuentes de agua con un balance idnico insuficiente para un
desarrollo 6ptimo se clasifican como suelos de baja salinidad, en estas areas, la ausencia de
minerales esenciales como potasio y magnesio es notable, por otro lado, factores como la presencia
de materia organica, el tamafio de particulas y su composicion nutricional del entorno influye
significativamente en el desarrollo de los cultivos de estos suelos (Pine, et al., 2012).

1.6. Materia organica.

Podemos definir la materia organica como la acumulacion de residuos, que puede ser de
origen animal o vegetal, y otros productos, estos compuestos suelen ser depositados en el suelo,
contribuyendo a su fertilidad y proporcionando un hébitat para una diversidad de microorganismos

(Pérez, 2008). En el contexto de la acuicultura, la materia organica constituye una capa superficial



en los suelos empleados en todo el mundo, en su mayoria, esta materia esta compuesta por
desechos de animales convirtiéndola en un fertilizante rico en nitrogeno y fosforo después de
procesos de degradacion (Schipper, 2013).

1.6.1. Materia organica en suelos acuicolas.

La calidad del suelo para la produccion de camaron deja de ser apta cuando esta alcanza
un maximo de 10% de Materia Organica (MO). Sin embargo, es crucial tener en cuenta que la
mayor proporcion de esta materia en el suelo debe ser refractaria. En caso contrario, si la
predominancia recae en la fraccion labil, la calidad del suelo resultaria inadecuada para el cultivo
de organismos acudticos, también, es esencial destacar que esta materia organica tiene
aproximadamente un 45% a 50% de carbono, lo cual se puede obtener una estimacion cercana de
cantidad total de la materia organica multiplicando por dos la cantidad de carbono presente en el
suelo (Boyd, 2002).

Tabla 1. Clasificacion de las concentraciones de carbono organico del suelo para la acuicultura.

Carbono organico (%o) Comentario

> 15 Suelo organico

3,1al5 Suelo mineral, alto contenido de materia organica
1,0a3,0 Suelo mineral, contenido moderado de materia

organica, mejor variedad para acuicultura

<1 Suelo mineral, bajo contenido de materia organica.

Autores: Rodrigo Ramirez y Kevin Ramirez (2024)

La materia organica presente en los suelos acuicolas se origina a partir de la acumulacion
de diversos elementos, como fertilizantes, excrementos de los animales cultivados, restos no
consumidos de alimento balanceado, asi como fitoplancton y zooplancton en descomposicion,
ademas, cualquier otro organismo muerto contribuye a esta mezcla depositada en los fondos
acuicolas, por lo general, esta capa de materia organica se localiza en la superficie de los fondos,
con un espesor recomendado de 2 a 5 cm; sobrepasar este rango puede generar ciertas dificultades
(Boyd, 2020).



1.6.2. Impacto de la materia organica en suelos acuicolas

La acumulacion de materia organica propicia el desarrollo bacteriano, provocando
modificaciones en su composicion quimica, estructura y funciones dentro del medio ambiente. El
aumento de materia organica y nutrientes genera consecuencias tales como la reduccién de la
concentracion de oxigeno y también la demanda bioldgica de oxigeno ocasionando alteraciones
en los ciclos de nutrientes, lo que conlleva al aumento de nitrégeno y fosforo, estas condiciones
propician la produccién de metanogénesis e hidrogeno sulfhidrico (Buschman, 2001).

Los residuos de alimento balanceado, que constituyen una parte de la materia orgénica
depositada en los fondos, incrementan las concentraciones de elementos nitrogenados vy
fosforados. Estos compuestos se liberan en la columna de agua, creando un ambiente propicio que
favorece las floraciones de cianobacterias. Estas floraciones no solo impactan directamente a los
cultivos acuaticos presentes en el entorno, sino que también generan inestabilidad en los
ecosistemas acuaticos circundantes, afectando a su fauna y otros elementos constituyentes (Wang,
et al., 2023).

1.6.3. Consumo de oxigeno

La presencia de oxigeno en el medio de cultivo est4 determinada por varios factores, como
la actividad respiratoria de los organismos vivos, incluyendo las bacterias aerdbicas, asi como la
degradacion de la materia organica. Se describe que aproximadamente el 50-55% del oxigeno
disuelto es consumido por la respiracion que tiene lugar en el fondo del medio, mientras que el 40-
45% es utilizado por el fitoplancton, y el restante 5% es absorbido por los organismos cultivados
(Carranza, 2020).

Durante el proceso de degradacion, se evidencia un consumo de 1,2 gramos de oxigeno por
cada gramo de sustancia descompuesta. En paralelo, en el contexto de la fotosintesis, la fijacion
de cada gramo de carbono resulta en la generacion de 2,6 gramos de oxigeno. Por lo tanto, se
recomienda que los procesos de biorremediacion estén respaldados por niveles adecuados de
oxigeno disuelto o, alternativamente, disponer siempre de una fuente éptima de carbono para
propiciar condiciones favorables en los procesos fotosintéticos, asegurando asi la produccion de
oxigeno (Food and Agriculture Organization, 1993).

1.6.4. Tratamiento de la Materia Organica (M.O)
La biorremediacion microbiana implica la utilizacion de microorganismos, particularmente

bacterias, que tienen la capacidad de acumular y metabolizar compuestos pesados. Este proceso



posibilita la transformacién de sustancias nocivas en compuestos de menor toxicidad. Aunque las
bacterias son las mas empleadas en este contexto, diversas investigaciones han explorado el uso
de otros microorganismos como son los hongos, algas, cianobacterias y actinomicetos que
permiten degradar compuestos toxicos presentes en el suelo (Acufia, et al., 2010).

En la actualidad, para abordar la gestion de la materia organica generada en diversas
actividades acuicolas se disponen de varias alternativas. Entre las méas destacadas se encuentran
los sistemas RAS, los sistemas acuaponicos y, por ultimo, los sistemas simbi6ticos. En estos
altimos, en algunos casos se emplean algas, mientras que en otros se utilizan comunidades
microbianas. Estas comunidades, a través de diversos procesos biologicos, descomponen de
manera natural la materia organica acumulada en los fondos o a través de los filtros bioldgicos
incorporados en el sistema (Tom, et al., 2021).

Los biorreactores son otra alternativa, que estdn compuestos por extractos vegetales,
componentes enzimaticos naturales, minerales biocatalizadores, hidratos de carbono, ademas
extractos de levaduras y microorganismos seleccionados previamente fermentados de manera
controlada, han dado buenos resultados favorables para la eliminacion contaminantes, por lo que
diversas investigaciones han facilitado el uso en sistema acuaticos (Ape, et al., 2019).

1.7.  Formacion del Floc Bacteriano

Los floc bacterianos se pueden definir como la agrupacion de diversos géneros de
microorganismos, compuestos tanto por materia organica como inorganica, y ciertos filamentos
de glicocélix producidos por un grupo especifico de bacterias. La formacién del floculo bacteriano
se ve afectada por diversos factores ambientales, como la edad del lodo, la presencia de metales y
compuestos organicos, los cuales ejercen una influencia directa en su composicion. Esto se traduce
en variaciones en los géneros que lo conforman, asi como en el nimero de colonias presentes,
generando una diversidad en la estructura y caracteristicas del floculo (Arcos, 2013).

1.7.1. Definicién y caracteristicas de los floc bacterianos.

Las bacterias desempefian una funcion crucial en los cultivos de organismos acuaticos, que
se dividen en dos grupos, por un lado, las bacterias Gram positivas, como por ejemplos Bacillus y
Lactobacillus, que desempefian un papel esencial al participar en la biorremediacion del suelo y
proporcionar una microbiota beneficiosa a los organismos cultivados, por otro punto, las bacterias

Gram negativas, como Nitrosomas o Nitrobacter, donde desempefian un papel clave en los



procesos de nitrificacion, ademas, destacan las bacterias oportunistas, como los Vibrios,
reconocidas por su relevancia en los cultivos acuicolas (James, et al., 2021); (Lu, et al., 2021).

Una de las caracteristicas destacadas del floc bacteriano en los suelos acuaticos es su
notable diversidad en comparacion con el que se encuentra en la columna de agua. Esto se debe a
que el lecho del cultivo acuatico proporciona un habitat mas propicio, gracias a la presencia de
sedimentos que cumplen con los requisitos nutricionales y fomentan un aumento significativo de
la biomasa. Es importante considerar siempre el entorno especifico en el que se desarrollan estos
microorganismos (Schveitzer, et al., 2020).

1.8.  Bacillus spp

El género Bacillus fue inicialmente caracterizado por Cohn en 1872, y engloba
aproximadamente 336 especies, se distinguen por ser productoras de endosporas, una caracteristica
que les confiere la capacidad de habitar tanto ambientes acuaticos como terrestres, presentan un
crecimiento aerobio y, en determinadas condiciones, también pueden desarrollarse de manera
anaerobia facultativa, asimismo, exhiben movilidad flagelar y tienen un tamafio que oscila entre
0.5 y 10 um, su desarrollo 6ptimo se da en entornos con pH neutro y en un rango de temperaturas
dentro de los laboratorios en entornos que va desde los 30 hasta los 45°C en condiciones
controladas (Villarreal, et al., 2018).

Las bacterias pertenecientes al género Bacillus encuentran una amplia aplicacién en el
ambito acuicola, gracias a su probada eficacia en el mantenimiento rentable de la calidad del agua
y del suelo, en sintonia con el entorno, la efectividad de este género bacteriano esté intrinsecamente
vinculada al entorno en el que se desenvuelve, dependiendo de que dicho medio satisfaga los
requisitos necesarios para que estas bacterias lleven a cabo sus procesos de manera éptima
(Hlordgzi, et al., 2020).

1.8.1. Bacillus spp. en suelos acuicolas

Las bacterias gram positivas, comiunmente utilizadas como probi6ticos, cumplen la funcion
de convertir la materia organica presente en el cultivo en CO, a diferencia de las bacterias gram
negativas, que tienden a transformar esta materia organica en biomasa bacteriana o limo. Sin
embargo, diversos estudios han indicado que las mejoras en los parametros evaluados dependen
de la aplicacién y dosificacion especificas en el medio. Ademas, su aplicacién proporciona un

suelo con un color consistente, niveles adecuados de oxigeno, elimina olores desagradables
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provenientes de los fondos y promueve un equilibrado ciclo de nitrégeno en el medio acuatico
(Toledo, et al., 2018); (Kamilya & Devi, 2022).

Los Bacillus presentes en los fondos acuicolas han demostrado una destacada capacidad
biorremediadora, ademés de actuar como reguladores eficaces de diversos parametros fisicos y
quimicos. Entre estos, se incluyen los sélidos disueltos totales y la transparencia del agua, asi como
factores quimicos como el pH, la demanda de oxigeno en los fondos de los cultivos acuaticos,
metales pesados, compuestos nitrogenados, fosfatos y conductividad, entre otros. La biomasa
bacteriana de Bacillus esta sujeta a las condiciones ambientales, donde factores como nutrientes,
pH, temperatura y oxigeno desempefian un papel fundamental en su desarrollo (Hlordzi, et al.,
2020).

Estas bacterias Gram positivas desempefian un papel fundamental en la reduccion tanto del
carbono orgéanico particulado como del disuelto, se emplean en diversos tratamientos destinados a
disminuir estos compuestos, llegando incluso a formar parte de las bacterias rizosféricas. Su
actividad antimicrobiana les permite no solo contribuir a estos procesos, sino también mantenerse
en condiciones de estrés de manera efectiva (Lopes, et al., 2021).

La importancia de este género de bacterias en el proceso de biorremediacién es innegable,
ya gque desempefia un papel fundamental al exhibir una destacada eficiencia en la transformacion
de la materia organica a CO2. En cuanto a biologia, estos agentes pueden utilizar la materia
organica como fuente de carbono para su desarrollo, a la vez que ejercen un control sobre ella. La
eficacia de estos microorganismos en la mejora de los suelos se atribuye a su habilidad de producir
enzimas, entre las que se incluyen la amilasa, lipasa y celulasa. Estas enzimas desempefian un
papel crucial al facilitar la biodegradacion de los desechos organicos (James, et al., 2021).

1.9.  Bacterias patogenas Vibrio spp.

Los Vibrios son de los primeros géneros bacterianos en ser identificados y
taxondmicamente descritos. Pertenecen a la familia Vibrionaceae, la cual se subdivide en diversos
grupos de bacterias marinas heterotrofas. Estas bacterias, gramnegativas y oxidasa positivas, son
mesofilas y suelen desplazarse gracias a un unico flagelo polar. Una de sus caracteristicas
distintivas es su amplio rango de tolerancia a la salinidad que va de 5 a 35 mg/l, variando segun la
especie. En ciertos casos, en presencia de un elevado contenido de nutrientes organicos o cationes
divalentes, estos pueden suplir las necesidades de sodio que requiere este género bacteriano
(Leyton & Riguelme, 2008).
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Las bacterias de esta familia son la causa de la vibriosis en los cultivos acuéticos. Es
relevante destacar que no todas las cepas de Vibrio afectan a los organismos de cultivo, pero los
peneidos son particularmente susceptibles, experimentando impactos patogénicos en diversas
etapas, desde larvas hasta el periodo de engorde. En algunos paises, la vibriosis ha provocado
dafos significativos en estos cultivos, resultando en considerables pérdidas econdmicas. Por lo
tanto, es esencial mantener un estricto control de la carga bacteriana de los patogenos para
preservar la salud de los cultivos y mitigar las repercusiones econdmicas adversas (Cuéllar, 2013).
1.10. Bioestimulacion en Suelos Acuicolas.

Actualmente hay escasos trabajos investigativos relacionados con la bioestimulacion en
suelos acuicolas ya que la mayoria de trabajos de esta indole son relacionados con el tratamiento
de aguas residuales y biorremediacion de derramamientos de petréleo mediante procesos e
bioestimulacion es por ende con la ayuda de estos trabajos investigativos podemos definir lo
siguiente:

La bioestimulacion ayuda a incentivar la actividad natural de los microorganismos
bacterianos presentes en los suelos acuicolas mediante la aplicacion de nutrientes y oxigeno u
algn otro aceptor de electrones (Gomez, et al., 2009). También se define a la bioestimulacion
como la incorporacion de micro y macronutrientes para asi estimular el crecimiento bacteriano de
los fondos acuicolas y aumentar su poblacién (L6pez, et al., 2016).

A diferencia de la bioaumentacion, que implica la adicion externa de cultivos microbianos
para facilitar la degradacion de compuestos no deseados, la bioestimulacion consiste en la
inyeccion de nutrientes con el fin de acelerar el crecimiento de la poblacion microbiana nativa.
Ambos métodos son ampliamente considerados en los procesos de biorremediacion in situ a nivel
mundial (Tyagi, et al., 2010).

1.10.1. Mecanismos de accion de la bioestimulacion

La bioestimulacién abarca distintos &mbitos de aplicacion, y en el contexto acuicola
especificamente, su objetivo es potenciar la proliferacion de las bacterias autctonas del entorno
para incrementar su biomasa. Esto se logra mediante el uso de aditivos formulados para satisfacer
sus necesidades nutricionales. Se sugiere que, para tener una mejor efectividad en procesos de
bioestimulacion, se acomparien de un adecuado sistema de aireacion (Cardenas, et al., 2017).

La bioestimulacion es una estrategia que implica el suministro de fuentes de N, P y C,

acompafiado de una adecuada concentracion de oxigeno disuelto en el medio. Su objetivo es
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estimular la actividad de todos los microorganismos autdbnomos presentes tanto en el suelo como
en la columna de agua. Estos compuestos complementarios pueden ser introducidos en el sistema
de forma liquida, gaseosa o mediante inyecciones. Otros factores cruciales para el proceso de
bioestimulacion son el pH y la temperatura, ya que ejercen una notable influencia en los procesos
metabolicos de los organismos bacterianos (Tegene & Tenkegna, 2020).

1.10.1.1. Importancia de los nutrientes para la bioestimulacion.

La importancia de los nutrientes para los microorganismos radica en su papel fundamental
en la proliferacion y masificacion de estos organismos. La disponibilidad adecuada de nutrientes
es esencial para mantener un equilibrio que, a su vez, facilitard la degradacion de la materia
organica. En este contexto, una mayor disponibilidad de nutrientes no solo favorecera la
reproduccion bacteriana, sino que también mejorara la tasa de biodegradacion del sedimento en
los cultivos de organismos acuéticos (Colette, et al., 2023).

1.10.1.2. Nutrientes/Minerales. Carbono

La bioestimulacion involucra la activacion de varios macronutrientes esenciales, entre los
cuales se encuentra el nitrégeno, responsable de la produccién de diversos componentes celulares
como aminodcidos, enzimas y proteinas, asimismo, el fosforo desempefia un papel crucial en la
formacion de compuestos energéticos, ademas de contribuir a la sintesis de &cidos nucleicos y
fosfolipidos, por otro lado, el carbono mantiene una participacion constante en los procesos de
degradacion, proporcionando la energia necesaria para los microorganismos (Zambrano, 2018).

Las bacterias requieren de macro y micronutrientes especificos para facilitar su interaccion
y lograr alcanzar una estabilidad quimica. Es crucial suministrarles elementos como C, H, O, P,
K, Mg, N, S, Co, Zn, Cu y Mo. Estos nutrientes pueden encontrarse de manera organica o
inorganica en el entorno natural en el que se desarrollan, o bien, ser proporcionados a través de
fertilizantes comerciales para compensar su escasez en el medio acuético. Por ende, es esencial
conocer a fondo la composicion de la zona y los nutrientes disponibles para seleccionar el
fertilizante comercial mas adecuado (Caycedo, et al., 2021).

Las comunidades microbianas requieren de fuentes de carbono para llevar a cabo diversas
actividades entre ellas se encuentran procesos metabolicos, su crecimiento, etc. Por ello, es crucial
que existen diversas fuentes de carbono, entre las cuales la mas destacada es la melaza la cual es

la fuente de carbono con mayor uso en el campo acuicola por su bajo costo y su buen nivel de
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efectividad, por ende, es muy importante tener en cuenta la calidad de su elaboracion y el método
de almacenamiento, para que conserve de mejor manera sus propiedades (Zafra, et al., 2022).
1.10.2. Beneficios de la bioestimulacion

Una alternativa ampliamente utilizada en los procesos de biorremediacion es la
bioestimulacion. Entre los beneficios que ofrece este método se destaca el aprovechamiento de las
comunidades microbianas locales, potenciando asi sus efectos biorremediadores. Ademas, al evitar
la incorporacion de microorganismos genéticamente alterados, se previene cualquier desequilibrio
en el medio. La bioestimulacion no solo representa una opcién econémicamente més viable, sino
también menos costosa en comparacion con otros métodos empleados en la biorremediacion
(Caballero, 2022).

La bioestimulacién, como método menos invasor en los procesos de biorremediacion,
presenta otro beneficio importante al no representar ningun riesgo para seres humanos, animales
o la flora presente en el entorno. Este enfoque simplemente potencia las capacidades naturales del
medio, permitiendo contrarrestar los contaminantes presentes en la materia organica mediante la

utilizacion de minerales y carbono, ya sea de forma enddgena o exdgena (Rivera, et al., 2018).
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Ubicacién del experimento

El presente trabajo de titulacion se realizo en el Laboratorio de Maricultura ubicado en la

Facultad de Ciencias Agropecuarias, cuya direccion es P35P+CCW, E583, ElI Cambio, con las

siguientes coordenadas 3°17'27.8"S 79°54'51.3"W

Figura 1. Ubicacion del laboratorio de maricultura en la Facultad de Ciencias Agropecuarias.
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Fuente: Google Earth (2024)

2.2. Materiales y reactivos.
2.2.1. Materiales

Micropipeta (100 y 1000 pl)
Asa de Digralsky

Cajas Petri

Espatula

Varilla de vidrio

Mechero de alcohol

Pera de succion

2.2.2. Equipos

Camara de extraccion

Balanza

15

Balon aforado de 100 ml
Bureta de 25 ml

Tubos de ensayo de 15 ml
Vaso de precipitacion (250 y

50 ml)

Pipeta (10 y 5 ml)
Erlenmeyer de 250 ml

Camara de flujo laminar

Autoclave



e Incubadora e Termometro digital.

o Cocineta eléctrica o Oxigenometro.

o Blower « Bandejas plésticas
e Tubos 1” o Pala

e Manguera de ¥ pulg. e Saquillos

e Multiparametro. e Tanque de 250L

2.2.3. Insumos de laboratorio
e Agar TCBS
e HiCrome™ Bacillus Agar Base
e Cloruro de sodio (NaCl)
e Agua destilada
e Alcohol industrial
2.2.4. Reactivos
e Dicromato de potasio.
e Acido Fosforico.
e Acido sulfdrico.
e Indicador difenilamina.
e SiCa (SiO2 82,30%, Al,0_2.64%, Fe,03_1.12%, CaO_8.37%, Na>O_1.18%,
TiO2_0.21%y P20s _0.75%).

e Melaza.

2.2.5. Insumo bioldgico

e Fondo acuicola de baja salinidad de piscina camaronera.

2.3.  Disefio experimental

Para el presente trabajo se utilizd un disefio completamente al azar cuyo objetivo fue
presentar la mayor homogeneidad entre el material que se usé y el entorno experimental donde el
factor manipulado fue el floc bacteriano nativo. Este se distribuy6 en 4 tratamientos (tabla 3), con
3 repeticiones cada uno, obteniendo doce unidades experimentales (bandejas de plastico) con
capacidad de 15 litros y medidas de 42,5 x 33 x 21,3 cm (largo x ancho x alto), cubiertas con un

sedimento de 10 cm y 10 cm de columna de agua de 2 mg/l de salinidad de donde se obtuvieron
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las muestras de suelo. Por altimo, se le agregé aireacion constante para proporcionar condiciones
aerobicas.

Tabla 2. Croquis del experimento establecido.

Tratamientos

TO T1 T3 T2

T1 T2 T0 T3

T1 TO T2 T3

2.3.1. Modelo matematico (disefio completamente al azar)
Modelo estadistico lineal para un disefio completamente al azar:
YVij=u+T +Ej;
Donde:
e Y;; = Variable respuesta de la ij-esima unidad experimental
e 4 = Efecto de la media general
e T; = Efecto del i-esimo tratamiento
e [;; = Efecto del error experimental asociado a la i-esima unidad experimental
2.3.2. Caracterizacion de los tratamientos
Los productos que se utilizaron para los tratamientos fueron: TO no llevd ningln
bioestimulante; para el T1 se usé silicio de calcio con una composicién de SiO. 82,30%,
Al0_2.64%, Fe203_1.12%, CaO_8.37%, Na2O_1.18%, TiO2_0.21% y P.Os _0.75%, para el T2
se us6 melaza de cafa de azucar 100% natural; y para el T3 se usé la mezcla del T1y T2. Los
tratamientos fueron colocados en intervalos de 6 dias.
Los tratamientos en la tabla 3 indicaron las dosis que se emplearon para los 14 L y
estuvieron relacionados con trabajos investigativos similares. Para el T1 se tomd como referencia
el trabajo de Beltran, et al. (1998), donde se emplearon micronutrientes para realizar una

bioestimulacion del floc nativo en suelos con hidrocarburos. Para el T2, se tomé como referencia
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un trabajo realizado por Sanclemente, et al. (2011), donde se usG melaza para potenciar

microorganismos bacterianos.

Tabla 3. Tratamientos usados en la bioestimulacion .

Tratamiento Dosis Volumen (L)
TO 0 14
T1 7g/L 14
T2 84ml/L 14
T3 7g+84ml/L 14

Autores: Rodrigo Ramirez y Kevin Ramirez (2024)

2.4. Variables a medir

Las variables que se midieron son:

24.1.

24.2.

Variables dependientes.

e Numero de colonias de Bacillus (UFC/gramos de suelo): Variable cuantitativa y se
medid cada 3 dias por diluciones sucesivas junto a plaqueo usando Agar Cromogénico
para Bacillus.

e Numero de colonias de Vibrio sp (UFC/gramos de suelo): Variable cuantitativa y
se medié cada 3 dias por diluciones sucesivas junto a plaqueo usando Agar Tcbs.

o Materia organica presente: Variable cuantitativa se medio a través del método de
Walkley & Black.

Variables intervinientes aleatorias.

e Lectura de pH: Variable cuantitativa fue medida de manera diaria con
multiparametros.

o Lectura de temperatura: Variable cuantitativa fue medida de manera diaria con un
termometro digital.

o Lectura de Oxigeno disuelto: Variable cuantitativa fue medida cada 3 dias con un

oxigenémetro.

2.5. Manejo del experimento.

2.5.1.

Toma de la muestra.

Las muestras de suelo empleadas en el experimento fueron tomadas 1 dia después haber

finalizado la corrida en una piscina de 4 ha en la camaronera “San Patricio” (32ha), ubicada en el

canton Santa Rosa en el sector “ Sal si puedes” en las coordenadas 3°25'07.1"S 79°58'59.5"W. Las
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muestras se tomaron lo mas cercano a la compuerta de salida en un solo punto, en donde se extrajo
110 kg de sedimento a una profundidad de 10 cm, luego fueron se almacenaron en saquillos con

baldes y transportadas al lugar del experimento.

2.5.2. Preparacion de las unidades experimentales.

Las muestras de fondo fueron llevadas al Laboratorio de Maricultura, la cantidad de 110kg
de sedimento fueron homogenizadas en baldes de 20 L, luego se colocé una capa de 10cm de altura
de sedimento por unidad experimental, posteriormente se analizé la carga de Bacillus, Vibrio y
materia organica inicial del experimento (descrito en el punto 2.6.)

2.5.3. Aplicacion de tratamientos y toma de parametros

La aplicacion consistio en la suministracion de insumos acuicolas, en donde los distintos
tratamientos fueron homogenizados con 50ml de agua de su respectiva bandeja para luego ser
aplicado en el fondo, una vez realizado esto se dio inicio a los 28 dias que duro el experimento en
donde cada 6 dias se procedié a suministrar los diferentes tratamientos, el tratamiento O fue el
testigo y no se le suministro ningun insumo acuicola. De manera diaria se monitoreo el pH,
temperatura y cada 3 dias el oxigeno disuelto presente en la columna de agua, se menciona que al
inicio y al final del experimento se midi6 el consumo de oxigeno del sedimento. Durante el tiempo
de duracion del experimento se mantuvo una columna de agua de 5¢cm la cual fue traida del sector
camaronero en donde se extrajeron las muestras de sedimento, también se indica que todos los
tratamientos mantuvieron una aireacion constante.

2.6. Metodologia empleada para medir las variables y recoleccion de datos.
2.6.1. Método para analisis de Bacillus y Vibrio presentes en el sedimento.
2.6.1.1.Recoleccién y preparacion muestra de la parte 1abil.

Se recolectd una cantidad de 5 g de sedimento de la parte labil por triplicado cada
tratamiento, luego se homogenizo en una sola muestra, posteriormente se llevaron al laboratorio
de Sanidad Vegetal, y las muestras fueron repartidas para analisis de materia organica y conteo de
microorganimos bacterianos.

2.6.1.2.Método de siembra y conteo en placa para Bacillus.

Un gramo de la muestra de sedimento homogenicada se llevd a bafio de maria a una
temperatura de 80 °C durante 15 minutos para eliminar bacterias no deseadas, una vez finalizado
las muestras de sedimento fueron llevadas a la camara de flujo laminar para realizar disoluciones

seriadas en los tubos de ensayo, las cuales fueron aumentando en funcion del nimero de colonias
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presentes hasta llegar a una dilucion 1/14 con solucién salina al 1%, una vez realizado esto se usé
un asa de Dygraski para sembrar 100ul de cada dilucion en una placa Petri la cual contenia el
HiCrome™ Bacillus Agar Base .

Una vez realizado la siembra en la placa se procedié a poner en una incubadora a 30 °C por
un periodo de 24 horas, cumplido el periodo de incubacidn se contabilizé las unidades formadoras
de colonias UFC por gramo de suelo obtenido.

Para la preparacion del HiCrome™ Bacillus Agar Base se siguid las indicaciones del
fabricante con el cdigo M1651.

2.6.1.3.Método de siembra y conteo en placa para Vibrio.

A partir de las muestras homogenizadas se tomo un gramo de dicho sedimento para realizar
disoluciones seriadas 1/100 en los tubos de ensayo con solucién salina 1%, una vez realizado esto
se uso un asa de Dygraski para sembrar 100ul de cada dilucién en una placa Petri la cual contenia
el Agar TCBS.

Una vez realizado la siembra en la placa se procedié a poner en una incubadora a 30 °C por
un periodo de 24 horas, cumplido el periodo de incubacion se contabilizo las unidades formadoras
de colonias UFC por gramo de suelo obtenido.

Para la preparacion del TCBS AGAR se siguio las indicaciones del fabricante con el codigo
ISO 21872.

2.6.2. Método de analisis de materia organica de la parte labil del sedimento.

2.6.2.1. Secado y tamizado de la muestra.

Se recolecto 15g de sedimento labil de los diferentes tratamientos y se distribuyeron en
bandejas de aluminio, las cuales fueron puestas a secar por un periodo de 3 dias en el Laboratorio
de Suelos a una temperatura de 65 °C posteriormente secada la muestra fue triturada y tamizada
en un tamiz No.50.

2.6.2.2.Método de Walkley & Black para andlisis de Materia Organica (MO).

El método de Walkley & Black fue llevado a cabo en el Laboratorio de Suelos, empleando

el protocolo que utilizo Barrezueta, et al. (2020) colocado en los anexos.

20



I1l.  RESULTADOS Y DISCUSIONES
3.1.  Analisis de los parametros fisicoquimicos del ensayo.

Durante la realizacion del ensayo se registrd los pardmetros de temperatura, pH y oxigeno
de la columna de agua, que tiene una intervencion en la bioestimulacion del floc bacteriano del
suelo, siendo el promedio de temperatura 27,39 °C + 2, un pH de 7,25 + 1,5 y oxigeno de 5,07
mg/l £ 0,2 . Ademas, se midio el consumo de oxigend promedio del sedimento de 2,3mg/I.

3.2.  Andlisis de los aditivos que bioestimulan la produccién de bacterias en suelos
acuicolas de baja salinidad.

Después de un periodo de 28 dias, se pudo determinar que los 3 tratamientos conformados
por los insumos acuicolas SiCa, Melaza y SiCa + Melaza bioestimularon el floc nativo presente
en el suelo acuicola de baja salinidad, en donde el tratamiento 3 se obtuvo que las bacterias del
género Bacillus pasaron de una concentracion de 1,07 x 10° UFC/g a 1,85 x 10" lo cual es similar
con lo mencionado por Beltran, et al. (1998), en donde ellos obtuvieron después de haber
preparado un medio de cultivo con simulares micronutrientes y fuente carbono, una
bioestimulacion del Bacillus thuringiensis en donde se vio un incremento de biomasa, de 0.1mg/I
a 4.83mg/l. Hay varias fuentes que sirven para la bioestimulacién como lo menciona, Wang, et al.
(2022) donde observaron que al estimular Bacillus spp. con diferentes fuentes de carbono, como
poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato y melaza, no hubo una diferencia significativa en la
diversidad y abundancia bacteriana. Sin embargo, si se registraron mejoras en el rendimiento de
las bacterias en distintos procesos fisicoquimicos.

3.3.  Analisis de la carga de Bacillus (UFC/g) después de la bioestimulacién.

La carga de Bacillus spp. con la que se inicid el experimento era de 1,07 x 10° UFC/g. Con
respecto al incremento de la carga de Bacillus spp. obtenida después de la bioestimulacién se
utilizé para su analisis el ANOVA de un factor entre grupos en donde la tabla 4 indica que en los
dias 3, 6, 9, 12, 15, 18 y 28 existe una diferencia significativa entre los tratamientos ya que p-valor

es menor a alfa establecido de 0,05 (Tabla 4).
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Tabla 4. ANOVA de un factor entre grupos de crecimiento de colonias de Bacillus spp.

ANOVA
UFC/g de suelo de Bacillus
Suma de Media
Momento de muestreo (cada tercer dia) cuadrados gl cuadratica F Sig.
Dia0 Entre 0,000 3 0,000 0,000 1,000
grupos
Dentro de 10133333333 20 506666666,7
grupos
Total 10133333333 23
Dia 3 Entre 7,20717E+11 3  2,40239E+11 5,487 ,006
grupos
Dentro de 8,75733E+11 20 43786666667
grupos
Total 1,59645E+12 23
Dia 6 Entre 1,88E+12 3 6,26667E+11 55,720 ,000
grupos
Dentro de 2,24933E+11 20 11246666667
grupos
Total 2,10493E+12 23
Dia9 Entre 7,70267E+13 3 2,56756E+13 6,794 ,002
grupos
Dentro de 7,55867E+13 20 3,77933E+12
grupos
Total 1,52613E+14 23
Dia 12 Entre 2,80572E+19 3 9,3524E+18 94,980 ,000
grupos
Dentro de 1,96933E+18 20 9,84667E+16
grupos
Total 3,00265E+19 23
Dia 15 Entre 6,3372E+20 3 2,1124E+20 49,868 ,000
grupos
Dentro de 8,472E+19 20 4,236E+18
grupos
Total 7,1844E+20 23
Dia 18 Entre 4,80157E+23 3 1,60052E+23 156,617 ,000
grupos
Dentro de 2,04387E+22 20 1,02193E+21
grupos
Total 5,00595E+23 23
Dia 28 Entre 1,11218E+34 3 3,70728E+33 39,778 ,000
grupos
Dentro de 1,864E+33 20 9,32E+31
grupos
Total 1,29858E+34 23

Se evidencio en la prueba post hoc de Tukey que el dia 28 en el tratamiento 3 conformado
por SiCa + Melaza tuvo una diferencia significativa frente al tratamiento control, tratamiento 1 y
tratamiento 2 en donde este de aqui tuvo un incremento de 1,07 x 10° UFC/g a 1,85 x 10*" UFC/g
lo cual es similar a los descrito por Gomez, et al., (2009) donde ellos después de un proceso de
bioestimulacion en suelos con presencia de hidrocarburos se puedo evidenciar que las cargas de
Bacillus spp. pasaron de 1 x 10" a 1x 10'° UFC/g de suelo. (Figura 2).
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Figura 2. Crecimiento de colonias de Bacillus spp (UFC/g de suelo)

Barras siemples Media de Bioestimulacion de Bacillus (UFC/g de suelo) *
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Al igual que la investigacion de Lopes, et al. (2020) donde se llev6 a cabo un proceso de
biorremediacion con Bacillus spp., se determin6 que una concentracion minima de 2.41 x10°
UFC/g por hectarea es necesaria para lograr una reduccion efectiva de la materia organica. Esto
resultd en la disminucién de contaminantes biologicos y la acumulacién de compuestos
nitrogenados. Lo que indica que la bioestimulacion podria ser efectiva para la reduccion de materia
organica.

3.4. Analisis de la carga de Vibrio (UFC/g) después de la bioestimulacion

La carga de Vibrio con la que se inici6 el experimento era de 2 x 10* UFC/g. Con respecto
al incremento de la carga de Vibrio obtenida después de la bioestimulacion se utilizé para su
andlisis el ANOVA de un factor entre grupos en donde la tabla 5 indica que en los dias 3, 6,9 y
15 existe una diferencia significativa entre los tratamientos ya que p-valor es menor a alfa
establecido de 0,05 (Tabla 5).
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Tabla 5. ANOVA de un factor entre grupos en los dias 3, 6, 9y 15 de la carga de Vibrios sp.

ANOVA
UFC/g de suelo de
Vibrios
Momento de muestreo (cada tercer Suma de Media
dia) cuadrados gl cuadratica F Sig.
Dia 0 Entre 0,00E+00  3,00E+00  0,00E+00 0,000 1,000
grupos
Dentro de 8,00E+08  8,00E+00  1,00E+08
grupos
Total 8,00E+08  1,10E+01
Dia 3 Entre 6,37E+09  3,00E+00  2,12E+09 81,704 ,000
grupos
Dentro de 2,08E+08  8,00E+00  2,60E+07
grupos
Total 6,58E+09  1,10E+01
Dia 6 Entre 1,28E+09  3,00E+00  4,26E+08 65,483 ,000
grupos
Dentro de 5,20E+07  8,00E+00  6,50E+06
grupos
Total 1,33E+09  1,10E+01
Dia9 Entre 3,34E+08  3,00E+00 1,11E+08 12,257 ,002
grupos
Dentro de 7,27E+07  8,00E+00  9,08E+06
grupos
Total 4,07E+08  1,10E+01
Dia 12 Entre 8,25E+06  3,00E+00  2,75E+06 1,500 ,287
grupos
Dentro de 1,47E+07  8,00E+00  1,83E+06
grupos
Total 2,29E+07  1,10E+01
Dia 15 Entre 9,17E+07  3,00E+00  3,06E+07 5,392 ,025
grupos
Dentro de 4,53E+07  8,00E+00  5,67E+06
grupos
Total 1,37E+08  1,10E+01
Dia 18 Entre 8,33E+06  3,00E+00  2,78E+06 ,513 ,685
grupos
Dentro de 4,33E+07  8,00E+00  5,42E+06
grupos
Total 5,17E+07 1,10E+01
Dia 21 Entre 3,23E+07  3,00E+00  1,08E+07 1,330 ,331
grupos
Dentro de 6,47E+07  8,00E+00  8,08E+06
grupos
Total 9,69E+07  1,10E+01

Se evidencié en la prueba post hoc de Tukey que en el dia 3, 6 y 9 de bioestimulacién el

tratamiento 3 conformado por SiCa + Melaza tuvo una diferencia significativa frente a todos los
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tratamiento en donde se obtuvo un ligero incremento en la concentracion de Vibrio el cual paso de
2 x10* a 7,13 x10* UFC/g de suelo, lo cual se le puede atribuir a la implementacion de
micronutrientes y fuentes de carbono, en el dia 3 'y 6 se pudo observar en el tratamiento control un
ligero incremento en la carga de Vibrio que paso de 2 x10* a 2,73 x10* UFC/g de suelo, lo cual se
le puede atribuir a la variacion de temperatura y presencia de oxigeno que hubo durante el
experimento , luego a partir del dia 12 hasta el 21 en el tratamiento 3, se logré observar una
reduccion en su carga ya que paso a ser 5,33 x10% UFC/g (Figura 3), en donde con base a estos
datos obtenidos, se observa que, al igual que en el estudio de Wang, et al. (2006) se logr6 una
reduccion significativa en la carga de Vibrios, que disminuy6 de 1.16 x10° a 3.65 x10° UFC/g, este
resultado coincide con el incremento en la presencia de Bacillus spp. en los tratamientos. La
proliferacion de estos microorganismos parece haber reducido la disponibilidad de nutrientes en
el entorno, lo que a su vez limita el florecimiento de patégenos.

Figura 3. Crecimiento de colonias de Vibrios sp. (UFC/g de suelo)
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3.5.  Analisis del porcentaje de materia presente en la parte labil del suelo.

El porcentaje de materia organica en el sedimento con la que se inicio el experimento era
4,25 %. Con respecto al porcentaje de materia organica presente en la parte 1abil obtenida después
de la bioestimulacion se utilizd para su analisis el ANOVA de un factor entre grupos en donde la
tabla 6 indica que luego de 21 todos los tratamientos tienen diferencia significativa ya que p-valor

es menor a alfa establecido de 0,05 (Tabla 6).
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Tabla 6. ANOVA de un factor entre grupos de la materia organica medido cada 6 dias.

ANOVA
MO del suelo
Suma de Media
Momento de muestreo (cada seis dias) cuadrados cuadratica F Sig.
Dia 0 Entre grupos ,000 3 ,000 ,000 1,000
Dentro de grupos 13,222 8 1,653
Total 13,222 11
Dia 6 Entre grupos 5,737 1,912 4,216 ,046
Dentro de grupos 3,628 454
Total 9,365 11
Dia 12 Entre grupos 28,579 3 9,526 10,287 ,004
Dentro de grupos 7,409 8 ,926
Total 35,988 11
Dia 18 Entre grupos 4,365 3 1,455 4,861 ,033
Dentro de grupos 2,395 8 ,299
Total 6,760 11
Dia 21 Entre grupos 26,112 3 8,704 52,613 ,000
Dentro de grupos 1,323 8 ,165
Total 27,435 11

En la prueba post hoc de Tukey indica que a partir del dia 12 y 21 de bioestimulacion el

tratamiento 3 conformado por SiCa + Melaza tuvo una diferencia significativa frente al tratamiento

control, en donde este de aqui tuvo una disminucion de materia organica de 4,25% a 0,23%. Esto

se debid a la mayor presencia de microorganismos Bacillus spp., similar a lo reportado por Inca &

Salazar (2024), quienes lograron una reduccion del 4.31% al 3.03% (Figura 4).
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Figura 4. Degradacion de materia organica en los 21 dias de tratamiento.

Barras siemples Media de % Materia organica de la parte labil en un periodo
de 21 dias

*

*
II|| IIII llll IIII =

Dia 0 Dia 6 Dia 12 Dia 18 Dia 21

5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

Media de % Materia organica de la parte labil

Tiempo de muestreo

H Control  ®m(CaSi (70 mg/l) ™ Melaza (84 mg/l)  ®m(CaSi+ Melaza (70 mg/1 + 84 mg/l)

Cabe destacar que el aumento de Bacillus spp. se logro con la aplicacion de nutrientes y
fuentes de carbono adicionales, lo cual sugiere una mejora en el metabolismo de los
microorganismos, en la investigacion realizada por Zambrano (2021), se constato que la mayor
variedad de Bacillus spp. en el analisis microbioldgico contribuy6 a una significativa reduccion de
la carga de materia organica en la laguna de produccién, llevandola a ser inferior al 2.2% (Figura
5). Este hallazgo sugiere que la diversidad de Bacillus spp. desempefia un papel importante en la
eficiencia de la biorremediacién, mejorando la calidad del suelo y del agua en sistemas acuicolas.
En este estudio la presencia de concentraciones elevadas de Bacillus spp. puede aumentar la

degradacion de compuestos organicos complejos, optimizando asi el proceso de biorremediacion.
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Figura 5 Crecimiento de colonias de Bacillus spp., respecto a la degradacion de materia
orgénica.
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IV. CONCLUSIONES

Podemos concluir que, al aplicar los insumos acuicolas como el SiCa y la melaza que son
micronutrientes y fuente de carbono respectivamente, se logra bioestimular los Bacillus nativos
presentes en los suelos acuicolas de baja salinidad, aumentando su carga lo que indica que puede
ayudar a mejorar la calidad del suelo. Asimismo, en el nimero de colonias presentes y después de
una caracterizacion se determind la presencia de cuatro colonias: Bacillus coagulans, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus y Bacillus megaterium.

En cuanto a la concentracion de Vibrio, se observa una reduccion en su carga presente en
el suelo. Este decrecimiento puede atribuirse a que el incremento de las colonias de Bacillus
obtenidas después de la bioestimulacion ayudaron en su control evitando asi una carga excesiva
de este género bacteriano.

Considerando los resultados obtenidos en cuanto a la materia organica, se denota una gran
reduccion, ya que se inicid con 4,25% y se redujo a 0,23%. Esto indica que el incremento de
Bacillus obtenidas después del proceso de bioestimulacion, empleando los micronutrientes y la
fuente de carbono, tienen grandes capacidades reductoras de materia organica.

De cara a futuros trabajos investigativos, este estudio presenta las bases de como la
bioestimulacion puede ser igual o mas efectiva que la bioaumentacion, aprovechando los
microorganismos nativos del medio, que ya estan adaptados a ese entorno. Esto asegura una buena
efectividad en la degradacion de materia organica y en el control de bacterias patdgenas como el
Vibrio.
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V. RECOMENDACIONES

Se recomienda que futuros experimentos en los se utilice bioestimulacion se incluyan
organismos ya sean estos peces 0 camarones, para asi evaluar su efectividad en el control
y degradacion de materia organica durante el cultivo de estas especies.

Se sugiere realizar un andlisis de los nutrientes presentes en el medio ya que se segun eso
se emplearia los insumos adecuados para la zona y asi obtener una bioestimulacién
efectiva.

Se podria realizar aislamiento de las bacterias obtenidas después de la bioestimulacion para
darle diversos usos seguin sea su campo de accion, para evitar asi la compra de productos
comerciales.

Para una buena bioestimulacion se recomienda obtener una aireacién constante.
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VII. ANEXOS.

Anexo 1. Obtencidn de suelo acuicola de baja salinidad.
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Anexo 3. Pasaje de insumos para los tratamientos.

Anexo 4. Aplicacion de tratamientos.




Anexo 5. Medicion de pardmetros fisico-quimicos.
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Anexo 7. Conteo de colonias de Bacillus spp Bacillus spp y Vibrios sp.
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Anexo 9. Fase de digestion del suelo mediante acido sulfurico + dicromato de potasio.

Anexo 10. Fase de titulaciéon mediante solucion de sulfato ferroso amoniacal.




7.1. Método de Walkley & Black
El método de Walkley & Black fue llevado a cabo en el Laboratorio de Suelos, empleando

la metodologia que utilizo Barrezueta, et al. (2020)

1. Pesar 1 g de muestra de suelo seco tamizado a 300 pm.

2. Ubicar la muestra pesada en un balon aforado de 100 ml.

3. Medir exactamente con una pipeta 10 ml de dicromato de potasio 1 N y agregarlo
sobre la muestra.

4. Medir en un vaso graduado 10 ml de acido sulfarico concentrado y agregarlo
cuidadosamente sobre la muestra, a través de las paredes del balon.

5. Agitar el balon y dejar en digestion durante 15 minutos o hasta el dia siguiente.

6. Aforar el balon con agua destilada y dejar enfriar. Reestablecer exactamente el nivel
del aforo cuando se haya enfriado la solucién.

7. Extraer 20 ml de solucién y colocarlo en un Erlenmeyer de 250 ml

8. Agregar en el Erlenmeyer 3 ml de acido fosforico al 85% Y seis gotas de difenilamina
((C6H5)2NH)

9. Titular con sulfato ferroso amoniacal 0,2 N hasta viraje a color verde claro.

10. Calcular el porcentaje (%) de CO mediante la siguiente ecuacion:

% CO = (ml dicromato — ml sulfato) x 0.4
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