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RESUMEN

En la actualidad, la erosion del suelo por el agua es el problema mas importante al
que se enfrenta la olivicultura mediterranea. Este efecto se acentua en zonas con
fuertes pendientes, ya que la capacidad de arrastre del agua de escorrentia que
transporta las particulas del suelo es mayor en este tipo de terrenos. Anualmente, la
superficie de olivar andaluz pierde aproximadamente 50 Ton/ha, lo cual trae como
consecuencia un efecto negativo sobre la produccién del olivar a causa de la
reduccion paulatina de la fertilidad del suelo. En el presente trabajo, tras una revision
exhaustiva de las investigaciones del uso de biocortezas de cianobacterias como
método de restauracion de suelos con altos niveles de erosion y los casos de éxito
que tuvieron éstas, se propone el uso de biocortezas de cianobacterias como posible
meétodo de control de erosidn en olivares de pendiente. Adicionalmente, se establece
un protocolo general de trabajo para llevar a cabo el procedimiento de
cianobacterizacién desde su muestreo en campo hasta su inoculacién a gran escala
y se evaluan los resultados mas relevantes de los distintos autores para conocer los
beneficios que podria traer consigo la implementacion de la inoculacién de
cianobacterias en los olivares de pendiente. Al considerar la técnica muy
prometedora y presentar numerosas ventajas frente a otro tipo de técnicas de
restauracion, se sugiere realizar investigaciones experimentales a futuro con la
finalidad de mejorar las condiciones de los suelos agricolas y reducir los efectos de

la erosion.



ABSTRACT

At present, soil erosion by water is the most important problem facing Mediterranean
olive growing. This effect is accentuated in areas with steep slopes, as the carrying
capacity of runoff water carrying soil particles is greater in this type of terrain.
Annually, the area of Andalusian olive trees loses approximately 50 Ton/ha, which
results in a negative effect on olive production due to the gradual reduction of soil
fertility. In this review, based on success stories of studies using cyanobacterial
biocrusts as a method of restoration on soils with high levels of erosion, the
cyanobacterial biocrust technology is proposed as a possible erosion control method
in olive orchards established on steep slopes. In addition, a general work procedure
was established to carry out the cyanobacteria procedure from field sampling to
large-scale inoculation, and the most relevant results of the different authors were
evaluated to know the benefits that could lead the implementation of cyanobacteria
inoculation in olive orchards established on steep slopes. Considering the technique
very promising and presenting numerous advantages over other restoration
techniques, it is suggested to conduct future experimental research with the aim of

improving the conditions of agricultural soils and reducing the effects of erosion.



INTRODUCCION
1. EL SUELO: CARACTERISTICAS Y AMENAZAS

El suelo es la capa superior de la superficie terrestre en la que ocurren actividades
fisicas y bioquimicas que son consecuencia de su interaccion con organismos vy
elementos naturales. Esta compuesto por minerales, materia organica e inorganica,
y tiene la capacidad de generar gases, almacenar agua y petréleo. (Valdez, Badii,
Guillen, & Acuia, 2015). Las actividades humanas como lo son la industrial, la
municipal y la agricola afectan los suelos, o que a menudo resulta en su

degradacion, pérdida o reduccion de sus funciones (Vargas, 2009).
2. EL OLIVAR Y SU DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El olivo es una especie resistente y altamente adaptable a condiciones adversas del
medio, como la sequia. Debido a esta caracteristica, puede establecerse en una
amplia variedad de suelos con diferentes caracteristicas. (Parra, Escobar, Navarro,
& Arquro, 2002). Sin embargo, un suelo franco, ligero en la superficie siempre sera
idéneo debido a que las raices de desarrollan con mayor facilidad bajo dichas

caracteristicas (Albifiana, 2018).

El olivo es nativo de una region que se extiende desde el sur del Caucaso hasta las
altiplanicies de Iran, Palestina y la costa de Siria. Posteriormente se propagé a
través de Chipre hacia Anatolia y, desde Creta, llegd a Egipto, poblando finalmente
todos los paises mediterraneos. A partir del siglo XV, con los viajes de Colén,
Magallanes y Elcano, se introdujo en el Nuevo Mundo. Actualmente se cultiva en

Sudafrica, China, Japon y Australia.

El olivo se encuentra principalmente en regiones climaticas del tipo Mediterraneo,
tanto en el hemisferio norte como en el hemisferio sur, entre las latitudes 30° y 45°.
En estas areas, el clima se caracteriza por veranos secos y calurosos. En el
hemisferio sur, el olivar también se encuentra en latitudes mas tropicales, donde el

clima puede ser modificado por la altitud.

El patrimonio oleicola actual se compone de alrededor de 1.000 millones de olivos,

cubriendo una superficie de aproximadamente 10 millones de hectareas. El 98% de
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este total se encuentra en paises de la Cuenca Mediterranea, mientras que el 1,2%
se encuentra en el continente americano, el 0,4% en Asia Oriental y otro 0,4% en

Oceania (Barranco, Navero, & Romero, 2008).
3. EROSION DEL SUELO DEL OLIVAR

Una de las principales amenazas que propician la degradacién de suelo en todo el
mundo es la erosidon. Esta problematica se ha acentuado durante los ultimos afos
debido al impacto del uso de la tierra y el cambio, lo que trae como consecuencia la
degradacion del suelo y el deterioro de las condiciones del suelo para la
biodiversidad, ademas de influir negativamente en los ciclos biogeoquimicos. De
acuerdo con varios estudios de cambio de clima y uso de la tierra, se reporta que la
erosion del suelo estd aumentando, lo que representa una gran amenaza para la
fertilidad de la tierra y para los procesos ecolégicos del suelo; como lo son la
descomposicion de la hojarasca, el ciclo de nutrientes, entre otros. La erosion del
suelo puede ser provocada por diversos factores, entre los que podemos enunciar:
erosion hidrica, erosion edlica, erosion por congelacion y descongelacion, erosion
por gravedad; etc. (Guerra et al., 2020). Los tipos de erosion y las caracteristicas de

cada uno de los agentes erosivos se muestran en la Tabla 1 (Diaz, 2011).

Tabla 1. Tipos de erosién y sus caracteristicas
Tipo de erosién Caracteristicas

. El viento desprende, desplaza, transporta y deposita
Erosion por ) _ o
_ particulas de suelo mediante fuerzas de friccion y
viento .
levantamiento.

- . Las gotas de agua pueden mover las particulas del suelo
Erosion por lluvia _ . . ]
desnudo a distancias sorprendentes al impactar con él.

Las corrientes de agua pueden erosionar las capas
Erosion laminar superficiales del suelo, creando un proceso de erosioén en

capas que se profundiza..

N La concentracién del flujo en pequefos canales o
Erosion en . N _
rugosidades provoca la formacién de surcos semiparalelos
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Tipo de erosion

Caracteristicas

Surcos

que se profundizan con el tiempo.

Erosion por
afloramiento de

agua

El afloramiento del agua subterranea puede generar
carcavas o cavernas al desprender particulas del suelo

subsuperficial.

Erosion interna

El flujo de agua en el suelo transporta particulas y forma

cavernas subterraneas.

Erosiéon en

carcavas

Los surcos se pueden convertir en canales profundos y la
concentracion de una corriente de agua en un area
especifica puede originar carcavas. Una vez iniciada la

carcava, detener el proceso erosivo resulta muy dificil.

Erosion en

cauces de agua

También conocida como erosion lateral y profundizacion. La
fuerza tractiva del agua en las corrientes y rios produce
ampliacion lateral de los cauces, asi como profundizacion y

dinamica general de la corriente.

Erosion por

oleaje

Las fuerzas de las olas al ascender y descender sobre el
suelo provocan el desprendimiento y transporte de
particulas.

Erosidon en masa

El término "erosion" o "remocion en masa" se refiere a los
movimientos significativos de grandes masas de suelo,

conocidos comunmente como deslizamientos.

La erosién del suelo se encuentra en el octavo lugar de las amenazas al suelo segun
la Estrategia Tematica del Suelo de la Comision Europea (CE, 2006). En la ultima
década, este problema ha sido parte de la agenda ambiental de la Union Europea
(UE) debido a sus impactos en la produccion de alimentos, calidad del agua potable,

servicios ecosistémicos, inundaciones, eutrofizacion, biodiversidad y disminucién de

Fuente: Tomado de (Diaz, 2011).

las reservas de carbono (Panagos et al., 2015).
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3.1. EROSION DEL SUELO EN OLIVARES DE PENDIENTES

En la actualidad, la erosidon del suelo por el agua es el principal desafio que enfrenta
la olivicultura mediterranea. Esto se debe a las caracteristicas propias del clima
mediterraneo, que se caracteriza por lluvias irregulares y a menudo intensas. Las
sequias marcadas durante el verano se combinan con aguaceros de alta energia, lo
que crea condiciones propicias para la erosion hidrica. Ademas, estas
precipitaciones son altamente variables tanto de un afo a otro como dentro del

mismo ciclo hidrolégico (Duran, Rodriguez, Cuadros, & Francia, 2014).

Cada afo se pierden millones de toneladas de suelo debido al arrastre causado por
las aguas de escorrentia, lo cual tiene un impacto negativo en la produccion del
olivar debido a la reduccién gradual de la fertilidad del suelo. Este efecto es mas
pronunciado en areas con fuertes pendientes, ya que la capacidad de arrastre del
agua de escorrentia que transporta las particulas del suelo estad directamente
relacionada con la inclinacion y longitud de la pendiente. Estos factores aumentan la
fluidez y velocidad del flujo, lo que incrementa el caudal de la escorrentia y su
capacidad de arrastre, dando lugar a la erosion en surcos e incluso a la formacion de
carcavas (Ramos, Feito, & Gil, 2008). Por esta razén, los olivares convencionales
ubicados en areas con cierta pendiente y que tienden a mantener una gran parte de
su superficie sin cobertura vegetal, estan experimentando graves problemas de
hidrofobicidad, compactacion y disminucion del horizonte fértil del suelo (Rodrigo-

Comino, Taguas, Seeger, & Ries, 2019).

Es importante destacar que, en la regién mediterranea de Espana, en el afio 2015,
aproximadamente la mitad de las explotaciones de olivar se encontraban en
pendientes superiores al 15% de inclinacion. Estas explotaciones representaban el
42,8% de la superficie total de olivar en la regién (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de explotaciones y superficies dedicadas al olivar segun
diferentes intervalos de pendiente
Pendiente % Explotaciéon % Superficie

0-8% 20,8 % 20,5 %
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8—-10 % 9,2 % 11,9 %
10 -15 % 20,8 % 24,7 %
15-20 % 16,5 % 16,2 %
20 -25% 12,0 % 10,8 %
>25 % 20,7 % 15,8 %

Fuente: Tomado de (Sierra et al., 2018).

Las altas pendientes en los olivares generan importantes problemas ambientales;
como la erosion del suelo en la Unidon Europea, especialmente en la superficie de
olivar andaluz. Se estima que las pérdidas de suelo en esta region superan las 50
toneladas por hectarea al afio, como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Mapa de las tasas de pérdida de suelo en la Unién Europea
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Background Image: ESRI World Terrain Base

Fuente: Tomado de (Panagos et al., 2015).

La pérdida del horizonte superficial del suelo conlleva deficiencias de nutrientes y
carbono organico, lo que afecta negativamente su calidad. Esto limita su capacidad
para producir biomasa, que es fundamental para una buena produccion agricola.
Ademas, el suelo desempefia un papel crucial como soporte del medio natural y es
el primer eslabdn de la cadena alimentaria (Sierra et al., 2018).
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3.2. ESTRATEGIAS PARA MITIGAR LA EROSION

El manejo adecuado del suelo puede ayudar a reducir las pérdidas de suelo por
erosion. Por esta razon, se estan implementando técnicas de no laboreo y el uso de
cubiertas vegetales en los espacios entre las filas de olivos como medidas
correctivas para mitigar la erosion del suelo en los olivares. Estas técnicas han

demostrado obtener resultados prometedores.

Entre las cubiertas vegetales mas utilizadas para el manejo de los cultivos de olivar

se pueden destacar los siguientes tres tipos:

a. Cubierta de especies espontaneas. Consiste en permitir el crecimiento de la
vegetacion natural en el suelo y eliminar selectivamente aquellas especies
que puedan ser perjudiciales para el cultivo. Esto se logra mediante el uso de
herbicidas selectivos o desbrozadoras, eliminando las hierbas de hoja ancha
y conservando preferentemente las gramineas de hoja estrecha.

b. Cubierta de especies sembradas. Implica la siembra de plantas herbaceas
anuales en los espacios entre las filas de olivos. Esta siembra se realiza
durante el otofio, aprovechando las primeras lluvias. Algunas de las especies

mas adecuadas para esta técnica son:
Gramineas: Hordeum vulgare (cebada), Avena sativa (avena), Triticum spp. (trigo).
Leguminosas: Vicia sativa (veza), Vicia ervilia (yero), Trifolium sp. (trébol).

c. Cubierta inerte. Consiste en utilizar los residuos generados por la propia
explotacion para realizar una cubierta. Normalmente se utilizan restos de

poda previamente astillados, hojas de limpia, piedras, etc.

En la Figura 2 se ejemplifican algunas de las cubiertas vegetales mas comunes.

16



Figura 2. Ejemplo de cubiertas vegetales. (A) Restos de poda picados formando un
alcolchado en las calles de un olivar (B) Implantacion de cubierta vegetal de
leguminosas en olivar convencional

Fuente: Tomado de (Barranco, Fernandez, & Rallo, 2017).

A pesar de las ventajas que trae consigo el uso de cubiertas vegetales, es
importante tener en cuenta que su uso puede generar competencia por nutrientes y
agua con los olivos, especialmente en regiones donde la mayoria de los olivares son
de secano. En Andalucia, por ejemplo, aproximadamente dos tercios de los olivares
son de secano (495.593 ha regadio/1.521.821 ha totales), de las cuales 329.901 ha
son de olivar en pendientes pronunciadas (inclinacién>20%), por lo que
considerando la escasez de agua debida a las sequias actuales, el uso de cubiertas
vegetales en este tipo de cultivos se considera poco viable, ya que se requiere riego
para garantizar la disponibilidad de agua tanto para los olivos como para las

cubiertas vegetales (Sierra et al., 2018).
4. BIOCORTEZAS: NUEVA HERRAMIENTA PARA MITIGAR LA EROSION

Durante mucho tiempo, la revegetacion fue el enfoque principal para prevenir la
erosion del suelo. Sin embargo, esta técnica presenta algunas deficiencias
importantes, como un crecimiento lento, elevado costo, baja tolerancia al estrés,
competencia con los cultivos y una alta tasa de fallas. Recientemente, se ha
demostrado que el cultivo rapido de una cubierta viva alternativa utilizando las
cortezas biolégicas del suelo (biocortezas: una comunidad de criptdgamas y/o

microbios en la superficie del suelo), puede ofrecer una solucién con un nuevo
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enfoque de bajo costo y alta eficiencia para estabilizar el suelo, y mejorar la funcién
en suelos danados. Una de las ventajas de las biocortezas es su alta capacidad de
dominio en las superficies del suelo, pues especificamente en las tierras secas se

han reportado informes de coberturas de hasta un 70% o mas.

Las comunidades de biocorteza estan conformadas por una mezcla de organismos
fotoautotrofos criptogamicos, entre los que podemos encontrar cianobacterias, algas,
liguenes, musgos, hepaticas, entre otros. Estos organismos actuan junto con
diferentes tipos de bacterias y hongos para crear una extensa capa superficial del
suelo en habitats de todo el mundo, sobre todo en aquellos que presentan
restricciones ambientales donde el crecimiento de las plantas vasculares esta
limitado. Estos organismos forman comunidades competitivas en ambientes
extremos como los desiertos calidos y frios del mundo, los habitats alpinos y las
regiones polares (Raggio, Green, Pintado, Sancho, & Budel, 2021). Ademas de las
criptogamas fotoautotrdficas, las biocortezas albergan una gran diversidad de
heterétrofos microbianos, como los hongos, bacterias y arqueas. Estos organismos
pueden consumir los compuestos de carbono liberados por los fotoautétrofos
durante los eventos de lluvia. Adicionalmente, las biocortezas favorecen la creacion
de un habitat que esta ocupado por microfauna como protozoos, nematodos,
tardigrados, rotiferos y microartropodos. Por lo tanto, las biocortezas forman redes
alimentarias/ecosistemas completos, compuestos por productores fotoautoétrofos y

consumidores heterotrofos (Figura 3) (Weber et al., 2022).
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Figura 3. Las cortezas bioldgicas del suelo (biocortezas) forman ecosistemas en
miniatura. Estan compuestos por productores fotoautotrofos (es decir,
cianobacterias, algas, liquenes y briéfitos; se muestran en verde), microfauna que
actua como consumidores (es decir, protozoos, nematodos, tardigrados, rotiferos y
microartropodos; se muestran en azul) y descomponedores (es decir, hongos,
bacterias y arqueas; mostrado en rojo)

© Springer, Heidelberg

Fuente: Tomado de (Weber et al., 2022).

Las biocortezas influyen positivamente en las funciones del ecosistema, entre las
que se incluyen la resistencia a la erosion del suelo, la construccién de la fertilidad
del suelo, la influencia de la hidrologia local y la interaccion con otra biota (Bowker,
Antoninka, & Chuckran, 2020). De manera adicional, la superficie microbiana
formada por las biocortezas brinda servicios ecosistémicos importantes como
proteccion contra la erosién provocada por el viento y el agua. Las biocortezas
también contribuyen de manera positiva a la fertilidad del suelo al fijar carbono
atmosférico y nitrégeno, gracias a su gran capacidad de exportar al suelo no
solamente proporciones significativas tanto de C como de N, sino también de otros
elementos; ademas de atrapar particulas de polvo (Giraldo-Silva, Nelson, Barger, &
Garcia-Pichel, 2019).
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4.1. CIANOBACTERIAS

Las cianobacterias son organismos fotoautétrofos procariéticos que se encuentran
presentes en casi todos los ambientes terrestres. Por lo regular son las primeras
especies fotosintéticas que se hacen presentes en suelos perturbados y son
capaces de sobrevivir en condiciones ambientales extremas, como alta temperatura,
pH y salinidad, baja precipitacion, fuerte irradiacion y desecacién. Como todo
organismo procariotico, su reproduccion unicelular ocurre por una simple division de
la célula. La propagacion vegetativa de las cianobacterias filamentosas a menudo
tiene lugar mediante hormogonias y pseudohormogonias (Belnap, Weber, & Budel,
2016).

Las cianobacterias juegan un papel importante en el suelo, pues le brindan
estabilidad, secuestran carbono y fijan nitrégeno, y producen pigmentos protectores
solares como la escitonemina. Gracias a su papel como colonizadores primarios de
la biocorteza, sus grandes habilidades ecoldgicas, sus caracteristicas biologicas y
modos de reproduccion vegetativos simples hacen que las cianobacterias sean
organismos muy adecuados para la rehabilitacion de la biocorteza, por lo cada vez
son mas utilizados en proyectos para promover biocortezas artificiales y mejorar las
condiciones del suelo en tierras secas degradadas (Jiménez-Gonzalez, Machado de
Lima, Chilton, Almendros, & Mufioz-Rojas, 2022).

4.1.1. INOCULACION DE CIANOBACTERIAS

La inoculacion de cianobacterias (también conocida como cianobacterizacion) es
una tecnologia que se ha investigado ampliamente debido a sus efectos positivos
sobre la fertilidad del suelo y el crecimiento de las plantas. De hecho, el uso de
cianobacterias como “abono verde” en la agricultura es un tema que se ha
documentado desde la década de 1950. Se ha demostrado que la siembra con
géneros diazotréficos como Nostoc y Calothrix (Figura 4), solos o combinados,
tuvieron efectos positivos en un numero importante de cultivos, presentando mejoras
en cuanto al numero de labores productivas, altura de planta, altura de panoja, peso

de rendimiento y paja, cosecha y el indice de granos, entre otros.
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Figura 4. Cianobaterias vistas bajo microscopia de luz, 3550 x. (A) Nostoc y (B)
Calothrix

Fuente: Tomado de (Tsavkelova, Lobakova, Kolomeitseva, Cherdyntseva, &
Netrusov, 2003).

Por otro lado, la cianobacterizacién como alternativa para combatir los efectos de la
desertificacion es un tema de investigacién mas actual, con registros que datan de
solo un par de anos. Estudios recientes han demostrado que, si se emplean las
cepas adecuadas y se logra realizar un proceso de inoculacion exitoso, los efectos
positivos en términos de fertilizacion y estabilizacion del suelo son rapidos y
significativos, incluso cuando Uunicamente estdn presentes las cortezas de
cianobacterias. Una inoculacion exitosa es determinante para la formacion de
cortezas de cianobacterias, lo que daria pauta para el primer nivel de desarrollo de
la biocorteza (Adessi, De Philippis, & Rossi, 2021).

Al colonizar con éxito la superficie del suelo, las cianobacterias mejoran la fertilidad
del suelo a través de procesos de quelacion de minerales, atrapamiento de polvo y

la fijacion de nutrientes; de esta manera las cianobacterias preparan los suelos para
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el establecimiento de comunidades de biocortezas, plantas y animales mas
desarrollados. Ademas, varios estudios revelaron que al producir sustancias
poliméricas extracelulares (Exopolisacaridos, EPS), las cianobacterias son capaces
de unir las particulas del suelo, aumentar la estabilidad de los agregados y reducir
los impactos erosivos del viento y el agua. Ademas, la actividad fisiolégica de la
cianobacterias propicia el aumento de materia organica, que a su vez aumenta la
repelencia al agua y la adhesion entre las particulas del suelo, promoviendo asi la
resistencia de los agregados a la humectacion y mejorando la estructura y la
estabilidad de los mismos. Cabe mencionar que las cianobacterias contribuyen
también a mejorar la distribucion de tamafo de particula del suelo, propiedad
dinamica que determina la resistencia del mismo a las fuerzas erosivas y su
capacidad para proporcionar funciones clave como la infiltracién de agua (Sepehr,

Hassanzadeh, & Rodriguez-Caballero, 2019).
4.2. OTROS MICROORGANISMOS
4.2.1. LIQUENES

Los liquenes son una asociacion simbiotica de una pareja de algas o cianobacterias
(fotobionte) con un huésped fungico (micobionte). Los liquenes crecen
independientemente de los sustratos hospedantes, incluidas rocas, suelos, arboles y
estructuras hechas por el hombre. Al carecer de un sistema de raices, la absorcion
de nutrientes o contaminantes del liquen se realiza principalmente a través de
aportes atmosféricos directos, principalmente como deposicion humeda y seca.
Como los liquenes crecen en una gran variedad de ambientes y son resistentes en
climas severos, estan adaptados para capturar y retener nutrientes de fuentes en el

aire (Anderson, Lévesque, Caron, Beckett, & Spiers, 2022).

La reproduccion de liquenes puede involucrar a uno o ambos biontes y puede ser
sexual o asexual. La reproducciéon sexual de los liquenes involucra solo el
micobionte fungico que produce un cuerpo fructifero que contiene y dispersa las
esporas. La formacion sexual de nuevos talos de liquen por esporas de micobiontes
es extremadamente dificil debido al desafiante proceso de reliquenizacion. Se ha

informado que la formacion de un nuevo liquen talo a partir del micelio derivado de
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ascosporas ocurre en aproximadamente uno de varios millones de casos (Honegger
2008). Sin embargo, varios modos de propagacion vegetativa estan bien
desarrollados en los liquenes. La fragmentacion es el método mas simple y uno de
los mas comunes de reproduccion vegetativa, mientras que isidia y soredia son
propagulos vegetativos especializados de liquenes, que contienen tanto el
micobionte como el fotobionte. Por lo tanto, al menos en teoria, deberia ser factible
restaurar las biocortezas con liquenes mediante su inoculacion (Belnap, Weber, &
Bldel, 2016)

4.2.2. MUSGOS

Los musgos son briéfitos y pueden clasificarse como plantas compuestas de tallos y
hojas pequefios y delgados que carecen de tejido vascular y raices verdaderas. Los
musgos tienen estructuras semejantes a raices, tallos y hojas, pero no tienen
verdaderos tejidos conductores de agua y nutrientes. La mayoria de los musgos se

reproducen sexualmente por esporas (Rosentreter, 2020).

Los musgos son componentes comunes de las comunidades biolégicas que habitan
en la corteza del suelo (biocortezas) y brindan servicios ecosistémicos clave. Entre
sus funciones principales se encuentran la estabilizacion del suelo, la retenciéon de
agua, la fijacion de carbono y el alojamiento de cianobacterias fijadoras de N. Los
musgos son capaces de sobrevivir largos periodos secos, responden velozmente a
la precipitacion y se reproducen vegetativamente. Estas caracteristicas hacen de los
musgos de tierras secas unos excelentes materiales de restauracion de biocortezas.
Sin embargo, debido a la naturaleza de su lento crecimiento, es necesario
desarrollar métodos de cultivo ex situ para mejorar su utilidad (Antoninka, Bowker,
Reed, & Doherty, 2016).
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JUSTIFICACION

La continua explotacion de los suelos del mediterraneo, en especial debido al cultivo
de olivar, el uso constante de técnicas de laboreo, las lluvias intermitentes, la sequia
y los suelos desnudos han provocado la pérdida irreversible de suelos fértiles, por lo
que se precisa de manera urgente formular y poner en marcha estrategias para

mitigar, y de ser posible, recuperar la calidad de los suelos.

Existe mucha informacion bibliografica sobre cubiertas vegetales como alternativa
para mitigar el impacto de la pérdida de calidad del suelo; sin embargo, poco se
habla sobre los microorganismos, que son la parte medular para el establecimiento
de una cubierta viva. Ademas, su presencia en el suelo favorece las condiciones
para la infiltracidn de agua, presencia de materia organica, formacién de agregados
en el suelo y demas propiedades que le brindan resistencia a las condiciones criticas

de cambio climatico, sequia y erosion.

La investigacion de las biocortezas de cianobacterias es una propuesta innovadora
gue se ha estado desarrollando en la actualidad para mejorar las condiciones suelos
deteriorados por erosion, desertificacion o explotacion desmedida por la actividad
humana. Durante la consulta de la bibliografia no se encontré evidencia alguna de
estudios de biocortezas de cianobacterias enfocados a los suelos de los olivares, lo

cual fue determinante para la eleccidn del tema de la presente investigacion.

Considerando la problematica tan grave que representa la pérdida de la calidad del
suelo y las medidas poco eficientes para su restauracion, la opcion de considerar
como alternativa el uso de cianobacterias podria traer consigo una oportunidad para
mejorar las condiciones de suelo de los olivares de pendiente, que son los mas
afectados. Con este trabajo se pretende realizar una exhaustiva revision de las
metodologias disponibles para proteger diversos suelos con biocortezas de
cianobacterias, sus particularidades, su aplicacion y sus resultados, buscando
establecer una posible aplicacion de las mismas en los suelos de los olivares de
pendientes con la finalidad de inducir la formacién natural de microhabitats capaces
de mejorar las condiciones fisicas y quimicas del suelo y fomentar su resistencia

ante la erosion.
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Al tratarse de un tema de actualidad, la bibliografia disponible para consulta es
limitada, pero muy sustancial. Esto representa un area de oportunidad para
establecer de manera tedrica un protocolo de accion y, por consiguiente, establecer
las bases para futuros proyectos experimentales.

OBJETIVO

Revisar la informacion bibliografica reportada para el uso de biocortezas de
cianobacterias como medida correctiva para la degradacién y pérdida de suelo, asi
como casos de éxito de propagacion y cultivo de biocortezas para proponer una
alternativa de uso en los olivares de pendiente para disminuir el impacto ambiental
provocado por la erosion como una primera medida, considerando también la
posibilidad de regeneracion del suelo fértil y la mejora en la calidad y riqueza del

suelo.

Comparar las caracteristicas de suelo de las investigaciones revisadas contra las
caracteristicas de suelo que se presentan mayormente en las zonas de olivares de
pendiente para tener una nocion hipotética sobre el éxito que podria tener la

propuesta en caso de llevarse a cabo de manera experimental.

Establecer un protocolo general de trabajo en el que se explique de manera
detallada los pasos a seguir para llevar a cabo el proceso de establecimiento de una
biocorteza de cianobacterias desde su muestreo en suelo hasta su inoculacién en el

mismo.

Evaluar los resultados obtenidos en la bibliografia consultada para poder concluir la
efectividad que tiene la metodologia propuesta, asi como analizar los beneficios que
trajo consigo la inoculacion de las biocortezas de cianobacterias en cada proyecto
revisado y determinar las ventajas que supone su uso frente a otras alternativas

utilizadas para mitigar los efectos de la erosién y el desgaste del suelo.
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METODOLOGIA

Se realizé una busqueda bibliografica de articulos cientificos publicados entre 2012 y
2023 tanto de trabajos escritos en espanol como en inglés. Para la consulta se
analizaron todos aquellos trabajos cuyo titulo y resumen se adaptan a la tematica de

la revision.

Las bases de datos consultadas fueron Dialnet, Pubmed y el buscador Google
académico. Como criterios de busqueda se ingresaron las palabras clave “suelo”,

” o« ” o« ” o« ” o«

“‘degradacion”, “erosion”, “biocorteza”, “cianobacteria”, inoculacion”, “olivo”.

Se establecieron criterios de inclusién y exclusion (Tablas 3, 4) para descartar toda
bibliografia que no siguiera la linea de la revisién y seleccionar aquellos articulos con

informacion relevante para su posterior lectura sistematica.

Tabla 3. Criterios de inclusion

Variables Criterios de inclusion
Objetivos del articulo Restauracion de suelo
Tipo de microorganismo Cianobacterias
Fecha de publicacion = 2018

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 4. Criterios de exclusion

Variables Criterios de exclusiéon
Criterios de inclusion El no cumplir con alguno de estos
criterios
Duplicados En distintas bases de datos

Fuente: Elaboracion propia

Los articulos que cumplieron los criterios de inclusion fueron recuperados a texto

completo a través de la biblioteca de la Universidad de Jaén.
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Los articulos seleccionados se revisaron de manera independiente para corroborar
su pertinencia, tomando como criterio las caracteristicas del estudio, el objetivo, los
procedimientos, los resultados y sus conclusiones. Todo esto se realizé con ayuda
de una ficha técnica en la que desarrollaban las generalidades de los trabajos; de
esta manera se descartaron aquellos articulos menos afines al objetivo del trabajo

en cuestion (Tabla 5).

Tabla 5. Ficha técnica descriptiva
Ficha técnica

Titulo del articulo:

Autores:

Objetivo de la

investigacion

Ano de la investigacion:

Lugar de la investigacion:

Ano de publicacion:

Idioma:

Ano de publicacion:

Revista:

Palabras clave:

Fuente: Elaboracién propia
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. SELECCION DE BIBLIOGRAFIA

Los articulos recuperados y seleccionados de cada una de las bases de datos tras

realizar la busqueda con ayuda de palabras clave y aplicar los criterios de inclusion

se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Numero de articulos recuperados y seleccionados

Base de datos

Articulos recuperados

Articulos seleccionados

Google académico 9 3
Dialnet 7 2
Pubmed 10 3

Fuente: Elaboracion propia

Se recuperd un total de 26 referencias, de las cuales se descartaron 12 por no

cumplir los criterios de inclusion establecidos. De las 12 referencias restantes se

realizd la lectura sistematica y se descartaron 4 dado que los resultados de sus

investigaciones no proporcionaban informacion relevante para la presente revision.

El numero total de articulos seleccionados para la revision fueron 8 segun se

esquematiza en la Figura 5.
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Figura 5. Resultados de busqueda

9
N= 26 articulos identificados 7 Soogle/académico
después de eliminar — Dialnet
duplicados 10
Pubmed

4 Eliminados por no aplicar
los criterios de inclusiéon

3
Google académico

8 articulos revisados a texto 2

completo Dialnet
3
Pubmed

Fuente: Elaboracion propia

2. POSIBLE USO DE BIOCORTEZAS DE CIANOBACTERIAS EN OLIVARES EN
PENDIENTE.

De acuerdo con la bibliografia consultada, las investigaciones se realizaron en
diversos tipos de suelo con altas deficiencias en fertilidad, nutrientes, textura y

capacidad de retencion de agua.

Karimi, Tahmourespour, & Hoodaji (2022) realizaron el estudio en siete tipos de
suelo relativamente pobres en nutrientes ubicados en areas agricolas importantes.
El primer suelo esta clasificado como cambisol gleico, segun la clasificacion de la
Base Mundial de Referencia para los Recursos del Suelo (WRB) (IUSS, 2014). En
este tipo de suelo se habia cultivado durante 15 anos, siendo el arroz el cultivo
habitual. El segundo suelo se habia cultivado con maiz durante mas de 35 afios;
este suelo fue clasificado como Lixisol rodi-profundo (WRB). El tercer suelo fue
clasificado como Luvisol férrico (WRB) y se habia cultivado con maiz en condiciones
de secano. El cuarto suelo era un esquema de riego a pequefia escala que también
habia sido cultivado con maiz; este suelo fue definido como Luvisol haplico en la
clasificacion WRB. Los ultimos tres tipos de suelo estaban sembrados con maiz de
secano y representaban entornos de cultivos arenosos de baja fertilidad; estos
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suelos fueron clasificados en la clasificacion WRB como Lixisol Haplico, Luvisol

Crémico y Lixisol Haplico, respectivamente.

Chamizo, Mugnai, Rossi, Certini, & De Philippis (2018) Recolectaron cuatro tipos de
suelo con distribuciones de tamafo de particula contrastantes de dos areas
semiaridas. Desde el mas fino hasta el mas grueso, estos suelos se clasificaron

como: (1) franco limoso, (2) franco arenoso; (3) arena arcillosa y (4) arena.

El suelo franco limoso se recolectd de una zona caracterizada por suelos poco
profundos con estructura pobre y bajo contenido de nitrégeno y materia organica. La
precipitacion media anual es de 235 mm y la temperatura media anual es de 18°C.
Los otros tres tipos de suelo se recolectaron de tres sitios diferentes con una
precipitacion media anual de 200 mm y una temperatura media anual de 18°C. Las
arenas francas y los suelos arenosos se recolectaron en un area de pastizal con
topografia plana. El suelo franco arenoso se recogié de una zona de cultivo agricola
de secano. Los suelos franco arenoso y franco arenoso difieren en su estructura y
composicion quimica, siendo el suelo “agricola” menos compacto debido a la
labranza ocasional y con menos carbonato y mayor contenido de carbono y

nitrégeno organico que el suelo franco arenoso.

Roncero-Ramos et al. (2019) trabajaron con suelos muestreados en sitios de clima

mediterraneo semiarido.

El primer sitio cuenta con una temperatura media anual de 17,6 °C, una precipitaciéon
anual de 242 mm y una evapotranspiracion potencial anual de 1225 mm. El tipo de
suelo muestreado es Leptosol (WRB) con una textura del suelo franco arcillosa (34%

arena, 31% limo y 35% arcilla).

El segundo sitio se caracteriza por una precipitacion media anual de 235 mm, que
cae principalmente en invierno, y con veranos largos y secos. La temperatura media
anual es de 17,8 °C y la evapotranspiracion potencial anual es de aproximadamente
1.500 mm. El tipo de suelo de esta region varia entre Leptosoles, Calcisoles,
Cambisoles y Gypsisoles (WRB), y su textura es franco-limosa (30% arena, 59%

limo y 11% arcilla). Esta zona cuenta con pendientes pronunciadas, por lo que hay
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procesos erosivos activos y, por ende, poco desarrollo del suelo, por lo que esta

practicamente desprovista de vegetacion.

El tercer sitio cuenta con una temperatura media anual de 19 °C y una precipitacion
media anual de 200 mm. Los suelos de esta region se clasifican en Leptosoles y
Calcisoles (WRB), y la textura del suelo es franco-arenosa (61% arena, 29% limo y
10% arcilla).

Roncero-Ramos et al. (2019) Recolectaron dos tipos de suelo de dos sitios
experimentales con condiciones climaticas similares, pero diferencias en las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, la productividad y la intensificacion del uso

de la tierra, El clima de ambos sitios es mediterraneo semiarido.

El primer sitio cuenta con una temperatura media anual de 17,6 °C y una
precipitacion de 242 mm. Sus suelos se clasifican principalmente en leptosoles
epilépticos y endolépticos y regosoles calcaricos. Tiene una textura franca (34%
arena, 45% limo y 21% arcilla), una baja capacidad de retencién de agua y un
contenido de materia organica muy pobre. Debido al limitado desarrollo del suelo
que conduce a una alta erosion del suelo y bajas capacidades de infiltracion que
restringen la humedad del suelo, la escasa cobertura vegetal y el predominio de

fuertes pendientes, las tasas de erosion en este sitio es muy alta.

El segundo sitio cuenta una temperatura media anual de 17,8 °C y una precipitacion
de 235 mm. Sus suelos se clasifican principalmente como Regosoles epilépticos y
endolépticos, Regosoles calcaricos , Calcisoles haplicos y Gipsisoles éutricos. La
textura del suelo es principalmente franco-limosa (24 % arena, 57 % limo y 19 %
arcilla) y la capacidad de retencion de agua y los contenidos de CO y nitrégeno son

mas altos que el primer sitio.

Los suelos analizados en la bibliografia presentan claras similitudes con los suelos
de los olivares en pendiente. En la investigacion de (Karimi, Tahmourespour, &
Hoodaji, 2022) se trabajé con suelos agricolas explotados bajo el régimen de
monocultivo de maiz. Este régimen se aplica en los las fincas de olivar debido a la
naturaleza arboérea de los olivos y desafortunadamente favorece el agotamiento y

degradacion del suelo, debido a que el cultivo reiterado de la misma especie acaba
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agotando por completo los nutrientes requeridos por ella. Esto acaba provocando
incluso erosion a largo plazo, y el suelo pasa a requerir la adicién periddica de
fertilizantes. En esta investigacion ademas se trabajo con un suelo con cultivo de
maiz de secano que también es muy utilizado en los olivares de pendiente debido a

la poca accesibilidad de los terrenos para llevar a cabo actividades de riego.

En las investigaciones realizadas por Chamizo, Mugnai, Rossi, Certini, & De
Philippis (2018) se trabajé con suelos con estructura pobre y bajo contenido de
materia organica. Estas caracteristicas son comunes en las fincas de olivar de
pendiente debido a la escorrentia provocada por la lluvia, que provoca pérdidas
importantes en la estructura y calidad del suelo.

Una de las similitudes mas contundente corresponde a los suelos analizados por
Roncero-Ramos et al. (2019), puesto que los sitios experimentales tienen un clima
mediterraneo semiarido que es caracteristico del sur de Espana, donde se encuentra
la mayor cantidad de explotaciones de olivar en el pais. De igual manera la
precipitacion de estos sitios es baja, como lo ha sido en los ultimos afios en la
provincia de Jaén y en la peninsula en general debido a la sequia. Uno de los suelos
de esta investigacion ademas viene de una zona con pendientes pronunciadas y
procesos erosivos activos que es basicamente el objeto de estudio de esta revision.
También se habla de una escasa cobertura vegetal y baja capacidad de infiltracion
que es muy tipica de las fincas en pendiente debido a la fuerte erosién que

presentan.

Debido a las semejanzas encontradas entre los suelos estudiados y los suelos de
los olivares en pendiente se propone el uso de biocortezas de cianobacterias como
posible método de restauracién en aquellas fincas que presenten altos niveles de
erosion, porque a diferencia de otras técnicas de restauracion, las biocortezas de

cianobacterias podrian traer los siguientes beneficios:

Pueden modificar rapidamente las propiedades de los sustratos de suelo
reconstruidos, por o que son organismos con potencial para iniciar la recuperacion

de las funciones del suelo en sustratos de suelo infértiles y deficientes.
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Tienen la capacidad para sintetizar y liberar grandes cantidades de EPS, incluso en
condiciones climaticas desfavorables, pues su crecimiento no se ve estrictamente
limitado por falta de agua ni altas temperaturas. Los EPS producidos por las
cianobacterias mantienen la estructura de la biocorteza y unen las moléculas de
agua, por lo que evitan la pérdida de agua y contribuyen a acelerar la recuperacion
de las actividades microbianas después de los periodos secos. Los EPS también
favorecen la formacion de macroagregados de sedimentos estables, brindando

resistencia al suelo.

Forman grandes colonias en lapsos de tiempo muy cortos y su desarrollo se puede
determinar de manera visible, por lo que no es necesario el uso de técnicas
sofisticadas para su monitoreo. De igual manera, requieren poco o nulo
mantenimiento, pues una vez inoculadas logran colonizar el sustrato a pesar de las

condiciones climaticas.

Debido a su minima demanda de agua y nutrientes no entran en competencia con
los cultivos, por lo que pueden cohabitar de manera sinérgica. Ademas, debido a su
naturaleza microbiana son capaces de proteger las plantas de patdgenos y

enfermedades y de prevenir el crecimiento de malezas.

Favorecen la creacién de un habitat al albergar una gran diversidad de hongos,
bacterias y arqueas, que a su vez estimulan la aparicién de por microfauna; por lo
tanto, forman redes alimentarias/ecosistemas completos que favorecen el

enriquecimiento del suelo.

Permiten siempre, incluso en ausencia de lluvias, proporcionar la fuente de agua
esencial de la atmésfera (incluido el rocio, niebla y vapor de agua) al sustrato del

suelo.
3. PROTOCOLO GENERAL DE TRABAJO

De la informacion bibliografica de trabajo se analizaron las metodologias
desarrolladas para la inoculacién de cianobacterias en suelo con el objetivo de
estimular la formacidn de biocortezas. De esta manera se establecio un flujo de

trabajo, estructurando los pasos clave basicos utilizados por los diversos autores
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para los procesos de inoculacién, aislamiento y purificacion de las cepas de
cianobacterias; asi como produccion de biomasa, inoculante y la dispersién de las
colonias para la formacion de biocortezas. El flujo de trabajo propuesto se detalla a

continuacion:
3.1. FLUJO DE TRABAJO PARA LA INOCULACION

A grandes rasgos, el proceso de cultivo de biocortezas se puede simplificar en
cuatro etapas principales: toma de la muestra de suelo del entorno a rehabilitar (1);
aislamiento, purificacion e identificacion de la cianobacteriana cultivable (2);
produccion del indculo (3), e inoculacién en el suelo nativo en microcosmos para
evaluar la capacidad de las cianobacterias de sobrevivir y convertirse en biocortezas
(4) (Figura 6).

Para todo fin experimental es necesario aislar y purificar todas aquellas
cianobacterias con potencial para desarrollar biocortezas de las muestras
recolectadas en el campo de manera previa a la realizacion de pruebas fisiolégicas;
de esta manera se puede evaluar de manera mas eficaz su capacidad de
restablecimiento en el suelo nativo y de desarrollar biocortezas. La evaluacion de las
cepas se realiza a menudo en microcosmos y mesocosmos. Los microcosmos
comunmente se preparan en placas de Petri de plastico o bandejas de aluminio.
Entre las ventajas del uso de microcosmos se encuentran la recreacion de
condiciones ambientales reales, y la facilidad para personalizar disefos
experimentales, ademas, permiten realizar un analisis detallado de la modificacion
bidtica y abidtica en el sustrato después de la inoculacion de la cianobacteria.
Adicionalmente, los microcosmos facilitan la evaluacion de factores que pudieran

interferir con el éxito de la inoculacion.
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Figura 6. Esquematizacion de los pasos basicos del flujo de trabajo para seleccionar
y probar nuevos inoculantes de cianobacterias en el laboratorio.

1) Estudio de campo

2) Aislamiento de cepas, purificacion e
identificacion

3) Produccion del inéculo

4) Inoculacion en microcosmos

Fuente: Elaboracién propia a partir de los datos tomados de (Rossi, Mugnai, & De
Philippis, 2022)

3.1.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE CEPAS

Los pasos generales del procedimiento para aislar y purificar especies de
cianobacterias se detallan en la Figura 7. En primera instancia, se realiza el
muestreo de campo a tratar. Las especies de cianobacterias se obtienen cultivando
en un medio de cultivo adecuado todas las bacterias contenidas en la muestra del
suelo y luego se deben aislar las cianobacterias sembrando el cultivo mixto en el
mismo medio de crecimiento hasta que se observe la formacién de colonias verdes
en las placas de agar. Es necesario emplear un medio de cultivo que promueva
crecimiento de cianobacterias; el medio se elige en funcion del metabolismo y la
fisiologia de los géneros de cianobacterias a los que se dirige el procedimiento de

aislamiento, y de las caracteristicas del suelo que se esta estudiando.
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Figura 7. Esquematizacion de los pasos basicos del flujo de trabajo para el
aislamiento y purificacion de cepas
1) Recoleccion de campo
2) Enriquecimiento de cultivos

3) Aislamiento de cepas de cianobacterias

4) Separacion de aislados de cianobacterias

5) Purificacion de cultivos de cianobacterias

6) Identificacion de las cepas

7) Seleccion de las cepas

Fuente: Elaboracion propia a partir de los datos tomados de (Rossi, Mugnai, & De
Philippis, 2022)

3.1.1.1. RECOLECCION EN CAMPO

La recoleccion en campo es el procedimiento mas sencillo del flujo de trabajo.
Consiste en seleccionar el suelo de interés y tomar una muestra superficial del
mismo. Se puede realizar un tratamiento de tamizacion antes de someterlo a las

pruebas siguientes.

Giraldo-Silva, Nelson, Barger, & Garcia-Pichel (2019) recolectaron muestras de dos
desiertos climaticamente distintos y de dos tipos texturales de suelo en cada uno
(arenoso y limoso) en placas de Petri de 1,5 x 9 cm de diametro y las mantuvieron
secas en la oscuridad hasta su posterior procesamiento. Su forma de muestreo fue
tomar muestras de suelos a granel (0—10 cm de profundidad) de cada sitio para usar

en la prueba de aptitud.

Karimi, Tahmourespour, & Hoodaji (2022) recolectaron las muestras de suelo de una

zona semidesértica en tres lugares separados desde una profundidad de 0,5 cm con
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una espatula y las almacenaron en una bolsa de plastico para después trasladarlas

inmediatamente al laboratorio, secarlas al aire, mezclarlas y tamizarlas.

Munoz-Rojas et al. (2018) recolectaron sustratos de suelo de 0-10 cm de
profundidad en una zona semiarida; secaron las muestras al aire y las tamizaron a 2

mm.

Chamizo, Mugnai, Rossi, Certini, & De Philippis (2018) recolectaron cuatro tipos de
suelo con distribuciones de tamafo de particula contrastantes de dos areas
semiaridas desde el mas fino hasta el mas grueso, estos suelos se clasificaron
como: franco limoso, franco arenoso; arena arcillosa y arena. Secaron los suelos
muestreados al aire y los tamizaron a 2 mm, luego los esterilizaron en autoclave dos

veces durante 20 minutos a 120°C para suprimir la actividad bioldgica.
3.1.1.2. ENRIQUECIMIENTO DE CULTIVOS

Los medios de cultivo mas comunes para la inoculacién de cianobacterias son BG11
("Blue Green medium") para cepas de suelo de ambientes no salinos, y agua de mar
enriquecida o medio ASN Il para cepas de ambientes salinos. BG11 es el medio de
cultivo mas utilizado, junto con su variante BG11 o que permite seleccionar aquellas
cepas que son capaces de fijar nitrégeno. Es necesaria la obtencion de cultivos
puros, pues facilita la identificacion de aislados por enfoques moleculares y la

asignacion de género y especie de nuevos candidatos a cianobacterias.

Giraldo-Silva, Nelson, Barger, & Garcia-Pichel (2019) colocaron pequefios
fragmentos de biocorteza en medio liquido BG11 o, cuya unica fuente de nitrégeno
disponible era el N2 atmosférico. Los medios fueron incubados a 4, 25 o 35°C, e
iluminados con 150-200 pmol (foton) m 2 s =1, durante un fotoperiodo de 14 horas,
por al menos una semana. Separaron los grumos de biomasa utilizando férceps y un
microscopio de diseccidn, para posteriormente sembrarlos en placas de Petri con
agar BG11 o solidificado al 1,5 % (p/v), e incubar los medios por mas tiempo.
Volvieron a sembrar colonias individuales en placas de agar frescas y repitieron el

proceso.
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Karimi, Tahmourespour, & Hoodaji (2022) mezclaron la muestra de suelo con BG11y
prepararon diluciones en serie. Inocularon alicuotas de cada dilucion (100 uL) en
placas de agar BG11 que contenian compuestos antifungicos (anfotericina B vy
nistatina a razén de 50-100 ppm). Luego, incubaron las muestras a 25 °C en camara
de crecimiento de microalgas con una intensidad de luz de alrededor de 2800 Ix y un

periodo de luz de 14 h 'y 10 h de oscuridad durante 2 a 4 semanas.

Peng & Bruns (2019) utilizaron un medio BG11 modificado sin N, MBG11(N-), para el
mantenimiento del cultivo. Cultivaron las muestras en placas de Petri con MBG11(N-)
solido a 22-23°C bajo iluminacion fluorescente continua ("luz natural") con una
intensidad promedio de 4 ymol de fotones m? s-'. Luego cultivaron las muestras en
matraces Erlenmeyer conteniendo medio liquido (1/5 del volumen del matraz) en las
mismas condiciones con agitacion rotatoria a 90 rpom (RPM). Una vez que obtuvieron
la biomasa de cianobacterias, la transfirieron a medios nuevos (dilucién quintuple)

después de periodos de crecimiento de 30 dias.

3.1.1.3. AISLAMIENTO DE CEPAS DE CIANOBACTERIAS Y SEPARACION DE
AISLADOS

Para obtener monocultivos de cianobacterias, la suspension verde obtenida debe ser
espolvoreada repetidamente sobre medio nutritivo agarizado. Otras técnicas
sugieren trabajar con diluciones en serie o centrifugaciones de un cultivo
previamente homogeneizado, filtrar la suspensién celular a través de membranas

con tamanos de poro conocidos o centrifugar por gradiente de densidad.

Los filamentos y grumos de cianobacterias desarrollados en medio de agar se
pueden recolectar en condiciones asépticas bajo un microscopio 6éptico con ayuda

de pinzas esterilizadas.

Para el aislamiento de cianobacterias, Giraldo-Silva, Nelson, Barger, & Garcia-Pichel
(2019), primero humedecieron la biocorteza con la finalidad de permitir la migracion
de las cianobacterias hacia la superficie. Después de 30 minutos, recogieron las
colonias directamente de la superficie de la biocorteza usando pinzas finas bajo el

microscopio de diseccion.
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Karimi, Tahmourespour, & Hoodaji (2022) observaron las placas al microscopio y
recogieron las colonias que contenian cianobacterias con un diametro de tricoma de
mas de 3 micras, ayudandose de una aguja estéril para transferirlas a una placa
nueva. Para purificar, realizaron el método de rayado y lo repitieron varias veces

para obtener un solo cultivo.
3.1.1.4. PURIFICACION DE CULTIVOS DE CIANOBACTERIAS

Para purificar los cultivos se pueden realizar tratamientos antibidticos para eliminar
contaminantes eucariotas y procariotas, seguido de Imipenem para eliminar

bacterias heterotrofas.

Giraldo-Silva, Nelson, Barger, & Garcia-Pichel (2019) arrastraron las colonias sobre
medio de Jaworski solidificado con agar al 2 % (p/v) para eliminar las particulas de
suelo y las bacterias adheridas, y las transfirieron a placas de 96 pocillos que
contenian liquido JM, incubado a 25 * 2°C e iluminado con 20-30 pmol (fotén) m2
s™! bajo un fotoperiodo de 14 horas. Cubrieron las placas de pocillos para disminuir
la luz durante las primeras 24 horas de incubacion. Después de una semana,
afiadieron gotas de medio fresco a los pocillos (donde el crecimiento era evidente) y
finalmente, las transfirieron a recipientes mas grandes (placas de 24 pocillos). Una
vez que observaron suficiente biomasa alli, confirmaron el estado unialgal del

enriquecimiento mediante inspeccion microscoépica.

Karimi, Tahmourespour, & Hoodaji (2022) purificaron las cepas con el método de

estriado y lo repitieron varias veces hasta obtener un solo cultivo.
3.1.1.5. IDENTIFICACION DE LAS CEPAS

Identificar nuevos candidatos a cianobacterias es crucial, pues es necesario conocer
y establecer sus funciones en la biocorteza. Entre las funciones mas destacadas de
las cepas podemos mencionar que algunas muestran una gran capacidad para
mejorar la estabilidad estructural del suelo, mientras otras muestran propiedades
biofertilizantes prevalentes. Durante las investigaciones enfocadas a erosién en
campo, es ideal identificar los aislamientos con una notable capacidad para

estabilizar la superficie del microcosmos y para mejorar las condiciones
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fisicoquimicas del sustrato. De esta manera se pueden disenar tratamientos eficaces
en el laboratorio. En la Tabla 7 se muestran cianobacterias mas comunes de la

corteza del suelo y sus caracteristicas morfologicas.

Tabla 7. Descripcion morfolégica de las cinco cianobacterias mas comunes de las
comunidades bioldgicas de la corteza del suelo
Especie Descripcion morfolégica

Filamentos moviles, no restringidos en las paredes

_ transversales. Células estrechas al final (4,0-6,0 ym de
Microcoleus .
_ ancho) y mas cortas que anchas (2-5 um de largo). Las
vaginatus ) _ o
células finales pueden ser redondeadas, cénicas o tener

calyptra

Filamentos moviles, restringidos en las paredes
Microcoleus transversales, de ancho 4.0-5.5 ym. El tamafio de las
steenstrupii células varia de 3.5-9 um de largo. Las células terminales

pueden ser alargadas o redondeadas, sin calyptra.

Tricomas cilindricos con constricciones notables en las
paredes transversales, de ancho 2-8 um. Las células son
cilindricas, esféricas u ovoides. Los heterocitos estan
Nostoc spp. _ o
dispersos individualmente. A menudo se observa un gel
gue mantiene los tricomas juntos, formando un talo masivo

de forma variada.

Los tricomas son uniseriados con heterocitos basales y
_ extremos apicales libres, enfundados, con ramas falsas.
Tolypothrix spp. ] . . . _
Las células tienen una longitud ligeramente variable en

comparacién con su anchura (de 9-14 ym a 5-14 um).

Los tricomas son uniseriados, enfundados, restringidos en
Scytonema spp. las paredes transversales, con ramas falsas de tamano 2-
20 um. Las células pueden tener una longitud variable en

comparacion con su anchura. Los heterocitos son
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intercalados, solitarios, y tienen forma cilindrica o de barril.

Fuente: Tomado de (Cano-Diaz, Mateo, Mufioz-Martin, & Maestre, 2018)

Giraldo-Silva, Nelson, Barger, & Garcia-Pichel (2019) realizaron una asignacion
taxondémica preliminar sobre la base de la morfologia. Asignaron a cada aislamiento
compatible un codigo de identificacion de la cepa y permitieron que crecieran por
completo para luego transferirlos a un nuevo medio y proceder a examinar la

consistencia y la ausencia de contaminantes morfolégicamente visibles.

Para obtener la identificacion taxonomica, extrajeron el DNA de los aislamientos
utilizando el kit de aislamiento de ADN Soil, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y utilizaron el protocolo de PCR proporcionado en el mismo. Secuenciaron
los productos de PCR mediante secuenciacion de Sanger. Las secuencias directas e
inversas se alinearon en la version 8.0 de Geneious, y las secuencias las
consensaron contra GenBank usando BLASTN (base de datos para consulta de

nucleotidos).

Karimi, Tahmourespour, & Hoodaji (2022) identificaron la cianobacteria
predominante en el suelo segun sus caracteristicas morfolégicas y moleculares
examinando con un microscopio Optico y comparando con una clave valida.
Puntuaron las caracteristicas de los flamentos individuales, incluidos los tamarios de
las células, los filamentos y los tricomas, la presencia o ausencia de recubierta y la
disposicion de las células y los filamentos. Utilizaron el analisis del gen 16S rDNA
para la identificacion molecular de la cepa aislada. Primero extrajeron el ADN y
realizaron la amplificacion del gen 16S rDNA utilizando un par de cebadores
universales. Posterior a la PCR enviaron el producto para su secuenciacion vy
verificaron la secuencia resultante inicialmente con el software Chromas Pro para
luego confirmarla con la herramienta BLAST del sitio NCBI. Finalmente, la enviaron

a GenBank.

Roncero-Ramos et al. (2019) identificaron morfolégicamente las cepas para
caracteristicas especificas, incluida la aparicibn de células especializadas,
recubiertas, caracteristicas de tricomas o morfologia de células y colonias, utilizando

un fotomicroscopio. Posteriormente, extrajeron el ADN gendmico total de cultivos
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aislados con un kit de aislamiento de ADN con un protocolo involucré un proceso de
tres pasos que consisti6 en congelar alicuotas de 0,3 yL de suspensiones de
cianobacterias de cada cultivo en nitrégeno liquido, descomponerlas con un taladro
adaptado y fundirlas en un bafio de agua a 60°C. Amplificaron el gen 16S rRNA por
PCR utilizando cebadores para producir amplicones que adicionalmente corrieron en
un gel de agarosa (1%) y visualizaron con la tincion de ADN fluorescente para
evaluar si el tamano del producto amplificado era correcto. Purificaron los productos
de PCR utilizando un kit y depositaron las secuencias de nucleétidos en la base de

datos GenBank.
3.1.1.6. SELECCION DE CEPAS

Para poder seleccionar los nuevos candidatos es necesario tomar en cuenta las
propiedades de cada cepa, pues como se mencioné anteriormente, algunas cepas
muestran una gran capacidad para mejorar la estabilidad estructural del suelo,
mientras otras muestran propiedades biofertilizantes prevalentes; dado que la
mayoria de las cepas exhiben una u otra propiedad, rara vez ambas, se recomienda
seleccionar aquellos aislamientos con una notable capacidad para estabilizar la

superficie del microcosmos y mejorar las condiciones fisicoquimicas del sustrato.

De acuerdo con la literatura revisada, parece que los géneros no heterocistos como
Microcoleus o Leptolyngbya y, en general, las cepas pertenecientes al orden
Oscillatoriales, tienen una elevada capacidad para estabilizar sustratos arenosos en
condiciones de estrés abidtico. La cepa Microcoleus vaginatus es la mas empleada
para estudios destinados a la estabilizacidon de suelos de tierras secas y el control de
la erosién. Por otro lado, especies heterociticas como Nostoc spp., Tolypothrix spp.,
Anabaena spp. o Calothrix spp. representan una mejor opcidon en la mejora de la
fertilidad del suelo, por lo que son ampliamente utilizadas en contextos agricolas. De
igual manera, las cepas heterocisticas han demostrado ser efectivas para mejorar
las caracteristicas de los suelos con un contenido sustancial de limo y/o arcilla.
Nostoc commune mostré una excelente capacidad en la colonizacion de sustratos
bastante ricos en limo (28-58%) y arcilla (alrededor de 10-26%). Nostoc spp. tuvo

éxito en su inoculacion con el propésito de mejorar la estructura de los suelos
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arcillosos en experimentos de laboratorio controlados y en suelos tropicales ricos en
limo (45%).

A pesar de no ser un estabilizador de arena tan eficaz como M. vaginatus vy
Phormidium tenue, el género Nostoces un elemento importante en las biocortezas
por su capacidad de acumular agua, pues retiene mas de 200 veces su peso seco
en agua en las biocortezas. Al mismo tiempo, Nostoc contribuye al aumento de la
disponibilidad de nitrégeno, beneficiando de esta manera a las especies microbianas
que cohabitan en la biocorteza. De manera similar, en las biocortezas, Scytonema

Javanicum favorece la productividad del suelo y la acumulacion de nitrégeno.

Si se busca lograr tanto la estabilizacion como la biofertilizacion del suelo se
recomienda combinar los diferentes rasgos de diferentes cepas, por lo que se puede
incluir mas de una especie en el inoculante final. De esta manera, es posible
combinar aquellas cepas con una capacidad predominante de agregacion de
sedimentos con aquellas cepas capaces de favorecer la biofertilizacién. Por ejemplo,
el inoculante de dos cepas M. vaginatus / S. javanicum (en una proporcion de 10:1)
ha sido probado con éxito en ensayos de inoculacién a gran escala en la reparacion

de dunas de arena y suelos con desertificacion.

Para la seleccion, Giraldo-Silva, Nelson, Barger, & Garcia-Pichel (2019) hicieron un
pedigri de nuestros cultivos para seleccionar el aislado mas representativo de las
poblaciones de campo de las cianobacterias mas abundantes en el sitio de origen.
Utilizaron un enfoque de ubicacion filogenética como herramienta para la seleccion
para M. vaginatus en el sitio de suelo arenoso del desierto frio. Se llevaron a cabo
los mismos procedimientos para seleccionar un aislado de cada uno de los
principales grupos de cianobacterias (Microcoleus spp. y Nostocales) para el resto

de localidades y tipo de suelo.
3.1.2. PRODUCCION DE BIOMASA, INOCULANTE Y DISPERSION

La produccion de la biomasa necesaria para obtener el inéculo se lleva a cabo
mediante técnicas de cultivo a escala en medio liquido o en fotobiorreactores de
columna de burbujas. En los estudios de inoculacion, es necesario establecer

condiciones de cultivo para producir la biomasa. Entre estas condiciones se puede
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mencionar la temperatura, que por lo general oscila entre 25 y 30°C, o la iluminacion

oscila en valores entre 50 y 180 umol (fotones) m™2 s,

La seleccion de parametros Optimos de cultivo; como lo son el contenido de sal,
iluminacién, temperatura, agitacion, disponibilidad de nutrientes, nitrato y fosfato, etc.
dependeran de los procesos fisioldgicos y metabdlicos de las cianobacterias. Dado
que durante el desarrollo de las cianobacterias se deben equilibrar las demandas de
generacion de energia, asimilacion de carbono y sintesis de biomasa; para asignar
las condiciones ideales de cultivo se deben tomar en cuenta factores que promuevan
el crecimiento 6ptimo, induzcan la diversidad de metabolitos secundarios (por
ejemplo, EPS), y sean adecuados para el desarrollo de una variedad de cepas
diferentes. El hecho de no hacer una buena seleccion, ademas de afectar la tasa de
crecimiento y contribuir con la escasez de nutrientes, también puede afectar el
proceso de sintesis de EPS vy las caracteristicas de los polimeros secretados. Esta
demostrado que la escasez de nutrientes es la responsable de una sintesis de EPS

con una composicién mas simple, dominada por glucosa y galactosa.

El Procedimiento metodoldogico y analitico para producir, recolectar y dispersar

biomasa de cianobacterias se muestra en la Figura 8.

Figura 8. Esquematizacion de los pasos basicos del flujo de trabajo para la
produccion, recoleccion e inoculacion de biomasa

1) Produccion de biomasa

2) Recoleccion de biomasa

3) Inoculaciéon en microcosmos

4) Evaluacion de la efectividad de las cepas

5) Produccion de biomasa a gran escala

6) Inoculacion en el suelo
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Fuente: Elaboracion propia
3.1.2.1. PRODUCCION DE BIOMASA

Por lo general se obtiene por cultivo en medio liquido, aumentando los volumenes de
manera escalonada de 50 a 250 mL en matraces Erlenmeyer o en fotobiorreactores
de columna de burbujeo. Es necesario definir una combinacion Optima de
parametros de cultivo para cada especie, pues de esta manera se podra explotar

todo el potencial del futuro inoculante.

Giraldo-Silva, Nelson, Barger, & Garcia-Pichel (2019) desarrollaron enfoques
favorables para la producciéon de suficiente biomasa. Todos los aislamientos
pertenecientes a Nostoc spp., Tolypothrix spp. y Scytonema spp. (cianobacterias
fijadoras de N2, no méviles) fueron desarrollados en cultivos liquidos estandar, en
lotes de hasta 15 L. Todos los aislamientos mostraron un crecimiento sélido en
cultivos liquidos colocados en camaras de incubacion estandar. Las cepas que se
probaron en un invernadero también mostraron un alto crecimiento. Para las cepas
de Nostoc spp., el tiempo de duplicacion (que se obtuvo calculando curvas de
crecimiento basadas en produccién de clorofila a) oscilé6 entre 6 y 11 dias, para
Tolypotrhix spp. de 8 a 15 dias, y para Scytonema spp. de 8 a 18 dias. El
rendimiento final de estos cultivos a gran escala estuvo en el rango de 0,8 a 1,2 mg
clorofila a por litro, de modo que principalmente 1 L de inéculo a gran escala seria
suficiente para inocular 5 a 50 m? de suelo al 5 % de la biomasa tipica encontrada en

las biocortezas de origen.

Por otro lado, los aislamientos de Microcoleus spp. que fueron sometidos a un
aumento de escala basado en cultivo liquido, mostraron rendimientos bajos o ningun
crecimiento, incluso cuando usaron variaciones en las condiciones de incubacion;
como la exposicion a la luz, temperatura, concentracién de nutrientes, velocidad de
agitacion o adicion de perlas de vidrio. Durante el experimento observaron que los
Microcoleus spp. aislados tendian a agruparse rapidamente en una masa irregular
que dejaba de crecer. En la mayoria de los casos, las masas permanecieron viables
durante meses, pero sin mostrar un mayor crecimiento. Las cepas de Microcoleus

spp. mostraron rendimientos bajos de 0,20 a 0,64 mg de clorofila a por cada placa
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de Petri. Con este rendimiento, una sola placa puede servir para inocular entre 0,2 y
3,3 m? de suelo (dependiendo de la cepa) a concentraciones de 5% de la biomasa

tipica encontrada en las biocortezas de origen.

Peng & Bruns (2019) transfirieron los cultivos de caja Petri a medio liquido contenido
en matraces Erlenmeyer (1/5 del volumen del matraz) a 22-23°C bajo iluminacion
fluorescente continua ("luz natural") con una intensidad promedio de 4 pmol de

fotones m= s con agitacion rotatoria media de 90 rpm.

Roncero-Ramos et al. (2019) utilizaron doce reactores de columna de burbujeo con
base hemisférica y un volumen total de 0,3 L (3 cm x 45 cm). Colocaron cada reactor
en una camara de temperatura controlada a 25°C. Adicionalmente, instalaron ocho
tubos fluorescentes de 28 W de manera horizontal para proporcionar un ciclo de luz
diurna solar de 12:12 h con una irradiancia maxima de 1600 ymol fotones m?2 s,
Para simular el ciclo solar, encendieron un par de tubos fluorescentes cada 1,5 h
para aumentar la irradiacion, comenzando con 290 ymol de fotones m-2s™', seguido
de 800 y 1400 umol de fotones m ?s -1, hasta llegar al maximo que duré 3 h, y luego

fueron decreciendo siguiendo el mismo patron.
3.1.2.2. RECOLECCION DE BIOMASA

El calculo de la curva de crecimiento de las cepas de cianobacterias se puede
calcular con diversas técnicas. Para la cuantificacion de clorofila a se puede medir el
incremento de peso seco del cultivo en una escala de tiempo, medir la densidad
Optica espectrofotométricamente en intervalos de tiempo especificos, o cuantificar
con ayuda de fluorimetria de modulacion de amplitud de pulso. La concentracién de
exopolisacaridos (EPS) en el cultivo liquido se puede evaluar realizando el ensayo
de fenol-acido sulfurico (prueba de Dubois) a alicuotas conocidas del sobrenadante

del cultivo en el que se liberan los EPS después de la centrifugacion.

Para extraer EPS, Karimi, Tahmourespour, & Hoodaji (2022) se separ6 la biomasa
de cianobacterias después de 15 dias de ensayo mediante papel Whatman No. 1.
Centrifugaron el caldo restante (6400 g, 40 min, a 4°C), anadieron dos volumenes de
acetona al sobrenadante y lo almacenaron (0°C, 48 h). Realizaron una segunda

centrifugacion para proceder a liofilizar y almacenar el sedimento resultante para su
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posterior analisis. Usaron glucosa como estandar de referencia para medir la
cantidad de EPS. Mezclaron la muestra de EPS liofilizado (2 mg) con agua destilada
(1 ml), 50 pL de fenol al 80 % (80 g de fenol por 20 ml de agua) y 5 ml de acido
sulfurico concentrado (98 % de pureza) en un tubo de ensayo de vidrio sellado con
acido y lo calentaron durante 100 min a 100°C y luego lo enfriaron a 20°C. Por

ultimo, leyeron la intensidad de absorcidn con un espectrofotometro a 490 nm.

Para detectar la materia organica del EPS producido, utilizaron la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Molieron una cantidad de 1 a 2 mg de
EPS liofilizado con 100 mg de KBr y la prensaron a 7500 kg durante 30 s para
obtener un granulo transparente. Para el registro de los espectros de absorcion
infrarroja utilizaron un espectrofotometro FTIR con una resolucién espectral y una
precision de longitud de onda de cm™ y 0,01, respectivamente, y como referencia

utilizaron una pastilla de KBr.

Roncero-Ramos et al. (2019) determinaron el EPS en el cultivo liquido centrifugando
la muestra del cultivo para obtener la fraccion del EPS (5000x g, 20 min, 20 °C) y
filtraron el sobrenadante con filtros de 0,45 ym para eliminar las células de
cianobacterias. Realizaron la determinacion de todas las extracciones por el método
del fenol-acido sulfurico (Dubois), midiendo la absorbancia (488 nm) con un

espectrofotometro.

Giraldo-Silva, Nelson, Barger, & Garcia-Pichel (2019) obtuvieron los extractos de
clorofila a después de moler cada muestra en acetona al 90% con mortero y mano
durante 3 minutos. Transfirieron la molienda obtenida a un tubo Falcon donde le
ajustaron el volumen a 10 mL con acetona al 90%, para después realizar una
extraccion durante 24 horas a 4°C. °C. Por ultimo, registraron los espectros de
absorbancia del extracto en un espectrofotometro. Todas las determinaciones las

realizaron al menos por triplicado.

Chamizo, Mugnai, Rossi, Certini, & De Philippis (2018) cuantificaron el contenido de
clorofila de la siguiente manera: Pesaron 1 g de suelo en un vial con tapa roscada
con 5 ml de etanol para luego agitarlo en un vértex y calentarlo a 80°C durante 5

min. Posteriormente, enfriaron las muestras a 4°C durante 24 h y luego las
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centrifugaron; finalmente analizaron el sobrenadante con ayuda de un

espectrofotometro.
3.1.2.3. INOCULACION EN MICROCOSMOS

El paso final del proceso es la dispersiéon del inoculante. Se ha demostrado que es
necesaria una distribucion uniforme sobre la superficie del microcosmos para apoyar
el desarrollo de biocortezas estables. La forma de distribucidn es importante, pues
afecta los patrones de colonizacidn, asi como la consistencia y estabilidad de la
biocorteza inducida en los microcosmos. (Rossi, Mugnai, & De Philippis, 2022),
demostraron que la aplicaciéon del inéculo mediante un método de dispersion en
doble espiral (Figura 9, DD'), es decir, una primera linea espiral seguida de una
segunda espiral en los huecos dejados en la superficie del microcosmos, conduce a

la formacion de biocortezas consistentes.

Figura 9. Distintos patrones de dispersion de la biomasa de cianobacterias en
suspension liquida y sus respectivos desarrollos de biocorteza desde la inoculacion
hasta el dia 15 de incubacion. Dispersion aleatoria (A a A'), dispersion radial (B a B'),

dispersién en espiral simple (C a C') y dispersion en dobIeCespiraI

(D a D'

Inoculacién

Dia 15

Fuente: Tomado de (Rossi, Mugnai, & De Philippis, 2022)

Para inocular, Karimi, Tahmourespour, & Hoodaji (2022) volvieron a muestrear el
suelo del area estudiada y lo transfirieron a charolas (53 x 33 x 100 cm).
Centrifugaron el caldo de cultivo (4000 g, 30 min) y utilizaron agua destilada para la
suspension de la biomasa, también determinaron su peso seco para posteriormente

rociar la cianobacteria a 1,6 g -2 g de peso seco sobre la superficie del suelo. El
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riego lo realizaron a razén de 4 mm/dia con aspersion de agua y usaron un
tratamiento no inoculado como control. Después de 15 dias, se formaron costras
biolégicas. Por ultimo, recolectaron as biocortezas del suelo a profundidades de 0-1
y 1-5 cm a intervalos de 15, 30, 60 y 90 dias después de la inoculacion con una
espatula y las enviaron al laboratorio. Adicionalmente secaron y molieron las

biocortezas, y les midieron algunas caracteristicas quimicas y biolégicas.

Para el experimento de inoculacion, Chamizo, Mugnai, Rossi, Certini, & De Philippis
(2018) separaron la biomasa del medio de cultivo por centrifugacién a 4000 rpm
durante 30 min y luego la fragmentaron en un tubo de plastico estéril utilizando una
espatula esterilizada. Finalmente, suspendieron la biomasa en agua destilada y
determinaron su peso seco. Posteriormente inocularon una concentracién de 5 g
(peso seco) m™2 en cajas de Petri que contenian los diferentes tipos de suelo (en
adelante, microcosmos). Los microcosmos tenian unas dimensiones de 12 mm de
altura x 54 mm de diametro y los llenaron con 30 g de suelo esterilizado. En estos
microcosmos inocularon ~30 mg de biomasa. Ademas, prepararon microcosmos
mas grandes (16 mm de altura x 88 mm de diametro) con 80 g de cada tipo de suelo
e inocularon con la misma concentracion de cianobacterias. Dispersaron la biomasa
utilizando una pipeta estéril de 10 mL y aplicando la biomasa de la forma mas

homogénea posible sobre la superficie, siguiendo una distribucién en espiral.

Por ultimo, incubaron los microcosmos en una camara de crecimiento de plexiglas a
temperatura controlada (30°C), intensidad de luz (45 umol fotones m -2 s -1) y
humedad relativa (0 %) durante 90 dias. Para el riego, dos veces por semana,
aplicaron 2 mm (5 mL en los microcosmos pequefios y 13 mL en los microcosmos

mas grandes) de agua destilada sobre los microcosmos utilizando un rociador.

Peng & Bruns (2019) controlaron el crecimiento de las cianobacterias en el suelo
utilizando microcosmos de suelo artificial preparados en placas de Petri estandar
(diametro = 8,5 cm) que contenian 45 cm 2 (alrededor de 69 g) de suelo y 12 ml de
liquido MBG+4. Para inocular el suelo, distribuyeron uniformemente 3 mL de biomasa
de cianobacterias fresca condensada (1-2 mg de biomasa seca mL ') pipeteando
sobre la superficie del suelo. Envolvieron los bordes de las placas de Petri con

Parafilm e incubaron los microcosmos del suelo en las mismas condiciones descritas
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anteriormente hasta 80 dias. Por ultimo, seleccionaron al azar microcosmos por

triplicado para la recoleccién del suelo superficial (3 mm superiores).
3.1.2.4. EVALUACION DE LA FORMACION DE LA BIOCORTEZA

La formacion de biocorteza por inoculacion de cianobacterias, tanto en microcosmos
como en los campos es un proceso relativamente rapido, con tiempos registrados de
15 dias en experimentos de microcosmos y entre 7 y 20 dias en campo. La
formacion de biocorteza se revela por la coloracion verdosa en la superficie del
suelo, la posible presencia de terrones verdes como se muestra en la Figura 10. Se
recomienda realizar pruebas previas en microcosmos antes de proceder a la

produccion de biomasa a gran escala.

Figura 10. Imagenes del desarrollo de una biocorteza monitoreada a intervalos de 1
a 120 h desde la inoculacion.

1h 6h 24h 48h 120h

Inoculacién

g

Fuente: Tomado de: (Mugnai et al., 2018)

3.1.2.5. PRODUCCION DE BIOMASA A GRAN ESCALA

Para producir la biomasa a gran escala y realizar las inoculaciones en suelo es
necesario seleccionar técnicas de cultivo adecuables y viables econdmicamente
hablando. También se deben tomar en cuenta los factores mas criticos que definen
los rendimientos 6ptimos de la biomasa; entre ellos podemos mencionar un disefo
adecuado del reactor, el control de la intensidad de la luz, la temperatura y el

continuo mantenimiento del medio de cultivo.

Uno de los métodos mas factibles para obtener cantidades elevadas de biomasa es
el uso de estanques abiertos, esto debido a sus numerosas ventajas que ofrece,
como sus estructuras simples, sus procesos operativos amigables, bajos costos y el

aprovechamiento de la luz solar, entre otros.
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Malam Issa et al., 2007) Llevaron a cabo la produccién masiva de biomasa de cepas
de cianobacterias mediante una técnica de cultivo discontinuo en laboratorio, que
después escalaron al aire libre. Comenzaron por cultivar pequefias muestras de las
cepas seleccionadas en matraces pequefios conteniendo medio liquido BG11a 27°C
bajo condiciones de luz y oscuridad, agitacion y burbujeo. Posteriormente
transfirieron los cultivos a recipientes cada vez mas grandes (matraces cénicos de
50, 100, 250, 1000 y 2000 mL, botellas de vidrio de 25 L y finalmente 200 L en
estanques al aire libre, donde aprovecharon la luz solar y mantuvieron constantes

las condiciones de agitacion y burbujeo.

Por su parte, Lan, Wu, Zhang, & Hu (2015) después de obtener una biomasa de
cianobacterias adecuada en el laboratorio, inocularon los cultivos en doce
biorreactores cilindricos verticales abiertos con capacidad de 18 L, con medio BG11y
aireacion. Mantuvieron los biorreactores abiertos, con la finalidad de ahadirles una
cierta cantidad de agua diariamente y de esta manera compensar la evaporacion.

Los biorreactores se mantuvieron en todo momento bajo luz natural.
3.1.2.6. INOCULACION EN SUELO

Actualmente existen dos tipos de aplicaciones para la inoculacion de suelos a gran
escala. Estas estrategias consisten en la dispersidon de cultivos via terrestre y un

enfoque basado en aeronaves.

Colica et al. (2014) utilizaron una estrategia de dispersién terrestre con ayuda un
camion cisterna todoterreno con el objetivo de inocular grandes areas desérticas. El
camion cisterna contaba con un rociador asistido por aire para esparcir el cultivo
directamente en el suelo de derecha a izquierda durante su recorrido. Para
adaptarse al rociador mecanizado, concentraron la biomasa de las cianobacterias
por centrifugacion vy filtracion y la resuspendieron hasta una concentracién optima,
agregando agua del grifo al tanque del camion. Posterior a la inoculacion, regaron
las areas inoculadas intermitentemente durante 15 a 18 dias. con 20 mm de agua
subterranea por dia con ayuda de instalaciones automaticas de riego por aspersion,

hasta que se hizo visible el crecimiento inicial de cortezas de cianobacterias.
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James & Prithiviraj (2012) estudiaron el uso de un sistema de inoculacion basado en
aeronaves. Este sistema brinda una distribucidn mas homogénea de los cultivos
cianobacterianos la superficie; ademas, contrario a los sistemas de dispersion
terrestres, esta técnica favorece la preservacion de la flora existente y asegura la
cobertura de grandes areas, incluso en terrenos carente de caminos o de dificil
acceso para vehiculos. Este sistema ademas trae consigo una gran viabilidad
econdmica y ecoldgica, pues de pueden de sembrar hasta 200 ha (20 kg de
dispersante por hectarea) por vuelo de un avién agricola.

4. BENEFICIOS REPORTADOS

El uso de biocortezas en la restauracion de suelos afectados por erosion trae
consigo resultados muy positivos con respecto a mejoras en la textura, fertilidad y
calidad del suelo, entre la bibliografia analizada podemos citar los siguientes

resultados:

Karimi, Tahmourespour, & Hoodaji (2022) demostraron que la formacion de una
biocorteza por inoculacion de M. vaginatus aumentd significativamente el contenido
de clorofila, carbono organico, exopolisacaridos, nitrogenos y también cationes
divalentes como Ca y Mg y promovié las actividades de invertasa y deshidrogenasa
del suelo superficial después de 90 dias. Dichos cambios en las propiedades
quimicas y bioldgicas del suelo tuvieron un impacto positivo en el ciclo de nutrientes;
favorecieron la formacién de agregados, la mejora de la estructura, la fertilidad y la
estabilidad del suelo. Estos hallazgos sugieren que la inoculacidén de cianobacterias
productoras de exopolisacaridos es un método biogeotecnoldgico sostenible para el
restablecimiento y mejora de las propiedades del suelo en tierras con deficiencias

nutricionales provocadas por la erosion debido al papel clave de las cianobacterias.

Mufoz-Rojas et al. (2018) reportaron efectos positivos y a corto plazo de las
cianobacterias inoculadas durante su investigacion. 90 dias después de la
inoculacion de cianobacterias, el 30—40 % de la superficie de los suelos tratados
estaba cubierta por biocorteza de cianobacterias y el contenido de clorofila a
aumento junto con el contenido de C del suelo. Ademas, las tasas de mineralizacion

del C del suelo fueron generalmente mas bajas en los suelos inoculados, lo que
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sugiere una estabilizacién del C acumulado en el suelo, y por lo tanto, destaca el
potencial de las cianobacterias para aumentar la funciones del suelo al promover el

secuestro de C.

Chamizo, Mugnai, Rossi, Certini, & De Philippis (2018) demostraron que la
inoculacion en el suelo con cianobacterias condujo a una rapida formacion de
biocorteza y mejor6 la estabilidad del suelo y/o las propiedades de fertilidad en
diferentes suelos. Los efectos positivos se vieron reflejados principalmente en la
textura del suelo gracias al desarrollo de una biocorteza estable y resistente de
cianobacterias. De igual manera documentaron aumentos de la biomasa
fotosintética, el contenido de nitrégeno y la resistencia del suelo; ademas, de un

aumento en las propiedades de fertilidad y calidad del suelo.

Roncero-Ramos et al. (2019) demostraron que la inoculacion en el suelo con la
cianobacteria Nostoc commune promovio la formacion de una biocorteza artificial de
cianobacterias en suelos estériles, sin vida y muy degradados. El experimento
mostro éxito formando una gran cobertura de la biocorteza, la cual tuvo efecto sobre
varias propiedades del suelo directamente relacionadas con la hidrologia, la
estabilidad y la fertilidad. Por otro lado, los cambios en la frecuencia de riego
aplicada no mostraron un efecto significativo sobre las variables medidas, por lo que
se demostro que la cianobacteria Nostoc commune puede colonizar aun bajo

condiciones de estrés hidrico utilizadas.

Asghari, Zeinalzadeh, Kheirfam, & Azar (2022) concluyeron que las cianobacterias
mejoraron el potencial de los suelos, aumentando la cantidad y la duracién de la
retencién de agua de diferentes maneras, gracias a la secrecion de EPS. A su vez
favorecieron el aumento de nutrientes del suelo como carbono y nitrégeno,

mejorando su absorcion.
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CONCLUSIONES

En la actualidad nos enfrentamos a un aumento alarmante de pérdida de suelos por
erosion, por lo que se requiere con urgencia llevar a cabo técnicas que mitiguen
estos procesos de degradacion. El uso de biocortezas de cianobacterias es una
tecnologia relativamente nueva y poco estudiada, por lo que representa una
alternativa bastante factible para la restauracion de suelos con altos niveles de
erosion. A través de esta revision se desarrollé un protocolo general de trabajo en el
que se destacaron los principales pasos a seguir para la inoculacion de las
cianobaterias y el desarrollo de biocortezas. Se evaluaron también las ventajas que
trajo consigo el establecimiento de las biocortezas en aquellos suelos donde fueron
inoculadas y se compararon las caracteristicas de los suelos estudiados en las
diversas investigaciones con los suelos de los olivares en pendiente con el objetivo
de identificar las similitudes entre ambos. Una vez que se establecieron las
similitudes y basandose en los resultados de la bibliografia revisada se formularon
los beneficios que podria traer consigo el uso de las biocortezas en suelos de
olivares en pendiente. Los resultados resumidos en esta revision muestran que es
posible llevar a cabo investigaciones experimentales futuras para mejorar las
condiciones de los suelos agricolas de los olivares en pendiente y aplicarlas para

reducir los efectos de la erosion.
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