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RESUMEN

Las actividades mineras que involucran al petr6leo pueden ser determinantes en la
vida microbiol6gica de los ambientes donde se desarrollen. El objetivo de este
trabajo fue estudiar la diversidad de microorganismos existentes en suelos con
presencia y ausencia del petr6leo como contaminante, provenientes del Mene de
San Lorenzo, Yaracal, Estado Falcén, Venezuela. Se tomaron 4 muestras de pozos
donde se observo la emanaciéon de petroleo y a una distancia de 30 m se tomaron
muestras control. El conteo de unidades formadoras de colonias (ufc) se realizé en
placas utlizando agar LB como medio de crecimiento, complementado con
Ciprofloxacina® para el crecimiento de hongos y con Fluconazol® para el
crecimiento de bacterias. Para los microorganismos fijadores de nitrégeno se utilizé
medio Burk’s con agar-agar como gelificante. Se encontré que el petréleo afect6 de
manera diversa a las comunidades de microorganismos en los suelos estudiados,
observando en las muestras impactadas con petréleo una disminuciéon de dichas
comunidades comparadas con las no contaminadas. Se encontraron 28 colonias
bacterianas representativas con un 60% de Bacilos gran-positivos 40% Cocos gram-
positivos y 0% Bacilos Gram negativos para las muestras impactadas. Para los
hongos se aislaron 17 colonias y se identificaron dos géneros Aspergillus vy
Penicillium. En el caso de los microorganismos fijadores de nitrdgeno se
encontraron 10 colonias con un 44,44 % de bacilos gram-positivos, 33,33 % de
€OCcos gran-positivos y 22,22 % de cocos gram-negativos en las muestras control,
mientras que en las muestras impactadas solo una colonia identificada como cocos
gram-negativos. Los organismos fijadores de nitrdgeno se correlacionaron con las
bacterias y se determind que tenian capacidades microaerébicas. Se demostré que
bajo una determinada concentracion de petroleo, algunas familias microbianas
pueden adaptarse a este agente perturbador y que muchas otras no. Las bacterias
gran-negativas y los hongos fueron mas sensibles a la presencia del contaminante
gue las bacterias gran-positivas. Es necesario hacer estudios empleando técnicas
de biologia molecular, para establecer un posible biotratamiento con
microorganismos autoctonos.
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ABSTRACT

Mining activity involving oil can be determinants in microbial life environments
where they are developed. The main objective of this work was to study the
diversity of microorganisms in soils with presence and absence of oil as a
pollutant, from Mene de San Lorenzo, Yaracal, Falcon State, Venezuela.
Samples of four wells where noted the emanation of oil were taken and
control samples were taken at a distance of 30 m. Colony forming units (CFU)
count was using LB Agar as growth medium in plates, supplemented with
ciprofloxacin ® for the growth of fungi and fluconazole ® for the growth of
bacteria. For nitrogen fixing microorganisms was used N-free Burk’'s medium
with Agar-Agar as a gelling agent. Found that the petroleum affected
differently communities of microorganisms in soils under study, noting a
decrease in those communities compared with the not impacted samples. For
Bacteria 27 colonies were isolated with 60% Gram-positive Bacilli and 40%
Gram-positive cocci for contaminated soils. For fungi 17 colonies were
isolated and identified two genera: Aspergillus and Penicillium. For nitrogen
fixing microorganisms were found 10 colonies; 44,44% gram-positive bacilli,
33,33% gram-positive cocci and 22,22% gram-negative cocci in oil-free
samples while samples impacted just a colony, identified as gram-negative
cocci. Nitrogen fixing microorganisms are correlated with bacteria and found
that they had micro-aerobics capabilities. In general, the microbial diversity
decreases with oil present. It was shown that under a certain concentration of
oil, some microbial families adapt to this disturbing agent and that many
others are not. Fungi and Gram negative bacteria were more sensitive to the
presence of pollutant to Gram-positive bacteria. Need to do studies using
molecular biology techniques to establish procedures in a possible bio-
treatment with autogenous microorganisms.
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INTRODUCCION

El petrdleo es la fuente de energia mas importante en la actualidad.
Proporciona calor y luz; es el combustible fosil mas empleado y produce
alquitran para asfaltar la superficie de las carreteras; y de él se fabrica una

gran variedad de productos quimicos.

A pesar de proveer grandes cantidades de productos de alto consumo
humano, el petroleo, durante su extraccion, transporte, refinacion, entre
otros; puede contaminar tanto suelos como mares, provocando
modificaciones en estos ambientes que afectan directamente la vida

presente.

La contaminacion del suelo por el petréleo puede modificar el equilibrio
que existe entre los microorganismos, las particulas del suelo, las plantas,
entre otros. El suelo es generalmente un habitat favorable para la
proliferacion de microorganismos y en las particulas que lo forman se
desarrollan microcolonias. En esos habitat, los microorganismos son por lo
general mucho mas abundantes que en otros de agua dulce o marinos
(Mishustin, citado en Atlas y Bartha, 2002). Tipicamente, en los habitats del
suelo se encuentran de 10° a 10° bacterias por gramo de suelo. Los
microorganismos aislados del suelo comprenden virus, bacterias, hongos,

algas y protozoos (Atlas y Bratha, 2002).

En el siguiente proyecto se propone el estudio de la influencia de la
contaminacion de petroleo sobre la diversidad de microorganismos
cultivables del suelo. Este estudio se realizard a muestras de suelo de pozos
petroleros inactivos ubicados en la zona del Mene de San Lorenzo, Yaracal

Estado Falcon Venezuela.
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CAPITULO I: Formulacion del problema

1.1 Planteamiento del problema

El petréleo es la principal fuente de ingresos en Venezuela y por esta razon
es la actividad minera de mayor importancia; pero de igual forma esa
explotacion causa perturbaciones ambientales que determinan la vida
microbioldgica del suelo. A lo largo del siglo XX, se ha registrado en casi todo
el mundo, un incremento vertiginoso en la cantidad de suelos contaminados
con hidrocarburos de petréleo y sus derivados. La disposicion final de
cantidades excesivas del lodo aceitoso generado en las refinerias de
petréleo, asi como la remediacion de ecosistemas contaminados por
derrames accidentales, imponen grandes desafios tecnologicos (Vasudevan
y Rajaram, 2001).

Segun Beelen y Doelman (1997) “los microorganismos resistentes a
los contaminantes presentes en su habitat, suelo en este caso, hormalmente
fracasan en realizar algunas de sus funciones ecoldgicas especificas”.
Tedricamente la diversidad de especies presentes en el suelo puede ser un
indicador de los efectos de la contaminacién, en particular la aparicion de
microorganismos resistentes a ésta en una comunidad, lo cual puede ser de

utilidad al momento de decidir por un indicador biolégico de impacto.

La zona del Mene, Yaracal estado Falcon es “un lugar situado al norte
del tramo occidental de la cordillera de la costa en la region noroccidental de
Venezuela, entre los 10°18’; 12°11°46” de latitud Norte. 68°18’; 71°21’ de
longitud Oeste, con una temperatura promedio anual de 28,7 °C” (Fernandez

y col., 2008). En esta localidad existian alrededor de ochenta y dos pozos
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petroleros de los cuales sesenta y siete fueron cementados y saneados, pero
15 pozos, aunque inactivos para la produccién petrolera, contindan
emanando crudo de manera natural lo que trae como consecuencia la
contaminacion del suelo de la zona. Por esta razén se plantea el estudio de
la influencia del petréleo sobre Ila diversidad de los microorganismos
cultivables del suelo contaminado con este agente.

1.2 Objetivos de la investigacion
1.2.1 Objetivo general

Determinar la diversidad de Bacterias y Hongos en suelos con presencia y
ausencia de petr6leo como contaminante, provenientes de pozos petroleros
abandonados ubicados en la zona del Mene de San Lorenzo, Yaracal,
Estado Falcon, Venezuela.

1.2.2 Objetivos especificos

e Cuantificar la carga bacteriana y fungica cultivable (ufc/g suelo) en las

muestras de suelo con presencia y ausencia de petroleo.

e Cuantificar la carga microbiana de los microorganismos fijadores de

nitrégeno cultivables en las muestras impactadas y no impactadas.

e Seleccionar y aislar algunas colonias bacterianas y fungicas que

presenten caracteristicas definidas.

e Caracterizar macromorfologica y micromorfologicamente (tincion de

Gram) las colonias aisladas.

e Correlacionar el contenido de bacterias y hongos con la capacidad

fijadora de nitrégeno, presente en suelos con y sin contaminacion.
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e Analizar el posible efecto que el petrdleo puede generar sobre las

comunidades microbianas presentes en el suelo.
1.3 Justificacion

Los compuestos derivados del petréleo constituyen una de las principales
fuente de ingresos a nivel mundial y a su vez son generadores de
contaminantes atmosféricos, acuaticos y terrestres. Cuando se realiza un
estudio de evaluacién o de caracterizacion de un suelo contaminado con
hidrocarburos, se determinan diversos parametros fisicos, quimicos y
bioldgicos. Estos parametros pueden dar idea de cuanto y coOmo esos
contaminantes afectaron el sistema de vida del suelo.

El suelo es un ambiente muy apropiado para el desarrollo de los
microorganismos tanto eucariotas (algas, hongos, protozoos) como
procariotas (bacterias y arqueas). También encontramos virus Yy
bacteriéfagos. Todos estos organismos establecen relaciones entre ellos en
formas muy variadas y complejas y también contribuyen a las caracteristicas
propias del suelo por su papel en la modificacion de las fases soélida, liquida y
gaseosa que lo conforman. Los microorganismos desempefian funciones de
gran importancia en relacion con procesos de edafogénesis; ciclos
biogeoquimicos de elementos como el carbono, el nitrégeno, oxigeno, el
azufre, el fésforo, el hierro y otros elementos; fertilidad de las plantas y
proteccion frente a patdégenos; degradacion de compuestos xenobidticos,
entre otros (Nogales, 2005).

Debido a la degradaciéon natural que sucede en los suelos ante la
presencia de contaminantes como los hidrocarburos, y la participacion en
este proceso que realizan los microorganismos, en particular, las bacterias,
se han realizado estudios con respecto a la diversidad microbiana presente
en un sitio antes, durante y después de su descontaminacion (Abed y col.,
2002).
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Es necesario conocer la influencia de la contaminacion con petréleo
sobre la diversidad microbiolégica del suelo, ya que los organismos
suministran los elementos y compuestos organicos e inorganicos
nutricionales que mantienen la buena salud del suelo. Por tanto se plantea el
estudio de los microorganismos cultivables en el suelo de los pozos
petroleros inactivos ubicados en la zona del Mene, Yaracal Estado Falcon.
Este estudio ayudara a determinar la diferencia en la diversidad de
microorganismos existentes en los suelos con presencia y ausencia del

petréleo como contaminante.
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CAPITULO II: Marco teérico

2.1 Antecedentes

A continuacién se presentan una serie de trabajos, que si bien algunos no
tienen relacion directa con este estudio, sirven como base para tomar las

metodologias y procedimientos que seran necesarios durante este proyecto.

e Evaluacion de la diversidad microbiana en sistemas de cultivo a
base de vegetales en la agricultura ecoldgica
Srivastava y col. (2007), estudiaron el efecto de los hongos micorrizicos
arbusculares (AMF) y pseudomonas como inoculantes microbianos en los
sistemas de cultivo a base de vegetales en la agricultura ecolégica. Ellos
tomaron tres cosechas del sistema de rotacion de okra, arveja y frijol durante
un afo. Los inoculantes utilizados fueron Glomus intraradices, un hongo
micorriza arbuscular, y cuatro cepas de Pseudomonas fluorescens por
separado y en combinacién. Ningun quimico o abono organico se agregoé
durante dos rotaciones de las hortalizas elegidas. Observaron un aumento
significativo del rendimiento en las parcelas inoculadas por el control y la
diversidad microbiana cultivable aumentdé en comparacién con el inicio del
experimento. Evaluaron la diversidad microbiana por electroforesis en
gradiente de gel desnaturalizante (DGGE, denaturing gradient gel
lectrophoresis) confirmando la diversidad microbiana total. La diversidad
funcional evaluada en base a productores de celulasa, xilanasa, amilasa,
proteasa y solubilizadores de fosforo (P), mostraron que los inoculantes
utilizados beneficiosamente mantenian la salud del suelo. Los resultados
indicaron que la reserva genética microbiana, especialmente la de los

ayudantes clave para el mantenimiento de la salud del suelo, residen en las
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cercanias de las raices, y estos fueron afectados positivamente por el uso de
pseudomonas y AMF. Concluyeron que en las practicas de la gestion de la
agricultura, agentes bioloégicos y residuos de cultivos inoculados

incrementaban el rendimiento de los vegetales.

Esta investigacion ayudo a entender como es el proceso de estimacion de la
diversidad microbiana total de un suelo y como evaluar esta diversidad en
funcion de las bacterias y hongos productores de celulasa, xilanasa, amilasa,
proteasa; parametros importantes para este estudio, ya que ofrece

informacion de coémo ha sido afectado el suelo contaminado.

e Influencia de hidrocarburos aroméaticos policiclicos (PAHs) en la
composicion de la comunidad microbiana de suelos con y sin

vegetacion

Yang y col., (2007), analizaron, durante 8 semanas, los acidos grasos de
fosfolipidos (PLFA) microbianos en suelos con vegetacion y sin vegetacion,
contaminados con hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs), naftaleno
(NAP), fenantreno (PHN), y pireno (PYR). La vegetacion presente en estos
suelos era césped inglés (ray-grass), trébol blanco y la soja. Encontraron que
la contaminacion con HAP inhibio la actividad microbiana del suelo. En los
suelos sin vegetacion, el PLFA total mostr6 87% de reduccion sobre la
adicién de PAH después de una incubacion de 8 semanas en comparacion
con el suelo libre de PAH, las concentraciones de NAP, PHN y PYR en
suelos mostraron 19,4%, 25,5% y 24,3% de reduccion, respectivamente,
debido principalmente a la pérdida por evaporacién y la degradacién
microbiana. En los suelos con vegetacion, la reduccion de NAP y del PHN
afnadidos no se relaciona con la biomasa de la planta ni el PLFA total. Sin
embargo, la reduccién de las concentraciones de PYR en el suelo, mediada

por el crecimiento de la soja, fue mas pronunciada que en el crecimiento del
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trébol blanco o césped, pero esto no estid relacionado con la biomasa
microbiana total en comparacion con los de PLFAs. Estos investigadores
concluyeron que usando el PLFA como un biomarcador las bacterias Gram-
negativas fueron mas sensibles a los PAHs que las bacterias Gram-positivas

y hongos.

Esta investigacién ayud6 a conocer cuales son las posibles tipos de
bacterias que se pueden encontrar en suelos contaminados con
hidrocarburos, y como se comportan estos ante la presencia de un agente

externo como los derivados del petroleo.

e La bacteria Halomonas maura moderadamente halofilica es un
diazotrofo de vida libre
Argandofia y col., (2005) estudiaron la fijacion de nitrdgeno por una bacteria
hal6fila, Halomonas maura, que vive en suelos salinos y sintetiza un
exopolisacérido conocido como Maurano. La cepa S-31T crecio en un medio
libre de nitrégeno con atmdsfera de N. El ensayo de reduccion de acetileno
fue positivo en condiciones especificas. Ellos identificaron el gen nifH en
esta cepa, utilizando oligonucleétidos degenerados, disefiados a partir de
secuencias altamente conservadas de un gen, obtenidos de la alineacion de
un gran namero de secuencias del gen nifH de diferentes microorganismos.
Sus resultados los llevaron a la conclusion de que H. maura es capaz de fijar

el nitrégeno en condiciones microaerobicas.

Esta investigacion ayudd a conocer los parametros necesarios para
evaluar la presencia de bacterias fijadoras de nitrégeno en un determinado
suelo. Estas bacterias son importantes dentro del ciclo del nitrégeno y
conservan la fertilidad del suelo y ayudan al crecimiento de plantas

superiores.
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e Diversidad de Mycobacterium y mineralizacion de pireno en

suelos contaminados con petroleo

Cheung y Kinkle (2001) estudiaron genes que codifican el ARNr 16S
amplificandolos por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase
Chain Reaction) utilizando cebadores especificos de Mycobacterium y
separados por electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE,
Temperature Gradient Gel Electrophoresis) y fueron secuenciadas
importantes bandas para comparar las estructuras endogenas
Mycobacterium de la comunidad en cuatro pares de muestras tomadas de
suelos muy contaminados y en areas menos contaminadas en cuatro sitios
diferentes. Determinaron mediante los perfiles obtenidos por TGGE que, en
general, los suelos altamente contaminados fueron menos diversos que los
suelos menos contaminados. Esta disminucion en la diversidad puede ser
debido a la toxicidad, ya que de manera significativa se detectaron menos
filotipos Mycobacterium en el suelo téxico por el ensayo Microtox que en
suelos no toxicos. La secuenciacion y analisis filogenético de las bandas de
TGGE indicé que cepas nuevas de Mycobacterium dominaron la comunidad
del suelo. Los estudios de mineralizacion con pireno [14C], afiadido a cuatro
de los suelos contaminados con petréleo, con y sin la adicién de la conocida
degradadora de pireno Mycobacterium sp., cepa RJGII-135, indica que la
inoculacién increment6 el nivel de degradacién en tres de los cuatro suelos.
Los resultados de la mineralizacion, obtenidos de un suelo esterilizado
inoculado con la cepa RJGII-135, sugiere que la competencia con
microorganismos autéctonos puede ser un factor significativo que afecta la

biodegradacion de HAPs.

Esta investigacion es de mucha importancia para el estudio planteado ya que

estos investigadores comprobaron la presencia de un determinado grupo de
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bacterias en suelos contaminados con petrdleo, hecho que nos da un indicio

de cuales pueden ser las posibles especies a encontrar.

e Analisis de la estructura de comunidades bacterianas en suelos
que contienen aceites sulfurosos y deteccion de genes (dsz) de
especies que llevan a cabo desulfuracién de benzotiofeno

Duarte y col. (2001) estudiaron los efectos selectivos de hidrocarburos que
contienen azufre, con respecto a los cambios en la estructura de la
comunidad bacteriana y la seleccién de genes y organismos desulfurizantes.
Las muestras fueron tomadas de un suelo contaminado del campo (A) a lo
largo de un gradiente de concentracion de aceite de azufre y de
microcosmos (suelos) tratados con dibenzotiofeno (DBT), con contenido de
petréleo (suelo FSL). Los andlisis incluyeron conteo de bacterias totales
consumidoras de DBT en placas, perfiles moleculares de la comunidad del
suelo basada en el andlisis de ADN de electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante con PCR (PCR-DGGE), y la deteccibn de genes
codificantes de enzimas que participan en la desulfuracion de los
hidrocarburos, tales como, dszA, dszB y dszC. Los datos obtenidos del suelo
no mostraron un efecto discriminatorio en los niveles de aceite sobre el
namero de bacterias cultivables en cada medio utilizado. En general, la carga
microbiana de degradadores DBT fueron 10 a 100 veces menor que la
cuenta total cultivable en el control. Sin embargo, la PCR-DGGE mostr6 que
el nimero de bandas detectadas en los perfiles moleculares de las
comunidades disminuy0 cada vez que el contenido de aceite era mayor en el
suelo. El andlisis de las secuencias de tres bandas prominentes de los
perfiles generados en las muestras de suelo con alto grado de
contaminacion, sugiridé que los organismos correspondientes se relacionan
con Actinomyces sp., Arthrobacter sp., y una bacteria de afiliacion incierta.

Los genes dszA, dszB, y dszC estaban presentes en todas las muestras de
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suelo A, mientras que una gama de suelos no contaminados dieron
resultados negativos en este analisis. El andlisis con PCR-DGGE revel6 la
presencia de organismos relacionados con Pseudomonas putida, una
Pseudomonas sp., Stenotrophomonas maltophilia y  erythropolis

Rhodococcus.

El estudio de Duarte demostré que si bien el nUmero de bacterias no
variaba con respecto a la presencia de contaminantes, al realizar analisis de
las comunidades a través de métodos moleculares, especificamente DGGE,
se observa que a medida que aumenta la concentracién de contaminantes
en el suelo, el perfil de andlisis de la comunidad disminuia. Segun Duarte las
‘comunidades microbianas tienden a responder ante la presencia de
contaminantes del petréleo, cambiando su estructura a una que favorezca los
organismos capaces de sobrevivir a las nuevas condiciones a expensas de

otros organismos que son reprimidas”.

2.2 Bases teodricas
2.2.1 El suelo

El suelo es un recurso natural definido generalmente como la capa
superior de la corteza terrestre, esta formado por particulas de minerales,
materia organica, agua, aire y alli nacen y se desarrollan miles de seres
vivos, desde microorganismos hasta plantas y animales superiores (COM
2002). Los suelos se clasifican en distintos tipos de acuerdo al porcentaje de
cada uno de los componentes mencionados. Segun el Instituto Geogréfico de
Venezuela “Simén Bolivar” (2003), en Venezuela existen 9 tipos de suelos,
con caracteristicas dependientes de la cantidad de materia organica,

cantidad de arcilla, fertilidad, minerales, meteorizacion, entre otros.
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El suelo se forma a partir de las rocas mediante un proceso complejo en
el que intervienen fuerzas fisicas, quimicas y biologicas, que primero reducen
la roca regolito (fragmentos de roca) y después a suelo. Los cinco principales
factores que participan en la formacion del suelo son el material parental, el
clima, la topografia, la actividad biologica y el tiempo. El suelo contiene
comunidades microbianas de gran diversidad y, por definicion, soporta el
crecimiento de las plantas. Los microorganismos contribuyen en gran manera
a la fertilidad del suelo, es decir, a su capacidad de sostener el crecimiento
vegetal (Meeting, 1993).

Los suelos se constituyen en capas, llamadas horizontes. Cada
horizonte difiere en una o mas caracteristicas del superior o del inferior.
Usualmente se reconocen cinco tipos de horizontes. En la Figura N° 01 se
observan los horizontes de un suelo.

La materia organica del suelo, procedente de los restos de plantas,
animales y microorganismos (Bear, 1964), es uno de los componentes
centrales del suelo y juega un rol muy importante, pues se encarga de
mantener las funciones del suelo, en particular la capacidad de resistir a la
erosion y de mantener la fertilidad del suelo. Ademas asegura la capacidad
tampon y de adhesion que posee el suelo, primordial para limitar la difusién

de contaminantes.

12
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Horizonte O: primeros centimetros del suelo

%Horizonte A: generalmente rico en materia

organica

Horizonte B: contiene elementos minerales
finos trasladados por la acciéon percolante del
agua. De coloracion mas intensa que el
horizonte superior

Horizonte C: formado por las fragmentaciones

de la roca madre

Finalmente se encuentra la roca madre pura

normalmente se nombra con la letra D.

Figura N° 01: Horizontes del Suelo. Fuente (Contreras, 2005)

2.2.2 Suelo Contaminado

Se entiende como suelo contaminado, segun muchos organismos
internacionales (EPA Australia, Environmental Agency UK, entre otras), aquel
que represente una amenaza para la salud humana y el medio ambiente,
debido a las sustancias presentes en el suelo o bajo de éste, generalmente
debido a un mal uso previo.

La introduccion de contaminantes o material exégeno al suelo puede
traducirse en un dafio o pérdida de algunas o varias de las funciones antes
mencionadas, repercutiendo directamente en la calidad del suelo y su
funcién. Ademas no solo perjudica al suelo, sino también puede tener
implicaciones en aguas superficiales y subterraneas al ser arrastrados los
contaminantes de ese lugar ya sea por medio de lluvias o simple infiltracion.
Ademas la presencia de contaminantes por sobre ciertos niveles involucra
multiples consecuencias negativas para la cadena alimenticia y por lo tanto

para la salud humana.
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La contaminacion de suelos donde se desarrollan actividades
industriales, agricolas y humanas en general, se debe principalmente a la
inadecuada gestion del mismo, la cual ha llevado a la disposicion deliberada
o accidental de desechos sobre él, tanto de materia organica, solventes o
residuos peligrosos, perjudicando a su vez cualquier actividad posterior
relacionada con este recurso, traduciéndose finalmente en un problema

mundial de contaminacion de los suelos (Contreras, 2005).
2.2.3 Suelo como habitat para los microorganismos

Se puede pensar en el suelo como un medio de interaccion entre tres fases
bien definidas: una fase soélida, constituida por materia mineral y organica,
una fase liquida, y una fase gaseosa o atmosfera del suelo. El tipo y
composicién de la materia mineral viene dado por las caracteristicas de las
rocas del subsuelo, asi como de los procesos edéaficos que hayan tenido
lugar en su formacién. La fraccién inorganica es muy importante por su
influencia en la disponibilidad de nutrientes, aireacion, retencién de agua,
entre otros. La materia organica proviene de la accion de los diferentes
organismos vivos del suelo y puede variar tanto en composicion como en
cantidad, especialmente en funcion del tipo de vegetacion que exista. El
resto del volumen del suelo estd habitualmente constituido por espacios
porosos, que a su vez estan ocupados por agua y los gases que constituyen
la atmésfera edafica. Podemos encontrar que la atmdésfera del suelo se halla
enriquecida en diéxido de carbono y empobrecida en oxigeno, como
consecuencia de la respiracion aerdbica de raices de plantas, animales y
microorganismos. Sin embargo, cuando se producen condiciones de
anaerobiosis aparecen en la atmosfera del suelo otros gases como Oxido
nitroso, nitrégeno gaseoso y metano, resultantes de actividad respiratoria

anaerobica bacteriana (Nogales, 2005).
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Este sistema complicado que compone el suelo, caracteristicamente
heterogéneo espacial y temporalmente, aloja una gran riqueza de especies
vegetales, animales y microbianas. El suelo es un ambiente muy favorable
para el desarrollo de los microorganismos tanto eucariotas (algas, hongos,
protozoos) como procariotas (bacterias y arqueas). También se puede
encontrar virus y bacteriofagos.

Las bacterias son un indicador que refleja la poblacién potencial de
microorganismos en un determinado suelo, especialmente aquellas que
ocupan diferentes nichos o habitats en forma saprofitica. La funcién bésica
de las bacterias es la descomposicién y mineralizacion de los residuos
organicos, de donde obtienen su fuente energética y alimenticia. Las
bacterias liberan al medio en el que se encuentren a través de su
metabolismo, especialmente en el suelo, sustancias tales como enzimas,
proteinas, reguladores de crecimiento, metabolitos y algunos nutrientes. Los
beneficios de las bacterias para los cultivos se relacionan con un incremento
en la cantidad de raices y un aporte importante de elementos basicos para el
desarrollo y produccién (Acufia y col., 2006).

Las bacterias poseen una numerosa variedad de funciones en el
suelo. La descomposicion de animales, plantas y residuos microbianos es
llevada a cabo por bacterias heterétrofas. Estas bacterias tienden a ser los
miembros mas numerosos de la comunidad microbiana del suelo y su
selectividad de los substratos varia considerablemente de una especie de
bacteria a otra. Las bacterias quimioautétrofas del suelo, juegan un papel
importante en los ciclos de nutrimentos (Alexander, 1980)

La composicion de la poblacion bacteriana del suelo frecuentemente
puede indicar las condiciones fisicas y quimicas del mismo. La presencia
activa de una bacteria como Clostridium, es indicativa de condiciones

anaerobicas, ya sea en el suelo en su totalidad o bien en los micrositios.
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Como ejemplo de este tipo de bacterias tenemos: Rhizobium, Bacillus,
Pseudomonas, Clostridium (Bautista y col., 2004).

Los hongos son los mas abundantes en biomasa microbiona del suelo.
Los hongos poseen un amplio intervalo de funciones en el suelo, incluyendo
su papel como simbiontes de plantas, patbgenos de plantas y animales,
oligétrofos, e incluso carnivoros, sin embargo su papel mas importante en el
suelo desde el punto de vista ecologico, es la descomposicion de la materia
organica desde los azucares simples y aminoacidos hasta polimeros muy
resistentes como la lignina y complejos de acidos humicos del suelo. Gracias
a su gran tolerancia a la acidez, comparado con las bacterias heterotrofas, la
descomposicion de la materia organica en suelos acidos es en su mayoria
realizada por hongos. El papel de los hongos como simbiontes,
especificamente en micorrizas, es de gran importancia para el desarrollo de
plantas, por su papel en la toma de nutrimentos, resistencia a enfermedades
y relaciones hidricas favorables. Dentro de los hongos representativos
tenemos como ejemplos: Glomus, Fusarium, Gigaspora, Trichoderma,
Pythium, Penicillium (Alexander, 1980).

Los protozoarios se restringen a ocupar los primeros 15 a 20 cm del
suelo, debido a la gran cantidad de presas microbianas posibles de ser
consumidas. Las actividades alimenticias de los protozoarios no se basan
Unicamente en la depredacion de microorganismos, ya que pueden
involucrarse en la descomposicién primaria de la materia organica del suelo.
Los protozoarios toman y procesan particulas organicas finas, tal como
ocurre en el tracto digestivo de muchos animales, y juegan un papel
importante en la descomposicion de residuos celuloliticos. Se pueden
nombrar algunos importantes como: Cilliata, Amoaeba, Paramecium,
Flagellata (Alexander, 1980).
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2.2.4 Microorganismos Fijadores de Nitrégeno

Muchos de los ciclos biogeoquimicos, entre ellos el ciclo del nitrégeno
(Figura N° 02), son realizados por bacterias especializadas que no pueden
ser reemplazadas por otras. Estas son de gran importancia debido a su
participacion en actividades simbiéticas, como en el caso de las plantas y la
fijacion de nitrégeno, resaltando asi que la presencia de estos
microorganismos permiten tener un suelo fértil. Por ejemplo la presencia de
las especies Streptomyces da el olor caracteristico al suelo, que se atribuye a

un suelo saludable (Contreras, 2005).

La disponibilidad de formas fijadoras de nitrdgeno es un importante
factor limitante tanto para la actividad microbiana en el suelo como para el
crecimiento de las plantas superiores, la presencia de estas especies permite

el 60% de la fijacion de nitrégeno que ocurre en la tierra (Madigan y col.,

1999).
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Dentro de los principales organismos fijadores de nitrogeno se
encuentran bacterias como Azotobacter, Mycobacterium flavum, Azospirillum
lipoferum, Methylococcus, Thiobacillus y Rhizobium, entre otras (Contreras,
2005).

2.2.5 Suelos Contaminados y Microorganismos

Las comunidades microbianas presentes en suelos contaminados tienden a
estar dominadas por aquellas bacterias que pueden sobrevivir a la toxicidad
presente en el ambiente siendo capaces de utilizar al contaminante para
crecer; en este sentido el contaminante “desbalancea”, mas que toxifica, las

comunidades ecologicas del suelo.

Estudios de Van Beelen y Doelman (1997) sobre toxicidad, han
expuesto que algunos grupos de microorganismos tienen la capacidad de ser
MAs resistentes a contaminantes que otros, por ejemplo las bacterias Gram
negativas son mas resistentes en comparacion a las Gram positivas, en

particular ante la presencia de metales.

Entre los microorganismos que normalmente se encuentran en un
suelo contaminado, con hidrocarburos, est4 la especie Pseudomonas en
particular P. putida. Esta bacteria pertenece a la subclase proteobacteria
(Nelson y col., 2002), especificamente segun Yu y col., (2000) corresponde a
una vy proteobacteria y asegura que la temperatura Optima para su
crecimiento estd en el intervalo de 15 a 22 °C, pero observa que pueden
crecer a intervalos menores entre 4 y 22° C. Psuedomona es una bacteria
propia del suelo, y algunos linajes de esta especie han sido considerados
como potencial bacteria para aplicaciones biotecnologicas como es la

biorremediacion de suelos.
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2.2.6 Aislamiento de Cultivos Puros

En los habitats naturales, los microorganismos crecen en poblaciones
mixtas y complejas, que contienen varias especies. Esto representa un
problema para el cientifico porque no se puede estudiar adecuadamente un
anico tipo de microorganismo en un medio mixto. Se necesita un cultivo puro,
poblacién de células que procede de una unica célula, para caracterizar una
especie individual. Existen varias formas de obtener cultivos puros, a

continuacion se describen los mas comunes, segun Prescott y col. (2004).

2.2.6.1 Siembra en placas por extensiéon y en estrias

Si se extiende una mezcla de células sobre una superficie de agar, cada
célula aislada se multiplicara formando una colonia independiente, formacion
0 agrupaciéon macroscopicamente visible de microorganismos sobre un
medio solido; cada colonia representa un cultivo puro. La siembra por
extension es una forma directa y facil de conseguir este resultado. Se pasa
un volumen pequefio de una mezcla microbiana diluida conteniendo no mas
de un centenar de células, al centro de una placa de agar y se extiende

uniformemente sobre la superficie con una varilla acodada de vidrio estéril.

Las colonias aisladas se pueden obtener también mediante siembra en
estrias. Se inocula la mezcla microbiana sobre un extremo de la placa de
agar con una asa de siembra o un hisopo, y se extiende formando estrias
sobre la superficie en uno o varios sentidos. Las células individuales se iran
desprendiendo del asa al frotarla sobre la superficie y desarrollaran colonias

aisladas.
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2.2.6.2 Siembra en Profundidad

La siembra en profundidad que se emplea frecuentemente con bacterias y
hongos, puede también generar colonias aisladas. La muestra original se
diluye varias veces para reducir la poblacién microbiana lo suficiente, con el
fin de obtener colonias separadas cuando se siembren. A continuacién, se
mezclan volimenes pequefios de las muestras diluidas con agar liquido, que
se ha temperado hasta aproximadamente 45 °C, y la mezcla se vierte
inmediatamente en placas de cultivo estériles. La mayoria de las bacterias y
hongos no se destruyen a una exposicion breve al agar temperado. Después
de endurecerse el agar, cada célula forma una colonia individual. Por motivos
estadisticos y de fiabilidad, Unicamente se deberan contar las placas

contiendo entre 30 y 300 colonias.
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CAPITULO IlI: Marco metodoldégico

3.1. Muestreo y preparacion de las muestras

Se realizdé una toma de muestra representativa, empleando el método al
azar estratificado, en cuatro de los pozos inactivos de explotacion petrolera
presentes en la zona del Mene de San Lorenzo, en Yaracal Estado Falcén.
La poblacién total consta de alrededor de ochenta y dos pozos, de los cuales
sesenta y siete pozos de los antes mencionados fueron cementados y
saneados, pero quince de ellos presentan emanaciones de crudo de manera
natural (Fernandez, 2008).

Se recolectaron, utilizando un barreno, en bolsas plasticas (polietileno)
esterilizadas, muestras compuestas (aproximadamente de 4 Kg) de 4 sub-
muestras, tomadas entre 0-10 cm de profundidad, para cada pozo
muestreado. Adicionalmente se tomaron muestras compuestas de igual
manera que se presumian que no estaban contaminadas de acuerdo a una
inspeccion visual y por la presencia de vegetacion. A las muestras
impactadas se le asignaron niumeros impares y a las no impactadas niumeros
pares.

Para la medicibn de los parametros fisicoquimicos (textura, pH,
conductividad eléctrica, contenido y retencion de humedad, materia organica,
capacidad de intercambio cationico), las muestras de suelo se secaron al aire
por 72 horas, y luego se realizé la molienda y se pasaron por un tamiz de 2
mm. Se almacenaron a temperatura ambiente en recipientes con tapa.

Para el andlisis microbioldgico las muestras frescas (almacenadas a 4° C
entre las 24 o 48 horas después de la toma de muestras) se extendieron
sobre un plastico limpio y seco, se les retir0 el material grueso (piedras,

hojas, tallos, raices), luego se pasaron por el tamiz de 2 mm. Una vez
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tamizadas las muestras se almacenaron en recipientes estériles con tapa a
-20°C (Frostergard y col., 1993; Matsushita y col., 2007) hasta su analisis.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica del suelo

A cada una de las muestras de suelo que se tomaron, se le determinaron

algunos parametros fisicoquimicos de acuerdo a la metodologia resumida en
el Tabla N° O1.

Tabla N° 01. Metodologia sugerida para la caracterizacion fisicoquimica de

las muestras.

Parametro Método Principio Técnica Referencia
Humedad 10g de muestra Diferencia de peso Gravimetria (Jackson,
Relativa (%) T=105°Cen 1h. después de evaporacion 1970).
Retencion de 30 g de muestra. Se Diferencia de peso Gravimetria c(i;;g?nﬁﬁ)r:
Humedad (%) filtra el agua por 6h P '
2002)
Conductividad 1:2,5agua Medicion de I_a mavilidad Conductimetria (Jackson,
de los iones 1970)
Mide concentracion de (Olarte
pH 1:1 aguay KCI 1M protones con un Potenciometria '
L 1979).
electrodo de vidrio
Oxidacion del carbono ; .
Carbono Walkley-Black con K CrO en medio Espectrofotometria (Walinga y
organico modificado 2 4 600 nm col., 1992)
acido
. - o (Schollenber
cIC-suelo NH4OAC 1N pH 7 Interc_amblo'C_atlonlco, Extra_cuoqy gery Simén,
reacciones acido-base alcalimetria
1945)
Respuesta a la Citado por:
Textura Al Tacto manipulacion a diferentes Tacto (Jaramillo,
estados de humedad 2002)
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3.3 Determinacion de la concentracion de petréleo en las muestras

estudiadas

La determinacion de la concentracién de hidrocarburos totales de petroleo se
hizo mediante un extractor soxhlet (material de vidrio vertical, cilindro o sifon,
de aproximadamente un pie de alto y una pulgada y media de didmetro,
compuesto de dos cAmaras unidas por dos tubos vacios que se encuentran a
lo largo del cilindro. A este cilindro se encuentra unido en la parte superior un
condensador y en la parte inferior un matraz, (Figura N° 03). Para realizar la
extraccion se requiere de un cartucho de celulosa, el cual se coloca dentro
del cilindro mencionado con 5 g de muestra, previamente pesado. Una vez
conectadas la salida y entrada de agua del condensador, se colocaron 150
mL de una mezcla extractante (solvente cloroformo/metanol 70:30) en el
matraz y se ubic6 el equipo sobre una manta de calentamiento, la cual se
encendié posteriormente por encima de 100°C. El proceso de extraccion
consiste en hacer pasar el extractante (proveniente de la condensacion) por
el cartucho de celulosa con el fin de extraer el petréleo de la muestra. El
solvente con el material extraido, una vez inundado el sifén, recorre los tubos
laterales y llega al matraz; a este proceso se le llama sifonada. Una vez el
solvente haya vuelto a su color inicial durante las sifonadas, se detiene el
calentamiento y se coloca el cartucho en una estufa a 105°C por 15 min.
Después se introduce en un desecador a temperatura ambiente, una vez
seco se pesa y por diferencia de peso de determina el porcentaje de materia
organica extraible en las muestras. Al realizar la extraccion Soxhlet sobre las
muestras impactadas con petréleo, el extractante disuelve los HTPs
contenidos en el suelo junto con la materia organica. En las muestras no
impactadas se extrae fundamentalmente la materia organica originaria del

suelo. De esta manera se determinan los contenidos de materia organica
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extraible, y por diferencia entre las muestras impactadas y no impactadas
obtenemos el porcentaje real de petrdleo.

Figura N° 03. Extractor Soxhlet

3.4 Conteo de la Carga Microbiana (Hongos y Bacterias)

La carga microbiana se determiné utilizando un sembrado por profundidad.
Se tom6 1 gramo de muestra de suelo y se diluyé en 9 mL de una solucion
salina (NaCl) 0,8 % p/v y luego se hicieron diluciones sucesivas de 1/100,
1/1000 y 1/10000. Se tomaron 100 pL de cada una de estas diluciones para
el conteo de la carga tanto de bacterias como de hongos (Prescott y col.,
2004).

Srivastava y col. (2007), realizaron el conteo de la carga bacteriana
utilizando medios de crecimientos suplementados con antibiéticos para el
crecimiento de hongos y con antifingicos para el crecimiento de bacterias,
en este caso se utilizé el mismo principio pero con suplementos diferentes.
Para realizar el conteo de la carga bacteriana se suplementé medio Agar LB

con Ciprofloxacina, Genven®, en una proporcion 1g/L. Una vez realizada la
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siembra y gelificado el Agar, se colocaron las placas en incubacion a 33°C
por 24 horas y se hizo el conteo de las unidades formadoras de colonia para
cada dilucion. Con respecto de la carga fungica se utiliz6 medio Agar LB
suplementado con fluconazol, Calox® en una concentracion de 1 g/L. Las
muestras fueron incubadas a 33°C entre 3 a 4 dias. Todo esto bajo un
ambiente estéril y por duplicado.

3.5 Cuantificacion de la Carga de Microorganismos Fijadores de

Nitrégeno

Los microorganismos fijadores de nitrdgeno se estudiaron segun la
metodologia de Argandofia y col. (2005). Se tomd 1 gramo de muestra de
suelo y se diluyé en 9 mL de una solucion salina (NaCl) 0,8 % p/v y luego se
hicieron diluciones sucesivas de 1/100, 1/1000 y 1/10000. Se tomaron 100 pL
de cada una de estas diluciones para el conteo de la carga de fijadores de
nitrdgeno. Las muestras se sembraron en un medio de crecimiento Burk’s,
con una concentracion final de 0.8 % p/v de las sales de la Tabla N° 02 y
utiizando como medio gelificante Agar-Agar 1,5%. Todo esto bajo un
ambiente estéril y por duplicado.

Tabla N° 02. Cantidad en gramo por litro de las sales que conforman el medio
Burk’s. (Modificado de Argandofia y col., 2005)

Sal Gramo por litro
KoHPO, 0.64
KH,PO, 0.16

NaCl 7
MgS0,4.7H,O 0.20
CaS0,4.2H,0 0.05

Glucosa 8
Na,Mo0O,.2H,0 0.001
FeSO, 0.003
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3.6 Eleccion de microorganismos representativos de cada una de las
muestras (Bacterias, Hongos y Microorganismos Fijadores de
Nitrégeno)

Una vez realizada la siembra de cada una de las muestras y después de
hacer el conteo de las UFC, se procedio a elegir las colonias, tanto bacterias
como hongos y microorganismos fijadores de nitr6geno, para realizar su
aislamiento y luego hacer la caracterizacion macro y micromorfologica. El
criterio de eleccion de estas colonias se hizo de acuerdo a la coloracion de
las colonias, la forma, el margen, el orden de aparicion, la repetitividad en las
muestras, parecido entre ellas y separacion entre ellas. Cada colonia fue
rotulada con el nimero de la muestra de suelo de la cual provenia (en
nameros romanos), seguida entre paréntesis de un numero arabigo
correspondiente a la colonia. Por ejemplo, la colonia VIl (2) corresponde a la

colonia numero 2 aislada de la muestra de suelo nUmero 7.

3.7 Caracterizacién Macro y Micromorfoldgica de las colonias

La caracterizacion de las colonias seleccionadas tanto bacterianas, fangicas
y fijadoras de nitrégeno se realiz6 por simple observacién de las placas,
detallando la forma, elevacion, margen, color, tono y tamafio. Las tres
primeras caracteristicas se hicieron de acuerdo a la morfologia presentada
por Prescott y col. (2004), la cual se puede observar en la figura A-1
(Apéndice A).

La caracterizacion micromorfologica de las bacterias se hizo mediante
la tincion de Gram, de acuerdo al procedimiento descrito en el Apéndice A.2.
Segun la observacion al microscopio se logré determinar si los
microorganismos estudiados eran Gram positivos o Gram negativos de

acuerdo al color de la tincion y si eran bacilos o cocos de acuerdo a la forma.
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3.8 Determinacién de la capacidad para utilizar el oxigeno de los

microorganismos fijadores de nitrogeno

Se eligieron 10 colonias para realizar el estudio de la capacidad de uso de
oxigeno por parte de los microorganismos fijadores de nitrogeno. Para ello se
prepar6 el medio semiliquido Burk’s con 0,2% p/v de agarosa y se colocaron
10 mL en tubos de ensayo y después de afadir el inoculo, se incubaron los
tubos en un bafio de maria a 37 °C por 96 h (Argandofa y col., 2005). Una
vez cumplido el tiempo se retiraron los tubos y se midié la profundidad del

crecimiento de las colonias, respecto al fondo del tubo de ensayo.

Las colonias se clasificaron en aerébicas si la altura de crecimiento

era cercana a la altura del medio semiliquido; microaerdbicas si crecian en

un valor medio de altura y en anaerdbicas si crecian en el fondo del tubo.

3.9 Determinacion del indice de Shannon

Una vez obtenida las unidades formadoras de colonia (ufc) de cada tipo de
microorganismo, se le hizo el correspondiente tratamiento matematico
tomando en cuenta las diluciones, para expresarlas en base al suelo seco
como log (ufc/g ss), obteniendo los valores que se observan en la tabla N°
05. Con el logaritmo de cada ufc/g suelo se calculé el indice de Shannon
(Apéndice D) como estimacion de la diversidad de bacterias y hongos.
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3.10 Correlacién entre la carga bacteriana, fungica, microorganismos
fijadores de nitrogeno, las propiedades fisicoquimicas y la

concentracion de petroleo

Para realizar la correlacion entre las ufc de bacterias, hongos y fijadores de
nitrdgeno con respecto a las propiedades fisicoquimicas del suelo y la
concentracion de petroleo, se calculo el coeficiente de Pearson mediante el
procedimiento descrito en el Apéndice E. Este parametro estadistico indica si
hay correlacion entre dos variables de manera directamente proporcional con
valores entre 0 y +1, o si la correlacion es inversamente proporcional con

valores entre -1y 0.
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CAPITULO IV: Resultados
4.1 Caracterizacion fisicoquimica del suelo
Una vez recolectadas las muestras se le realizd la caracterizacion
fisicoquimica del suelo de acuerdo a las metodologias citadas en el Tabla N°
01, la cual se puede observar en la tabla N° 03.
Tabla N° 03. Parametros fisicoquimicos del suelo en estudio
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
Retencion
11 11 CE Humedad q % MO por CIC
: : e .
Muestras | © P L | relativa walkley- | rextura | (meq/*100g
H20 KCl (nScm™) Humedad Black
(%) . suelo)
(%) modificado
Franco
MI 4,3x0,1 | 3,620,1 | 433+13 | 6,1+0,2 7+1 19,5+ 0,5 18,67 + 0,03
Arenoso
Franco
Ml 4,70+0,03 | 3,7+0,01 | 464+16 4+1 60+2 9,8+0,3 117,0+0,3
Arenoso
Franco
MIIl | 4,65+0,04 | 3,89+0.04 | 277+39 542 82 15+2 7,01+ 0,04
Arenoso
Franco
MIV  |6,03%0,03 | 5,35+0,07 | 150+13 10+1 301 10+1 23,07 £ 0,03
Arenoso
Franco
MV 6,8+0,2 | 6,7+0,4 | 563+33 5+1 62 17,4 £0,7 42,2+0,3
Arenoso
Franco
MVI 5,5#0,2 | 4,840,05 | 34358 8+1 15,8+0,5 | 2,8+0,2 55,3+0,3
Arenoso
Franco
MVII 5,3+t0,4 | 4,6%0,2 86+1 7,1£0,4 8+2 22+2 41,9+0,2
Arenoso
Franco
MVIII 6,7+0,1 | 6,5%0,4 | 24242 12+1 5042 13+1 148,4+0,1
Arenoso

CE: Conductividad Eléctrica MO: Materia Organica CIC: Capacidad de Intercambio Catidnico
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4.2 Concentracion de Hidrocarburos Totales del Petréleo en las

muestras estudiadas.

Las muestras impactadas presentaron variabilidad en los valores de
HTP obtenidos. La muestra con mayor contenido de HTPs fue la muestra V,
estando por encima del resto de las muestras hasta un doble del porcentaje.

Esta informacién esta contenida en la Tabla N° 4.

Tabla N° 04. Porcentaje de HTP en las muestras impactadas

Muestra % HTP
I 7,60
11 7,00

\Y 14,00
\ill 5,00

4.3 Carga bacteriana, fungica y microorganismos fijadores de nitrégeno,

indice de Shannon y Correlacion de Pearson.

Al realizar el conteo de las ufc para cada caso y haciendo el
tratamiento matematico se obtuvo la carga bacteriana y fangica para cada
una de las muestras expresada como Log (ufc/g suelo), expuestos en la tabla
N° 05 observando mayor carga bacteriana y carga de fijadores de nitrogeno
con respecto a la de hongos. La carga bacteriana varié entre 3,32*10* y
4,85*10° para las muestras impactadas y 1,60*10° y 9.77*10° para las
muestras control; la carga fangica varié entre 1.33*10* y 7,10%10° para las
muestras impactadas y 8,36*10* y 1,46*10° para las muestras control; y para
los organismos fijadores de nitrégeno la carga varié entre 2.58*10% y 7.28*10*
y 1.19*10° y 4,07*10° para las muestras control. Se observa que para todos
los casos las muestras control (11, IV, VI y VIII) presentaron mayor carga que

las muestras impactadas (I, Ill, V' y VII).
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A través del indice de Shannon H (Figura N° 04) se observa la

diversidad de especies en cada muestra. En las muestras impactadas con

petréleo la diversidad es menor que en las muestras control, al observarse

gue H para estas esta por encima de las muestras impactadas.

Tabla N° 05. Promedio de los logaritmo de las ufc/ g suelo de cada tipo de

microorganismo estudiado.

FRACYT

Muestras Hongos Bacterias Fijadores de Nitrégeno
ufc/g Log (ufc/g ufc/g Log (ufc/g ufc/g Log (ufc/g
suelo suelo) suelo suelo) suelo suelo)

| 0 0,00 £ 0,00 0 0,00 £ 0,00 0 0,00 £ 0,00
I 0 0,00 + 0,00 9.77*10° 6,99 + 0,39 2,20*10° 6,34 + 0,45
1 7,10%10° 5,85 +0,78 3,32*10" 4,52 + 0,07 2.58*10" 4,41 + 0,09
\Y 1,46*10° 6,16 + 0,50 7,23*10° 6,86 + 0,22 4,07*10° 6,61 + 0,22
V 4.88*10" 4,69 + 0,50 0 0,00 + 0,00 4,45*10" 4,65 + 0,05
Vi 0 0,00 £ 0,00 1,60*106 6,20 £ 0,23 1,40*106 6,14 + 0,36
VI 1.33*10* 4,12 +0,22 4,85*105 5,69 +0,44 7.28*10* 4,86 +0,11
VIl 8,36*104 4,92 +0,43 3.52*10° 6,55+ 0,16 1.19*10° 6,08 + 0,38
Indice de Diversidad de Shannon
0,25
T« 0,20 i
- *
g * *
g 0,15
3 0,10 * *
3
e
£ 0,05
0,00 —#
1 2 3 4 6 7 8 9
Numero de Muestra

Figura N° 04. indice de Diversidad de Shannon obtenido para cada muestra de suelo en

estudio. Las muestras 1, 3, 5y 7 son las impactadas con petréleo y las muestras 2, 4, 6 y

8 son las no impactadas o control.
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El coeficiente lineal de Pearson (Tabla N° 06) mostré que las bacterias
se correlacionaron con los microorganismos fijadores de nitrégeno
positivamente (0.80), indicando que la poblacion de estos ultimos esta ligada
a las bacterias. De igual forma el porcentaje de petroleo se correlacioné
positivamente (0.59) con la materia organica, indicando que la presencia del
contaminante ocasiona aumento de esta Ultima. EI pH se correlacion6
positivamente con la carga fungica (0.53) mostrando que el aumento de este
pardmetro afecta evidentemente el desarrollo de estos microorganismos. El
petroleo se correlaciond negativamente con la carga bacteriana (-0.89) y con
los fijadores de nitrégeno (-0.57), indicando que el desarrollo de cualquiera
de estas especies biolégicas se ve afectado negativamente por la presencia

del petréleo, es decir, mientras uno aumenta el otro disminuye.

Tabla N° 06. Coeficiente Lineal de Pearson para las variables seleccionadas.

FRACYT

] B ) pH1:1 | Humedad
r Hongos | Bacterias | Fijadoras de N | % Petroleo ) %MO
H.O relativa

Hongos 1,00 0,11 0,30 0,19 0,53 0,35 0,28

Bacterias 0,11 1,00 0,80 -0,89 0,05 0,43 -0,56

Fijadoras de N| 0,30 0.80 1,00 -0,57 0,50 0,34 0,61

% Petréleo 0,19 -0,89 -0,57 1,00 0,065 -0,539 0,66

pH 1:1 H,0 0,53 0,05 0,50 0,065 1,00 0,56 0,11

Humedad 0.24

_ 0,35 0,43 0,34 -0,539 0,56 1,00 -0,

relativa

%MO 0,28 -0,56 -0,61 0,66 -0,11 -0,24 0,38
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4.4 Diversidad de las colonias bacterianas, fungicas y fijadores de

nitrogeno

De acuerdo al procedimiento del apartado 3.7, se eligieron y aislaron 28
colonias bacterianas, 17 colonias fungicas y 10 fijadores de nitrdgeno con
morfologia diferente. En la Tabla N° 07 se observa la cantidad de colonias
para cada muestra y en la Tabla N° 08 se encuentra la micromorfologia de
las bacterias que se encontraron y el porcentaje, con respecto a la cantidad
total de colonias aisladas. La figura N° 04 muestra una fotografia de cada tipo
de microorganismo. En los Apéndices F, G y H se encuentra la descripcion
de cada colonia y el Apéndice B imagenes de algunas bacterias y hongos
aislados.

Tabla N° 07. Numero de colonias aisladas por muestra

Muestra | Bacterias Hongos Fijadores de N

I 0 0 0

Il 7 0 2

1" 3 3 1

v 4 0 6

\% 1 2 0

VI 2 10 1
il 7 0 0
Vil 4 2 0
Total 28 17 10
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Tabla N° 08. Morfologia microscopica de las colonias de bacterias aisladas

FRACYT

Cantidad en Cantidad en Porcentaie
Especie muestras Porcentaje (%) muestras (%) I
contaminadas control
Bacilos Gram
N 9 60 11 84,62
Positivos
Bacilos Gram
) 0 0 0 0
Negativos
Coco Gram
» 6 40 1 7,69
Positivos
Cocos Gram
) 0 0 1 7,69
Negativos

Figura N° 05. Micrografia de los microorganismos aislados (a) Bacilos Gram positivos,

colonia MII(2).FN (b) Cocos Gram negativos, colonia MVII(3).B. (c) Cocos gran positivos,
colonia MVII(8).B

Con respecto a la micromorfologia de las colonias fungicas, una vez
realizado el aislamiento de las colonias se observaron al microscopio en
busca de conidiéforos (Apéndice C), pudiéndose identificar dos géneros de
acuerdo a la estructura de estos. Las géneros identificados corresponden a
Aspergillus proveniente de la colonia MVI (10) H, y Penicillium de la colonia
MIIl (1) H En la figura N° 06 se pueden observar fotografias de las placas
donde crecieron estas colonias fungicas identificadas, y la figura N° 07

muestra la vista microscépica de las mismas. El resto de los hongos aislados
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no pudo ser identificado debido a que seria necesario realizar un proceso
mas exhaustivo, requiriendo en algunos casos medios selectivos con los

cuales no se contaba.

Figura 06. (a) Placa MVI (10) H, contiene el hongo aislado de la muestra 06, identificado
como perteneciente al género Aspergillus. (b) Placa MIIl (1) H, contiene el hongo aislado de

la muestra 03, identificado como perteneciente al género Penicillium.

Figura N° 07. Vista microscopica de los conidiéforos de los hongos identificados (a)
Colonia MVI (10) H, Aspergillus. (b) Colonia MIll (1) H, Penicillium
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4.5 Tipos de microorganismos fijadores de nitrégeno de acuerdo a su
capacidad para utilizar el oxigeno

El resultado de la observacion del experimento del apartado 3.8 se puede
encontrar en la tabla N° 09 donde la mayoria de los microorganismos
aislados presentaron un comportamiento microaerobico. La figura N° 08

muestra la fotografia de una de las colonias de mayor crecimiento.

Tabla N° 09. Clasificacion de los microorganismos fijadores de N de acuerdo a el uso del oxigeno

Altura de
Nombre/ Altura del o o
o ) Crecimiento Ha Hm Hb 0] Clasificacion
Especificacion medio (cm)
(cm)*
MII(1)FN 6,5 0-6 A Microaerobica
MII(2)FN 6,5 0-6,1 A A P Microaerobica
MII(1)FN 6,6 0-6,3 A A Microaerobica
MIV(1)FN 6,6 0-45 A A Aerbbica
MIV(2)FN 6 0 No creci6
MIV(3)FN 6,5 0-6,3 A A P Microaerobica
MIV(4)FN 6,5 0-6,5 A Microaerobica
MIV(5)FN 6,5 0-6,3 M P P Aerbbica
0-45y55- _ )
MIV(6)FN 6,5 6.3 A A P Microaerobica
MV(1)FN 6,6 0-6,3 A Microaerobica

Observaciones: * Se toma 0 como la parte superior del medio. Ha: Crecimiento alto; Hm:

Creciemiento medio; Hb: Crecimiento bajo; U: Uniforme; A: abundante; M: Medio; P: Poco.
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Tabla N° 10. Micromorfologia de los microorganismos Fijadores de Nitrogeno
Cantidad en Cantidad en
Especie muestras Porcentaje (%) muestras Porcentaje (%)
contaminadas control

Bacilos Gram Positivos 0 0 4 44,44
Bacilos Gram Negativos 0 0 0

Coco Gram Positivos 0 3 33,33
Cocos Gram Negativos 1 100 2 22,22

Figura N° 08. Colonia MV(1)FN crecida en medio Burk’s semiliquido
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CAPITULO V: Discusiéon de Resultados

En la cuantificacion de la carga bacteriana, fingica y fijadores de nitrdgeno
se evalud la diversidad microbiana, tomando en cuenta la presencia y
ausencia del petréleo como contaminante, encontrando que este agente
perturbador del suelo provoca distintos efectos dependientes de las variables
fisicoquimicas estudiadas, de la concentracion de petrdleo y de la naturaleza

de los organismos presentes.

En el suelo, los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la
atmosfera, iniciando una serie de procesos fisico-quimicos simultaneos,
como evaporacion y penetracion, que dependiendo del tipo de hidrocarburo,
temperatura, humedad, textura del suelo y cantidad vertida pueden ser
procesos mas o menos lentos lo que ocasiona una mayor toxicidad. Ademas,
el petr6leo posee una moderada, alta o extrema salinidad, lo que se traduce
en un aumento de la conductividad eléctrica del suelo, y debido a que altos
gradientes de salinidad pueden destruir la estructura terciaria de las
proteinas, desnaturalizar enzimas y deshidratar células, lo cual es letal para
muchos microorganismos, afecta de esta forma la diversidad microbiana del
suelo (Atlas y Bartha, 2002; Siva y col., 2004), sin embargo esto no sucedié
en nuestro caso, descartando la posibilidad de que la baja diversidad se

debiera a la salinidad proporcionada por el petroleo.

El pH obtenido en general fue &cido, variando entre 4,3 y 6,8,
encontrandose algunas muestras por debajo de los limites establecidos por
la normativa ambiental venezolana, la cual considera a este parametro como
un factor prioritario para controlar el crecimiento bacteriano, a los fines de

garantizar la integridad biolégica de los suelos, con un nivel aceptable en el
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intervalo de 5 a 10. En estudios realizados con bacterias degradadoras de
hidrocarburos sefialan que en el intervalo de pH de 5,2 a 7,0 se produce la
mineralizacion de estos, siendo el pH optimo 7,0 (Kastner y col., 1998). Esto
es concordante con los resultados obtenidos, ya que en este caso a medida
que aumenta la concentracion de hidrocarburos totales (Tabla N° 04) el pH
disminuye (Tabla N° 03), lo cual puede indicar que los microorganismos
estén mineralizando los HTPs a especies acidas como HCOg'. La otra razén
de que esto ocurra asi es que el petréleo, especificamente los asfaltenos,
contienen grupos polares acidos como carboxilos, hidroxilos, sulfuros acidos
(Speight 1984), que interaccionan con el suelo provocando que el pH

disminuya.

La materia organica se correlacion6 con el contenido de petréleo en el
suelo (Tabla N° 06), indicando que a medida que este aumenta también lo
hace la materia organica. Esto podria apuntar a que los microorganismos
pueden estar utilizando el petréleo como fuente de carbono, es decir, lo
humifican en compuestos organicos que forman parte del equilibrio que hay
entre los organismos del suelo y las propiedades fisicoguimicas de éste,
contenidas en el humus; o que simplemente hay mayor materia organica por
haber mayor contenido de carbono organico. Este proceso puede afectar de
distintas formas el suelo cambiando su estructura, color, pH, entre otros. El
caso mas marcado después del color del suelo, es el pH donde se puede
evidenciar que el aumento de la materia organica causa una disminucion

considerable en los valores del mismo (Tabla N° 03).

La capacidad de intercambio catidonico (CIC) también se deberia
acrecentar con el aumento de la materia organica, sin embargo, en este caso
no hay correlacion de la CIC con la presencia del petréleo, debido a que
estdn presentes en el suelo en mayor proporcion la fraccion pesada y

asfaltenos, los cuales ocasionan impermeabilidad en el suelo, disminuyendo
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el intercambio catidnico en éste. Lo mismo ocurre con la retencion de
humedad en la cual se observa una disminucion significativa en funcion de la

cantidad de petroleo presente.

Con el tratamiento estadistico (indice de Shannon) efectuado sobre
los resultados de las cargas bacterianas, fungicas y fijadores de nitrégeno se
determindé que la diversidad microbiana disminuye con la presencia del
petrdleo para las 4 muestras y con mayor proporcion en la muestra 1 (Figura
N° 04), lo que confirma que el petrdleo como contaminante es perjudicial
para la microbiota del suelo, acarreando variacibn de los parametros
bioquimicos y biolégicos, que se resumen en una disminucién de la salud de
éste. El otro resultado evidente es que los microorganismos fijadores de
nitrdgeno y la carga bacteriana se correlacionaron (Tabla N° 06), indicando
de esta forma que el mayor contenido de microorganismos fijadores de
nitrégeno son bacterias. Por otra parte estos microorganismos se
correlacionaron con la cantidad de petréleo presente en las muestras
obteniendo una correlacion negativa (Tabla N° 06) lo que indica que a
medida que la cantidad de petr6leo aumenta disminuye la carga bacteriana y
por ende la de microorganismos fijadores de nitrdgeno. Duarte y
colaboradores (Duarte et al 2001) encontraron este mismo hecho pero por
métodos moleculares, lo que afianza la idea de que no en todas las
ocasiones todos los microorganismos pueden adaptarse, tal vez, sélo una
pequefia parte lo haga y esto no sea lo suficientemente eficiente como para
mantener la salud del suelo. Es importante acotar que la cantidad de
organismos cultivables a través de métodos de siembra y conteo no es lo
suficientemente representativa y que el uso de técnicas moleculares puede

ayudar a mejorar estas hipotesis (Prescott y col., 2004).

En las muestras se encontraron diferentes microorganismos, muchos

con caracteristicas parecidas y otros totalmente distintos. A través de la
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macro y micromorfologia se puede observar las pequefas diferencias y
semejanzas entre los organismos (Apéndice F, G y H). Se encontré que la
mayor parte de la comunidad bacteriana estudiada resulté ser del tipo
Bacilos Gram positivos (60% para las muestras impactadas; 84,62% para las
muestras control). En menor cantidad estan los Cocos Gram positivos ( 40%
para las muestras contaminadas; 7.69% para las muestras control), y por
debajo de estos los Bacilos Gram negativos (0 % para las muestras
impactadas; 7.69% para las muestras control). La figura N° 05 presenta la
colonia MII(2).FN, la colonia MVII(3).B y la colonia MVII(8).B en las cuales se
pueden observar la morfologia microscopica que presentan. Esto concuerda
con lo descrito por Prescott y col. (2004), donde se sefala que las bacterias
Gram positivas son parte importante del suelo y que desempefian un papel
fundamental en la degradacién de hidrocarburos, materiales vegetales y
humus. Un grupo importante de estos microorganismos son los

actinomicetos.

El nimero de colonias encontradas en las muestras control o no
impactadas por petroleo fue variable, pero siempre resultd ser mayor a las
encontradas en las muestras impactadas, esto fue corroborado con el
tratamiento estadistico en el indice de Shannon, donde se observa que el
impacto del petréleo disminuye la diversidad microbiolégica del suelo (Figura
N° 04). A pesar de esto, la presencia de microorganismos filamentosos en
una de las muestras impactadas, presuntamente actinomicetos (organismos
pertenecientes a la microbiota del suelo; Figura N° B-6), induce la posibilidad
de la adaptacion de estos microorganismos ante la presencia del petréleo y
degradacion del mismo para convertilo en compuestos organicos
pertenecientes al metabolismo de estos organismos (Prescott et al 2004) o

en materia organica humificada del suelo, producto de la biodegradacion.
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Las Hongos también presentaron menor diversidad, ya que en las
placas con frecuencia se encontré6 las mismas colonias (17 colonias
aisladas), a pesar de que su crecimiento fuese vertiginoso y abundante. Las
figuras N° 06 y 07 muestran una vista macroscopica y microscopica,
respectivamente, de las dos colonias fangicas a las cuales se identificoO su
familia, las cuales son Aspergillus, y Penicillium. Esto se hizo comparando
los conidioforos de las colonias aisladas con los reportados por Prescott y
col. (2004). En el Apéndice C se encuentran los conidioforos con las cuales
se compararon las Figuras N° 07.a y 07.b. Estas especies son caracteristicas
del suelo (Flanagan 1981), sobre todo de suelos aridos (Samaniego-Gaxiola
y Chew-Madinaveitia 2007), como los que fueron estudiados. Es importante
destacar que el tiempo en el cual se recolectaron las muestras existia una
época de sequia prolongada, por lo que la humedad presente en los suelos
era muy escasa, lo que reduce sustancialmente la materia organica, dificulta
el crecimiento y disminuye la posibilidad de sobrevivencia de los hongos
(Atlas y Bartha 2002), esto podemos tomarlo como una de las posibles

razones de la baja diversidad de colonias fungicas.

En cuanto a los microorganismos fijadores de nitrégeno se encontrd
como se esperaba, después de analizar la carga bacteriana y fangica, poca
diversidad, pudiéndose observar la misma colonia en todas las placas y solo
algunas pocas diferentes (10). En este caso la proporcibn de
microorganismos (clasificados segun su forma) fue 44,44 % de bacilos Gram
positivos, 33,33 % de cocos Gram positivos y 22,22 % de cocos Gram
negativos en las muestras control, mientras que en las muestras impactadas
solo una colonia, cocos Gram negativos. Se comprob6 que todas las colonias
aisladas eran bacterias, lo cual concuerda con lo obtenido a través del
coeficiente Lineal de Pearson, donde la carga bacteriana se correlacion6
positivamente con la carga de fijadores de nitrégeno (Tabla N° 04), indicando
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que estas especies eran del tipo bacteriano, las cuales segun el
procedimiento tomado de Argandofia y col. (2005), apartado 3.9, son en su
mayoria microaerébicas, estableciendo que las especies fijadoras de
nitrogeno de los suelos estudiados pueden sobrevivir a condiciones bajas de
aireacion. Esto tiene sentido ya que tras la cantidad de tiempo que tiene el
petrdleo en los suelos estudiados la impermeabilidad que este causa, origina
que haya menos entrada de oxigeno al suelo y de esta manera los
microorganismos estdn en condiciones de baja cantidad de oxigeno o

microaerofilia.

En general, la carga microbiana de todas las especies fue siempre
mayor en las muestras no impactadas, y la micromorfologia demostré que las
bacterias Gram negativas son mas sensibles a la presencia del contaminante
gue las bacterias Gram positivas, concordando con lo encontrado por Yang y
col. (2007), pudiéndose decir que los microorganismos Gram positivos
pueden degradar hidrocarburos, aunque esto sélo se puede afirmar
concretamente tras estudios donde se utilicen hidrocarburos como fuente de
carbono para microorganismos aislados de los suelos estudiados. El hecho
de que los microorganismos Gram negativos sean mas sensibles a la
presencia del petréleo, es que estos organismos poseen una capa muy fina
de péptidoglicanos en comparaciéon con los Gram positivos, y su membrana
esta provista de poros (Prescott y col., 2004) lo que facilita la entrada de
compuestos organicos con caracteristicas lipidicas que causen perturbacion

a la célula en si.

Los resultados obtenidos demostraron que los microorganismos
presentes en las muestras impactadas, se podrian utilizar en un eventual
biotratamiento con microorganismos autéctonos ya que algunos de ellos se
adaptaron a la presencia del petréleo en su ambiente, infiriéndose la

posibilidad de que hayan degradado los hidrocarburos provenientes de este
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en compuestos que formen parte de su metabolismo o parte del suelo en
cualquiera de sus formas (humus, acidos falvicos, acidos humicos, entre
otros). Sin embargo es necesario realizar una investigacion mas exhaustiva,

con métodos moleculares.
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CAPITULO VI: Conclusiones y Recomendaciones

6.1 Conclusiones

e Se cuantificé la carga bacteriana (9,77*10° — 3,32*10%, flngica
(1,46*10° — 1,33*10% vy fijadores de nitrégeno (4,07*10° — 2,58*10%
encontrando valores mayores en las muestras no impactadas que en
las impactadas.

e Se aislaron vy caracterizaron macromorfolégicamente 28 colonias
bacterianas; 20 colonias fungicas y 10 colonias fijadoras de nitrégeno.

e La identificacion micromorfolégica permitié obtener 71,43 % de bacilos
Gram positivos, 25 % de cocos Gram positivos, y 3,57 % de cocos
Gram negativos en las bacterias.

e Se obtuvieron, tras la observacion microscépica, dos generos de
hongos Aspergillus y Penicillium.

e Para las fijadoras de nitrogeno, la micromorfologia arrojé6 40 % de
bacilos Gram positivos, 30 % de cocos Gram positivos y 30 % de
cocos Gram negativos.

e Las bacterias se correlacionaron positivamente con los
microorganismos fijadores de nitrégeno.

e Los microorganismos fijadores de nitrdgeno presentaron en su
mayoria caracteristicas microaerobicas.

e El indice de Shannon y el estudio macromorfolégico demostraron que

la diversidad microbiolédgica disminuyd con la presencia del petréleo.
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La observacion de organismos que se hayan adaptado a la presencia
del petréleo, sugiere una posible biotratamiento con microorganismos

autoctonos.

6.2 Recomendaciones

e Realizar el analisis de la diversidad a través de métodos moleculares

para tener una mejor perspectiva de los organismos presentes y de
esta manera, también, identificar por completo las especies aisladas.
Realizar una siembra de las bacterias aisladas con distintos
hidrocarburos provenientes del petrdleo (antraceno, fenantreno,
dibenzotiofeno, entre otros) y verificar si estos compuestos son
degradados por las bacterias presentes en los suelos, de esta manera
se podria asegurar con toda certeza que los microorganismos
encontrados degradan hidrocarburos.

Complementar este estudio con: (a) Analisis de la actividad
microbiolégica y biomasa microbiana; (b) Estudio de las actividades
enzimaticas caracteristicas del suelo y (c) Andlisis del efecto de los

metales provenientes del petréleo, sobre la salud del suelo.
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APENDICES

Apéndice A. Macro y Micromorfologia Microbiana

Apéndice A.1 Metodologia para realizar la Morfologia de las colonias
microbianas

El desarrollo de colonias sobre la superficie de agar permite identificar
las colonias por que las especies forman a menudo colonias de una forma y
aspecto caracteristico. La Figura N° A.1 muestra la diferentes caracteristicas
utilizadas para describir la morfologia de colonias bacterianas reportadas por
Prescott y col. (2004).

s @
Forma Puntiforme Circular Filamentosa Irregular Rizoide Funsiforme
Elevacion
Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada
Y W
vargen (N {8 &

Entero

Ondulado

#* # & A

Lobulado Erosionado Filamentoso Rizado

Figura A.1. Morfologia de colonias bacterianas. Tomado de Prescott y col., 2004
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Apéndice A.2 Descripcion del método de tincion de Gram

00

Cristal violeta durante 30
segundos

/{-

Lugal-Yodo durante 1 minuto
Aclararconagua

oo
} Lavarcon etanol-acetona
®

durante 10-30 segundos
Aclararcon agua

segundos

l Safranina durante 30-60
Aclararcon aguaysecar

FY
A

r
4

e
¥ -

Figura N° A-2. Resumen de la
Tincion de Gram.

La caracterizacion micromorfologica de las
bacterias se realiz6 mediante la tincion de Gram,
de acuerdo al procedimiento descrito por Prescott

et al 2004 (Figura N° A-2) como sigue:

1. Se incubaron todos los microorganismos a los
cuales se les iba a realizar la tincion en 5 mL

de medio LB Broth, por 24 horas.

2. Se tomo un asada de cultivo y se coloco en
un porta objeto, haciendo movimientos
circulares de manera de expandirlo por la
mayor cantidad de la superficie del porta
objeto. Se dejo evaporar la solucién y se
fijaron las células flameando los portaobjetos.

3. Se agreg6 una solucion de cristal violeta
(Apéndice A.3), sobre las células y se dejo
actuar por 45 segundos. Se eliminé el cristal

violeta mediante lavado con agua.

4. Se anadio lugol (Apéndice A.3) y se dejo actuar por 45 segundos. Se

lavé con agua. Después se agreg6 la solucion de etanol (Apéndice A.3)

hasta la desaparicion del color azul. Inmediatamente se lavd con agua.

5. Se agrego una solucion de safranina (Apéndice A.3) y se dejo actuar por

45 segundos y se lavé con agua.

6. Una vez lista la tincidbn se observaron las células por el microscopio en

aceite de inmersion.
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Apéndice A.3 Soluciones empleadas para la tincion de Gram

Soluciéon de Cristal violeta: 2 gramos de cristal violeta en 30 mL de alcohol
etilico.

Solucién de Lugol: 1 gramo de Yodo, 2 gramos de yoduro de potasio en 200
mL de agua destilada.

Solucién alcohol: Alcohol Etilico 97 %

Solucién de Safranina: 0.10 gramos de fucsina basica en 100 mL de agua
destilada
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Apéndice B. Fotos tomadas de algunas de las colonias aisladas.

Apéndice B.1 Fotos bacterias aisladas

Figura B-5. Colonia MVII(8).B Figura B-6. Colonia
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Apéndice B.2 Fotos de algunos de los hongos aislados

Figura B-6. Colonia MVII(3).H

Figura B-8. Colonia MVI(2).H Figura B-9. Colonia MV(3).H

Figura B-10. Colonia MllI(3).H
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Apéndice C. Conidioforos

En ciertos hongos, la conidiofora o conidioforo es una estructura
microscopica especializada en la produccion asexual de miles de esporas
llamadas conidias. Se localizan al extremo de hifas las cuales levantan la
conidiofora en el aire con el fin de esparcir las esporas con mas eficiencia
(Prescott y col., 2004).

(b)
\

Figura N° C-1. Cdldiéforos de los hongos (a) Penicillum y () Aspergillus

(Prescott y col., 2004)
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Apéndice D. indice de Shannon

El indice de Shannon (Sirvastava y col., 2007) es un parametro de
diversidad utilizado para relacionar la existencia individual de individuos de
acuerdo a una poblacion existente. Este indice se calcula de acuerdo a las

siguientes ecuaciones:

Primero se calcula el nimero total de muestras de acuerdo a cada

especie en estudio, y se suman, obteniendo un Ntotal.

Ntotal = Nbacterias+ Nhongos

Luego se calcula P; que es la abundancia relativa o proporcién de
cada especie en la poblacion, de acuerdo a:

ni

Ntotal

Pi = donde n; es el valor de cada muestra.

Por ultimo se determina el Logio de P; y este valor se le multiplica a P;
y se suman todos los valores (donde esto es igual a Q), en este caso para

las bacterias y para los hongos.

El indice Shannon, H, se calcula con el inverso negativo de Q.
1
Q=ZF;‘*L03P;‘ H=——

Con H se realiz6 el grafico del indice de diversidad de acuerdo a cada

muestra.
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Apéndice E. Coeficiente de Correlacion de Pearson

El coeficiente de Pearson se obtiene a través de las ecuaciones de

Microsoft Excel. Una vez hecho esto, se determina la desviacion estandar a

2 [1-r2
5 =
n

Donde r es el coeficiente de Pearson y n el nUmero de muestras.

través de la ecuacion:

Después se determina el error del r a un determinado intervalo de
confianza, en este caso se hizo para un 95 % de confianza y por tanto la S
se multiplicé por 1.746 obteniendo asi el error del coeficiente. Comparando
los valores de r con su error se determina si hay o no correlacion. Si el error
es mayor que el r no hay significancia, pero si r es mayor al error entonces si

hay significancia, es decir, correlacion.
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Apéndice F. Morfologia de las colonias bacterianas

Tabla N° F.1 Macromorfologia y Micromorfologia de las colonias bacterianas de la Ml|

Nombre MII(1).B MII(2).B MII(3).B
Origen MII(3)1.B MII(3)1.B MII(3)1.B
Forma Circular Circular Circular
Elevacién convexa Elevada con undidura Pulvinada
Margen Entero Entero Ondulado
Color Naranja Am;rlcllrzgzcgao e?ré :rlukr)grde Blanco
Tono Brillante Brillante Brillante
Tamafo, d =mm 2 6 2
Micromorfologia Cocos gram positivos Cocos gram positivos Bacilos gram positivos

Continuacion

MIi(4).B MII(5).B MI1(6).B MII(7).B
MII(3)2.B MII(3)2.B MII(3)2.B MII(3)2.B

Circular Irregular Filamentosa Filamentosa
Pulvinada Umbonada convexa Pulvinada

Entero lobulado Erosionado Filamentoso

Blanco Blanco Blanco Blanco

Brillante Opaco Opaco Opaco

2 1,5 5 <1

Cocos gram positivos

Cocos gram positivos

Cocos gram positivos

Cocos gram positivos

Tabla N° F.2 Macromorfologia y Micromorfologia de las colonias Bacterianas de la Mll|

Nombre MIII(1).B MIlI(2).B MIII(3).B
Origen MIl(2)1.B MIl(2)2.B MII(3)1.B
Forma Irregular Circular Fusiforme
Elevacioén Plana convexa convexa
Margen Filamentoso Entero Entero
Color Blanco Amarillo Amarillo
Tono Opaco Brillante Opaco

Tamafo, d = mm

Bacilos gram positivos

Bacilos gram positivos

Bacilos gram positivos

Tabla N° F.3 Macromorfologia y Micromorfologia de las colonias bacterianas de la MIV

Nombre MIV(1).B MIV(2).B MIV(3).B MIV(5).B
Origen MIV(2)1.B MIV(2)1.B MIV(2)1.B MIV(2)1.B
Forma Irregular Irregular Irregular Irregular
Elevacion Umbonada Elevada Plana Umbonada
Margen Ondulado Ondulado Erosionado Ondulado
Color crema Amarillo Blanco Blanco
Tono Brillante Brillante Opaco Opaco
Tamafio, d = mm 3 4 12 <1
Mi . Bacilos gram Bacilos gram Bacilos gram Bacilos gram
icromorfologia o o o =
positivos positivos positivos positivos
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Tabla N° F.4 Macromorfologia y Micromorfologia de las colonias bacterianas de la MV

Nombre MV(1).B
Origen MV(2)1.B
Forma Circular
Elevacion Pulvinada
Margen Entero
Color Blanco con mas contraste en el centro
Tono Opaco
Tamafio, d = mm <4
Micromorfologia

Bacilos gram positivos

Tabla N° F.5 Macromorfologia y Micromorfologia de las colonias bacterianas de la MVI
Nombre MVI(2).B MVI(3).B
Origen MVI(2)2.B MVI(4)2.B
Forma Irregular Irregular
Elevacion Plana Elevada
Margen rizado Ondulado
Color Blanco con centro més claro Amarillo blancusco
Tono Opaco Opaco
Tamafio, d = mm 3 3
Micromorfologia Bacilos gram positivos Bacilos gram positivos

Tabla N° F.6 Macromorfologia y Micromorfologia de las colonias bacterianas de la MVII
Nombre MVII(2).B MVII(3).B MVII(4).B
Origen MVII(2)1.B MVII(2)1.B MVII(2)1.B
Forma Irregular Circular Circular

Elevacién Umbonada Elevada convexa
Margen lobulado lobulado Entero
Color Amarillo Amarillo Blanco con centro amarillo
Tono Opaco Opaco Brillante
Tamafio, d = mm 3 5 22
Micromorfologia Bacilos gram positivos Cocos gram negativos Bacilos gram positivos
Continuaciéon
MVII(5).B MVII(6).B MVII(7).B MVII(8).B
MVII(2)1.B MVII(2)2.B MVII(2)2.B MVII(3)2.B
Circular Rizoide Circular Irregular
convexa Plana Elevada Umbonada
Entero Filamentoso Entero Entero
Amarillo con borde Blanco Crema con centro Amarillo blancusco
blanco amarillo
Brillante Opaco Brillante Brillante
5 1,4 4 2
Bacilos gram positivos Bacilos gram positivos | Bacilos gram positivos Cocos gram positivos
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Tabla N° F.7 Macromorfologia y Micromorfologia de las colonias bacterianas de

la MVIII
Nombre MVIII(1).B MVIII(2).B MVIII(3).B MVIII(4).B
Origen MVIII(2)2.B MVIII(2)2.B MVIII(3)2.B MVII(3)1.B
Forma Circular Circular Circular Circular
Elevacion Elevada Pulvinada Plana convexa
Margen Ondulado Entero Entero Entero
Color Blanco Naranja Blanco CELa;?é:?:rZ?]:‘a
Tono Brillante Brillante Opaco Brillante
Tamafio, d = mm 10 <1 5 5
Micromorfologia Bacilo_s_ gram Bacilo_s_ gram Bacilo_s_ gram Bacilo_s_ gram
positivos positivos positivos positivos
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Apéndice G. Macromorfologia de las colonias fungicas

Tabla N° G.1 Macromorfologia de las colonias fungicas de la Mil|
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Nombre MII(1).H MIII(2).H MIII(3).H MIlI(4).H
Origen MIl(2)1.H MIl(2)1.H MIl(2)2.H MIl(2)1.H
Forma Circular Fusiforme Circular Circular
Elevacion convexa convexa convexa Elevada
Margen Entero Entero Filamentoso Ondulado
Color Borde rosado con Rosado claro Negro con centro Naranja
centro blanco blancusco
Tamafo, d =mm 1 >1 5 3
Continuacion
MIN(5).H MIl(6).H MII(7).H
MIII(2)1.H MIII(4)1.H MIII(4)1.H
Circular Irregular Irregular
convexa Plana Umbonada
Entero Ondulado lobulado
Blanco Rosado blancusco Rosado claro
2 3 <1
Tabla N° G.2 Macromorfologia de las colonias fungicas de la MV
Nombre MV(1).H MV(2).H MV(3).H
Origen MV(2)1.H MV(2)1.H MV(2)2.H
Forma Circular Irregular Circular
Elevacion convexa Umbonada Umbonada, undida en el
centro
Margen Entero Ondulado Entero
Color Naranja oscuro Crema oscuro marfil
Tamafio, d = mm 5 >2 14
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Tabla N° G.3 Macromorfologia de las colonias fungicas de la MVI
Nombre MVI(1).H MVI(2).H MVI(3).H MVI(4).H MVI(5).H
Origen MVI(2)1.H MVI(2)1.H MVI(2)2.H MVI(2)2.H MVI(2)2.H
Forma Circular Circular Circular Circular Irregular
Umbonada con
Elevacién convexa endiduras en el convexa Convc_axa con Umbonada
centro endiduras
Margen Entero Entero Ondulado Entero Ondulado
Color blanco marfil Blanco Blanco con Blanco papel
trazas amarillas
Tamafio, d = mm >5 1,1 2 13 <5
Continuacion
MVI(6).H MVI(7).H MVI(8).H MVI(9).H MVI(10).H
MVI(2)2.H MVI(3)1.H MVI(3)2.H MVI(4)1.H MVI(4)1.H
Circular Circular Circular Circular Circular
convexa Plana Elevada Elevada Convexa
Entero Entero Erosionado Entero Entero
Blanco Blanco Blanco Blanco Cetro marron, borde interno
ocre y borde externo blanco
2 10 21 29 39
Tabla N° G.4 Macromorfologia de colonias fungica de la MVII
Nombre MVII(1).H
Origen MVII(2)1.H
Forma Circular
Elevacion Convexa
Margen Entero
Color Crema claro
Tamafio, d = mm >5
Tabla N° G.5 Macromorfologia de las colonias fungicas de la MVIII
Nombre MVII(L).H MVIII(2).H
Origen MVIII(2)2.H MVIII(2)2.H
Forma Circular Circular
Elevacion Umbonada Plana
Margen Entero Ondulado
Color blanco Blanco
Tamafo, d = mm 15 29

Observacion: Las

muestras

subrayadas no

son colonias flangicas.
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Apéndice H. Macromorfologia y Micromorfologia de las colonias de
microorganismos fijadores de nitrégeno

Tabla N° H.1 Macromorfologia y micromorfologia de colonias fijadoras de N

de la MlI
Nombre MII(1).FN MII(2).FN
Origen MII(2)1.FN MII(2)1.FN
Forma Circular Circular
Elevacion Plana Plana
Margen Entero Entero
Color Blanco Blanco
Tamafio, d = mm 1,5 <1
Micromorfologia Bacilos gram positivos | Bacilos gram positivos

Tabla N° H.2 Macromorfologia y micromorfologia de colonias fijadoras de N

de la Mlli
Nombre MIII(1).FN
Origen MIII(2)1.FN
Forma Circular
Elevacion Plana
Margen Entero
Color Blanco
Tamafio, d = mm 15
Micromorfologia Cocos gram negativos

Tabla N° H.3 Macromorfologia y micromorfologia de las colonias fijadoras de

N de la MIV
Nombre MIV(1).FN MIV(2).FN MIV(3).FN
Origen MIV(2)1.FN MIV(2)1.FN MIV(2)1.FN
Forma Circular Circular Circular
Elevacion convexa Plana Plana
Margen Filamentoso Entero Entero
Color Blanco marrén con centro 0Scuro Amarillo
Tamafo, d = mm <1 2,5 <0,5
Micromorfologia Bacilos gram positivos Bacilos gram positivos Cocos gram positivos

Continuacion

MIV(4).FN MIV(5).FN MIV(6).FN
MIV(2)1.FN MIV(2)1.FN MIV(2)2.FN
Irregular Irregular Circular
Plana Umbonada Umbonada
Ondulado Entero Entero
Blanco, borde y centro negro Blanco Blanco con centro rojo
<1 2 <0,5
Cocos gram positivos Cocos gram negativos Cocos gram negativos
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Tabla N° H.4 Macromorfologia y micromorfologia de las colonias fijadoras de N

de la MVI
Nombre MVI(1).FN
Origen MVI(3)1.FN
Forma Circular
Elevacién convexa
Margen Filamentoso
Color Blanco
Tamafio, d = mm 1
Micromorfologia Cocos gram positivos
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