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RESUMEN

En Venezuela existen unas 12.000 fosas petroleras, donde se han almacenado por
décadas desechos de las actividades de explotacién y produccion de hidrocarburos. El
presente estudio se realiz6 en la fosa Bared-9, ubicada geograficamente a una latitud 8°
55746,2" N y longitud 64° 7°44,8" W (coordenadas UTM 948033 N 379742 E), en el Distrito
San Tomé, Estado Anzoategui -Venezuela. Considerando el papel que juegan los
microorganismos en el ciclaje de nutrientes y su potencial para ser utilizados en
recuperacion de 4areas impactadas por la actividad petrolera, se caracterizé la comunidad
microbiana (bacteriana y flngica) en el area de influencia de esta fosa. Para la toma de
muestras se levantaron transectas en 3 puntos diferentes alrededor de la fosa y en cada una
de estas se ubicaron 3 parcelas de dimensiones: 10 m x 5 m. que representaban areas con
diferente grado de impacto (desde el borde hasta areas alejadas de la fosa), de cada
parcela se tomaron 4 submuestras de suelo, con las cuales se formé una muestra
compuesta. Los analisis microbiol6gicos incluyeron: aislamiento de cepas bacterianas y
fungicas cultivables, caracterizaciébn macro, micromorfolégica y bioquimica. En las tres
parcelas estudiadas predominaron bacterias Gram positivas y en las poblaciones flngicas
fueron las levaduras las que se expresaron en mayor proporcion, en el caso de los hongos
filamentosos solo se aislaron en las segundas y terceras parcelas. Las comunidades
microbianas no mostraron diferencias en su estructura funcional a lo largo del gradiente
estudiado, revelando un gran porcentaje de cepas con actividad degradativa frente a
sustratos simples (glucosa y lactosa) y complejos, como: celulosa, lignina, pectina, quitina,
baja capacidad para desdoblar urea y gran actividad lipolitica, infiriendo la capacidad de
estas comunidades microbianas para degradar productos derivados del petréleo,
utilizandolos como fuente de carbono y energia. Con los resultados del espectro bioquimico
y aplicando andlisis multivariado de clister se determin6 la estructura funcional de la
comunidad microbiana, permitiendo evidenciar que las poblaciones flingicas eran mas
diversas funcionalmente que las poblaciones bacterianas. En los andlisis de clister que
integraban ambas poblaciones se formaron Grupos de Identidad Funcional (GIF), infiriendo
que en la degradacion de diferentes sustratos participan ambas poblaciones de
microorganismos, lo cual evidencia que cepas taxonOmicamente diferentes, presentan
equivalencias funcionales en el ecosistema. El espectro bioquimico mostrado por las
comunidades microbianas revela un gran potencial para ser utilizadas en procesos de
biorremediacion.

Palabras claves : Fosa Bared-9, Hongos, Bacterias, caracterizacion bioquimica, caracterizacion

funcional.



1. INTRODUCCION

En Venezuela existen unas 12.000 fosas petroleras (Madriz y Cataldi,
2002), donde se han almacenado por décadas desechos de las actividades
de explotacion y produccion de hidrocarburos, que representan un alto riesgo
operacional, ambiental y humano. Entre estos desechos figuran miles de
barriles de petrdleo oxidado, junto a aceites, agua de produccion, lodos, ripio,
metales, solventes, sustancias radiactivas, sedimentos Yy desechos
domésticos, entre otros. Esas fosas constituyen hoy en dia el principal pasivo
ambiental de nuestra industria petrolera. Segun SHA (2001), 96% de las
fosas estan ubicadas en la zona oriental del pais, en areas de San Tomé,

Anaco, Punta de Mata y Maturin.

En ambientes contaminados por la actividad petrolera, predominan
comunidades microbianas que poseen propiedades catabolicas y adaptativas
gue las hacen capaces de utilizar los compuestos contaminantes o sobrevivir
en su presencia; sin embargo, bajo condiciones normales, dichas
comunidades podrian estar ausentes o en bajas densidades (Kanaly y col.
2000; Rios-Hernandez y col. 2003).

Dependiendo del tipo de hidrocarburo, de la temperatura, la humedad,
la textura del suelo y la cantidad vertida, se produce una mayor o menor
toxicidad, que afecta la estructura de la comunidad microbiana,
disminuyendo la diversidad, la densidad y la actividad de los

microorganismos en el suelo (Macnaughton y col. 1999).

La estructura comunitaria microbiana, fundamentada en el potencial
bioquimico y probada frente a diferentes sustratos, permite reconocer grupos
de microorganismos tales como: proteoliticos, lipoliticos, celuloliticos y
lignoliticos con potencial para degradar contaminantes presentes en el

ambiente.



En este trabajo, se aislo y caracterizé la comunidad microbiana
(bacteriana y fungica) fundamentada por su potencial bioquimico, de suelos
perturbados por la actividad petrolera, y se comparé con la comunidad
microbiana presente en suelos no perturbados por dicha actividad. Se
determind la estructura funcional de la comunidad bacteriana y fungica
presentes en dichos suelos, ubicados en el Distrito San Tomé, Estado
Anzoéategui. Esta investigacion se encuentra enmarcada en el proyecto
Mision Ciencias “Desarrollo, validacion y transferencia de nuevas tecnologias
para el saneamiento ambiental de pasivos generados por la actividad
petrolera”; en el subproyecto 1: Caracterizacion del Medio Fisico Natural en
Areas Impactadas con hidrocarburos y subproyecto 4: Restauracion
ecologica en sectores con pasivos ambientales relacionadas con fosas

petroleras y metales pesados.



2. MARCO TEORICO
2.1. Petrbleo

El petréleo es un producto natural, que resulta de la transformacién

anaerdbica de la biomasa bajo determinadas condiciones de temperatura y

presion. La mayoria de los componentes del petréleo son biodegradables,

pero presentan velocidades de biodegradacion diferentes (Atlas y Bartha,

2002).

Segun Clark y Brown (1977) y Howe-Grant (1996) el petréleo se

caracteriza por ser un liquido negro, viscoso y con una composicion quimica
de: 84-87% de C, 11-14% de H, 0-8% de S, 0-4% de O y N, y metales como

el niquel y el vanadio, pudiendo contener miles de compuestos, basicamente

de la familia de los hidrocarburos (Rosini, 1960), que se pueden dividir en 4

clases, como se puede observar en la Tabla N°1.

Tabla N°1. Clases de hidrocarburos presentes en el petréleo (Speight, 1991).

Hidrocarburo

Clasificacion

Formula

Compuesto

Alifaticos

n-alcanos, alcanos de
cadenas ramificadas e
isoprenoides,
cicloparafinas o
cicloalcanos y hopanos.

CnH2n+2

_— T — Isobutano

Aromaticos

Monoaromaticos,
diaromaticos e
hidrocarburos aromaticos
policiclicos.

CeHs

Benceno

Resinas

Piridinas, quinoleinas,
carbazoles, sulfoxidos y
amidas.

CnhHnN

== Piridina

Asfaltenos

Hidrocarburos
heterociclicos,
hidrocarburos oxigenados
y agregados de alto peso
molecular.

CnH,OH

OH

2,4- Bencenodiol




2.2. Fosas Petroleras

La actividad petrolera produce una gran cantidad de desechos
contaminantes que son generalmente acumulados y almacenados en fosas,
gue son excavaciones en el terreno donde se colocan los desechos, y son
consideradas como pasivos ambientales. Esos pasivos ambientales han
generado inquietud al Estado Venezolano, debido al impacto que puedan
causar en el ambiente y en la salud de la poblacién. Por lo tanto, existe un
creciente interés en evaluar las posibilidades de recuperacion de las areas
afectadas, y para ello se han estado desarrollando propuestas que permitan

contribuir a solventar ese problema.

2.2.1. Plan de saneamiento

En el afio 1996 se comenzé a realizar un Plan de saneamiento,
clausurando fosas que representaban alto riesgo ambiental, de acuerdo al

siguiente proceso:

* Remocién de la capa superficial de hidrocarburos. Estos
hidrocarburos pueden ser recuperados y colocados en la linea
de produccién, empleados en la elaboracion de asfalto o
dispuestos para tratamiento.

» Extraccion de las aguas contaminadas, las cuales pueden ser
tratadas o almacenadas en tanques para luego ser dispuestas
por reinyeccion en pozos agotados.

e Tratamiento del lodo, que comprende la recuperaciébn o
biodegradacion del desecho organico hasta niveles permisibles

(establecido en el articulo N° 02 del Decreto N° 2.635 sobre



“Normas para el control de recuperacion de materiales

peligrosos y el manejo de los desechos peligrosos”).

2.2.2. Distribuciéon y migracion de los desechos

Uno de los principales impacto de la deposicion de los desechos en
las fosas, es el potencial que poseen los hidrocarburos, las sales y los
metales pesados de migrar desde su punto de liberacién a diferentes zonas,
afectando una extensa area. Un modelo esquematico de este fenbmeno se
observa en la Fig. N°L (Madrid y Cataldi, 2002).

Agua

) Lodos
Sedimento

Hidrocarburo

\

Fractur:

Nivel freaticc

Metales -.._.._‘_____T'CIoruros

pesados

Fig. N°L. Modelo idealizado de la distribucion de desechos en una fosa
petrolera.

Los productos del petréleo no siempre siguen el gradiente esperado.
La direccion, transporte y flujo multifase de los hidrocarburos dependen de
procesos geoquimicos y procesos de volatilizacién, disolucién,

biodegradacion, transporte y absorcion (Fig. N2). En términos fisicos,



comprende tres fases: una fase de petrdleo, una fase acuosa y una fase de
vapor.

Proceso

Superficie de terreno
_—.“_ il
4 -

Biodegradacion

Mesa
freética
Pluma de vapor

T — A “-.-_--.-_-h—._
Pluma de petréleo Pluma de agua

% i i —'/.—-—-‘j subterranea
\ Reacciones geoquimica S

i \‘1_ Transporte
Fugas de aguas subterraneas )
___ ' !.I,]_r:—ll| ]

Biodegradaci6

Sin escala |

Fig. N2. Procesos criticos en la distribucién y transporte de hidrocarburos en
el subsuelo. Tomado de Delin y Col. (1998).

* Fase de petréleo:

El movimiento del petrdleo esta afectado por las propiedades de los
sedimentos y su variabilidad. La degradacion de los productos de petroleo
produce la pérdida selectiva de compuestos solubles y volatiles, a través de

disolucion y volatilizacion.
 Fase acuosa:

Se identifican cinco zonas geoquimicas (Fig. NQ). Los procesos
geoquimicos cambian en el tiempo y es posible que La pluma migre de
acuerdo a la velocidad de flujo del agua subterrdnea y las constantes de
absorcion de los compuestos (Baedecker y col. 1993).



* Fase de vapor:

Los componentes de petroleo volatil abandonan el subsuelo a través

de volatilizacion, biodegradacion y difusion en y a través de la zona no

saturada. La distribucién de gases (hidrocarburo, oxigeno, CO, y metano) en

la zona no saturada puede identificarse en las zonas geoquimicas 6, 7 y 8
(Fig. NQ) (Madrid y Cataldi, 2002).

La distribucion de gases puede cambiar considerablemente en el
tiempo. La fase de vapor producida por la contaminacion de hidrocarburos se
presenta bajo diferentes condiciones en funcién de la estacion climatica, con
mayor volatilidad en el periodo seco (Madrid y Cataldi, 2002).

BB 3

Dreccice de fun oo agu ubieinea

415
250 200

ELEWACION SOBAE EL NIVEL DEL MAR EN METROE

-100 50 0 50

100 150 200
DISTANCIA APROXIMADA DESCE EL CENTRD DE LA PLUMA DE PETROLED, EN METROS

Fig. N° 3. Zonas geoquimicas en las zonas saturada y no saturada.
Modificado de Baedecker y col. (1993).

Zona 1. Agua subterranea original

no contaminada y oxigenada.

Zona 2. Bajas concentraciones de

oxigeno y alta concentraciéon de

carbono inorganico y organico

disuelto total.

Zona 3. Pluma anodxica de agua

subterrdnea que contiene elevadas
concentraciones de hidrocarburo,
iones de manganeso, hierro y
metano.

Zona 4. Zona de transicion de
condicién andxica a oxigenada.
Contiene baja concentracion de
hidrocarburos como consecuencia
de los procesos de degradacion
aerobbica.

Zona 5. Consiste de agua
oxigenada que contiene
concentraciones ligeramente altas
de constituyentes disueltos, tales
como benceno, tolueno,
etilbenceno y xileno (BTEX).

Zona 6. Condiciones casi
atmosféricas de oxigeno.

Zona 7. Zona de transicién. Baja
concentracion de oxigeno y media
de hidrocarburo, y concentraciones
mas altas de Gy metano.

Zona 8. Zona relativamente
andxica y contiene la maxima
concentracion de GO metano e
hidrocarburo.



2.3. Caracteristicas de la comunidad microbiana en suelos

contaminados

En suelos contaminados por la actividad petrolera se pueden
encontrar altas densidades de microorganismos que tienen la capacidad de
utilizar los compuestos contaminantes o sobrevivir en su presencia, debido a
gue poseen propiedades metabdlicas y enziméaticas (Hansel y col. 2008). Sin
embargo, en suelos no contaminados por la actividad petrolera existen bajas
densidades de estos microorganismos (Bossert y Compeau, 1995; Messarch
y Nies, 1997).

El conocimiento de la diversidad microbiana es de importancia, tanto
para evaluar el impacto que supone una perturbacion de estas
caracteristicas, como para determinar las poblaciones microbianas nativas
gue se encuentran normalmente en el area contaminada, y que pueden estar
implicadas en la biodegradacion de los hidrocarburos (Martinez-Alonso y
Gaju, 2005). Ese conocimiento también es fundamental para evaluar la
velocidad con la que degradan los contaminantes, la respuesta a los toxicos
y el efecto del agregado de nutrientes, oxigeno u otros factores que pueden
favorecer el crecimiento y metabolismo de los organismos (Swannel y col.
1996; Tabak, y col. 1997; Cerniglia y Shuttleworth, 2002; Roberts, 2002).



2.4. Factores que afectan la presencia de los

microorganismos en el suelo

» Temperatura

Afecta la supervivencia, el crecimiento y la actividad metabdlica de los
microorganismos (Madigan y col. 2003; Atlas y Bartha, 2005), y asi mismo
influye en los cambios estructurales y quimicos de los hidrocarburos
(Ahumada y Gomez, 2009).

* pH

Afecta la actividad bioquimica de los microorganismos y los procesos
enzimaticos, influyendo en la disociacion, en la solubilidad de diversas

moléculas y en la disponibilidad de nutrientes (Atlas y Bartha, 2005).

Cuando los microorganismos se desarrollan a pH alto, entre 9-14, son
denominados alcalinéfilos; otros lo hacen a pH bajo, entre 2-5, y son
llamados acidofilos. Los microorganismos que crecen a rangos de pH entre
6-8 se llaman neutréfilos (Madigan y col. 2003). Los rangos mencionados
pueden variar debido a la adaptabilidad de muchas cepas, aunque la
mayoria de las bacterias heterétrofas y hongos se desarrollan 6ptimamente a
valores de pH cercanos a la neutralidad, dentro de un intervalo de 6,5-8,5
(Hambrick y col. 1980; Leahy y Colwell, 1990; Venosa y col. 2001).

» Oxigeno

Este elemento es fundamental para la respiracion aerobica y para
cubrir las necesidades energéticas, y funciona como agente oxidante

terminal en los organismos denominados aerobios estrictos (Stanier, 1992).

Los organismos que carecen de sistemas respiratorios no pueden

utilizar el oxigeno como aceptor terminal de electrones. Tales organismos se



llaman anaerobios, pero existen dos clases de anaerobios: los anaerobios
aerotolerantes, que pueden tolerar el oxigeno y crecer en su presencia adn
cuando no pueden utilizarlo, como por ejemplo las bacterias acido lacticas,
gue poseen un metabolismo productor de energia que es exclusivamente
fermentativo, y los anaerobios estrictos que mueren en presencia del oxigeno
(Stanier, 1992; Madigan y col. 2003).

* Nutrientes

Durante el desarrollo y supervivencia de los microorganismos, los
nutrientes son necesarios para llevar a cabo procesos de biosintesis y otras
funciones celulares. Cada organismo necesita diferentes nutrientes y a
menudo los requerimientos son especificos para cada género, pero en todos
los casos requiere de macronutrientes (nitrogeno y fosforo) que se necesitan
en grandes cantidades, mientras que otros llamados micronutrientes se
proporcionan en menores cantidades y a veces soOlo en cantidades trazas
(Madigan y col. 2004; Pardo y col. 2004; Farhadian y col. 2008).

Los nutrientes presentes en el ambiente, se asimilan en estados
elementales (organicos e inorganicos), donde el estado y la cantidad de
estos, son importantes para llevar a cabo un proceso de biodegradacion
(Eweis y col. 1999; Piskonen y col. 2002).



3. ANTECEDENTES

Las comunidades microbianas (hongos y bacterias) representan uno
de los mecanismos primarios para la eliminacion de contaminantes presentes
en el ambiente, y por ello son de gran interés en diferentes campos. Los
microorganismos utilizan los sustratos organicos como fuente de carbono y
energia para el crecimiento y multiplicacion microbiana provenientes de
contaminantes presentes en el medio, como son el petréleo y otros
hidrocarburos, (Pozzo, 2000).

La capacidad de los microorganismos para utilizar estos sustratos es
afectada por el tipo y la cantidad de sustratos, asi como por factores fisicos y
guimicos tales como pH, temperatura, concentracion de nutrientes

inorganicos, humedad, textura, aireacion, entre otros (Antia, 1995).

3.1. Aislamiento de cepas en suelos contaminados

Entre las cepas bacterianas aisladas de diferentes ambientes
contaminados con hidrocarburos tenemos las bacterias Alcalinivorax, o
Planococcus, que usan un numero limitado de fuentes de carbono,
preferentemente hidrocarburos, y podrian considerarse como especialistas
(Dyksterhouse y col. 1995; Engelhardt y col. 2001; Golyshin y col. 2002;
Yakimov y col. 1998 y 2003). No obstante, también se han aislado bacterias
gue no presentan esta marcada especializacion, como Marinobacter,
Staphylococcus, Micrococcus, Sphingomonas o Geobacillus y Bacillus
(Gauthier y col. 1992; Gilewicz y col. 1997; Maugeri y col. 2002; Zhuang y
col. 2003).



En el caso del primer reservorio del sistema de tratamiento de
residuos en la Refineria del Petréleo “Hermanos Diaz” en Santiago de Cuba,
Pérez y col. (2008) aislaron e identificaron 9 cepas bacterianas en suelos
contaminados con hidrocarburos, de los cuales 5 eran bastones Gram™ y 4

Gram®, que pertenecian al género: Pseudomonas.

Ledn y col. (2009), aislaron un total de 88 cepas bacterianas
cultivables asociadas a ambientes contaminados con hidrocarburos.
Encontrando que el 100% de las bacterias eran Gram’, y pertenecen a los
siguientes géneros: Enterobacter (50%), Pantoea (14,29%), Citrobacter
(14,29%), Klebsiella (14,29%) y Comamonas (7,14%).

En el caso de los hongos, April y col. (2000) identificaron varias
especies de los géneros: Trichoderma, Gliocladium, Penicillium y Aspergillus
en suelos contaminados con hidrocarburos. De igual forma, Sol6rzano y col.
(2002) aislaron hongos presentes en suelos con caracteristicas similares,
encontrando los géneros Paecilomyces y Fusarium, asi como Aspergillus y
Penicillium. Estos dos ultimos géneros, en conjunto con Rhizopus, fueron
también reportados por Okerentugba y col. (2003) en aguas contaminadas

con petroleo.

Torres, y col. (1999) aislaron consorcios microbianos, identificando 2
colonias de bacterias Gram’, de las cuales una pertenecié al género
Pseudomonas y 11 colonias de hongos. Rivera-Cruz, y col. (2002a) en
suelos y aguas aceitosas con derrames recientes de petréleo, aislaron 46
hongos y 34 cepas de bacterias autéctonas, encontrando que los
microorganismos que presentaron un crecimiento abundante en las tres
fases fueron: 3 cepas de bacterias Gram  y los hongos Aspergillus,

Paecilomyces, Penicillium y Trichoderma.

En suelos y sedimentos de un rio contaminado por derrames de

petroleo, Outdot y col. (1994) aislaron cepas microbianas (bacterianas y



fungicas), encontrando que la capacidad degradativa de los hidrocarburos
por los hongos era baja que en el caso de las bacterias, mientras que
Munnecke y Huysmans (1998), aislaron hongos y bacterias presentes en
suelos contaminados con hidrocarburos, encontrando que los hongos son
mas efectivos en la degradacion de hidrocarburos, pues poseen una bateria

enzimatica mas eficiente con respecto a las bacterias.

Dominguez y Malaver (2008) aislaron cepas bacterianas y fungicas de
suelos contaminados con crudo pesado encontrando que el consorcio
hongos-bacterias es mas eficiente en la biodegradacion de las distintas
fracciones presente en el crudo pesado merey, que las cepas bacterianas y

fungicas por separado.



4. HIPOTESIS

El grado de contaminacion afecta la comunidad microbiana del suelo, por lo
que cambia la estructura funcional a lo largo de un gradiente de contaminacién

estimado desde el borde de la fosa Bared-9 a zonas menos influenciadas por la
actividad petrolera.

5. OBJETIVOS

Objetivos Generales

e Caracterizar la comunidad microbiana en suelos contaminados con

hidrocarburos en el area de influencia de la fosa Bared-9.

Objetivos Especificos

» Determinar las densidades microbianas (bacterianas y fungicas) a partir de
una muestra de suelo contaminada por la actividad petrolera.

e Caracterizar macro y micromorfolégicamente las cepas microbianas.

« Determinar el potencial biogquimico de los aislados flngicos y bacterianos.

« Identificar a nivel de géneros, diferentes aislados fangicos, utilizando claves

taxonémicas.

e Determinar la estructura funcional de la comunidad microbiana (bacterias y
hongos).



6. METODOLOGIA

6.1. Area de Estudio

La fosa se encuentra ubicada en el campo operacional Bared-9,
distrito San tomé, Municipio Miranda, Estado Anzoategui, en las coordenadas
UTM: N: 348.033 y E: 373.742, asociada a los pozos MFB: 325, 111, 326,
328, 329 y 594.

Fig. N°4. Fosa Bared-9. Fotografia tomada por el Proyecto Mision Ciencia
denominado “Desarrollo, validacion y transferencia de nuevas tecnologias
para el saneamiento ambiental de pasivos generados por la actividad
petrolera” (Junio, 2009).

6.2. Datos de la fosa Bared-9

6.2.1. Composicion

Volumen (m3)

Crudo 1323,00
Agua 1323,00
Sedimento 7560,00
Suelo contaminado | 7569,00

Datos suministrados por PDVSA, San tomé.



6.3. Disefio experimental
Se cubrié en 2 etapas:

6.3.1. Labores de campo : recoleccion, preservacion y transporte

de las muestras de suelo.

6.3.2. Trabajo de Laboratorio : procesamiento de muestras de

suelo y andlisis microbiolégico de las mismas. La Fig. N°7 presenta

un esquema del disefio experimental propuesto.

6.3.1. Labores de campo

6.3.1.1. Recoleccidon de muestras

Para la toma de muestras se trazaron 3 transectas alrededor de la
fosa, y en cada transecta se ubicaron tres parcelas (l,11,Ill) de dimensiones:
10 m. x 5 m. Por cada parcela, se realizO una muestra compuesta,
constituida por 4 submuestras que se tomaron con un barreno (Fig. N° 5), a5
cm de la superficie del suelo, para un total de 9 muestras compuestas.(Fig.

Parcela I: Zona del borde de la fosa
Parcela Il: Zona intermedia de la

fosa
Parcela lll: Zona alejadas de la fosa

Tl
Fig. N°5. Esquema del disefio muestreal propuesto en la Fosa BARE-9.
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Fig. N°6. Disefio de la toma de muestras compuestas en cada parcela.

Las muestras fueron colectadas por el Laboratorio de Ecologia de
Suelo, ubicado en el Centro de Ecologia, IVIC y coordinado por la Dra. Nelda
Dezzeo. Se colocaron en bolsas plasticas y se trasladaron refrigeradas al
Laboratorio de Ecologia de suelos, y posteriormente suministrada al
Laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de Zoologia y Ecologia

Tropical (I.Z.E.T.), para los analisis microbiolégicos correspondientes.

6.3.2. Trabajo de Laboratorio
6.3.2.1. Andlisis microbioldgico

FMuestras de suelo ——  Aislamiento y purificacion de cepas

Obtencion del Cepario
Fararmotros Fisicoquimicos

T
Caracterizacion

Macroy }/‘Iicrom\orfolégica — Pruebas Bioquimica —.___
- e
e Sy T
Bactérias Hongos Analisis Funcional
-

-
-~
o

i

Identificacion de Gremios o GF

Fig. N°7. Esquema metodoldgico seguido en el disefio experimental.



6.3.2.1.1. Aislamiento de la comunidad microbiana

De cada muestreo se pesaron 5 g de suelo y se colocaron en fiolas
gue contenian 100 ml de caldo tripticasa de soya en el caso de bacterias, y
para hongos se colocaron en caldo malta, a fin de realizar los andlisis

microbioldgicos segun el procedimiento propuesto por Mac Faddin (2003).

Se realizaron diluciones seriadas 1: 10000000000 en solucion salina.
Cada una de las diluciones se sembro por superficie en placas de Agar Plate
Count (PCA) con fungicida para el aislamiento de bacterias y siembra por
superficie en placas de Agar Extracto Malta (AM) con antibidtico para el
aislamiento de hongos. En el caso de las bacterias, las placas se dejaron
incubadas por 48 horas a 37 °C y para hongos, las placas se mantuvieron

incubadas a temperatura ambiente por 4 dias de crecimiento.

Para la abundancia de hongos y bacterias, se procedi¢ al conteo de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en placas que tuvieran entre 30 a
300 colonias, expresados en UFC/g. de suelo.

6.3.2.1.2. Caracterizacion Macromorfologica

A fin de obtener cultivos puros, primero se realizd una seleccion de 20
colonias de bacterias (con una tabla de nUmeros aleatorios) y se sembro en
placas de PCA. Se aislaron todos los hongos y se sembraron en placas de
AM.

Cada cepa fue descrita en términos de su morfologia incluyendo
borde, forma, elevacidén y coloracion. De esta manera se obtuvo un Cepario
de hongos y bacterias en tubos de ensayo.



6.3.2.1.3. Caracterizacion Micromorfolégica

En el caso de las bacterias, se realizO mediante la técnica de tincion
Gram. (Manual BBL). Las bacterias sometidas a esta prueba se clasificaron
segun su forma celular (cocos, bastones y cocobastones) y composicion de

la pared celular (Gram. positivas y negativas).

En el caso de los hongos, se realizaron microcultivos y mediante la
observacion con el microscopio de estructuras reproductivas tefiidas con azul

de algoddn se determinoé el género al cual pertenecen (Samson, 1995).

6.3.2.1.4. Caracterizacion bioquimica

Las pruebas bioquimicas consisten en distintos test quimicos
aplicados a medios biologicos, los cuales, conocida su reaccion, permite
identificar ~ distintos  microorganismos presentes. Su sistema de
funcionamiento generalmente consiste en determinar la actividad de una via
metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y
gue los microorganismos (bacterias y hongos) al crecer incorporan o no
(Madigan y col., 2000).

Se realizaron un total de 14 pruebas bioquimicas las cuales estan
orientadas a evidenciar el potencial que tienen los aislados flngicos y
bacterianos, para degradar materia organica. Los sustratos a utilizar fueron

los siguientes:

6.3.2.1.4.1. Azucares simples:

» Kiliger : Se disolvio 65g de Agar Hierro de Kliger en un litro de

Agua destilada. Se esterilizo en autoclave 15" a 121°C. El Agar



se sirvid en tubos de rosca, en forma de pico de flauta a fin de
determinar si el catabolismo de los carbohidratos es aerdbico o
anaerobico.

Glucosa : Se disolvié 10g peptona de caseina, 5g de glucosa y
12g Agar Fenol en 1 litro de Agua destilada. Se sirvi6 en viales
y se esterilizo en autoclaves 15’ a 121°C.

Lactosa: Se disolvié 10g peptona de caseina, 5g de lactosa y
12g Agar Fenol en 1 litro de Agua destilada. Se sirvié en viales

y se esterilizo en autoclaves 15’ a 121°C.

6.3.2.1.4.2. Azucares complejos

Almidon: Se prepararon placas estratificadas que contenian

Agar nutritivo y Agar almidoén (0.5-19).

6.3.2.1.4.3. Actividad proteolitica

Gelatina: Se empleo para determinar los microorganismos que
licuan la gelatina. Se disolvio 145g de gelatina en 1 litro de
Agua destilada, y se sirvio en viales. Se esterilizo en autoclave

140’ a 115°C y se incubaron a temperatura ambiente 24-48h.

6.3.2.1.4.4. Actividad lipolitica

Tween: Se empleo tween para determinar la actividad lipolitica
de las cepas. El medio estd compuesto por : 10 ml de Tween
80, 10g de peptona, 15g Agar-Agar, 5g de cloruro de sodio, 2g
de cloruro de magnesio hexahidratado, 2g de carbonato acido
de calcio en 1 litro de Agua destilada. Se ajusto el pH del medio
a 7,2-7,4 y una vez autoclavado durante 20’ a 115°C, se vertio

en placas.



6.3.2.1.4.5. Sustratos complejos

Utilizacion de pectina:  Se utilizo pectina al 1% disuelta en 500
ml de medio minimo mineral y 15g Agar-Agar. El medio se
vertio en viales.

Quitina: Para la realizacion del medio se utilizo 15 Agar-Agar,
30g caldo ATS, 1g quitina al 0.1% y 1 litro de Agua destilada. El
medio se vertio en placas.

Utilizacion de Celulosa y Lignina:  Se utilizo un medio cuya
Unica fuente de carbono fue celulosa y lignina en cada caso. El
medio se preparo utilizando 500 ml medio minimo mineral (50
ml de Solucion A + 5,0 ml de Solucion B), 15g Agar-Agar, 1 litro
de Agua destilada y (1-2g) lignina o celulosa segun sea el caso,

y se vertié en viales.

6.3.2.1.4.6. Fuente de Nitrégeno

Urea: En este medio solo crecen microorganismos capaces de
utilizar la urea como Unica fuente de carbono. Se disolvié 39¢g
de urea en 1 litro de Agua destilada. Luego se esterilizo por
filtracion y se sirvid en viales.

Nitrato: Se disolvié 14g de nitrato en 1 litro de Agua destilada.

Se autoclavo 15" a 121°C y se sirvio en viales.

6.3.2.1.4.7. Utilizacion de Fosforo

Inositol:  (fésforo inorganico). Se disolvié 15g Agar-Agar en 1
litro de Agua destilada. Se autoclavo 15° a 121°C. Cuando se
encuentre la solucién a 50°C, se le agrego 35ml de glucosa al
30%, 20 ml de Inositol hexafosfato y 25 ml de solucion

winogradsky. Se verti6 en placas.



» Fosfato: (fésforo organico).Se disolvié 5g de peptona, 10g de
dextrosa, 1g de K2HPO4, 0.5g MgS04.7H20, 20g Agar-Agar y
1 litro de Agua destilada. Luego de calentar la mezcla con
agitacion constante, se procedio a afadir 3,3 ml de Rosa de
Bengala al 1% y se autoclavo 15’ a 121°C. Se sirvié en placas
de Petri.

6.4. Analisis estadistico de los datos

La diversidad funcional de la comunidad microbiana (bacterias y
hongos) se puede estimar por la caracterizacion del perfil fisiolégico, el cual
refleja el potencial bioquimico de la porcion cultivable de la comunidad
microbiana para responder ante diversos sustratos por la presencia de
enzimas particulares y a rutas metabdlicas (Buyer y Drinkwater, 1997;
Bending y col. 2004).

A fin de determinar, el andlisis funcional de la comunidad microbiana
(bacterias y hongos) aislado de las diferentes transectas, se realizO un
andlisis de agrupamiento de las cepas, mediante la técnica multivariada de

agrupamiento de datos (cluster).

La técnica multivariada de cluster, utiliza el algoritmo de agrupacién
simple o vecino mas cercano, donde la disimilitud entre grupos es medida a
través de la distancia Euclidiana. Este procedimiento permite obtener
gréficamente mediante un dendograma las coincidencias tanto positivas
como negativas (ausencia o presencia de utilizacién) de cada cepa, y por
tanto, provee una estimacion de la similitud total entre las cepas que

conforman los grupos.



Resulta evidente que dos cepas funcionalmente equivalentes tendran
los mismos valores y se ubicaran en un mismo punto en el hiperespacio, esto
resulta en que la distancia entre ellas es cero y podremos considerarlas
como superpuestas y funcionalmente idénticas respecto a los sustratos
probados; y es equivalente a un grupo funcional (GF) formado por dos o mas
cepas que realizan igual funcién en la comunidad. Esto es lo que se

denomina Grupo de Identidad Funcional (GIF).

Para cada GIF se puede calcular el indice de importancia de cada
cepa dentro de los grupos funcionales (Pi). Este indice de importancia es una
expresion que viene dada por el nimero de cepas agrupadas en un GIF en

relacién al nUmero total de cepas:
Pi= N°cepas agrupadas en un GIF/N°total de cepas

Un dendograma también se puede ver graficamente a través de una
curva de reclutamiento de GF, las cuales se construyen sobre un eje
cartesiano donde se representa en el eje X la distancia de agrupamiento, y
en el eje Y el nUmero de grupos funcionales. Mientras mas rapido se forman
los grupos, menos es la diferencia entre ellos y las funciones que realizan; es

decir, menor diversidad funcional en la comunidad.

Finalmente, el andlisis funcional concluye con el célculo del indice de
Diversidad Funcional, el cual permite cuantificar la diversidad de una
comunidad desde el punto de vista de su actividad bioquimica degradativa.
Resulta de dividir para un dendograma dado, el nimero de grupos o cluster
formados entre el nUmero total de aislamientos considerados para realizar el
dendograma, y como resultado se obtiene un nimero acotado entre 0 y 1;
donde 1 representa el valor maximo de diversidad. El calculo se realiza de

acuerdo con el siguiente algoritmo:

IDF= N°de GF/N°total de cepas



Esta metodologia permite establecer: diferencias espaciales y
temporales entre comunidades, destacar la importancia de los Gremios que
conforman la comunidad, plantear la equivalencia funcional de especies
taxondmicamente alejadas y la utilizacién de un Indice de Diversidad

Funcional que combina los atributos comunitarios de estructura y funcion.



7. RESULTADOS

7.1. Parametros Fisicoquimicos

Tabla N° 2. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras del suelo
correspondiente a cada transecta.

Acidez [Aluminio | Materia_organicé

Aceites_grasas (cmol | (cmol (MO) (%) Raices_finas Arena| Arcilla
Transecta (mg/Kg) pH |c./kg) | c/kg) (g/m) % %
T1PI 7176 4,7 0,26 0,43 2,06 561 77,6/ 19,3
T2PI 104/ 4,4 0,04 0,33 1,04 86,8 86,6 11,4
T3PI 78| 4,4 0,35 0,39 0,56 19,21 74,4 234
T1PII 29575 5,1 0,05 0,29 2,06 7,22 75,7 21,8
T2PII 172/ 4,4 0,13 0,51 3,44 2415 86,6/ 11,8
T3PII 39(4,3 0,33 0,39 0,62 17,07| 77,4 193
T1PIII 286| 4,6 0,04 0,32 2,43 196,75 86,2| 10,8
T2PIII 200| 4,7 0,09 0,39 1,75 395,8/ 86,6/ 12,9
T3PIII 644| 4,3 0,15 0,32 0,89 23,6/ 86,1 129

Datos suministrados por el Laboratorio de Plantas Acuaticas. UCV

Los resultados obtenidos para las tres transectas, permite caracterizar
los suelos como arenosos, con un pH promedio de 4,7 que los ubica como
suelos &acidos. Los valores de aceites y grasas fueron bajos, a excepcion de
la parcela Il en la primera transecta la cual arroj6é un valor de 29575 mg/kg.
Sin embargo, no es un valor que indique contaminacion petrolera en el lugar.
Por otra parte, en las parcela Illl donde existia una predominancia de plantas

de alto y bajo porte, en dichos suelos se observé presencia de raices finas.

El

densidades microbianas realizadas a cada una de las muestras de suelo (Ver

analisis de correlacion lineal de los parametros fisicoquimicos y

Tabla N° 3). No mostraron correlacion significativa entre las muestras de
suelo y los distintos parametros fisicoquimicos, excepto la correlacion

significativa entre los hongos y los valores de aceites y grasas, lo que indica



gue la densidad de los hongos se ve afectada por las concentraciones de

aceites y grasas.

De igual manera, se muestra en la Tabla N°3 correl acion significativa

entre las raices finas con arena y entre el % arena con % arcilla. También

este estudio permite sefialar que los resultados obtenidos indican que las

tres transectas estudiadas son diferentes entre si.

Tabla N° 3. Correlacion lineal de los parametros fisicoquimicos y las
densidades microbianas (p< 0,05).

%

Aceites grasgBacteriag Hongos| MO | Arcilla | pH | Raiceq Acidez| Al | Arena] Limo
Aceites_grasas ns 0,85 ns | ns n$ ns ns ng ns ns
Bacterias ns ng ns nss ns ng ns ns
Hongos ns| ns naNns ns ng ns ns
% MO ns ng ns ns ng ns ns
Arcilla ng ns ns ng0,99 | ns
pH ns ns risns ns
Raices_finas ns 054 | ns
Acidez nsns ns
Al ns ns
Arena ns
Limo

7.2. Densidades microbianas

7.2.1. Bacterias y hongos

Se realizé el conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) a fin
de determinar la abundancia relativa de bacterias y hongos presentes en el
suelo, expresadas en UFC/ gramo de suelo. En las transectas estudiadas
(Ver Fig. NB), se observo una alta densidad poblacional de bacterias en las

parcelas | (bordes de la fosa, con poca cobertura vegetal) y en las parcelas




lll (zonas més alejadas de la fosa, con alta cobertura vegetal), mientras que
para los hongos se observé una alta densidad en las parcelas Il (zonas
intermedias, muy perturbadas por el paso de maquinaria, con poca

vegetacion y suelos relativamente compactados).

Bacterias Hongos
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Fig. N° 8. Abundancias microbianas (bacterias y hongos) presentes en las
muestras de suelo.

Los resultados observados permiten sefialar que la presencia de
hidrocarburos y la cobertura vegetal relativamente densa es favorable para el
incremento de la densidad bacteriana, mientras que la baja cobertura vegetal
y la compactacion relativa de los suelos parecen representar un ambiente

favorable para el crecimiento fungico.

Con respecto a lo observado, Outdot y col. (1994) sefalaron que las
bacterias poseen una mayor capacidad de degradar los hidrocarburos en
comparacion con los hongos, debido a que presentan una mayor eficiencia
por sus propiedades metabdlicas y enzimaticas. Estos microorganismos
utilizan los compuestos del petréleo como la fuente de carbono y energia
necesaria para producir compuestos celulares y productos metabolicos (CO,,
agua, enzimas), asi como para su reproduccion (Ercoli, 2001). Ademas, se

presume que son oxidadores de hidrocarburos, porque poseen en la




membrana citoplasmatica un grupo especifico de enzimas oxigenasas
(Rosenberg y Ron, 1998; Pardo y col. 2004).

La cobertura vegetal favorecié el crecimiento bacteriano (parcela 1ll),
las cuales juegan un rol importante en la descomposicién de los sustratos
existentes en el suelo y contribuyen a la fertilidad del mismo y al crecimiento
de las plantas (Atlas y Bartha, 2001).

La mayor densidad fungica presente en las parcelas I, pudiera indicar
gue estas cepas tienen capacidad para mantenerse en aquellos lugares
donde el estrés ambiental o la perturbacién no favorece el crecimiento y
permanencia de las bacterias, pero si a las poblaciones fungica, como lo
indican Atlas y col. (1991).

7.3. Caracteristicas Macromorfologicas de la comuni  dad

microbiana

Se aislaron un total de 180 cepas bacterianas en las muestras de
suelo colectadas en las diferentes parcelas ubicadas en la fosa Bared-9, de
las cuales 14 perdieron viabilidad. Por lo que se trabajo con un total de 166
cepas bacterias. Cada cepa fue descrita en términos de su morfologia: forma,
bordes y coloracion. Se observaron los diferentes morfotipos en cada una de
las parcelas, que incluyeron desde formas irregulares con bordes azules y
elevacion concava hasta formas regulares con bordes blancos y elevacion

plana (Anexo 2a).

En relacion a las cepas fungicas, se determind un total de 48 cepas,
gue incluyeron levaduras, que son hongos unicelulares cuyas estructuras

reproductivas son microscopicas y presentan formas redondeadas y



brillantes, y se aislaron hongos filamentosos multicelulares, que presentaron

diversos colores, desde blanco algodonoso hasta verde oscuro (Anexo 2b).

7.4. Caracteristicas Micromorfologicas de la comuni dad

microbiana

7.4.1. Bacterias

En la transecta 1 de la fosa Bared-9 (Fig. N°9) s e pudo observar que
predominaron las cepas bacterianas del tipo cocos Gram™ con una
abundancia de 37,7 %, seguidos de bastones Gram® y Gram™ ambos con una
representacion de 26,4% ; y en menor proporcion se presentd cocos
bastones Gram®, con una proporcion de 1,9%. La comunidad bacteriana
presente en las muestras de suelo de la transecta 2 se encontré dominada
por bastones Gram®, (46 % de abundancia), seguido de cocos Gram™ (22 %),
bastones Gram™ y cocos bastones Gram™ con 16 %, cada una. Y en la
transecta 3 se encuentra dominada por bastones Gram®, los cuales
presentan una abundancia de 73,2%, seguido de 10,7 % bastones Gram'. El

resto de las formas celulares, tienen menor abundancia.
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Fig. N° 9. Porcentaje de la caracterizacion Micromorfologica de las cepas
bacterianas aisladas de las diferentes transectas.

En el caso de estudiar las parcelas por separados de la transecta 1, se
pudo observar que las parcelas |, que son suelos perturbados por la actividad
petrolera, y parcela Il, que son suelos compactados, predominaron cocos
Gram™ (Atlas y Bartha, 2002) con una proporcion de 47,1 y 38,9 %,
respectivamente, seguido de bastones Gram con 29,4 y 22,2%,
respectivamente, en el caso de los bastones Gram® fueron mas abundante

en la parcela Il (38,9%).
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Fig. N° 10. Porcentaje de la caracterizacion Micromorfolégica de las cepas
bacterianas presentes en cada una de las parcelas de las diferentes
transectas.

Pl

En la parcela Ill predominaron los bastones Gram® (38,9 %), seguido

de bastones Gram™ y cocos Gram ( 27,8), como se muestra en la Fig. N°10.

Los cocos bastones Gram® se presentaron en las tres parcelas en
porcentaje alrededor del 6%, mientras que los cocos bastones Gram™ solo se

aislaron en la parcela 2.

Se observd que en la parcela | y Il de la transecta 2, una
predominancia de bastones Gram® 55 % y 58,8 %, respectivamente, seguido
de bastones Gram’, (25 %y 17,7 %).

En la parcela Il se observo la desaparicion de bastones Gram’, el
aumento en la abundancia de cocos Gram™ (53,9 %) y la disminucion en la

abundancia de bastones Gram® (15,4 %).



Y en el caso de las parcelas de la transecta 3, se pudo observar que
los bastones Gram™ fueron dominantes en las tres parcelas estudiadas. Al
mismo tiempo, la diversidad bacteriana incrementa a medida que aumenta la
distancia desde el borde de la fosa hacia zonas menos influenciadas por la

actividad petrolera.

Cada una de las transectas estudiadas permiten sefalar que la
presencia y permanencia de las poblaciones bacterianas en los suelos
muestreados podria estar sujeto de la capacidad que ellas tienen de
metabolizar una determinada fuente de carbono, de la disponibilidad de
macro y micro nutrientes y el contenido de agua y oxigeno en el suelo, entre

otros.

Diversos autores (Campbell, 1997; Alexander, 1980; Richards, 1987)
plantean que bajo condiciones naturales los microorganismos viven en una
estrecha proximidad e interactian de una manera Unica, en contraste con la
respuesta que éstos tienen en los cultivos puros estudiados en el laboratorio.
En condiciones naturales, los miembros de la microflora dependen unos de
otros para obtener ciertas sustancias de crecimiento, pero al mismo tiempo
pueden establecer relaciones negativas, por lo que se evidencian efectos

sinérgicos y autogénicos, pudiendo ocurrir diversos tipos de interacciones.

También se pudo observar que las formas celulares en las tres
transectas estudiadas son similares, pero que diferencias en las
proporciones de las mismas. Estas diferencias pueden deberse a las
variaciones microclimaticas, asi como de perturbacion, lo que se refleja en
los cambios en la estructura micromorfolégicas de las comunidades

bacterianas.



7.4.2. Hongos

Los resultados obtenidos para la comunidad fungica en las diferentes

transectas y parcelas estudiadas se muestran en la Fig. N°11.
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83%

Fig. N° 11. Porcentaje de la caracterizacion Micromorfolégica de las cepas
fungicas presentes en las diferentes transectas.

La transecta 1 estuvo dominada por 11 levaduras, ubicadas de la

siguiente manera: 1 levadura blanca en la parcela I, 2 levaduras de color



beige en la parcela Il y 8 levaduras de diversos colores, incluyendo blanco y

beich, rosado y amarillo en la parcela 11l (Anexos 2b).

De la transecta 2 se aisl6 13 cepas fungicas, de las cuales 3
correspondieron al género Aspergillus, (23%) y el 77% restante correspondio
a 10 cepas de levaduras. Las 3 cepas del género Aspergillus fueron aisladas

de la parcela | (Anexo 2b).

En la transecta 3 también se observo la dominancia de levaduras con
un 83%, seguido de la presencia de 3 hongos pertenecientes al género
Fusarium que representan el 13% y por ultimo una cepa que posiblemente

sea del género Oidium, que representa un 4% en la muestra.

Al estudiar por separado las transectas, se pudo observar que la
transecta 1 estuvo dominada en las tres parcelas por levaduras, como se
muestra en la Fig. N° 11. En el caso de la transecta 2, también estuvo
dominada por levaduras en las tres parcelas (100%), excepto en la parcela |

gue se observo la presencia del hongo filamentoso Aspergillus (23%).
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Fig. N° 12. Caracterizacion Micromorfolégica de las cepas fungicas
presentes en las tres parcelas de las diferentes transectas.

La distribucion fungicas en las diferentes parcelas de la transecta 3,
estuvo dominada en la parcela I, por levaduras con un 86 % y 14 % por
hongos pertenecientes al género Fusarium. En la parcela Il, se aislaron solo
levaduras y en la parcela Il fue mas diversa, se observé la dominancia de
levaduras (67 %) y la presencia de Fusarium (14%) y otro hongo filamentoso
por confirmar si posiblemente pertenezca al género Oidium con 11 % de

abundancia.

En las parcelas de las diferentes transectas estudiadas, se observo,
en el caso de las parcelas I, la dominancia de las levaduras, asi como la
presencia de los géneros Aspergillus y Fusarium, con un 5%, en la transecta
2y 3.

Estos ultimos resultados coinciden con los reportados por Leahy y
Colwell (1990) y Okerentugba y Ezeronye (2003), quiénes encontraron que
los hongos de los géneros Aspergillus y Fusarium son degradadores de
hidrocarburos, lo que explicaria la presencia de esos hongos en los bordes
de la fosa. De igual forma, (Rosenberg y Ron, 1998), aislaron, entre otros
hongos, los antes mencionados, y suponen la presencia de oxigenasas en la
membrana citoplasmatica y es por ello, que logran permanecer en dichos

ambientes de estrés.



Cabe destacar que los suelos de esta parcela son cercanos al borde
de la fosa, lo que indica visiblemente la presencia de hidrocarburos, que son
utilizados por dichos microorganismos como fuente de carbono y energia,
debido a que contienen los elementos quimicos necesarios para su

desarrollo (carbono, nitrégeno, azufre y oxigeno), (Ercoli y col. 2001).

En las parcelas Il de las tres transectas se observo la presencia de
levaduras (100%) y la ausencia de hongos filamentosos, lo cual puede
deberse a que la mayoria de los hongos filamentosos del suelo son
oportunistas (zimogenos), y crecen llevando a cabo un metabolismo activo
cuando las condiciones le son favorables (Hernandez, 2008). Por otro lado,
Atlas y Bartha (2001) indican que el letargo o latencia es una condicion
tipica de los hongos filamentosos del suelo, los cuales se inactivan en

ausencia de substratos disponibles, conservando su viabilidad.

En las parcelas lll de las transectas, se observé la presencia de
Fusarium y de otro hongos filamentosos que probablemente pertenezca al
género Oidium (parcela Il de la transecta 3), también fueron abundantes las
levaduras (84%). Este comportamiento puede deberse a que en estas
parcelas se observo una alta cobertura vegetal de plantas de alto y bajo
porte. Bajo estas circunstancias, esos hongos cumplen funciones, tales
como: fragmentacion de las hojas de los arboles, degradacion de la madera 'y
de la materia organica en el suelo. Asi mismo, esos hongos pueden
encontrarse estableciendo simbiosis micorricicas o como enddfitos de hojas y
raices, relacion que se ha estudiado con atencion debido a que muchas
plantas colonizadas por hongos son una fuente valiosa de metabolitos utiles
y de productos con valor medicinal e importancia econémica (Sosa-
Rodriguez y col., 2009).



7.5. Caracteristicas Bioquimicas de la comunidad

microbiana

7.5.1. Bacterias

Se muestra a continuacion, la respuesta de la comunidad bacteriana

frente a la utilizacion de distintos sustratos.
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Fig. N° 13. Porcentaje de la caracterizacion bioquimica de las cepas

bacterianas presentes en las diferentes transectas de la fosa Bared-9.



Las cepas presentes en la transecta 1, degradaron los diferentes
sustratos a las que fueron expuestas. Se observé que el 93,2 % utilizaron
nitrato, (79,7%) pectina, (76,3%) actividad proteolitica, (72,9%) actividad
lipolitica, (69,5%) celulosa, (69,5%) lignina, (64,4%) quitina y (55,9%) kliger
(utilizacion de azucares simples). Esto nos indica que la comunidad
bacteriana en dicha transecta presenta un potencial bioquimico que le
confiere la capacidad de producir enzimas capaces de degradar compuestos
complejos, y participar en el proceso de descomposicion de la materia
organica, utilizadndola como fuente de carbono y energia para su crecimiento
y mantenimiento. También se puede apreciar que un 40,7% de las cepas
presentaron la capacidad de desdoblar urea, mas de un 90% de las cepas
fueron capaces de transformar el nitrato a nitrito, esto les confiere un gran

potencial participativo en el uso de diferentes fuentes de nitrégeno.

En la transecta 2, se observa que las cepas presentaron un espectro
bioquimico similar a la transecta 1, con % variables de degradacion de los
sustratos nitrato (64,2%), inositol (60,4%), pectina (60,4%), actividad
proteolitica (58,5%) y almidén (50,9%). Mientras que el resto de los sustratos

presentaron media y baja actividad de degradacion por parte de las cepas.

En la transecta 3 se puede observar un alto porcentaje de cepas
bacterianas que tienen la capacidad de degradar sustratos complejos como
celulosa, pectina, lignina y tween; sin embargo, la capacidad de utilizacién de
nitrogeno a través de la produccion de ureasas se observdo en muy baja

proporcion en las cepas.

Cabe destacar que las cepas bacterianas presentes en las tres
transectas, presentaron baja capacidad de desdoblar la urea, utilizando como
Unica fuente de nitrégeno: nitrato, lo cual esta relacionado con el hecho que

en la naturaleza, la mayoria de las bacterias son capaces de usar amoniaco



como Unica fuente de nitrégeno, y otras muchas pueden usar nitratos

(Madigan, 2004).
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Fig. N° 14 . Porcentaje de la caracterizacion bioquimica de las cepas
bacterianas presentes en las parcelas de las diferentes transectas.

En las parcelas de la transecta 1, se pudo observar que a medida que
nos alejamos del borde de la fosa hacia zonas menos influenciada por la

actividad petrolera, desde la parcela | a la Ill, existe cambios en las



proporciones de los sustratos degradados, sin embargo, muestran un
potencial bioquimico similar, frente a los diferentes sustratos a los que fueron
sometidas.

Al estudiar las parcelas por separado de la transecta 2, se pudo
observar que las cepas presentaron la capacidad de degradar sustratos
complejos y presentan baja actividad ureasica. Cabe destacar que en la
parcela Il, aumentaron las cepas capaces de degradar urea, disminuyendo a
su vez aquellas que tienen la capacidad de degradar lignina. En la parcela 3,
disminuyd el numero de cepas que degradaron sustratos como quitina, tween
y celulosa, y aumentaron las cepas que degradaron sustratos como pectina y

nitrato.

En la transecta 3, se pudo observar que la mayoria de las cepas
degradaron los sustratos a los que fueron sometidas, con la excepcion de la
urea (18%). En la parcela Il existe dominancia en la degradacion de sustratos
tales como: pectina, actividad proteolitica, actividad lipolitica, celulosa, lignina
y nitrato; de igual forma, en esta parcela se presento baja actividad ureasica.
En el caso de la parcela Ill, se observé una alta degradacion de sustratos
complejos como: nitrato, lignina, celulosa, pectina, inositol y tween (82, 94,
94, 82, 88, 76%, respectivamente).

Los resultados de las pruebas bioquimicas nos indican que las
diferentes cepas que conforman la comunidad bacteriana, poseen rutas
metabdlicas que les permiten la produccion de enzimas capaces de degradar
los sustratos complejos (celulosa, pectina) ademéas de presentar actividad
lipolitica, proteolitica y reduccion de nitrato a nitrito. Esto le confiere una
capacidad de utilizacion como fuentes de carbono y energia, de residuos

vegetales presentes en el suelo, (Mason, 1976).



7.5.2. Hongos

Se muestra a continuacion, el comportamiento de la comunidad

fungica presente en los suelos de cada transecta y cada parcela frente a la
utilizacion de distintos sustratos.
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Fig. N°15. Porcentaje de la caracterizacion bioquimica de las cepas fungicas

Pruebas bioquimicas

N

presentes en las parcelas ubicadas en la fosa Bared-9.




En la transecta 1 se observa que los sustratos lactosa, nitrato,
celulosa e inositol fueron degradados por un alto porcentaje de cepas,
mientras que para el sustrato fosfato organico se obtuvo que solo el 29 % de

la poblacién fungica utiliz6 ese compuesto como fuente de energia.

Las cepas aisladas de la transecta 2 degradaron sustratos como
azucares simples: lactosa (75%), glucosa (83,3%); sustratos complejos
como: pectina (75%), lignina (58,3%) y celulosa (66,7%); fuente de nitrégeno:
nitrato (58,3%); fuente de fésforo: inositol con un alto porcentaje (83,3%),
mientras que el resto de los sustratos fueron degradados por un porcentaje

medio y bajo de cepas.

Las cepas aisladas de la transecta 3, presentan un alto porcentaje de
degradacion frente a los sustratos complejos: pectina, lignina y celulosa,
nitrato, actividad proteolitica, fuente de fosforo inorganico. Ademas de

azucares simples y complejo.

La poblacion fungica presente en la parcela | de la transecta 1,
degradd sustratos tales como lactosa, glucosa, pectina, fésforo inorganico,
urea, gelatina, celulosa y tween, y no degradaron el resto de los sustratos a
las que fueron sometidas. En la parcela Il, las cepas aisladas degradaron
todos los sustratos a los que fueron sometidas, encontrandose que el mayor
porcentaje de degradacion lo hicieron frente a la celulosa, que es el sustrato
complejo. El nitrato fue la Unica fuente de nitrégeno, el inositol fue la fuente
de fésforo y la lactosa fue el sustrato simple. El resto de los sustratos fueron
degradados por el 50% de las cepas presentes. Y en el caso de la parcela Il
de la transecta 1, se observO que las cepas aisladas de este sitio
aumentaron la capacidad de degradar los sustratos presentes, manteniendo

al nitrato como fuente de nitrégeno y al inositol como fuente de fésforo.
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Fig. N°16. Porcentaje de la caracterizacién bioquimica de las cepas fungicas
presentes en las parcelas de las transectas.

En las parcelas | de la transecta 2 se observa que en la parcela | las

cepas presentes degradaron los sustratos a los que fueron sometidas en un

alto porcentaje, con excepcion de la fuente de nitrégeno: urea. Al aumentar la

distancia desde el borde de la fosa hacia el exterior de la misma (parcelas Il y



lll), disminuyé el porcentaje de cepas que degradaron los sustratos,
observandose un alto porcentaje en la actividad lipolitica, actividad
proteolitica y azucares simples como glucosa. En la parcela Ill aumenté el
nuamero de cepas que degradaron sustratos complejos como quitina (50%),
lignina (100%); se utilizé fosforo inorganico (100%) y un azucar simple:
lactosa (100%). En la parcela |, las cepas aisladas degradaron almidén
(71%), celulosa (57%), actividad proteolitica (71%), nitrato (71%), utilizacion
de fosforo inorgéanico (100%), pectina (86%) y azucares simples: lactosa y
glucosa (100%). En el caso de la parcela Il, disminuyeron las cepas que
degradan sustratos como: lignina, fosforo organico, fuente de nitrégeno: urea
y azucar simple: lactosa; mientras que en el resto de los sustratos
aumentaron las cepas degradadoras. Y en la parcela lll, aumentaron las

cepas que degradaron los sustratos a los que fueron sometidas.

Con los resultados observados anteriormente se puede observar que
la comunidad fangica, estuvo dominada por hongos unicelulares (levaduras)
y presentd un alto porcentaje en degradacién de sustratos simples como
lactosa y glucosa, entre otros sustratos. Eso se debe a que las levaduras
poseen un metabolismo que acumulan fuentes de carbono como glucosa o
lactosa en forma de intermediarios energéticos como etanol, consiguiendo
con ello convertir un sustrato facilmente asimilable por la mayoria de la flora
con la que compite, en otro sustrato que pocas especies pueden utilizar.
Ademés el etanol es altamente toxico a concentraciones a las que las

levaduras son muy tolerantes (Camacho y col. 2009).

En general, la comunidad microbiana (bacterias y hongos) presenta
una importante accion degradativa, y por lo tanto juega un papel importante
en el ciclaje de nutrientes en dichos suelos. Se pudo observar que los
hongos y bacterias degradaron y mineralizaron todos los sustratos a los que
fueron expuestos, en su mayoria compuestos complejos como: celulosa,

lignina, quitina y pectina que son compuestos recalcitrantes y de cadenas



largas con enlaces estables que son dificiles de atacar por los
microorganismos, indicando que esta comunidad puede ser sometida a
compuestos hidrocarbonados (compuestos del petrdleo) y se esperaria la
degradacién de los mismos, por lo que son cepas que pueden ser utilizadas
en pruebas que le permita generar tecnologias de biorremediacion para

zonas petroleras impactadas.

Zak y col. (1994) sefialan la importancia de considerar los cambios en
la composicién de la actividad de las comunidades microbianas, ya que ello
puede tener efectos sobre el funcionamiento de los ecosistemas (ciclaje de
nutrientes). Por esta razon, esos autores plantean que la funcionalidad mas
que la diversidad taxonémica suministra un gran conocimiento y comprension

del rol microbiano dentro de los ecosistemas.

También Alvarez (2005) sefiala la importancia de los estudios de las
comunidades microbianas, debido a la presencia de enzimas extracelulares
de caracter hidrolitico u oxidativo que degradan sustancias en el exterior de
la célula (Minster y Chrést, 1990), y que son exclusivas de los
microorganismos en un amplio sentido de la palabra (bacterias, hongos,

fitoplancton y protozoos).

7.6. Caracterizacion funcional de la comunidad

microbiana

7.6.1. Bacterias

A continuacion se muestra el analisis de cluster realizado a la
comunidad bacteriana. Dicho andlisis se realizé segun transecta y para cada

una de las parcelas de cada transecta.
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Fig. N° 17. Analisis de Cluster de la comunidad bacteriana presente en cada
una de las transectas.

El cluster realizado para la transecta 1, incluye 57 cepas bacterianas,
en funcion a la disimilitud en el potencial biogquimico entre las cepas, y
tomando en cuenta los diferentes nodos, se forman 3 grupos, que

corresponde a una distancia Euclideana de 1, 1.4, y 1.8, respectivamente.



Dentro de los 3 grupos, se formaron grupos de identidad funcional
(GIF) que corresponde a cepas que presentan igual respuesta frente a los
sustratos probados, por lo que se superponen y la distancia que los separa
es 0. En la Tabla N° 4 se muestra como estan constituido los diferentes

grupos.

Tabla N° 4. Grupos funcionales y grupos de identidad funcional
correspondiente a la comunidad bacteriana presente en la transecta 1.

Pruebas bioquimicas
Grupo| Cepa
Quit |Urea| Gel |Pect [Inos| Tw|Klig|Cd |Lig|Alm | Nit
1| 2GIFy 28 GH X X
2| 1GIFy20GF X X
3|4 GF y grupo 2 X

El grupo 1 incluye 2 GIF (grupo de identidad funcional) y 28 grupos
funcionales (GF), que se encuentra separado del resto de la comunidad
bacteriana a una distancia Euclideana de 1, y presentaron en comun ser
degradadores de pectina y respuesta positiva a la reduccion de nitrato a
nitrito. ElI GIF1 lo conforman las cepas 9 y 31 que correspondieron a cepas
aisladas de la parcela | y Il respectivamente, presentaron en comun la
degradacién de: almidén, celulosa, lignina, pectina, actividad lipolitica y
proteolitica, fosforo inorganico y utilizacién de nitrato, y urea. Y el GIF2 esta
conformado por las cepas 23 y 59, que corresponde a cepas aisladas de la
parcela | y Il y presentan en comun la degradacion de 8 sustratos, que son:
quitina, celulosa, lignina, pectina, actividad proteolitica y lipolitica, nitrato y

fésforo inorganico.

El grupo 2 esta formado por 1 GIF y 20 GF, separados a una distancia
Euclidiana de 1.4, del resto de la comunidad. Los GF degradan lignina y

reducen el nitrato a nitrito. El GIF esta constituido por dos cepas bacterianas



(26, 52) aisladas de la parcela | y Il, que degradan en comun los siguientes

sustratos: quitina, celulosa, lignina, nitrato y actividad proteolitica y lipolitica.

El grupo 3 esta constituido por 4 GF y el grupo 2, separados a una
distancia Euclideana de 1.8. Este grupo difieren en la degradacién de 9
sustratos y se asemejan por tener en comun la capacidad de reducir el
nitrato a nitrito. Cabe destacar que la cepa 46 es la méas disimil, por lo que no
se une con ninguna otra cepa o grupo. Esta cepa en particular, degrado los
siguientes sustratos: celulosa, pectina, fésforo inorganico, actividad

proteolitica y lipolitica y urea.

La transecta 2 esta formada por 45 grupos, los cuales se discrimina en
6 GIF (integrado por dos cepas) y 39 GF, que se encuentran agrupados en 3

grupos a diferentes distancias Euclidiana.

El grupo 1 esta agrupado por 3 GIF y 18 GF, a una distancia
Euclideana de 1, que son degradadores de pectina y reducen el nitrato a
nitrito.

Los GIF estan constituido de la siguiente manera: El GIF1 esta
formado por dos cepas (63, 87) que corresponde cepas aisladas de la
parcela | y Il, que presentan en comun la degradacién de 3 sustratos, los

cuales son: quitina, almiddn, fésforo inorganico y urea

Las cepas 83 y 84 conforman el GIF2 que corresponden a cepas
aisladas de la parcela Il. Presenta en comun la degradacion de los siguientes

sustratos: celulosa, nitrato y actividad proteolitica.

Y el GIF3 agrupa (108 y 120), separados a una distancia Euclideana
de 1, que corresponde cepas aisladas de la parcela Il. Los sustratos que
presentan en comun son: lignina, pectina, fésforo inorganico y las dos

fuentes de nitrégeno: urea y nitrato.



El grupo 2 estd constituido por 2 GIF y 21 GF que se encuentra
separado a una distancia Euclideana de 1.4, presentando en comun la

degradacion de los siguientes sustratos: pectina y almidon.

El GIF1 corresponden a cepas aisladas de la parcela |, presentan en
comun la degradacion de: quitina, almidon, pectina, fésforo inorgéanico,

actividad proteolitica y urea.

El GIF2 esta agrupado por 2 cepas aisladas de la parcela Il.
Degradaron los siguientes sustratos en comun: almidén, celulosa, nitrato,

pectina y actividad proteolitica.

A una distancia Euclideana de 1.7, se forma el tercer grupo, que esta
constituido por 1 GIF y 6 GF, donde la mayoria de las cepas, degradan los
siguientes sustratos: quitina, celulosa, fésforo inorganico, actividad

proteolitica y lipolitica.

El GIF esta constituido por las cepas (79 y 102) aisladas de las
parcelas | y Il. Presentan en comun la degradaciéon de los siguientes
sustratos: quitina, almidon, celulosa, pectina, fésforo inorganico, actividad

proteolitica y lipolitica.

Y en la transecta 3, se formaron 3 GIF y 54 GF, agrupados en 3
grupos de acuerdo a su distancia Euclideana. El grupo 1 esta conformado
por 1 GIF y 22 GF, separados a una distancia Euclideana de 1, donde las
cepas presentan la mayoria la degradacion del sustrato: celulosa. El GIF se
encuentra compuesto por 2 cepas bacterianas (174, 180) aisladas de la
parcela Ill. Se agrupan por la degradaciéon comun de sustratos, tales como:

quitina, celulosa, lignina y pectina.

El grupo 2 esta formado por 2 GIF, 30 GF y el grupo 1, separados a
una distancia Euclideana de 1.4, que se agrupan de acuerdo a sus

semejanzas Yy diferencias con respecto a sus potenciales bioquimicos. Se



asemejan la mayoria de los GF por la degradacion de 2 sustratos, los cuales

son: celulosa y nitrato.

Las cepas (172, 176) degradan compuestos como: celulosa, lignina,
nitrato, pectina, actividad lipolitica y fosforo inorganico, y pertenece a la
parcela lll. Estas cepas constituyen el GIF1.

El GIF2 esta representado por las cepas (154, 158), que pertenecen a
la parcela 2, y degradan los siguientes sustratos: quitina, celulosa, lignina,

nitrato, fosforo inorganico, actividad proteolitica y lipolitica.

Y el grupo 3, esta representado por 2 GF y el grupo 2. Este grupo se
encuentra separado a una distancia Euclideana de 1.7, que presentan en

comun la mayoria de los grupos de degradar nitrato.

Los 2 GF corresponden a dos cepas disimiles entre si y con el resto

de los grupos.
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PARCELAS DE LA TRANSECTA 3.

Fig. N° 18. Andlisis de Cluster de la comunidad bacteriana presente en las
parcelas de las transectas.

En el estudio por separado de las parcelas, se observa que en las
parcelas de la transecta 1, se formaron 3 grupos, de acuerdo a la distancia
Euclideana: 1, 1.4, 2.7.

En las parcelas no se formé GIF. La parcela | esta constituida por 19
cepas bacterianas, las cuales presentan en comun la degradacion de los
siguientes sustratos: nitrato y el azucar simple: Kliger. La parcela Il, agrupé
20 GF, que presentaron en comun la degradacion de 1 sustrato, que fue:
nitrato. Y 18 GF se formo en la parcela Ill, que presentan en comun la

degradacion de 2 sustratos: pectina y nitrato.

Cabe destacar, que en las 3 parcelas se formaron GF separadas y
disimiles entre si, que presentan la degradacion de sustratos, tales como:
pectina, kliger y nitrato, en el caso de la parcela I. En la parcela Il y Il se
formaron 2 GF disimiles y que no se agrupa a ningun otro grupo, y presentan
la degradacion de: pectina.



En el caso de las parcelas de la transecta 2, se observa la formacién
de 2 GIF en la parcela Il y Ill, que presentan en comun la degradacion de 2

sustratos: celulosa y nitrato

La parcela | y Il estdn constituidas por 3 grupos: El grupo 1 de la
parcela | estan formados por 2 cepas (63, 67), que presentan en comun la
degradacién de los siguientes sustratos: quitina, almidon, nitrato, fosforo

inorgénico.

El grupo 2 esta formado por 10 GF y grupo 1, agrupados a una
distancia Euclideana de 1.4. La prueba bioquimica que presentaron en

comun fue la siguiente: fésforo inorganico.

A una distancia Euclideana de 1.7, se formd el grupo 3 que esta
formado por 7 GF y el grupo 2. Estos GF presentan en comun la degradacion

de 2 sustratos, los cuales son: celulosa y nitrato.

Y un GF aislado, que corresponde a la cepa bacteriana con
caracteristicas funcionales mas disimil en comparacion con los otros grupos
formados. Esta cepa presenta la degradacion de 8 de los sustratos a la que

fue expuesta, con la excepcion de la prueba: almidon y kliger.

El grupo 1 de la parcela Il, esta constituido por 2 GF (94, 97) y 1 GF,

agrupados por la degradacion de sustratos, como: pectina, celulosa y nitrato.

El GIF conformado por 2 cepas bacterias (83, 84), difieren en 7
pruebas bioguimicas y se asemejan en la degradacion de 3 sustratos, los

cuales son: celulosa, nitrato y actividad proteolitica.

El grupo 2 esta formado por 8 GF y 1 GIF, separados a una distancia
Euclideana de 1.7. Se asemejan en la degradacién de 2 sustratos: urea y

fésforo inorganico.



Se observa en la Fig. N° 22, que la parcela Ill pre senta un niumero
mayor de grupos, en comparacion con las parcelas anteriormente
estudiadas, encontrandose distribuidos los GF de la siguiente manera: El
grupo 1 esta formado por 5 GF y 1 GIF, agrupados a una distancia
Euclideana de 1, y presentan la degradacion de sustratos como: lignina,

nitrato y urea.

El GIF se agrupa debido a la caracteristica que tienen las cepas de
degradar los siguientes sustratos: pectina, lignina, nitrato, kliger, fésforo

inorgénico. Actividad proteolitica y urea.

La formacion de 6 GF, 1 GIF y el grupo 1, que corresponde al grupo 2,
se encuentran agrupados por la degradacién de los siguientes sustratos:

nitrato y pectina. Este grupo se forma a una distancia Euclideana de 1.4.

El GIF se agrupo debido a que las cepas degradan los siguientes

sustratos: pectina, celulosa, nitrato, almidon, kliger y actividad proteolitica.

Y el grupo 4, separados a una distancia Euclideana de 2, agrupa la
cepa bacteriana de 119 con el grupo 2 y 3. Presentan la capacidad de

degradar 1 sustratos en comun, el cual fue: almidon.

Y en las parcelas de la transecta 3, se observa que a medida que nos
alejamos de la fosa Bared-9, aumentan los GIF a lo largo de las parcelas.
Pero existe el agrupamiento de 1 GIF en la parcela Il, que no se formé en la
Fig. N°21.

Este GIF, se encuentra separado a una distancia Euclideana de 1.4,
difiriendo en la degradacion de sustratos por: quitina, celulosa, lignina,

nitrato, actividad lipolitica y fosforo inorganico.



7.6.2. Hongos
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En la transecta 1, se observa el agrupamiento de las 7 cepas fungicas
aisladas de la primera transecta ubicada en la fosa Bared-9, los cuales se

distribuyen en 3 grupos, de acuerdo a la distancia Euclideana.

El grupo 1 se encuentra constituido por 3 GF, separados a una
distancia Euclideana de 1.4. Los GF poseen en comun la degradacion de los
siguientes sustratos: tween, celulosa, urea, inositol, pectina, glucosa y
lactosa.

El grupo 2 estd formado por 3 GF vy el grupo 1, separado a una
distancia euclideana de 2, lo que implica que poseen en comun la

degradacién de 2 sustratos: celulosa e inositol.

Y el grupo 3, se encuentra la cepa (3) que es la méas disimil del grupo,
gue se une a una distancia Euclideana de 2.2 con el grupo 2, debido a la

degradacién en comun de fosforo inorganico.

Se observa en el cluster de la transecta 2, el agrupamiento de un total

de 12 cepas fungicas, distribuidas en 3 grupos de la siguiente manera:

El grupo 1 esta constituido por 4 GF, donde los primeros 2 GF (16,
21) son un hongo y una levadura y (6, 2) son levaduras. Separados a una
distancia euclideana de 1.4. Poseen en comun la degradacion de los

siguientes sustratos: celulosa, nitrato, inositol y lactosa.

Grupo 2 formado por 4 GF, separados a una distancia euclideana de
1.7, por lo que poseen en comun la degradacién de: tween, fosfato, pectina y

glucosa.

Y el grupo 3 esta constituido por 3 GF y por los grupos 1y 2. Esta
separado a una distancia euclideana de 2. Presentan en comun 3 pruebas

bioquimicas positivas que son: inositol, pectina y glucosa.



El andlisis de cluster de la transecta 3 agrupa 23 cepas fungicas,
constituidas por hongos y levaduras, se encuentra agrupado de la siguiente

forma:

El grupo 1 se encuentra formado por 9 GF, constituido por levaduras,
separados a una distancia euclideana de 1.4, que presentan en comun la
degradacidon de los siguientes sustratos: almidon, nitrato, inositol, pectina,

glucosa y lactosa.

El grupo 2 esta formado por 8 GF y el grupo 1, que corresponde entre

levaduras y hongos. Poseen en comun la degradacion de glucosa y lactosa.

El grupo 3 agrupa 3 GF y el grupo 2, debido a la degradacion de

glucosa.

Y la cepa 15T3P3 que es la cepa mas disimil en la degradacion de los
sustratos se une al grupo 3, de acuerdo a la degradacién de los siguientes

sustratos: azucares simples: glucosa y lactosa.
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Fig. N° 20. Analisis de Claster de la comunidad fangica presentes en las
parcelas de las diferentes transectas.

En el caso de la parcela 1 de la transecta 1, no se observa la
formacion de ningan cluster, porque de dicha parcela solo se pudo aislar 1
sola cepa fungica, por lo que no permitié realizarle ningun andalisis
estadistico. En el caso de la segunda parcela, se logro aislar 2 cepas
fungicas, que son levaduras de diversos colores, formando un grupo
separado a una distancia Euclideana de 3, por lo que poseen en comun la
degradacion de sustratos, tales como: celulosa, nitrato, inositol y lactosa. Y
en el caso de la tercera parcela, se aisl6 4 cepas fangicas, constituidos en 3
grupos, debido a la distancia Euclideana: El grupo 1 esta formado por 2 GF,
separados a una distancia euclideana de 2 y poseen en comun la
degradacion de los siguientes sustratos: celulosa, lignina, gelatina, nitrato,

inositol, pectina, glucosa y lactosa.

El grupo 2 esta constituido por 1 GF y el grupo 1, separados a una
distancia euclideana de 2.4. Poseen en comun la degradacion de los
siguientes sustratos: celulosa, lignina, gelatina, nitrato, inositol, pectina,

glucosa y lactosa.

Y el grupo 3 constituido por 1 GF y el grupo 2, se encuentra separados
por una distancia euclideana de 2.5, por lo que poseen en comun la

degradacion de: nitrato e inositol.

En el caso de las parcelas de la transecta 2, se observa que en la
primera parcela estd formada por 9 GF, distribuidos en 3 grupos. El cual el

grupo 1 esta formado por 2 GF (16, 21), que esta constituido por un hongo y



una levadura, se encuentra separados a una distancia euclideana de 1.4 y
poseen en comun la degradacion de los siguientes sustratos: quitina,

almidon, celulosa, fosfato, gelatina, nitrato, inositol glucosa y lactosa.

El grupo 2 constituido por 4 grupos funcionales (2, 3, 5 y 13), se
encuentra constituido por 3 levaduras y 1 hongo, respectivamente,
separados a una distancia euclideana de 1.7. Presentan en comun la

degradacion de: tween, fosfato, pectina y glucosa.

Y el grupo 3 esta representado por 3 GF y el grupo 1y 2, separados a
una distancia euclideana de 2, y poseen en comun los sustratos: inositol,

pectina y glucosa.

En la parcela 2 no se puedo realizar el andlisis de cluster, porque

estuvo representada por 1 cepa fungica (levadura). (Anexo 2.b.)

En la tercera parcela, se observa la formacién de 2 GF, como se
puede observar en la Fig. N° 25, separados a una distancia euclideana de
2.5, lo que implica que al menos difieren en 3 pruebas bioquimicas y

presentan en comun 3 sustratos, los cuales son: lignina, inositol y lactosa.

Y en las parcelas de la transecta 3, la primera parcela agrupa 7 cepas
agrupadas en 2 grupos: El grupo 1 esta formado por 2 GF, separados a una
distancia euclideana de 1.4, acuerdo a la degradacion de: almidoén, nitrato,
inositol, pectina, glucosa y lactosa. En cambio el grupo 2 esta constituido por
5 GF, separados a una distancia euclideana de 1.6, debido a que poseen en

comun la degradacién de 3 pruebas bioguimicas: inositol, glucosa y lactosa.

La segunda parcela se encuentra formada por 8 grupos funcionales,
agrupados por 3 grupos, formado el grupo 1 por 2 GF, separados a una
distancia de 1.3 y agrupados por los siguientes sustratos: almidon, tween,

pectina, glucosa y lactosa.



El grupo 2 se encuentra formado por 3 GF y el grupo 1, separados a
una distancia euclideana de 1.6, agrupados por los siguientes sustratos:

almidon, celulosa, lignina, gelatina, nitrato, inositol y pectina.

El grupo 3 esta formado por 2 GF y por el grupo 1 y 2, separados a
una distancia de 2 y poseen en comun la degradacion de: almidon, celulosa,

nitrato, inositol y pectina.
La tercera parcela agrupa 7 GF, en 3 grupos de la siguiente manera:

EL grupo 1 formado por 2 GF, se encuentra separados a una
distancia euclideana de 1.5, debido a la degradacion de sustratos tales

como: fosfato, glucosa y lactosa.

El grupo 2 esta formado por 4 GF, separados a una distancia
euclideana de 2, lo que presentan en comun 7 pruebas bioquimicas que son:

almidon, celulosa, lignina, gelatina, nitrato, inositol y lactosa.

Y el grupo 3 esta formado por 1 GF y el grupo 1y 2, separados a una
distancia euclideana de 2.5, de acuerdo a la siguiente degradacion de

sustratos: fosfato y lactosa.

En general, se observo que disminuyo la diversidad funcional de las
comunidades microbianas a medida que aumentod la distancia desde el borde
de la Fosa Bared-9 a zonas donde disminuye la actividad petrolera, siendo
diferentes no solo las caracteristicas macro y Micromorfolégica sino
gremiales y funcionales de la comunidad, que estan intimamente
relacionadas con los diferentes sustratos presentes en el suelo y su aporte

para el crecimiento y desarrollo de la vegetacion.

También tales diferencias, en cuanto a la diversidad funcional, se
debié a que los suelos presentan caracteristicas particulares, generandose

un microambiente que favorecieron o no a las poblaciones existentes, y que



las poblaciones aisladas y cultivadas presentaron un metabolismo particular
para cada grupo de poblaciones. Por ello, su diferencia en el patrén gremial,

morfologico y funcional en dichos sitios.
7.6.3. COMUNIDAD MICROBIANA (BACTERIAS-HONGOS)

El andlisis de cluster realizado para la comunidad microbiana, arrojé
un total de 27 grupos de identidad funcional, de los cuales 22 son grupos que
no se observaron en los analisis realizados con anterioridad. Cabe destacar,
gue no se puede colocar el cluster debido a lo extenso que resultdé. Sin
embargo, en la siguiente tabla indica las pruebas bioquimicas que agruparon
las diferentes cepas que corresponden a bacterias y hongos de iguales o
diferentes sitios.

También cabe acotar, que para lograr realizar un estudio homogéneo
entre las bacterias y hongos se hicieron con las pruebas bioquimicas que
presentaban en comun ambos grupos, y es posiblemente el porqué no se

observaron en los andlisis de clUster realizados con anterioridad.

Tabla N° 5. Grupos constituidos por el clister de las cepas microbianas
(hongos y bacterias) con sus caracteristicas bioquimicas.

Grupos Quit [AIm [ Tw [Cel [Lig | Gel [ Uree [ Nit [Inos [ Pec
46, 21TIP X X X X X X
9,37 X X X X X X X X
27,17 X X X X X X X
2T12P1,14,7¢ X X X X X X
11,14¢] X X X X X X X X X
23,5¢ X X X X X X X
108,1% X X X
8TIP3,7T3P3,11 X X X X X X
50,154 X X X X X
2552 X X X X X X X X
Z2T1P3,21T2P1,13T31| X X X X X
212P347| X X X X
10,1771 X X X X X X
58,12t X X
20,12, X X X X X




110,11: X X X X X

16T3PZ2,10 X X X

4T3P1,10 X X X X X

751% X X

83,84,121,13 X X

97,11Z X X X
124,17T2P X X

174,181 X X

70,17¢ X X X

63,87 X
86,9t X X X X X X
74,7¢ X X X X

Como se observa en la Tabla N°5, que los grupos es tdn compuestos
por 2,3 y 4 GF, formado por cepas bacterianas y fangicas. En general, la
mayoria de los grupos poseen la capacidad de degradar sustratos, tales
como: celulosa, lignina, pectina, nitrato y actividad lipolitica. En el caso de
presentar la actividad lipolitica por las cepas se debi6 a que los
microorganismos utilizan los triglicéridos después de la hidrélisis del enlace
éster que llevan a cabo las enzimas extracelulares llamadas lipasas, donde
el resultado de la accidén de una lipasa es la liberacién de &cidos grasos y
glicerol, y todas estas sustancias pueden ser atacadas tanto anaerdbica
como aerbbicamente por diferentes microorganismos quimiorganotrofos
(Madigan y col., 2004).

En el caso de pectina, celulosa y lignina son los compuestos mas
abundantes de los residuos vegetales (Mason, 1976) y por ello, los
microorganismos presentan enzimas extracelulares que permiten degradar o

despolimerizar dichas moléculas para absorberla (Alvarez, 2005).

Y en el caso del nitrato que es la fuente nitrogenada para estos
microorganismos, debido a que este elemento es importante en las
proteinas, acidos nucleicos y otros constituyentes celulares, por lo que es

aprovechada al maximo por las cepas microbianas.



De acuerdo a los resultados encontrados para las poblaciones de
bacterias y hongos, se puede indicar que la poblacion fangica es mas
diversas funcionalmente, en comparacion con las poblaciones de bacterias,
en los distintos sitios realizados. Sin embargo, se formaron GIF en el cllster
de la comunidad microbiana que estaban constituidos tantos por bacterias
como por hongos, indicando que la funcionalidad de los sitios es mantenida

por ambas poblaciones de microorganismos.



. CONCLUSION

Los cambios observados en la densidad, morfologia, estructura y
diversidad funcional de las poblaciones bacterianas y fungicas a
medida que nos alejamos desde el borde de la Fosa a zonas con
menor influencia por la actividad petrolera, permite aceptar la hipétesis

propuesta.

Las bacterias Gram- fueron las que mostraron mayor proporcion en la
transecta 1, mientras que para las transectas 2 y 3, fueron las
bacterias Gram+. En el caso de los hongos, las levaduras expresaron
una mayor proporcién en las tres transectas estudiadas. En las
parcelas de la transecta 2 y 3 se observo la presencia de los géneros:

Aspergillus, Fusarium y un posible Oidium.

Las poblaciones bacterianas y fungicas degradaron los sustratos a los
gue fueron expuestos, en su mayoria compuestos complejos como:
celulosa, lignina, quitina y pectina, infiriendo que esta comunidad
microbiana muestra un potencial bioquimico para ser enfrentada a

moléculas hidrocarbonadas complejas.

Se evidencio en los analisis de cluster que las poblaciones fungicas,
son funcionalmente mas diversas que las poblaciones bacterianas. Sin
embargo, la formacién de GIF indica que la funcionalidad de la

comunidad mantenida por ambas poblaciones de microorganismos.
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ANEXOS

1. Densidades de las comunidades microbianas (hongo s
y bacterias)

Tabla N°6. Densidades microbianas presente en cada muestra de suelo.
Titulo Transecta
log(UFC/g
de suelo) [ T1IP1  |T1P2 TIP3  |T2P1 T2P2 T2P3 T3P1 |T3P2 |T3P3
Bacterias | 1,61E+1/2,025E+1( 1,54E+13 Incontablg 1,955E+10 1,075E+1q 1,59E+12 3,5E+10| 1,44E+12

Hongos| 2,80E+07 2,00E+12 9,90E+1Q 2,98E+11 1,55E+11] 1,82E+07 7,10E+06 9,00E+11] 5,60E+06

2. Caracterizacion Macromorfolégica

2.a. Bacterias

Tabla N° 7. Caracterizacion Macromorfolégica de las cepas bacterianas
presentes en T1PI.

e

e

[e

CEPA| FORMA | BORDE ELEVACION| COLOR
1|Regular | Opaco Plana Crema
2| Irregular| Azul Plana Amarilla
3| Irregular| Opaco Plana Blanca
4| Irregular| TransparentePlana Transparen
5| Regular | Azul Plana Amarilla
6 | Regular | Opaco Plana Blanca
7| Irregular| Azul Plana Amarilla
8| Irregular| Azul Plana Amarilla
9| Irregular| Azul Plana Azul
10| Irregular| Opaco Céncava Amarilla
11| Irregular| TransparentePlana Transparen
12| Irregular| TransparentePlana Transparen
13| Irregular| Azul Plana Azul
14| Irregular| Blanca Coéncava Blanca
15| Irregular| Opaco Céncava Crema
17| Irregular| Opaco Céncava Blanca
18| Irregular| Azul Céncava Amarilla
19| Regular | Azul Plana Crema
20| Irregular| Opaco Céncava Blanca




Tabla N° 8. Caracterizacion Macromorfolégica de las cepas bacterianas

presentes en T1PIl'y T1PIII.

e

CEPA| FORMA | BORDE ELEVACION| COLOR
21| Regular | Transparent€dncava Crema
22| Irregular| TransparentePlana Crema
23| Irregular| Amarillo Céncava Amarilla
24| Irregular| Azul Plana Amarilla
25| Irregular| TransparenteConcava Amarilla
26| Regular | Transparent€dncava Crema
27| Irregular| Crema Céncava Crema
28| Irregular| Amarillo Plana A
29| Regular | Transparent®lana Transparen
30| Irregular| Blanca Cobncava Blanca
31| Regular | Opaco Coéncava Crema
32| Regular | Crema Plana Crema
33| Irregular| TransparentePlana Crema
34| Regular | Opaco Plana Blanca
35| Regular | Blanca Plana Blanca
36| Regular | Azul Plana Blanca
37| Regular | Opaco Cobncava Blanca
38| Regular | Azul Céncava Amarilla
39| Regular | Azul Plana Amarilla
40| Regular | Azul Plana Amarilla
42| Regular | Crema Coéncava Crema
43| Regular | Azul Céncava Crema
44| Regular | Azul Plana Verde
45| Regular | Crema Coéncava Crema
46| Regular | Azul Céncava Crema
47| Regular | Transpareni®lana Amarilla
48| Irregular| Crema Céncava Crema
50| Regular | Azul Plana Amarilla
51| Regular | Crema Coéncava Crema
52| Irregular| TransparenteConcava Amarilla
53| Irregular| TransparenteCéncava Amarilla
54| Regular | Azul Céncava Crema
55| Irregular| Azul Plana Amarilla
56| Regular | Azul Plana Verde
57| Regular | Azul Plana Amarilla
58| Irregular| Crema Céncava Crema
59| Irregular| Azul Plana Verde
60| Irregular| Azul Plana Verde




Tabla N° 9. Caracterizacion Macromorfolégica de las cepas bacterianas

presentes en T2Ply T2PIl.

CEPA FORMA BORDE ELEVACION | COLOR
61| Irregular Opaco Céncava Crema
62| Irregular Opaco Céncava Crema
63| Regular Azul Plana Amarilla
64| Irregular Transparentg Plana Amarilla
65| Irregular Opaco Céncava Crema
66| Regular Azul Plana Azul
67| Regular Azul Plana Verde
68| Irregular Transparentg Plana Amarilla
69| Regular Transparente Plana Amarilla
70| Irregular Opaco Plana Amarilla
71| Irregular Opaco Céncava Crema
72| Irregular Opaco Céncava Crema
73| Irregular Opaco Céncava Amarilla
74| Irregular Blanca Cobncava Blanca
75| Irregular Transparente Concava Crema
76| Irregular Crema Cobncava Crema
77| Regular Crema Céncava Crema
78| Irregular Crema Coéncava Crema
79| Irregular Transparente Concava Crema
80| Irregular Opaco Céncava Crema
81| Regular Azul Plana Verde
83| Irregular Opaco Céncava Crema
84| Irregular Opaco Céncava Blanca
86| Irregular Azul Plana Verde
87| Irregular Azul Plana Verde
93| Irregular Azul Plana Amarilla
94| Irregular Azul Céncava Crema
95| Regular Azul Plana Verde
96| Irregular Opaco Céncava Crema
97| Regular Azul Plana Verde
98| Irregular Azul Plana Verde
99| Irregular Azul Céncava Crema
100| Irregular Azul Céncava Crema




Tabla N°10. Caracterizacion Macromorfologica de las cepas bacterianas

presentes en T2PIll y T3PI.

te

CEPA FORMA BORDE ELEVACION COLOR
101] Irregular Azul Plana Crema
102| Irregular Crema Coéncava Crema
103| Regular Azul Plana Verde
104| Regular Azul Coéncava Crema
105] Irregular Azul Céncava Crema
107| Regular Azul Coéncava Amarilla
108| Irregular Opaco Céncava Crema
110/ Irregular Blanca Coéncava Blanca
111| Irregular Blanca Coéncava Blanca
112] Irregular Crema Coéncava Crema
113] Irregular Crema Coéncava Crema
114| Irregular Crema Coéncava Crema
115] Irregular Crema Coéncava Crema
116| Regular Blanca Plana Blanca
117| Irregular Amarillo Céncava Amarilla
118| Regular Azul Plana Amarilla
119] Irregular Azul Plana Crema
120/ Irregular Blanca Céncava Blanca
121| Irregular Azul Plana Crema
122] Irregular Azul Plana Verde
123] Irregular Opaco Céncava Crema
124| Regular Transparente Plana Transparen
125| Regular Azul Plana AZM
126| Irregular Opaco Céncava Crema
127] Irregular Opaco Céncava Blanca
128| Irregular Blanca Cobncava Blanca
129 Irregular Blanca Coéncava Blanca
130/ Irregular Transparente Coéncava Amarilla
131] Irregular Azul Plana Amarilla
132| Irregular Opaco Céncava Crema
133/ Irregular Opaco Céncava Blanca
134] Irregular Azul Plana Amarilla
135| Regular Azul Plana Amarilla
136| Regular Azul Plana Amarilla
137| Regular Azul Coéncava Crema
138| Irregular Azul Plana Amarilla
139| Irregular Azul Plana Amarilla
140/ Irregular Azul Plana Amarilla




Tabla N°11. Caracterizacion Macromorfologica de las cepas bacterianas
presente en T3PIl y T3PIII.

Cepa FORMA BORDE ELEVACION| COLOR
141| Irregular Opaco Céncava Crema
142| Irregular Opaco Céncava Blanca
143| Irregular Azul Céncava Crema
144 Irregular Azul Plana Verde
145| Irregular Azul Plana Amarilla
146/ Irregular Azul Plana Amarilla
147| Irregular Opaco Céncava Blanca
148| Regular Azul Plana Amarilla
149/ Irregular Opaco Céncava Crema
150| Regular Azul Plana Amarilla
151| Irregular Opaco Céncava Crema
152| Regular Azul Plana Verde
153| Irregular Opaco Céncava Crema
154| Irregular Opaco Céncava Crema
155| Regular Transparente Plana Transparente
156| Regular Opaco Céncava Crema
157| Regular Azul Plana Amarilla
158| Regular Azul Plana Crema
159| Regular Azul Plana Crema
160| Regular Transparente Plana Amarilla
164| Irregular Azul Céncava Crema
165| Regular Azul Plana Crema
166/ Irregular Crema Ramificada Crema
167| Irregular Azul Plana Amarilla
168| Irregular Azul Plana Amarilla
169| Irregular Crema Ramificada Crema
170| Irregular Crema Ramificada Crema
171| Regular Azul Plana Verde
172| Regular Azul Plana Crema
173| Irregular Azul Céncava Crema
174| Regular Transparente Coéncava Crema
175| Regular Azul Plana Amarilla
176| Regular Opaco Cdncava Crema
177| Regular Azul Plana Amarilla
178| Regular Azul Plana Amarilla
179| Regular Azul Plana Amarilla
180| Regular Azul Plana Crema




2.b. Hongos

Tabla N° 12. Caracterizacion Macromorfolégica de las
presentes en la transecta 1 y 2.

cepas fangicas

Cepa

Caracteristicas

21

Levadura blanca

SN

Levadura beige

Levadura beige

Levadura blanca

Levadura blanca

Levadura amarilla

Levadura blanca

Levadura blanca

Levadura blanca

Levadura blanca

Levadura beige

Levadura blanca

OB |WINFR[WIN|F|OT

Levadura blanca

Hongo verde oscuro con enveés blanco

Tl
o|w

Hongo verde

N
[y

Levadura amarilla

'—\
o

Levadura blanca

(=Y

Levadura beige

N

Levadura blanca




Tabla N° 13. Caracterizacion Macromorfolégica de las cepas fangicas
presentes en la transecta 3.

Cepag Caracteristica
2| Levadura Blanca

Levadura Blanca
Hongo Blanco
Levadura Blanca
Levadura Beich
Levadura Blanca
Levadura Beich
Levadura Blanca
Levadura Blanca
Levadura Beich
Levadura Blanca
Levadura Blanca
Levadura Blanca
13| Levadura Blanca
16| Levadura Beich

1| Levadura Blanca
4| Hongo Blanco
6 | Levadura Beich
Levadura Beich
13| Levadura Beich
14| Levadura Blanca
15| Levadura Amarilla
16| Hongo verde oscuro
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3. Imagenes del disefio experimental

3.a. Labores de Campo

Borde de la Fosa Bared-9.

Presencia de plantas en el borde de la Fosa Bared-9



Presencia de plantas y desechos en zonas alejadasd e la
Fosa Bared-9.

Plantas de alto porte en zonas alejadas de la Fosa  Bared-9.



3.b. Trabajo de laboratorio

3.b.1.Bacterias

Pruebas bioquimicas: (A) Gelatina, (B) lignina, (C)  celulosa,
(D) Urea, (E) Kliger.

Cepario de cepas bacterianas.



Pruebas bioquimicas: (A) Kliger, (B) Gelatina, (C) Ureay (E)
Nitrato.



3.b.2.Hongos

Crecimiento del hongo que posiblemente es del géner o
Oidium.

Crecimiento de las diferentes levaduras aisladas.
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Degradacion de glucosa por parte de las cepas fangi  cas.

Microcultivo de una cepa fungica: Género  Aspergillus.



