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RESUMEN

Los derrames de petroleo afectan las propiedades
fisicas del suelo y especialmente las poblaciones
naturales de microorganismos. En particular causan
disminucién en bacterias fijadoras de nitrégeno de
vida libre, encargadas de asimilar y reciclar nutrientes
en los ciclos biogeoquimicos; al alterarse éstos, se
afecta la fertilidad del suelo. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el impacto del petrdleo crudo
sobre bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre en
un suelo bajo condiciones controladas. Se experimento
en suelo contaminado con cinco concentraciones de
petréleo (1200, 3500, 10,000, 20,000 y 40,000 mg kg™
en peso seco) en un disefio completamente al azar. Se
midieron las poblaciones bacterias fijadoras de
nitrégeno de vida libre en cada concentracion. El
indice del impacto microbiano de las bacterias mostré
que al final de la prueba (219 h), en cada una de las
cinco concentraciones de petroleo hubo un incremento
exponencial de colonias bacterianas altamente
significativo (P < 0.01), 2 a 3.5 veces mas abundantes
que en el testigo. Se infiere un fendmeno de
recolonizacion y adaptacion al medio. A nivel
macroscopico, en los tratamientos con mayor
concentracién de petr6leo hubo menor diversidad de
colonias, pero las poblaciones fueron
significativamente  mayores. También, en los
tratamientos de mayor concentracién del hidrocarburo,
se observaron colonias bacterianas no presentes en el
tratamiento testigo. Las bacterias fijadoras de
nitrdgeno de vida libre podrian adaptarse a
condiciones adversas. La seleccion de las mas aptas
seria Gtil en la biorremediacién o saneamiento de
zonas impactadas por petroleo crudo.

Palabras clave: Degradacion de petréleo; unidades
formadoras de colonias; contaminacién; restauracion;
cepas bacterianas.
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SUMMARY

Petroleum oil spills affect the physical properties of
the soil and owverall the natural populations of
microorganisms. They cause a particular decrease in
nitrogen-fixing free-living bacteria, responsible to
absorb and recycle nutrients in biogeochemical cycles;
by altering these, soil fertility can be affected. The aim
of this study was to evaluate the impact of crude oil on
nitrogen-fixing free-living bacteria in soil under
controlled conditions. Experiments were performed in
soil, contaminated with five petroleum oil
concentrations (1200, 3500, 10,000, 20,000 and
40,000 mg kg on dry weight) in a completely
randomized design.  Nitrogen-fixing free-living
bacteria populations were measured on each
concentration. The index of microbial impact of
bacteria showed that at the end of the test (219 h),
there was a highly significant (P < 0.01) exponential
increase of Dbacterial colonies in all five oil
concentrations, 2 to 3.5 times more abundant than the
control. A self-resettling and adjustment to the
environment phenomenon was inferred.
Macroscopically, there was lower diversity of colonies,
but significantly higher populations on treatments with
higher oil concentration. Also, bacterial colonies were
observed on treatments with major concentration of
the hydrocarbon, but these were not present on the
control. Nitrogen-fixing free-living bacteria seem to
adapt to adverse conditions. Selection of the most
suitable might be wuseful in bioremediation or
reparation of impacted areas by crude oil.

Key words: Petroleum oil degradation; colony-
forming units; pollution; restoration; bacterial strains.
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INTRODUCCION

La economia mexicana ha dependido en gran medida
de la industria del petréleo. A pesar de la generacion
de residuos por esta industria, de los derrames
accidentales y el consecuente impacto sobre el
ambiente, hasta la década de 1970 no se aplicaban
criterios ambientales en la ejecucion de las actividades
petroleras. No se conoce con exactitud la magnitud del
dafio que la industria del petrdleo ha causado al
ambiente a lo largo de su existencia. Para entender el
impacto de los contaminantes del petréleo sobre los
suelos es necesario conocer la relacion que existe entre
la cantidad, composicidn y grado de afectacidn sobre
los organismos vivos (Al-Mutairi et al., 2008). Los
derrames de petroleo ocasionan efectos importantes
sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
del suelo (Elias-Murguia y Martinez, 1991; Martinez y
Lépez, 2001), cambios que a su vez ejercen un efecto
directo sobre las poblaciones de microorganismos
existentes en el mismo (Rivera-Cruz et al, 2002). El
impacto puede ser mayor al alterar el equilibrio de las
condiciones ecoldgicas originales. Lo anterior provoca
la disminucion de poblaciones  microbianas
importantes para la asimilacion y reciclado de
nutrientes dentro de los ciclos biogeoquimicos, como
es el caso de las bacterias fijadoras de nitrégeno de
vida libre (Vazquez-Luna et al., 2010). El nitrégeno es
uno de los principales nutrimentos para los organismos
vivos y en su ausencia limita la produccién de
alimentos. La mayoria de las transformaciones del
nitrégeno en el suelo ocurren a traves de
microorganismos, cuyos mecanismos dependen de la
influencia de factores abidticos, como la concentracion
de oxigeno, de nitrogeno inorganico y el pH
(Rosswall, 1982).

Dado que los derrames de petrleo pueden ocasionar
efectos secundarios en los ciclos biogeoquimicos al
afectar su fertilidad y su posterior restauracion, esta
investigacion tuvo como objetivo evaluar el impacto
del petréleo crudo sobre las bacterias fijadoras de
nitrégeno de vida libre, en un suelo bajo condiciones
controladas.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd6 en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas y
Agropecuarias de Cérdoba, Universidad Veracruzana.
El estudio se llevd a cabo en cuatro etapas.

Trabajo de campo
Comprendié la seleccion del sitio de muestreo

localizado en el municipio de La Perla, Veracruz (18°
56> LN, 97° 08 LO). Se tomaron muestras
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superficiales de suelo (0 a 30 cm), que fueron secadas
a la sombra y llevadas al laboratorio para su analisis.

Anélisis de suelo

Se determinaron las caracteristicas fisicas y quimicas
del suelo, segiin métodos analiticos de la NOM-021-
RECNAT-2000 (DOF, 2002). La textura se obtuvo por
el método del hidrometro de Bouyoucos. El pH fue
determinado por potenciometria a una mezcla
suelo:solucidn 1:2. En esa misma solucidn, después de
24 h, se midi6 la conductividad eléctrica (C.E). La
materia organica se determind por el método de
Walkley-Black. Para el nitrogeno total se utilizd el
método de Kjeldahl. El fdsforo asimilable se obtuvo
por el método de Bray para pH < 7.2. Las bases
intercambiables se midieron por lixiviacién con
acetato de amonio 1N pH 7.0. Los elementos Ca, Mg,
Na y K se determinaron a través de absorcidn atémica.
La capacidad de intercambio catiénica (CIC) se midio
con el método de NH,OAC pH 7.0 y NaOAC pH 8.2
(Aguilar-Noh, 1987), y el sodio mediante absorcion
atomica. Los microelementos extractables fueron
establecidos por el método del DTPA, y los elementos
Fe, Cu, Zn, y Mn por absorcion atomica. El boro se
extrajo por el método de reflujo con agua caliente y se
determind mediante UV-VIS con curcomina.

Analisis microbiolégico

Se establecieron los ensayos con suelos contaminados
con petréleo y se midieron las poblaciones de bacterias
de la siguiente manera;

a) Se evaluaron cinco concentraciones del
hidrocarburo respecto a un testigo sin petréleo,
mediante un disefio experimental completamente al
azar (DCA) con tres repeticiones. Se tuvieron 18
unidades experimentales en total. Los tratamientos se
muestran en la Tabla 1.

b) Preparacion de suelo. Los ensayos se realizaron de
acuerdo con el procedimiento del Protocolo No. 208
de la Organizacién para la Cooperacion y Desarrollo
Economico (OECD, 1984) modificado para bacterias.
El suelo se secd bajo sombra durante ocho dias, hasta
alcanzar aproximadamente 15 % de humedad. El suelo
seco se moli6 con un mortero y se tamiz6 con malla de
0.5 cm de abertura. Se pesaron 250 g de suelo por
unidad experimental y se colocaron en materiales
esterilizados de vidrio (longitud 10 cm, ancho 10 cmy
profundidad 10 cm). El petréleo se pes6é segin la
concentracién a evaluar (Tabla 1); se utiliz6 el método
peso sobre peso, para adicionar y mezclar el petréleo
en el suelo. Se efectud el riego con agua destilada
estéril, hasta alcanzar 30 % de humedad.
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Tabla 1. Tratamientos en suelo con diferentes concentraciones de hidrocarburos totales de petréleo (HTP).

Tratamientos Descripcion Peso de HTP (g)** Concentracion de
HTP (mg kg™, peso
Seco)
Testigo Suelo + - 0
1 Suelo + 10 1,200
2 Suelo + 10 3,500
3 Suelo + 10 10,000
4 Suelo + 10 20,000
5 Suelo + 10 40,000

* Testigo (sin HTP); **Cantidad de petréleo adicionada por contenedor.

c) Variables microbioldgicas en suelo. Para estimar las
poblaciones de bacterias fijadoras de N, de vida libre
en suelo contaminado con petréleo crudo, se utilizo el
método de conteo viable de células vivas por siembra
en superficie (Madigan et al., 1998) por dilucién
seriada. Se prepararon diluciones decimales seriadas
con 10 g de suelo en 90 mL de agua estéril, hasta 1 en
10°. Se utilizd un medio de cultivo con carbén
combinado para bacterias de vida libre fijadoras de N,
(Rennie, 1981), un medio especifico para Azotobacter
sp., Y agar nutritivo para bacterias totales. EI material
de vidrio se esterilizo durante 5 h con calor seco a 180
°C en estufa. Los medios de cultivo se esterilizaron
con calor hiimedo a 121 °C, en olla de vapor a 1.3 kg
cm’® durante 18 min (Ingraham e Ingraham, 1998).

d) Caracterizacién macro y microscopica de bacterias.
Las bacterias se caracterizaron por los rasgos
morfoldgicos externos de las colonias, como forma,
color, elevacidn, bordes, movilidad, textura, tincion de
Gram y forma microscopica.

Analisis de resultados

a) Se efectud un anélisis de varianza para cada una de
las variables evaluadas, de acuerdo al modelo lineal
del disefio completamente al azar propuesto. La
comparacion de medias se realiz6 de acuerdo a la
prueba de Tukey (P < 0.01). Los datos se procesaron
mediante “PROC GLM” y la declaracion “MEANS”
de SAS (Statistical Analysis System) version 1999. b)
El indice del impacto microbiano se obtuvo de restar
una unidad al indice de tolerancia (Porta et al., 1999),
que permite evaluar la respuesta bioldgica en un suelo
contaminado.

n
ZIIMX HMx_1 TP =12t

IIMF=1=L XTt
n
Donde:
IIMx: Indice de impacto microbiano para la variable i-
ésima.
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IIMF: indice de impacto microbiano de fijadoras de
nitrdgeno de vida libre.

Tp: Tratamiento con petréleo (UFC g™ suelo seco).

: Tratamiento testigo (UFC g™ suelo seco).

n: ndmero de variables (nimero de colonias
encontradas).

Los resultados se interpretaron de la siguiente forma:

Si el IIMx = 0, el petréleo no afectd la variable en
ningun sentido.

Si el 1IMx < 0, el petréleo estimula la expresion de la
variable.

Si el 1IMx > 0, el petréleo indujo un efecto negativo
sobre la variable.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo

Los resultados que se muestran en la Tabla 2 se
interpretaron con los rangos de la NOM-021-
RECNAT-2000 (DOF, 2002). El analisis so6lo
comprendi6 la primera capa de suelo (0 a 30 cm),
debido a que los suelos sin petréleo tienen mayores
poblaciones de bacterias en los horizontes
superficiales y disminuyen con la profundidad
(Rivera-Cruz et al., 2006). Los horizontes superiores
presentan altos contenidos de oxigeno y de raices, lo
que favorece la presencia de mayores poblaciones de
microorganismos (Campbell y Claridge, 1987).
Ademas, por el tamafio de las particulas del suelo, los
microorganismos proliferan mas en presencia de
humus que en granos de arena.

Poblaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno de
vida libre (BFNVL) en un suelo contaminado con
petroleo crudo

La Figura 1 muestra las poblaciones resultantes de la
observacién y conteo cada 48 h durante 219 h, de las
colonias de bacterias fijadoras de nitrogeno de vida
libre (BFNVL), en medio de cultivo de carbon
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combinado y con tratamientos de distintas
concentraciones de petrdleo crudo. El testigo y la
concentracion de 1200 mg kg™ de petréleo no fueron
significativamente diferentes (P < 0.01). Lo mismo
ocurrié con las concentraciones de 3500 y 10,000 mg

kg™, s6lo que en ellos hubo un incremento de 350 %
de UFC g™ de suelo seco. Los tratamientos con 40,000
y 20,000 mg kg' mostraron incrementos
significativamente mayores (P < 0.01) que el testigo,
en alrededor de 200 % de UFC.

Tabla 2. Andlisis de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo utilizado en la evaluacién del impacto del

petréleo crudo sobre microbiota bacteriana.

Propiedades quimicas del suelo (0 a 30 cm) Textura
pH CE MO CCB CiC arena  limo  arcilla Clase textural
H,0 Sd.m™* (%) (Cmol. kg™) % fracciones
5.54 - 5.09 0.070 13.67 1498 19.76 70.00 24.00 6.00 Franco arenoso

pH relacién 1:2 (potenciometria); CE: conductividad eléctrica (potenciometria); MO: materia organica (Método de
Walkley y Black); CCB: Bases cambiables (método de lixiviacion con acetato de amonio); CIC (método de NH,O

AC pH 7.0 y NaO AC pH 8.2); Textura (Bouyoucos).

f
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Concentracion de petréleo (mg kg-1)

Figura 1. Efecto del petréleo sobre las poblaciones de
bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre.
Columnas con la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, P <0.01).

Esto coincide con Freedman (1989), quien menciona
que algunos microorganismos incrementan su
poblacion en presencia de hidrocarburos. Sin embargo,
los hidrocarburos modifican las caracteristicas fisicas
y quimicas del suelo (Nava y Tirado, 1980; Li et al.,
1997; Riser-Roberts, 1998), ya que ocasionan el
blogueo del intercambio de gases del suelo con la
atmosfera (Hersman y Flein, 1979; Segal y Mancinelli,
1987), con la afectacion de las poblaciones
microbianas del suelo. Gobat et al. (2004) mencionan
que las poblaciones de BFNVL llegan a ser abundantes
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en el horizonte superficial del perfil agrol6gico, ya que
en esa profundidad se localiza la mayor cantidad de
oxigeno, debido a que lo requieren para fijar el
nitrégeno (Silva, 2007). Las bacterias fijadoras de
nitrégeno de vida libre encontradas a diferentes
concentraciones de petréleo crudo, se consideran cepas
especializadas y degradadoras de petréleo, con
capacidad de multiplicarse en suelos con
concentraciones altas de petroleo (Atlas et al., 1991).
Estas bacterias han desarrollado un alto potencial
genético al usar el petréleo como fuente de carbono y
energia en los procesos metabdlicos que llevan a cabo,
como para ser utilizadas en la degradacion de
hidrocarburos.

indice de impacto microbiano

El analisis de varianza mostro diferencias altamente
significativas (P < 0.01) entre la concentracion de 1200
mg kg™ de petréleo crudo y el testigo (Figura 2). El
indice del impacto microbiano de las poblaciones de
BFNVL mostr6 que en cada una de las cinco
concentraciones de petréleo hubo un decremento de
las poblaciones bacterianas desde el inicio de la
contaminacion hasta las 72 h. Sin embargo, a partir de
las 144 h empez6 un incremento exponencial,
altamente significativo de las mismas (P < 0.01), 200
% mayor que el testigo al final de la prueba (219 h).
Lo anterior permite inferir que se presenta un
fendmeno de recolonizacion y adaptacion al medio.
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La Figura 3 muestra el efecto del petrdleo con respecto
a la concentracion de 3500 mg kg™ de petréleo crudo
sobre las BFNVL, las cuales disminuyen en 50 % a las
72 h. Sin embargo, muestran un crecimiento estable
durante el transcurso de las 48 h siguientes. El
tratamiento con petréleo fue 3.5 veces mayor al
testigo, 219 h posteriores a la exposicion al
contaminante, comportamiento similar al descrito en la
Figura 2. En ambos casos (Figura 2 y 3), el
decremento inicial en las poblaciones bacterianas fue
resultado de la modificacién de algunas caracteristicas
del suelo causadas por la contaminacion por
hidrocarburos, como la densidad aparente y la
proporcion del tamafio de la particula del suelo; ello
ocasiond a su vez menor aireacion (Nava y Tirado,
1980 y Li et al., 1997) y el cambio en la microflora
existente del suelo. El andlisis de varianza mostré
diferencias significativas (P < 0.01) entre el
tratamiento de 10,000 mg kg™ de petréleo crudo y el
testigo.

Mx=1- 1P
XTt
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Figura 2. indice de impacto microbiano de las
bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre con 1200
mg kg™ de petréleo crudo, respecto al testigo== .
Pares de wvalores con la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, P <0.01).
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Figura 3. indice de impacto microbiano de las
bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre con 3500
mg kg'* de petroleo crudo con respecto al
tratamiento testigo . Diferentes literales indican
diferencia estadistica (Tukey, P < 0.01).
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La Figura 4 muestra un comportamiento similar que la
anterior concentracién (Figura 3), con 50 % maés de
poblacion de BFNVL a las 72 h. A partir de las 219 h
de exposicién al petrdleo crudo, se observé un
crecimiento exponencial, 3.5 veces mayor al testigo.

NMx=1- 1P
XTt

Tiempo de exposicion (horas)

Figura 4. indice de impacto microbiano de las
bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre con

10,000 mg kg™ e petrdleo crudo con respecto al
tratamiento testigo =#. Pares de valores con la misma
letra no son significativamente diferentes (Tukey, P <
0.01).

Este incremento coincide con observaciones realizadas
por Vazquez-Luna et al. (2010), quienes encontraron
que las poblaciones de BFNVL se incrementaron 1.3
veces mas en suelo con 10,000 mg kg™ de petréleo
crudo a los 210 h de exposicion al contaminante. El
analisis de la varianza mostro diferencias significativas
(P < 0.01) entre la presencia de 20,000 mg kg™ de
petréleo crudo y el testigo.

En la Figura 5 se observa un decremento de petroleo
en el suelo a partir de las 2 h de su contaminacion. A
las 72 h se presenta una estabilidad lineal,
significativamente similar al testigo (P <0.01). A partir
de las 144 h el incremento fue exponencial, tendencia
mantenida hasta las 219 h de evaluacion.

El indice de impacto microbiano mostrado en la Figura
6, muestra la disminucién de las poblaciones de
BFNVL en el tratamiento cinco (40,000 mg kg™ de
petroleo crudo) a partir de las 2 h de exposicién al
contaminante. Aunque en la grafica se observa una
leve disminucion, no hubo diferencias significativas (p
< 0.05). Pero a partir de las 144 h se evidenci6 un
incremento de la poblacion bacteriana, el cual fue dos
veces mayor al testigo al final de la prueba.

Este comportamiento de disminucion e incremento de
las poblaciones microbianas, concuerda con lo
expresado por diversos investigadores (Frois-Duarte et
al., 2001) que mencionan que las comunidades
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microbianas tienden a responder ante la presencia del
petroleo, cambiando su estructura a una que favorezca
a los organismos capaces de sobrevivir a las nuevas
condiciones a expensas de otros organismos que son
reprimidas. Sin embargo, los efectos provocados por
exposiciones agudas pueden ocasionar problemas en el
ecosistema (Botello et al., 1996), ya que ocasionan un
desequilibrio en el mismo (Weber, 1981; Patin, 1982).

HMx=1- 1P
XT

Tiempo de exposicion (horas)

Figura 5. indice de impacto microbiano de las
BFNVL con 20,000 mg kg-1 e petréleo crudo
con respecto al tratamiento testigo =#=. Las columnas
con misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P
<0.01).

3 )
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Figura 6. indice de impacto microbiano de las
BFNVL con 40,000 mg kg™ # de petréleo crudo con
respecto al tratamiento testigo =#. Las columnas con la
misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P <
0.01.

Descripcion macro y microscopica de las colonias
de las bacterias totales sobrevivientes a las 219
horas de exposicion al petroleo

a) Descripcion y clasificacion de las colonias de
bacterias. En las Tablas 3a y 3b se muestran las
caracteristicas de las colonias bacteriales que
sobrevivieron a las 219 h de contaminacidon por

516

petroleo. En general, las bacterias mostraron una
forma colonial diversa (tipo rizoide, circular y
amiboidea). De manera similar, su borde fue lobulado,
ondulado, o entero. Se presentaron variaciones en la
elevacion: elevada, convexa, realzada con borde
biselado céncavo, papilar y plano. La textura no fue
muy variada (viscosa, opaca lisa y opaca tosca). La
coloracion se presentd entre beige, beige oscuro y
transparente; finalmente, el tipo de formacién fue
translucida, opaca lisa, opaca tosca y transparente.

Respecto a la diversidad bacteriana encontrada, el
estudio microscépico indicd formas redondas (cocos
aislados, cocos a pares) y bacilares (bacilos, bacilos
con bordes redondeados y cocobacilos). Se
diferenciaron sélo nueve colonias en el medio de
cultivo, la mayoria Gram negativa. Esto coincide con
Cérdenas et al. (2005), quienes mencionan que las
bacterias Gram negativas dominan el medio, en el caso
de ambientes contaminados con hidrocarburos y
metales, debido a que son mas resistentes que las
Gram positivas. ElI conocimiento derivado de los
biomarcadores se limita al estado nutricional o
fisioldgico de la comunidad bacteriana mas que a su
diversidad. Esto concuerda con Rivera-Cruz et al.
(2006), quienes localizaron en la primera capa de suelo
una mayor cantidad de bacterias Gram negativas.

b) Efecto del petroleo sobre las poblaciones de
Bacterias Totales de acuerdo a sus caracteristicas
microscopicas. De acuerdo con los analisis de varianza
de las poblaciones microbianas agrupadas segin sus
caracteristicas ~ microscopicas, se  encontraron
diferencias significativas (P < 0.01) entre tratamientos
(Figuras 7y 8).

Las poblaciones de bacterias de tipo cocos aislados no
fueron afectadas en concentraciones menores a 20,000
mg kg® de petroleo, y fueron significativamente
similares (P < 0.01) respecto al testigo. Sin embargo,
esas poblaciones se vieron favorecidas con 40,000 mg
kg™ de petréleo crudo. Las poblaciones de bacterias de
tipo cocos distribuidos en pares, se favorecieron en
concentraciones de 3500 y 20,000 mg kg™ de petréleo
crudo; sin embargo a concentraciones mayores no
estuvieron presentes. En el caso de las bacterias tipo
cocobacilos, s6lo  estuvieron  presentes  en
concentraciones de 10,000 mg kg™ de petréleo crudo.

Los cocos en racimos en la concentracion de 3500 mg
kg™ fueron significativamente similares (P < 0.01 al
testigo. En la concentracion de 1200 mg kg™ se
observo un incremento (P <0.01), que fue atin mayor a
partir de 10,000 mg kg™ de petréleo crudo.

Los bacilos con bordes redondeados en los
tratamientos con 3500 y 10,000 mg kg’ no
presentaron diferencias significativas (P < 0.01),
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mientras que en 20,000 mg kg™ se presenté un mayor empezaron a tener un decrecimiento que no se
crecimiento. Con 40,000 mg kg™ de petréleo crudo presentd en el testigo.

Tabla 3a. Descripcidn y clasificacion de las colonias de bacterias totales (BT) encontradas en medio de cultivo agar.

Descripcion de la colonia Descripcion microscopica (100x)
COCOS AISLADOS
Tamafio: 1-14 mm Forma: Bacilo
. N Reaccion
Forma: Rizoide Gram: )
Borde: Lobulado . .
Elevacion: Papilar Morfologia: Cocos aislados
Textura: Viscosa
Color: Beige
Tipo de
formacion: Opaca tosca
BT2 Tamario: 1-6mm Forma: Bacilo
) i . Reaccion
Forma: Circular Gram: (+)
Borde: Ondulada
Realzada, con . .
Elevacion: borde bicelado Morfologia: Cocos aislados
concavo
Textura: Viscosa
Color: Beige oscuro
Tipo de 0 ge o
f L paca lisa
ormacion:
BT3
Taman_o: 1-7mm
R Circular Forma: .
Borde._ - Ondulado Reaccion Bacilo
Elevacion: . )
. Plano Gram:
Textura: Viscosa Morfologia:
Color: Beide gia: Cocos aislados
Tipo de Translicido
formacion:
COCOS EN RACIMOS
BT4 Tamafio: >1mm Forma: Bacilo
i y Forma: Puntiforme Reaccion Gram: (-)
. Morfologia: Cocos en
Borde: Entero Eacimas
Elevacion: Convexa
Textura: Viscosa
Color: Transparente

Tipo de formacién: Transparente
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Tabla 3b. Descripcion y clasificacion de las colonias de bacterias totales (BT) encontradas en medio de cultivo agar
nutritivo.

Descripcion de la colonia Descripcion microscopica (100x)
COCOS APARES
Tamafio: 40 -3 mm Forma: Bacilos
Forma: Circular Reaccion Gram: (+)
Borde: Entero Morfologia: Cocos a pares
Elevacion: Plano gia: P
Textura: Viscosa
Color: Beige:
Tipo de formacion: Opaca tosca
Tamafio: 7-5mm Forma: Bacilos
Forma: Ameboide Reaccion Gram: (-)
EI% r\(/j:éién: Eret\e/;?ja Morfologia: Cocos a pares
Textura: Viscosa
Color: Beige
Tipo de formacion: TranslGcido
COCOBACILOS
BT/ Tamafio: 14 -2 mm Forma: Bacilo
Forma: Circular

Borde: Ondulado
Realzada con borde

Reaccién Gram: (-)
Morfologia: Cocobacilos

Elevacion: . A
bicelado céncavo

Textura: Viscosa

Color: Beige oscuro
lepo de_, . Opaca lisa

ormacion:

BACILOS CON BORDES REDONDEADOS
BT8 Tamafio: 2-1mm Forma: Bacilos
- R - 7
Forma: Circular Reaccion Gram:  (+)
Borde: Entero Bacilos con
_ Morfologia: bordes

Elevacion: Convexa redondeados
Textura: Viscosa

Color: Transparente

Tipo de

formacion: Transparente

Tamafio: 6-1mm Forma: Bacilos
Forma: Ameboide Reaccion Gram:  (-)

Borde: Lobulado Bacilos con
Elevacion: Elevada Morfologia: bordes

redondeados

Textura: Viscosa

Color: Beige -

Tipo de_, . Translucido

formacion:
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Figura 7. Efecto del petrdleo sobre las poblaciones de
bacterias totales de acuerdo a sus caracteristicas
microscopicas. Las columnas con misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, P <0.01).
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Figura 8. Efecto del petrdleo sobre las poblaciones de
bacterias totales de acuerdo a sus caracteristicas
microscopicas. Las columnas con misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, P < 0.01).

Poblaciones de bacterias totales

La Tabla 4 muestra las poblaciones de bacterias
totales, segin su clasificacibn en el orden vy
abundancia en que fueron encontradas. Se estimaron
las unidades formadoras de colonias por gramo de
suelo seco (UFC g?) en cada uno de los tratamientos;
los resultados mostraron diferencias significativas (P <
0.01) ocasionado por las diversas concentraciones del
hidrocarburo. La Tabla 4 muestra que ciertas colonias
de bacterias no estuvieron presentes en el testigo, sélo
en tratamientos con las concentraciones mas altas de
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petroleo. Los T1 y T2 no expresaron diferencias
significativas (P > 0.01), pero a partir de las
concentraciones mas altas presentes en T3, T4 y T5 se
observo un incremento estadisticamente igual.

Al respecto, Vargas et al. (2004) mencionan que los
suelos contaminados con hidrocarburos contienen mas
microorganismos, pero su diversidad microbiana es
mas reducida en comparacion con los suelos no
contaminados; lo que explica el aumento en las
concentraciones de 10,000, 20,000 y 40,000 mg kg™
de petréleo crudo. Estos datos concuerdan con los
obtenidos por Rivera-Cruz, et al. (2004), que
obtuvieron un incremento altamente significativo en
las poblaciones de bacterias totales de petrdleo crudo.
La BT-1 mostrd6 una disminucién directamente
proporcional al incremento de la concentracién del
petréleo, ya que con 40,000 mg kg™ de petréleo no se
encontrd dicha colonia. A diferencia de BT-2, que se
vio favorecida por dicha concentracién. En el caso de
BT-3 no se encontraron diferencias significativas (P >
0.01) entre el testigo y los tratamiento hasta 10,000 mg
kg™ de petréleo; sin embargo, al igual que BT-4 se
observo el incremento de la poblacion microbiana a
partir de 20,000 mg kg* de petréleo crudo. De igual
forma la BT-5 se incrementd con esa concentracion;
aunque con 40,000 mg kg™ de petréleo crudo se
inhibio el crecimiento. Las colonias denominadas BT-
6, BT-7, BT-8 y BT-9 no aparecieron en el testigo;
estuvieron sélo en presencia del contaminante. Las
concentraciones de 3500 mg kg' y 40,000 mg kg™
favorecieron a BT-6 y BT-9 respectivamente; mientras
que BT-7 y BT-8 aumentaron con 10,000 mg kg™. Esto
coincide con Vargas et al. (2004) quienes afirman que
los suelos contaminados contienen una gran cantidad
de microorganismos que pueden incluir el nimero de
bacterias capaces de utilizar hidrocarburos, que
representan el uno por ciento de la poblacién total
(aproximadamente de 10*a 10° células por g de suelo).
Esto explica el aumento y la desaparicion de algunas
bacterias, e incluso la aparicién de otras que no se
encontraban en el suelo testigo. También explica que
concentraciones grandes de petrdleo inhiban el
crecimiento de las poblaciones y disminuyan la
biodiversidad de las comunidades microbianas
(Rhodes y Hendricks, 1990). Los efectos letales
provocados por exposiciones agudas originan
alteraciones de los ecosistemas (Botello, 1996) al
existir un desequilibrio dentro de los ciclos
biogeoquimicos (Rhodes y Hendricks, 1990).
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Tabla 4. Poblaciones de bacterias encontradas en el analisis microbioldgico realizado a las 219 horas de exposicion

al contaminante.

Concentraci6n ~ BT-1  BT2  BT-3  BT4 BT5 BT6 BI-7 BT8 BT9

de HTP

O (testigo) 1829b*  8943c 60980  16260d 3252hc Oc Ob 0d 0c
1200 (T1) 46002  2469d  6996b  82305c 3086bc Oc Ob  10500c Oc
3500 (T2) 2675b  8436c  5844b  8642d 6173ab  7407a Ob 9000a  4333a
10,000 (T3) 23630 14557b Ob 648101b Oc Oc 28692a 57333a Oc
20,000 (T4) 1250ch 0d 19583a 716667a  7500°  3208b Ob 36667b 42000a
40,000 (T5) Oc 33120a 20513a 730769 Oc Oc Ob 23000b 10000b

*Cifras con la misma letra en cada columna, no son significativamente diferentes (Tukey, P <0.01) (a > b).

Petroleo crudo sobre las poblaciones de bacterias
totales

La Figura 9 muestra el efecto general en las
poblaciones de bacterias a las 219 h de exposicion al
petréleo en cada uno de los tratamientos. En el
tratamiento testigop (0 mg kg’ de petréleo) se
observaron bajas poblaciones de bacterias, a diferencia
de los tratamientos contaminados con el hidrocarburo.

. '
. & I I I
-— . -

Cancentracion de petroleo (myg kg ')

UFC g de suelo seco

Figura 9. Efecto del petr6leo sobre las poblaciones de
bacterias totales. Columnas con la misma letra no son
significativamente diferentes (Tukey, P <0.01).

Los factores limitantes para el crecimiento microbiano
aerobio son la saturacion por agua, el nivel de agua
fredtica (0.36 m) y la textura arcillo limosa, que
origina disminucién de la porosidad (Rivera-Cruz et
al., 2006). El suelo franco arenoso, con un contenido
menor de arcilla en esta investigacion favorecio el
crecimiento bacteriano. Sin embargo, el petrdleo afecta
la composicion biolégica del suelo, ya que las
concentraciones tdxicas del petrdleo inhiben el
crecimiento de las poblaciones de microorganismos y
mesofauna; por ello alteran los ciclos biogeoquimicos
del ecosistema, lo que afecta su productividad (Rhodes
y Hendricks, 1990). Freedman (1989), indica que
algunos microorganismos pueden incrementar su
poblacidn en presencia de hidrocarburos.
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Poblaciones de Azotobacter sp., en suelo expuesto a
diferentes concentraciones de petréleo crudo

La Figura 10 muestra el efecto general que revelaron
las poblaciones de bacterias de Azotobacter sp., a las
219 h de exposicion al petréleo crudo, en cada una de
las distintas concentraciones. Para Azotobacter sp., se
observo un comportamiento similar en los tratamientos
testigo y el de 1200 mg kg™ de petréleo, al igual que
en los tratamientos con 3500, 10,000 y 20,000 mg kg™
de petréleo. So6lo ocurrié un incremento significativo
(P < 0.01) en el tratamiento con 40,000 mg kg™,
respecto al testigo. Existen dos factores que presentan
mayor influencia en la poblacion de Azotobacter en el
suelo, ambos asociados a la accién antagénica de la
microflora y los contenidos de la materia organica en
el suelo (Mishustin y Shilnikova, 1969). Muchos
microorganismos  aceleran el crecimiento  de
Azotobacter y la fijacion de nitrdgeno, pero otros
microorganismos (Cephalosporium spp) inhiben el
crecimiento de Azotobacter y consecuentemente su
habilidad para fijar el nitrogeno.

UFC g de suelo seco

Concentracion de petrales my kg-1)

Figura 10. Efecto del petréleo sobre las poblaciones
de Azotobacter sp y Rhizobium sp. Columnas con la
misma letra no son significativamente diferentes
(Tukey, P <0.01).

Jensen (1951), asi como Bhardwaj y Gaur (1970)
afirman que la falta de materia organica en el suelo es
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un factor limitante. El efecto benéfico de pequefias
cantidades de humus en el crecimiento de Azotobacter
y la fijacion de N son ya conocidos (Silva, 2007).

Los hidrocarburos modifican las caracteristicas fisicas
y quimicas del suelo (Nava y Tirado, 1980; Li et al.,
1997; Riser-Roberts, 1998), que provocan el bloqueo
del intercambio de gases entre el suelo y la atmdsfera
(Hersman y Flein, 1979; Segal y Mancinelli, 1987) y
que afectan a las poblaciones microbianas del suelo. A
pesar de ello, se destaca el comportamiento de
Azotobacter sp., como una bacteria capaz de sobrevivir
en ambientes hostiles, ademas de hacer patente que en
vida libre fijan al menos 10 mg de N, por g de
carbohidrato (glucosa) consumido (Espin, 2007).

CONCLUSION

En suelo contaminado con petrdleo, las bacterias
presentaron un aumento sostenido en la poblacion de
bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre a partir
de las 144 h de desarrollo, incluso en las
concentraciones mas altas de petréleo crudo utilizadas.
El indice del impacto microbiano mostr6 que a las 219
h, las poblaciones de bacterias se incrementaron
satisfactoriamente en namero, aunque no en
diversidad. Se presentd una menor diversidad de
colonias en los tratamientos con petroleo; al
incrementar la concentracion del hidrocarburo se
hallaron colonias bacterianas que no se presentaron en
el tratamiento testigo. Las poblaciones de Azotobacter
sp., fueron mayores a concentraciones mayores del
contaminante (40,000 mg kg*). Las bacterias fijadoras
de nitrogeno de vida libre, poseen la caracteristica de
adaptarse a condiciones adversas, por lo que pueden
ser aptas en estudios de biorremediacién de suelos

contaminados por petroleo crudo. Se podrian
seleccionar microorganismos tolerantes y
degradadores de hidrocarburo (tiles para el

saneamiento de zonas impactadas.
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