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ADAPTACION Y SELECCION DE MICROORGANISMOSAUTOCTONOSEN

MEDIOSDE CULTIVOSENRIQUECIDOS CON PETROLEO CRUDO

Adaptation and Selection of Autochthonous Microorganismsin
Culture Media Enriched with Crude Petroleum

Maria del Carmen Rivera-Cruz*, Ronald Ferrera-Cerrato?, Victor Volke Haller?,
Refugio Rodriguez Vazquez® y L uis Fernandez Linares®

RESUMEN

Los resultados que se presentan en e presente
trabajo se refieren a la versatilidad adaptativa y de
tolerancia de 46 hongos y 34 cepas de bacterias
autéctonas de la rizésfera de los pastos aleman
(Echinochloa polystachya) y cabezdn (Paspalum
virgatum) establecidos en Gleysoles, receptores de
derrames recientes y cronicos de petréleo crudo y
aguas aceitosas en e estado de Tabasco. La
evaluacion sucesiva se realizé en laboratorio, durante
tres fases, de hongos y bacterias sembrados en medios
solidos y liquidos enriquecidos con 1% de petrdleo
tipo Maya como fuente energéticaa Los
microorganismos que presentaron  crecimiento
abundante en las tres fases fueron: tres cepas de
bacterias gramnegativas y los hongos Aspergillus sp.,
Paecilomyces sp., Penicillium sp. y Trichoderma spp.
La mayoria procede de larizosfera del pasto cabezon,
expuesto a periodos largos y cronicos de
contaminacion hasta con 322841 mgkg! de
hidrocarburos totales del petrdleo. Las bacterias y
hongos seleccionados pueden ser una alternativa de
biorremediacién mediante consorcios microbianos.

Palabras clave: Carbono, crecimiento microbiano,
tiempo de generacion, bacterias fijadoras de N,
Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium, Trichoderma.
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SUMMARY

The results presented in this work highlight the
adaptive versatility and tolerance of 46 fungi and
34 strains of native bacteria of the rhizosphere of the
"ademadn" grass (Echinochloa polystachya) and
“cabezén” grass (Paspalum virgatum) growing in
Gleysols, which have been affected by recent and
chronic petroleum spills in the state of Tabasco.
Successive evaluations were carried out in laboratory
during three phases. The fungi and bacteria were
cultured in solid and liquid media enriched with 1%
Mayatype petroleum as the energy source. The
microorganisms that grew abundantly in the three
phases were three strains of gramnegative bacteriaand
the fungi Aspergillus sp., Paecilomyces sp.,
Penicillium sp., and Trichoderma spp. Most of these
are from the rhizosphere of “cabezén” grass exposed
to long, chronic periods of pollution with up to
322 841 mg kg™ of total petroleum hydrocarbons. The
bacteria and fungi selected could offer a bioremedy
through microbial consortia.

Index words: Carbon, microbial growth, generation
time, nitrogen-fixing  bacteria,  Aspergillus,
Paecilomyces, Penicillium, Trichoderma.

INTRODUCCION

Los derrames de petrdleo constituyen una fuente
de contaminacién del suelo y del agua. Este tipo de
contingencias ambiental es originan efectos directos en
las poblaciones de los microorganismos. Latolerancia
microbiana a la presencia de petréleo en € suelo
induce la selectividad y la disminucion de la
diversidad. Los microorganismos, tolerantes a este
ambiente de estrés, desarrollan y utilizan respuestas
enziméticas y fisioldgicas especializadas (Atlas et al.,
1991). Estos atributos propician las fluctuaciones
poblacionales de los hongos y bacterias autdctonos y
realizan, de manera natural, la degradacién quimica
del petréleo presente en el suelo. La biodegradacion y
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la foto oxidacién en los ambientes tropicales
encuentran condiciones favorables de temperatura,
nutrimentos, concentracion de oxigeno y humedad en
los edafoambientes, en particular, en la zona de la
rizosfera.

El petréleo crudo contiene cientos de compuestos
individuales, pero presenta cuatro formas estructurales
en funcién de la solubilidad en solventes organicos:
compuestos  saturados, aromaticos, resinas Yy
asfaltenos. Los compuestos saturados (CnH,n+y)
agrupan a los alcanos y cicloparafinas; |0s aromaticos
(CnHan-g)  incluyen a los mono, di vy
polinuclecarométicos. Las resinas son agregados con
una gran cantidad de estructuras, como: piridinas,
quinolinas, carbazoles, tiofenos, sulfoxidos y aminas;
el cuarto grupo son los asfaltenos, que incluyen los
agregados de poliaromaticos, acidos nafténicos,
fenoles, &cidos grasos y metaloporfirinas (Leahy y
Colwell, 1990).

Se ha demostrado que el crecimiento de los
microorganismos requiere de fuentes de carbono
derivadas de los hidrocarburos del petréleo. Los
compuestos saturados y los aromaticos con uno a
cinco anillos bencénicos son utilizados como fuentes
energéticas;, en cambio, los aromaticos de peso
molecular alto (mayor que cinco anillos bencénicos),
resinas y asfaltenos son dificiles de degradar por su
recalcitrancia (Sugiura et al., 1997).

La seleccion de bacterias y hongos a través de
pruebas sucesivas de crecimiento poblacional en
cultivo puro rico en petréleo, es una estrategia
eficiente para evaluar la adaptacion y sobrevivencia
de cepas tolerantes a concentraciones atas de
petréleo. Los resultados de las pruebas en laboratorio
respaldan la seleccion de las cepas mas tolerantes y
adaptadas. El éxito de las etapas subsiguientes, en
invernadero y en suelos contaminados en campo,
depende de la calidad de la seleccion y de las
condiciones ambiental es.

La evaluacion sucesiva de los microorganismos
gue utilizan hidrocarburos derivados del petréleo
como fuente de energia, es prioritaria para demostrar
la eficiencia de las tecnologias de biorremediacion en
suel 0s expuestos a concentraciones toxicas de petréleo
en el suelo. El objetivo en este trabajo fue seleccionar
de manera gradual en laboratorio, la respuesta de
hongos y bacterias autdctonos capaces de crecer en
cultivos puros enriguecidos con petréleo crudo Maya.
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MATERIALESY METODOS

Se colectaron rizésferas de los pastos aleman y
cabezon, cultivados en dos suelos influenciados por
las instalaciones del campo petrolero La Venta 'y del
Complgjo Procesador de Gas La Venta, ubicados al
oeste del estado de Tabasco. La rizosfera testigo (sin
petréleo) de ambos pastos se colectd en e €jido
Hermenegildo Galeana 3a Seccién, ubicado en el
municipio de Teapa, Tabasco. El método consistié de
cuatro etapas: 1) colecta de larizésfera; 2) evaluacion
microbiolégica de la rizésfera; 3) seleccion y
estabilizacion de microorganismos en petroleo;
4) andlisis estadistico. La Etapa 3 consistié de tres
fases sucesivas para bacterias y tres para hongos
(Figura 1).

Actividades de Preparacion y Materiales Utilizados

El material de vidrio se sometié por 5h a calor
seco (180°C); los medios de cultivo, puntillas,
petroleo y papel filtro se esterilizaron en olla de
presion a 1.3 kg cm? (Ingraham e Ingraham, 1998). El
papel filtro se cortd en cuadros de 1.5 x 1.5 cm antes
de la esterilizacién. Para la Etapa 2 se utilizaron
medios de cultivos complejos parael crecimiento de

CAMPO ETAPA 1

Colecta derizosfera

ETAPA 2
Evaluacion
T | microbiol 6gica de
A rizosfera L
B A
° ;
R [¢]
A R
T ETAPA 3 A
o Seleccion y estabilizacion T
R de microorganismos en o
| petréleo R
o |
— Act. de preparacion Act. de preparacion o)
N
BACTERIAS HONGOS
uantificaci on| L Fasel Fasel
ot S o T

Fase 3 Fase3

ETAPA 4
Disefio experimental y
Andlisis estadisticos

Figura 1. Protocolo del proceso de lainvestigacion.
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todo tipo de bacterias y hongos en menor tiempo, agar
nutriente (AN) para bacterias y papa dextrosa agar
(PDA) para hongos (Madigan et al., 1998). Se
utilizaron medios de cultivos selectivos de carbdn
combinado (CC) para bacterias fijadoras de N de vida
libre (Rennie, 1981). Otro medio utilizado fue: carbon
combinado modificado (CCM), especifico para
bacterias fijadoras de N atmosférico tolerantes a
petréleo, basado en medio inorganico + petrdleo, €l
cual const6 de dos soluciones. Solucion I: K;HPO,,
(0.8gL™), NaCl (0.1gL™), NaFeEDTA (0.007 gL™),
NaoMoO,s 2H,0 (0.25gL™), agar, agua destilada, el
pH se gustd a 7.0. Solucién Il: MgSOs 7H.0
(02gL™), CaCl, (0.06g L™, biotina y &cido
p-aminobenzoico (10 mg L™) y petréleo (400 mg L™)
(Rennie, 1981, modif. por R. Ferrera-Cerrato). El
medio para hongos celuliticos modificado (HCM)
para hongos tolerantes a petréleo, se formé con
nutrimentos inorgénicos + petréleo. Este medio
consistio de (NH,),SO; (05gL™), KH.PO,
(L.ogL™, KCl (05gL™), MgSO, 7H,0 (0.2gL™),
CaCl, (0.1g L™, agar, agua destlada vy
estreptomicina. El pH se gjusté a6.2 y se adicion6 1%
de petroleo (vol./vol.) [Eggins y Rugh, citados por
Johnson y Curl (1972)]. En la primera etapa se utilizé
medio sdlido, para la segunda y tercera fases de la
Etapa 3, medio liquido.

Se utilizé petréleo Mayaen laEtapa2 y enlastres
fases para bacterias y hongos de la Etapa 3. Este es un
crudo ligero; las caracteristicas son: gravedad 22.0,
viscosidad (cp) a 20 °C 5300; tiene el siguiente
contenido de hidrocarburos: C4-C10 = 48.8%,
C11-C20 = 36.66%, C21-C30 = 10.26%, C30-C40 =
3.05% y C41-C51 = 1.05% (Duncan et al., 1995).

Para la Etapa 3, en las tres fases de bacterias se
utilizo el medio especifico para bacterias fijadoras de
N tolerantes a petréleo (CCM solido y liquido); en las
tres fases de la Etapa 3 de hongos se utilizd medio
inorgénico + petréleo (HCM) solido y liquido. El
petréleo se incorpor6 como fuente energética a
finalizar la siembra de los microorganismos.

Etapa 1. Colecta de rizosfera. Se colectaron nlcleos
rizosféricos (0 a 30 cm de profundidad) del pasto
aldctono alemén [Echinochloa polystachya (H.B.K.)
Hitchc] y de pasto nativo cabezén (Paspalum
virgatum L.), establecidos en Gleysoles sin influencia
petrolera (17°40'58" N y 93°00'45" O); del pasto
aleman cultivado en suelo con derrame reciente de
petréleo crudo (18°06'52" N y 94°03'18" O) y del
pasto nativo cabezdn cultivado en suelo con derrame
crénico muy contaminado (18° 05 31" N vy
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94° 03 05" O) en el campo petrolero La Venta,
estado de Tabasco (Rivera, 2001).

En suelo sin influencia petrolera, se colectaron cuatro
nicleos rizosféricos de cada pasto establecidos en
Gleysol histi-orthiéutrico (abrdptico) con 100 mg kg™
de hidrocarburos totales de petréleo (HTP), atribuibles
alasintesis biogénicay por quemain situ de material
vegetal (Rivera, 2001). Otros cuatro nicleos se
extrgjeron del pasto alemén cultivado en un Gleysol
histi-districo (abrtptico) con 115 000 mg kg™ de HTP
derivados de un derrame reciente sucedido durante
agosto de 1998; del tercer sitio también se extragjeron
cuatro nucleos colectados del pasto cabezdn en un
Gleysol histi-eutri-sodico (abriptico) con 322 800
mg kg™ de HTP. Este sitio ha estado expuesto, desde
1963, a la acumulacion constante de petréleo crudo
procedente de la rotura de oleoductos y del agua
aceitosa del Complejo Procesador de Gas La Venta
(Rivera, 2001). El muestreo se realizd durante el
periodo de sequia (mayo 1999). Los nlcleos
rizosféricos se introdujeron de manera separada en
recipientes de vidrio &mbar esterilizados (Atlas y
Bartha, 1981; Boulding, 1994). La conservacion de las
rizosferas durante larecoleccion serealizd en hieleraa
4 °C, después se amacen6 en refrigeracion a 4 °C
durante una semana.

Etapa 2. Evaluacion microbioldgica de la rizésfera.
Se realiz6 con el método de conteo viable de células
vivas por siembra en superficie (Madigan et al.,
1998). Se prepararon diluciones decimales seriadas
con 10 g de suelo rizosférico en 90 mL de agua estéril,
hasta 1/10° para bacterias y 1/10° para hongos. Se
tomo 0.1 mL de cada dilucion y se colocd en e centro
de la cgja Petri con medios de cultivos de agar
nutriente (AN), papa dextrosa agar (PDA), carbon
combinado (CC), carbdn combinado modificado
(CCM) y hongos celuliticos modificados (HCM). La
dilucion se distribuyé con una varilla de vidrio
esterilizado en forma de L, se realiz6 por triplicado.
A los cultivos sembrados en medios de CCM y HCM
se les agregd cuadro de papel filtro impregnado con
petréleo y se adhirio en la pared interior de la tapa de
la caja Petri. Las cgjas sembradas se invirtieron y se
incubaron a 28 °C; los cultivos en AN, PDA y CC por
48 hy los cultivos en CCM y HCM durante 96 h. El
conteo de viables se redizd contando unidades
formadoras de colonias (UFC) expresadas en la
superficie de la caja, luego se convirtié a UFC g™ de
suelo seco. El conteo se realizd con contador de
colonias Darkfield Quebec, Cia. American Optical.
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Etapa 3. Seleccion y estabilizacion de
microorganismos en petréleo. Las pruebas de
seleccion de bacterias y hongos degradadores se
basaron en la evaluacion del crecimiento en medios de
cultivos enriquecidos con petréleo. Se utilizaron
34 cepas de bacterias y 46 hongos, resultado de las
cuantificaciones microbianas realizadas en nucleos
rizosféricos de |os pastos aleman y cabezdn en suelos
contaminados con petréleo y no contaminados. Todas
las bacterias son fijadoras de N atmosférico de vida
libre y son Gram negativas y moviles. Los hongos
pertenecen a los géneros Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus, Paecilomyces y ocho aislados no
identificados.

Bacterias. Fase 1. Siembra en medio sdlido. Esta
consistio en probar el crecimiento de 34 aislados de
bacterias previamente preservadas y caracterizadas.
La pureza de las bacterias se midié con la técnica de
tincién de Gram, se sembraron por triplicado, por €l
método de siembra por estria en placa (Ingraham e
Ingraham, 1998) en medio de carb6n combinado
modificado. La muestra de la colonia se tomd con una
asa esterilizada, se hizo e estriado sobre la superficie
del medio de cultivo. El petrdleo crudo se impregné
en un cuadro de papel filtro No. 42 y se adhiri6 en €l
interior de la tapa de la caja Petri. Las placas se
incubaron durante seis dias a 28 °C en incubadora de
conveccion mecanica GCA Corp. Se seleccionaron las
bacterias que crecieron sobre el medio de cultivo.
Fase 2. Siembra en medio liquido. Las 11 colonias
gue pasaron la prueba de la Fase 1 se colocaron de
manera individual, por triplicado, en contacto directo
con la fuente de carbono (petrdleo). Se utilizé medio
de cultivo mineral liquido estéril y seinoculé con una
suspension de bacterias tolerantes a petréleo en frasco
con respiradero de vidrio tapado con algodon (Rivera,
2001). La suspension de células microbianas se
realizd en 5 mL de agua estéril y se vertio en 50 mL
de medio de cultivo de carb6n combinado modificado
con 1% de petréleo. Las células se incubaron a 28 °C
durante 45 dias en agitacion rotatoria a
180 revoluciones por minuto, en una agitadora
incubadora New  Brunswick Scientific. La
cuantificacion serealizo por turbidimetria (Ingraham e
Ingraham, 1998), se tomo de referencia la escala de
turbidez de McFarland (Campbell et al., 1970), pero
con 1% de petréleo. La escala fue en porcentagje de
turbidez visual: 0%, cristalino: indica fata de
crecimiento o de formacién de biomasa microbiang;
25%, medio ligeramente turbio: indica poco
crecimiento; 50%, medio turbio: indica crecimiento
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intermedio; 75% turbio: representa crecimiento
normal; 100% muy turbio: indica crecimiento alto.
Esta escala se disefid y se aplico porque € petréleo
produjo interferencia en e espectrofotometro. Las
observaciones serealizaron a0, 15, 30y 45 dias.

Fase 3. Cinética de crecimiento. Las cinco bacterias
seleccionadas en la Fase 2 se evaluaron en esta fase.
Se utilizo el método de cultivo enriquecido (Madigan
et al., 1998). Se tomé 1 mL del cultivo bacteriano
obtenido en la Fase 2, se introdujo a un frasco con
respiradero de vidrio con tapén de algodén y gasa con
50 mL de medio minera de cultivo nuevo de carbdn
combinado modificado. Se realizd la incubacion a
28 °C durante 12 dias (288 h) en agitacion rotatoria a
180 revoluciones por minuto, en una agitadora
incubadora New Brunswick Scientific. Se incubd
durante 288 h, tiempo de adaptacién de las bacterias al
crecimiento en sustrato enriquecido con petréleo.

Las evaluaciones del crecimiento se realizaron a0, 3,
6, 9y 12 dias y se utiliz6 e método de conteo de
células viables por siembra en superficie. Se utilizaron
diluciones seriadas con base en 1 mL de sobrenadante
en 9 mL de agua estéril hasta 1/10°. Las cajas Petri se
sembraron por triplicado, se agreg6 en el centro de la
cgja 0.1 mL de cada dilucion, se distribuyé con una
varilla esterilizada de vidrio y se adhiri6 el cuadro de
papel filtro impregnado con petréleo en la pared
interior de la tapa de la cgja Petri. Las cgas se
invirtieron y se incubaron a 28 °C. El conteo de
colonias a las 96 h se realiz6 con e contador
Darkfield Quebec, Cia. American Optical, luego se
realiz6 la transformacion a UFC mL* de
sobrenadante.

Hongos. Fase 1. Siembra en medio sdlido. La pureza
de los hongos se verificd con estudios microscopicos
y con la identificacion de los géneros. Se realizé la
siembra por triplicado en medio sdlido HCM. Se tomé
con un sacabocado una rodagja del hongo con
estructura reproductiva, se colocé sobre un cuadro de
tul (1.5 x 1.5 cm) impregnado con 0.005 g de petroleo
Mayay se acomodo sobre el medio de cultivo mineral
inorganico sblido. Se incub6 a 28 °C durante cuatro
dias en incubadora de conveccion mecanica
GCA Corp. La evaluaciéon se redizé a 20 dias; €
criterio de seleccion fue el crecimiento del hongo
sobre el tul con petroleo.

Fase 2. Siembra en medio liquido. Se utilizaron los
hongos seleccionados en la primera fase. Se colocé el
micelio del hongo sobre el petréleo en e medio de
cultivo liquido. Se introdujo a medio liquido un
cuadro de tul (1.5 x 1.5 cm) impregnado con 0.005 g
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de petréleo, éste se colocd suspendido en la superficie
del cultivo liquido, sobre el tul con petrdleo se coloco
el micdio del hongo. Se incub6 a 28 °C durante
12 dias en una incubadora de conveccién mecéanica
GCA Corp. Se evalud de manera visua la cantidad de
micelio que creci6 sobre e cuadro de tul impregnado
con petréleo. La escala visual tuvo cinco grados: 0%,
el micelio no creci6; 25%, € micelio cubrid la cuarta
parte de la superficie del tul con petréleo; 50%, el
micelio cubrié lamitad del tul; 75%, €l micelio cubrio
tres cuartas parte de la superficie del tul; 100%, el
micelio cubrié totalmente la superficie del tul con
petréleo.

Fase 3. Cinética de crecimiento. Se utiliz6 el método
de vertido de suspension de hongo (5 mL de agua
estéril + 50000 conidios) en 50 mL de medio
inorganico liquido + 1% de petréleo. En esta fase, €l
hongo estuvo en contacto directo con gotas de
petrdleo (0.1 mL de petrdleo). Se incubd a 28 °C
durante 18dias en agitacion rotatoria a
180 revoluciones por minuto, en incubadora New
Brunswick Scientific. La cinética del crecimiento se
realizd con € método de conteo de viables en placa.
Se utilizaron diluciones seriadas de 1mL de
sobrenadante en 9 mL de agua estéril, hasta 1/10°. Las
cgjas Petri con medio sdlido inorganico (HCM) +
petrdleo se sembraron e incubaron de la misma
manera que las bacterias de la Etapa 3, Fase 3. Se
realizd conteo viable a0, 9y 18 dias.

Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Los factores y los niveles se agruparon en los
disefios factoriales siguientes: a) para las bacterias en
la primera fase se utiliz6 un 34 x 2 con tres
repeticiones (34 aislados y dos niveles de petréleo: Oy
1%); en la segunda fase de seleccion un 11 x 2 con
tres repeticiones (11 aislados y dos niveles de
petroleo: 0y 1%), en latercerafase un 5 x 2 con tres
repeticiones (cinco aislados y dos niveles de petroleo:
0 y 1%). El andlisis estadistico se aplicé a los
resultados obtenidos de la tercera fase de seleccién de
bacterias y hongos, se utiliz6 e programa ANOVA,
diferencias de medias de Tukey (P = 0.05) entre
tratamientos en tres tiempos (0, 6 y 12 dias) y
correlacion (SAS, 1989). El tiempo de generacion (G)
de las bacterias en la tercera fase se calcul6 con la
formula:

G=t/log 3.3b/B
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Donde: t = periodo de tiempo, b = nimero de
bacterias a final de un periodo dado, y B = recuento
bacteriano en el tiempo O (Pelczar y Reid, 1980).

RESULTADOSY DISCUSION

Microorganismos  Rizosféricos  en Suelos
No Contaminadosy Contaminados con Petr6leo

Las poblaciones de bacterias totales, bacterias
fijadoras de N atmosférico de vida libre, bacterias
asimiladoras de N, bacterias degradadoras de petroéleo,
hongos totales y hongos degradadores de petroleo se
encontraron en sistemas rizosféricos de los pastos
deman y cabezon, establecidos en Gleysoles
contaminados con derrame reciente, en Gleysol con
derrame crénico y muy contaminado y en Gleysol no
contaminado con  petréleo. Los resultados
evidenciaron diferencias estadisticas significativas en
la media de las poblaciones (Cuadro 1) segin el grado
de lacontaminacion y el tipo de pasto.

Las poblaciones de bacterias totales, bacterias
fijadoras de N y de hongos totales de |a rizsfera del
pasto aleman disminuyeron en Gleysol con derrame
reciente (115 211 mg kg* de HTP) respecto a
Gleysol no contaminado (Cuadro 1). Lareduccion fue
del orden de 6, 20 y 575 veces, respectivamente. La
disminucion fue mayor en la rizésfera del pasto
cabezon colectada en Gleysol con derrame crénico
(322841 mg kg™ de HTP), las bacterias asimiladoras
de N tuvieron 656 menor poblacién que las existentes
en el Gleysol sin contaminacion. Atlas et al. (1991)
mencionaron que las poblaciones microbianas
resienten el efecto de la contaminacién del suelo, 1o
cua se manifiesta en la disminucion de las
poblaciones microbianas originado por e estrés
ambiental.

Otros resultados obtenidos fueron e aumento
significativo de nueve y 33 veces las poblaciones de
las bacterias asimiladoras de N atmosférico y de las
bacterias fijadoras degradadoras de petréleo de la
rizosfera del pasto aleman cultivado en Gleysol
contaminado por derrame reciente respecto a la
rizosfera del pasto aleman cultivado en Gleysol no
contaminado. Larizosferadel pasto cabezon cultivado
en Gleysol histi-eutri-sodico con derrame crénico tuvo
nueve veces mayor poblacién de hongos tolerantes a
petréleo con respecto a no contaminado (Cuadro 1).
Este potencia rizosférico se ha encontrado en otras
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Cuadro 1. Unidades formadoras de colonias microbianas en la rizosfera de los pastos aleman y cabez6n en suelos de zonas

petroleras de Tabasco.
Pasto aleméan Relacion’ Pasto cabezon Relacion’
Microflorarizosférica GL*no GL GL no GL GL no GL muy GL no GL muy
contam. contam. contam. contam. contam. contam. contam. contam.
UFC (g suelo seco) UFC (g suelo seco)
HTPs (mg kg™ 100 115211 100 322841
B.® totales 37x10°0*  6.6x10%c 6 1 277x10'a  0.8x10%d 346 1
H. Ttotales 92x10°a  0.16x10% 575 1 6.1x10*b 0.06x10*d 102 1
B. asimiladoras de N 5x10°b  55x10%b 1 1 722x10*a  11x10% 656 1
B. fijadoras de N 54x10°b  27x10%c 20 1 355x10'a  1.4x10% 253 1
B. asimiladoras + petréleo 0.36 x 10*c 3.1x10%b 1 9 180x10*a 0.4x10*c 450 1
B. fijadorasde N + petréleo 0.30x 10%c 1.0x10*b 1 33 420x10*a  1.3x10%b 323 1
Hongos + petréleo 0.33x10%°c  0.23x 10%*d 1 1 055x10*a 4.7x10%*b 1 9

TLarelacion se obtuvo de la divisién de la poblacién més grande, como UFC, entre la poblacion més pequefia en lamisma hilera.

* Gleysol. ® Bacterias. "Hongos.

# Letras diferentes en sentido horizontal indican medias de tratamientos con diferencias estadisticas significativas (P = 0.05).

regiones petroleras del mundo, por gjemplo en Kuwait
(Radwan et al., 1995), con 10% de petroleo en €l
suelo las bacterias y hongos en sistema rizosférico de
plantas de maiz y tomate tuvieron respectivamente
3.0 x 10° y 8.1 x 10° UFC de bacterias por gramo de
raiz fresca.

Las poblaciones de bacterias fijadoras de N y
hongos tolerantes a HTP, obtenidos de los sistemas
rizosféricos de los pastos aleméan y cabezon, pueden
considerarse, de acuerdo con Atlas et al. (1991), como
cepas especidlizadas y degradadoras de petréleo,
porgue poseen la capacidad de multiplicarse en suelos
con concentraciones altas de petréleo. Estas bacterias
y hongos son importantes por el potencial genético
gue han desarrollado para € uso del petréleo como
fuente de carbono y energia en los procesos
metabdlicos. Las ventgjas de estos microorganismos
son para la descontaminacion de suel os.

Caracteristicas de Bacterias y  Hongos
Degradadores de Petrdleo Aidados de las
Rizosferas delos Pastos Aleméan y Cabezédn

Las caracteristicas morfoldgicas de las 34 cepas
de bacterias fijadoras de N atmosférico de vida libre
tolerantes a petrdleo son heterogéneas, 27 cepas se
localizaron en larizosfera del pasto cabezon y siete en
la rizosfera del pasto aleman. Las bacterias tuvieron
morfologia colonial diversa, desde colonias del tipo
puntiforme, circulares y adargadas. El estudio
microscépico mostré formas redondas individuales y
en grupos, bacilares y cocobacilos, Gram negativas y
moviles, margenes lisos e irregulares, convexas y
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planas; de colores transparentes, amarillas, rosadas y
blancas.

Los 46 hongos degradadores de petroleo, aislados
de las rizésferas del pasto aeman en suelo con
derrame reciente y del pasto cabezdn en Gleysol con
derrame cronico, 18 pertenecen a género
Trichoderma, 13 a género Penicillium sp., seis d
Aspergillus sp., un Mucor sp., un Paecilomyces sp. y
Siete no identificados. Estos resultados coinciden con
los obtenidos en otras zonas petroleras. Radwan et al.
(1995) encontraron hongos de los géneros Penicillium
sp. y Fusarium sp. en e sistema rizosférico del
tomate; April et al. (2000) identificaron varias
especies de los géneros Aspergillus, Gliocladium,
Penicillium y Trichoderma en pastos en suelos
contaminados en € oriente y sureste de Canada.

Seleccion y Estabilizacion de Bacterias en Petr6leo

La seleccion y estabilizacion de 34 bacterias
aisladas en medios de cultivos solidos enriquecidos
con petrdleo evidencid que 21 bacterias (62%)
crecieron en forma abundante en e medio
enriquecido, resultados similares  obtuvieron
Rosenberg et al. (1992) con cepas gramnegativas
puras. La sobrevivencia de bacterias puras en esta
primera fase de seleccion en condiciones de
laboratorio, sugiere que poseen capacidad para utilizar
hidrocarburos aliféticos y aromaticos como donadores
de electrones (Madigan et al., 1998), debido a que la
fuente de carbono se colocé a unos milimetros de
distancia de la superficie del medio de cultivo, en la
pared interior de latapa de la caja Petri.
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Las bacterias que crecieron en € medio solido +
petréleo en la segunda fase se sometieron a medios de
cultivo liguido enriquecidos con 1% de petroleo crudo
Maya. Los resultados obtenidos demostraron mayor
rigurosidad en la seleccion, ya que sélo 11 de las
21 bacterias crecieron en e medio liquido. Al
respecto, se ha encontrado que 96% de bacterias
aisladas de medios liquidos (lagos) presentan la
capacidad de emulsificar hidrocarburos derivados del
petréleo (Leahy y Colwell, 1990).

Los aislados de bacterias CT1, CT10, CT11,
CT14, CT16, CT20 y CT26 nativas de larizésfera del
pasto cabezon en Gleysol con derrame crénico
(322 841 mg kg™ de HTP), ademés la bacteria AT4 de
la rizosfera de pasto aeman en suelo con derrame
reciente (115211 mg kg' de HTP), tuvieron
crecimiento logaritmico. La turbidez total (100%)
resulté a 30 diasen las cepas CT16, CT20 y CT26; las
cepas CT1, CT10, CT11, CT14y CT16 lograron este
nivel de turbidez hasta 45 dias, otras mostraron menor
capacidad de multiplicacion (Figura 2). Las cepas més
tolerantes y adaptadas fueron 1a CT20 y la CT26 que
desde 30 dias alcanzaron 100% de turbidez, la menos
adaptada fue la cepa CT17, con 50% de turbidez. Al
respecto, Posten y Cooney (1993) afirmaron que la
turbidez es un indicador confiable del crecimiento
microbiano en condiciones ricas de carbono. Bury y
Miller (1993) indicaron que e crecimiento bacteriano
esta basado en tres mecanismos del metabolismo de
substratos poco solubles: 1) interaccion de las células
con hidrocarburos disueltos en la fase acuosa,
2) contacto directo de las células con gotas de
hidrocarburos, més grandes que las células,
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3) interaccion de las céulas con una
pseudosolubilizacion de los hidrocarburos, en donde
se acomodan en fracciones més pequefias que la
célula.

Los resultados de la medicion de los tiempos de
generacion por cepa evidenciaron medias de
tratamientos con diferencias estadisticas significativas
(P=0.05) entre cepas establecidas en sustrato
inorganico con petréleo y sin petroleo (Cuadro 2). Las
bacterias inoculadas en medio de cultivo con petréleo
requirieron menor tiempo de generacion que las
mismas bacterias sembradas en medio de cultivo
mineral sin petréleo. Estarespuesta demuestraquelas
cepas CT10, CT11, CT14, CT16 y CT26 utilizan €
carbono derivado del petréleo y son incapaces de
efectuar crecimiento autotréfico con CO, como Unica
fuente de carbono. La cepa que requirié menor tiempo
de generacién fue la CT16 del Tratamiento 7 con
petréleo con 15 h, la misma bacteria pero sin petréleo
necesitd 766 h (51 veces més tiempo) para duplicar la
poblacion (Cuadro 2). Esta respuesta posiblemente se
origind por dos causas. la primera, es que todo ser
vivo requiere fuente de carbono para crecer debido a
gue una célula tipica consta de aproximadamente 50%
de carbono (Madigan et al., 1998); la segunda, estas
cepas son tolerantes y presentan en la estructura
celular mecanismos hidrofdbicos que permiten utilizar
al petréleo como fuente de carbono y energia
(Rosenberg y Ron, 1998). Otras bacterias requieren
tiempos prolongados, segun la estimacion tedrica
basada en la formula de Pelczar y Reid (1980), para
alcanzar la duplicacién de la poblacion.

Hincio O15dies

B0dias HB4bdas

CT16
CT17
CT20
CT26

Figura2. Crecimiento de bacterias fijadoras de N en sustrato inorganico contaminado con petréleo 1%
(segunda fase). A = pasto aleméan, C = pasto cabezdn, T = Tabasco.
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Cuadro 2. Tiempo de generacion de cinco cepas de bacterias en sustratos enriquecidos con petréleoy sin petr6leo.

Tratamiento Crecimiento inicial’ Crecimiento final* Tiempo de duracién Tiempo de generacion
--------- UFC - - - - - - - - - I T
T, (CT10 + Petréleo) 8.6x10%¢8 8960.6 x 10°c 288 29
T, (CT10 - Petréleo) 2.9x10%d 3.0x10%c 288 10 285
T (CT11 + Petréleo) 6.1x10°c 270000 x 10° bc 288 19
T4 (CT11 - Petréleo) 6.1x 10°c 6.8x10°c 288 1926
Ts (CT14 + Petréleo) 8.6x10°c 133.3x 10°c 288 74
Te (CT14 - Petréleo) 8.3x10%°c 95x 10%¢c 288 1533
T, (CT16 + Petrdleo) 15.3x 10%a 10000000 x 10°a 283 15
Tg (CT16 - Petréleo) 16.3x 10°a 21.3x 10°b 288 766
To (CT26 + Petréleo) 11.6 x 10%b 943000 x 10° b 288 21
T10(CT26 - Petrdleo) 11.6 x 10°b 27x10°c 288 244

tCV=99r"=097(P=0.05. £CV=26.2;r°=0.99 (P=0.05).

§ Letras diferentes indican medias de tratamientos con diferencias estadisticas (P = 0.05).

Las cepas CT16 y CT26, establecidas en medio
mineral enriquecido con petroleo, presentaron durante
los cuatro tiempos evaluados el mayor incremento de
las UFC (Figura 3b); sin embargo, la cepa CT14
(Figura3a) establecida en las mismas condiciones
tuvo aumento en las UFC durante los cuatro tiempos
evaluados y a 216 h disminuyd la cantidad de las
UFC. También se observé quelas cepas CT10y CT11
fueron mas lentas en € crecimiento, la poblacién
aumento a partir de 144 h (Figura 3a). Asimismo, las
cinco cepas de bacterias establecidas en medio de
cultivo mineral, sin petréleo como fuente de carbono
y energia, no experimentaron crecimiento, se
mantuvieron en la fase de latencia (Figuras 3a 'y 3b).
Por esta razon es que no hubo crecimiento y aparecen
sobre la misma linea horizontal las cepas C10, C11y
C14 (Figura3a) y las cepas CT16 y CT26 (Figura 3b).

La comparacion estadistica de las medias
poblacionales de las cepas de bacterias en tres tiempos
(inicial, seis y 12 dias), destaca que en e tiempo
inicial no existieron diferencias estadisticas
significativas (P = 0.05), la poblacion fue constante de
10°UFC mL™; en cambio a seis dias sucedieron
diferencias estadisticas entre las medias de los
tratamientos. La cepa CT16 tuvo 80x10° UFC mL™,
estadisticamente fue la mejor, el resto de las cepas
aumentaron el nimero de UFC a 10* hasta 10°
(Figura 4, letras mayUsculas en barras). Las cepas de
bacterias a 12 dias que tuvieron mayor significancia
estadistica fueron CT16 con 10x10° UFC mL™?, en
segundo lugar CT26 con 94x10’ UFC mL™ y en tercer
lugar la cepa CT11 con 12x10" UFC mL™ (Figura4,
letras mindsculas en barras). El testigo tuvo una
cinética de crecimiento constante en 10°, las cepas no
se multiplicaron, esto se origind porque €l sustrato

430

utilizado no se enriquecié con petréleo, que es la
fuente de carbono.

Seleccion y Estabilizacion de Hongos en Petr 6leo

La seleccion y estabilizacion de 46 hongos
aislados en medios de cultivo sélido enriquecido con
1% de petréleo Maya evidenci6 que 20 hongos (42%)
se adaptaron a este sustrato. Los géneros mas
comunes  fueron:  Trichoderma,  Aspergillus,
Penicillium y Paecilomyces; algunos crecieron sobre
el petréleo y formaron una red densa de hifas sobre la
capa de petroleo y sobre e medio mineral. April et al.
(2000) aislaron en medio mineral sdlido, con petréleo
como fuente de carbono, los hongos Aspergillus niger,
Gliocladium cf. catenulatum, Penicillum cf.
janthinellum, Penicillium cf, el mas frecuente fue el
género Trichoderma.

Los hongos puros evaluados en sustrato liquido
con 1% de petrdleo crecieron en esta fase de
seleccion. La superficie impregnada con petroleo fue
determinante para € crecimiento de hongos. Se
encontro que a 20 dias de establecido € experimento
con 15 hongos, incluidos los géneros Aspergillus,
Trichoderma, Penicillium y Paecilomyces, cubrieron
con micelio 100% de la superficie del sustrato solido
impregnado con petroleo. Asimismo, se identificd que
algunos hongos crecieron en el interior de la fase
liquida, otros hongos lograron 75% y 50% de
cobertura del sustrato (Cuadro 3).

La respuesta de los hongos parece estar
relacionada con | as afirmaciones de Van Loosdricht et
al. (1990), quienes reportaron que las superficies
hidrofdbicas son las superficies méas activas para la
actividad microbiana, siguen una secuenciade cuatro
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Figura 3. Cinética de crecimiento de cinco cepas de bacterias en medio de cultivo con petréleo y sin
petréleo. C = Pasto cabezén; T = Tabasco; P = petréleo. Tiempo inicial. CV = 9.9; r? = 0.97 (P = 0.05).
Tiempo seisdias CV = 33.8; r2= 0.98 y tiempo de 12 dias. CV = 26; r2=0.99 (P = 0.05).
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Figura4. Comparacion de crecimiento poblacional entre tratamientos en cada uno de los tres tiempos
evaluados (fase tres). C = pasto cabezén; T = Tabasco. Medias de los tratamientos con diferentes nimeros
(inicio), letras mayusculas (seis dias) y mindsculas (12 dias), tienen diferencias estadisticas (P = 0.05).

pasos para lograr establecerse: transporte de células a
la superficie, adhesion inicial, fijacion a través de
polimerosy fibrillas; por Ultimo, la colonizacién.

La confirmacién del crecimiento durante la fase
en medio liquido permitié seleccionar de manera
rigurosa los mejores hongos segin la cinética
logaritmica de crecimiento. El experimento para
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confirmar el crecimiento en medio de cultivo liquido
enriquecido con petroleo se realizd introduciendo el
petroleo directamente al agua, se formd una interfase
petréleo/agua a través de gotitas de petrdleo. A nueve
dias de establecido el experimento, € micelio del
hongo roded completamente la gota formando
esférulas, conforme el tiempo aumento, € hongo se
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Cuadro 3. Crecimiento de hongos sobre sustrato de petroleo
crudoy medio inorganico liquido.

Cantidad de micelio sobre
Hongo petréleo crudo
0 dias 10 dias 20 dias
_______ 0 - = = = = = -

CT1 (Penicillium sp.) o 25 50
CT2 (Paecilomyces sp.) 0 50 75
CT3 (Aspergillus sp.) 0 50 50
CT4 (Penicilliumsp.) 0 50 75
CT5 (Aspergillus sp.) 0 50 100
CT6 (Trichoderma sp.) 0 0 100
CT7 (Trichoderma sp.) 0 25 50
CT8 (Trichoderma sp.) 0 50 25
CT9 (No identificado) 0 25 25
CT10 (Paecilomyces sp.) 0 50 100
CT11 (Trichoderma sp.) 0 25 50
CT12 (Trichoderma sp.) 0 25 25
CT13 (Penicilliumsp.) 0 0 50
CT14 (Aspergillus sp.) 0 25 50
AT1 (Trichoderma sp.) 0 25 75

T 0%, micelio escaso que cubre el sustrato; 25%, cantidad de micelio que
cubre la cuarta parte del sustrato; 50%, cantidad de micelio que cubre la
mitad del sustrato; 75 a 100%, micelio abundante que cubre el sustratoy el
micelio tiende a dispersarse en & medio de cultivo.

extendié en la fase liquida, posiblemente sobre la
pelicula fina de petrdleo, que correspondio a la fase
disuelta.

La poblacién de hongos a tiempo inicial vario de
10" a 10° UFC (Figura 5, nimeros en barras), a nueve
dias la poblacion aumenté y tuvo diferencias
estadisticas significativas entre las medias de los
tratamientos. La especie Trichoderma 2 fue € hongo
que tuvo mayor poblacién con 44x10° UFC mL™
(Figura 5, barras con letras mayusculas). El hongo
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Testigo Trichoderma 1

Aspergillus
Hongos

Trichoderma 1 de la rizésfera del pasto cabezdn
tuvo mayor crecimiento a 18 dias, fue e mejor con
29x10° UFC mL™, la segunda poblacién correspondié
a hongo Trichoderma 2 con 22x10* UFC mL™, los
hongos Aspergillus, Penicillium y Paecilomyces
formaron poblaciones del orden de 10* UFC mL™. El
tratamiento testigo formé poblacion constante en la
cinética de crecimiento, posiblemente porque este
hongo desde que se a6 de la rizésfera del pasto
cabezon se adaptd a medio minera enriquecido con
petroleo como fuente de carbono y energia
Resultados de April et al. (2000) reportaron que los
hongos de los géneros Penicillium y Aspergillus son
buenos degradadores de petrol eo.

Estos hongos  presentaron € mismo
comportamiento que en la fase anterior, formaron
esférulas alrededor del petrdleo. La tendencia natural
fue transportarse a una fase solida, la adhesion y
finalmente la multiplicacion. La gota de petréleo fue
el &ea de colonizacion inicial de los hongos. Al
respecto, existen reportes que mencionan que la gota
de petréleo insoluble en agua es € centro de
oxidacion de los hidrocarburos, empezando en este
lugar la descomposicion y dispersion de las gotitas
(Madigan et al., 1998).

Microorganismos Autéctonos con Potencial para
Crecer en Petrdleo

Durante las tres fases de seleccién, algunos
hongos y bacterias autoctonos demostraron la
capacidad de adaptacion y de crecimiento en medios
sdlidos y liquidos enriquecidos con petrdleo como

Oinicio M9 dias B 18 dias

Penicillium Paecilomyces  Trichoderma 2

Figura5. Crecimiento de hongos en medio inorganico con petréleo crudo en tres tiempos. Medias de
tratamientos con los mismos nimeros (inicio), letras mayusculas (nueve dias) y minlsculas (18 dias) tienen

diferencias significativas (P = 0.05).



Cuadro 4. Microorganismos autoctonos que utilizan petroleo
para su crecimiento.

Cepa Poblacién Tiempo de
generacion
UFCmLT h
Bacterias
CT16 10x 10%a" 15
CT11 12 x 10" bc 19
CT26 10x 10°a 21
Hongos
Trichoderma sp 1 29x10°a 44
Trichoderma sp 2 32x10%b 55
Aspergillus sp 18x 10°b 65
Penicillium sp 24x10°b 67
Paecilomyces sp 30x10°c 52

T Medias con la mismaletra en columna son estadisticamente iguales (P =
0.05). La comparacion de medias se realizo dentro de bacterias y dentro de
hongos.

fuente de carbono y energia. Los microorganismos
seleccionados con potencial para crecer en petréleo
fueron ocho: tres colonias de bacterias: CT11, CT26y
CT16, y cinco especies de hongos: Trichoderma 1,
Trichoderma 2, Aspergillus, Penicillium vy
Paecilomyces (Cuadro 4).

Estos microorganismos posiblemente  son
oxidadores de hidrocarburos y deben poseer en la
membrana un grupo especifico de oxigenasa, asociado
con la produccion de agentes de superficie que son
compuestos que tienen una fraccién hidrofilicay una
hidrofébica, propiedad que reduce la tension
superficial del medio acuoso por lo que los
hidrocarburos aumentan su solubilidad (Rosenberg y
Ron, 1998).

CONCLUSIONES

- Las poblaciones microbianas rizosféricas del pasto
aleméan se afectaron por €l petréleo acumulado en €
suelo. La poblacion de hongos totales disminuyd hasta
575 veces, también disminuyeron las poblaciones de
bacterias fijadoras de N y de bacterias totales. Se
encontraron en e suelo contaminado con petréleo
poblaciones grandes de bacterias asimiladoras y
fijadoras de N.

- La dindmica de los microorganismos rizosféricos del
pasto cabezon, establecidos en Gleysol histi-eutri-
sodico (abruptico), tuvo cambios importantes. La
disminucion drastica se encontré en las poblaciones
de bacterias asimiladoras que se redujeron 654 veces.
Las poblaciones de hongos fueron mayores hasta
nueve veces en el Gleysol histi-eutri-sodico muy
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contaminado con petroleo que en Gleysol histi-
orthiéutrico no contaminado.

- La seleccion redlizada en tres fases sucesivas en
medios sdlidos y liquidos permiti6 la seleccion de tres
colonias de bacterias a partir de 34 colonias aisladas;
y cinco hongos de 46 aislados. Los microorganismos
autoctonos de regiones petroleras fueron sensibles a
las tres fases de evaluacién y seleccién en medios
sdlidos y liquidos enriquecidos con 1% de petrdleo
Maya.

- Tres colonias de bacterias y cinco de hongos (dos
Trichoderma, un Aspergillus, un Penicillium y un
Paecilomyces) tuvieron capacidad de adaptacion y
crecimiento en cultivo puro con petréleo como fuente
de carbono y energia La mayoria se aislo de la
rizosfera del pasto cabezdn establecido en Gleysol
histi-eutri-sodico fuertemente contaminado desde
1963.

- Las tres bacterias y los cinco hongos seleccionados
poseen potencial de degradacion si se les integra en
consorcios para pasarlos a la etapa de invernadero e
introducirlos en sistemas rizosféricos y en suelo
nativo de regiones petroleras de donde son originarios.
-Los ocho microorganismos seleccionados son
considerados aptos para utilizarlos en pruebas de
invernadero que permitan generar tecnologias de
biorremediacién y fitorremediacion para zonas
petroleras impactadas.
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