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Resumen

Los derrames de hidrocarburos afectan las poblaciones de microorganismos del suelo, por tanto,
el presente proyecto de investigacion tuvo como objetivo, evaluar el potencial de crecimiento de
las bacterias libres fijadoras de nitrégeno (BLFN), en un suelo de piedemonte llanero extraido de
la Institucion Educativa Agricola de Guacavia (IEAG) en el municipio de Cumaral (Meta),
contaminado artificialmente con diésel. El disefio experimental de la investigacion se compone de
tratamientos por triplicado con concentraciones de diésel de 2500, 6100 y 9600 mg kg, mas un
control (testigo) v la caracterizacion fisicoquimica.

El suelo en estudio tiene una textura Franco arcillo arenosa (FArA), densidad real de 2,28
gr/cm?, porosidad de 51,75%, pH de 5,37, materia organica de 1,69%, nitrégeno total de 0,08% y
capacidad de intercambio cationico de 5,73 cmol/kg. Se midieron las poblaciones de BLFN a los
30, 60 y 90 dias después de la adicion del diésel, estas fueron reportadas en UFC g* de suelo, la
poblacion fluctud de 2,9x10° UFC gr! de suelo en el testigo hasta 2,4x108 UFC gr! de suelo en la
concentracion 6100 mg kg, no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos
(Tukey, P<0.05).

Se obtuvieron 27 cepas bacterianas, en su mayoria Gram positivas, debido a la capacidad de
crecer en el medio selectivo Rennie modificado para aislamiento de microorganismos fijadores de
nitrbgeno atmosférico, se seleccionaron e identificaron cuatro cepas mediante ARNr 16S,
correspondiendo a la clase actinomicetos del género Kribbella sp. y Amycolatopsis sp. con una
identidad del 99 y 98,7%, respectivamente.

Se determind que la densidad de BLFN es responsable del 65% de la variabilidad del Nitrégeno
total en el suelo de los diferentes tratamientos (r= 0,809; P< 0.05). Finalmente, se determindé que
las BLFN estan presentes, aun bajo condiciones adversas, como es la presencia de diésel, por lo
tanto, se recomienda para futuras investigaciones realizar pruebas directas tanto de la capacidad
de fijacion biologica de este nutriente, como de la efectividad en la biodegradacion de
hidrocarburos e incluso la capacidad de actuar como consorcio microbiano para la degradacion de
hidrocarburos.

Palabras Clave: Bacterias libres fijadoras de nitrogeno, diésel, nitrégeno, piedemonte llanero,

suelos contaminados.
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Abstract

Oil spills affect the soil microorganism populations; therefore, this research project aims to
evaluate the growth potential of nitrogen-fixing bacteria (BLFN), in a soil of the Piedemonte
Llanero extracted from the Agricultural Educational Institution Guacavia (IEAG) in the
municipality of Cumaral (Meta), artificially contaminated with diesel. The experimental design of
the research consists of treatments in triplicate with 2500, 6100 and 9600 mg kg? diesel
concentrations, plus one control and physicochemical characterization of the soil.

The soil in studio has a sandy clay loam texture, bulk density of 1.10 g/cm3, porosity of 51.75%,
pH of 5.37, organic matter of 1.69%, total nitrogen of 0.08% and cation exchange capacity of 5.73
cmol/kg. The populations of BLFN were measured at 30, 60 and 90 days after the addition of the
diesel, these were reported in CFU g! soil, these populations fluctuated from 2.9x10° CFU gt
(control soil) to 2.4x108 CFU g! (6100 mg kg diesel concentration), there were no significant
differences between treatments (Tukey, P<0.05).

27 bacterial strains, mostly gram positive, were obtained, due to the ability of growing in the
Rennie modified selective medium for atmospheric nitrogen fixers microorganism insolation. Four
strains were selected and identified, using 16S rRNA, matching to the class actinomycetes of the
genus Kribbella sp. and Amycolatopsis sp. with an identity of 99 and 98.7% respectively.

It was determined that the density of BLFN is responsible of 65% total nitrogen variability in
the soil of the different treatments (r=0.809; P<0.05). Finally, it was determined that the BLFN are
present, even under adverse conditions, such as the presence of diesel, therefore, it is recommended
for future research to assess directly the capacity of biological fixation of N, the effective ness in
hydrocarbons degradation and even the ability to act as a microbial consortium for the degradation
of hydrocarbons.

Key words: Nitrogen fixing bacteria, diesel, nitrogen, piedemonte llanero, contaminated soils.
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Introduccion

El nitrogeno (N2) es uno de los elementos indispensables para el desarrollo de todos los
organismos, se encuentra en aproximadamente el 80% de la atmosfera y por medio de distintos
procesos de fijacion es incorporado al suelo, donde mas del 90% del nitrogeno es organico,
proporcionado por la biodegradacion de plantas y animales muertos (Manahan, 2006, p.321;
Navarro y Navarro, 2003, p.183). Por ende, no puede ser aprovechado directamente por la mayoria
de los seres vivos, debido al triple enlace entre los dos atomos (NUfiez, 2016, p.5), requiriendo ser
transformado y liberado en compuestos mas sencillos de asimilar como amonio o nitrato. En las
plantas, el N participa en la estructura de las moléculas de proteina, aminoacidos, &cidos nucleicos,
vitaminas y fosfolipidos, ademas, estéa involucrado en el proceso de la fotosintesis al hacer parte
de la formacion de la clorofila (NuUfiez, 2016, p.13).

El proceso de fijacion del nitrdgeno es principalmente bioldgico, es decir, tan solo, un selecto
grupo de microorganismos especializados como algas, bacterias y actinomicetos pueden
aprovecharlo, dado que poseen un complejo enzimitico compuesto por nitrogenasas, que les
permite realizar la reduccion de este a una forma asimilable como el amonio, y asi, estar disponible
para otros organismos en suelo, permitiendo revertir o reducir la degradacion del mismo (Allan y
Graham, 2002; Parsons, 2004, citado por Mayz-Figueroa, 2004, p.1). Las bacterias libres fijadoras
de nitrdgeno (BLFN) o diazotroficas habitan en particulas de suelo rizosférico (bacterias de vida
libre) o estan asociadas al interior de la raiz, donde forman estructuras especializadas llamadas
nddulos (bacterias simbidticas) (Cruz etal., 2017, p.213).

Los suelos estudiados se caracterizan por presentar baja fertilidad, debido a la alta acidez y los
niveles toxicos de hierro y aluminio, sin embargo, en el piedemonte llanero existe un nivel de
fertilidad mayor comparado con los deméas paisajes de los llanos orientales, razén por la cual han
aumentado las actividades agropecuarias de ganaderia y agricultura (Viloria, 2009, p.8-10).
Ademas, el departamento del Meta fue el mayor productor de crudo de petrdleo en el 2018 con
una produccion promedio de 420.000 barriles/dia (Descubren crudo en el Meta, 2019), asi mismo,
la zona de piedemonte presenta la mayor poblacion en relacion a las demés zonas del departamento

(Curvelo y Acosta, 2006, p.44); teniendo en cuenta lo anterior, estos suelos se encuentran
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intervenidos por maquinaria agricola y las vias de esta zona son transitadas por vehiculos de carga
y de pasajeros, aumentando el riesgo de vertimientos accidentales de crudo de petréleo y derivados.

Cabe mencionar, que esta investigacidon hace parte del macroproyecto “Comportamiento de las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas en suelos de vocacion agricola artificialmente
contaminados con Gasolina y Diésel en el piedemonte llanero del Municipio de Cumaral (Meta)”
aportando insumos para el desarrollo del primer y segundo objetivo, mediante el analisis de la
relacion existente entre suelos contaminados con diésel y el comportamiento de bacterias libres
fijadoras de nitrdgeno (BLFN). En este sentido, esta investigacion busca indagar sobre la presencia
de las BLFN en un suelo del piedemonte llanero y asi mismo, evaluar su comportamiento ante la

alteracidon de su entorno mediante la adicion de dicho contaminante.
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1. Planteamiento del problema

En el suelo se realizan los procesos de transformacién del nitrbgeno, como menciona Rodriguez
(2014) existen relaciones entre plantas y microorganismos que constan del intercambio de materia
y energia, siendo las bacterias fijadoras de nitrogeno las encargadas de dichos procesos. EI N en
el suelo se encuentra en forma de nitritos (NO2’), nitratos (NOs’) y amonio (NHs*). Estos
compuestos son indicadores de la calidad y fertilidad, al ser nutrientes esenciales para los
organismos presentes (p.3). El suelo tiene diferentes maneras de fijar biologicamente el nitrdgeno
presente en el medio, en el caso de la asociacion con bacterias fijadoras de nitrdgeno, no se requiere
que el nitrogeno se encuentre en el suelo. El nitrdgeno atmosférico (N2) es reducido a NHa®,
mediante la accion del complejo enzimatico nitrogenasa, para asi, poder ser utilizado por la planta
(Moya, 1997, p.74).

El nitrdgeno inorgdnico como nitrato o amonio es uno de los principales nutrientes en las
plantas, dado que contribuye a su crecimiento y al rendimiento de los cultivos siendo directamente
proporcional a la presencia de este compuesto en el suelo. Por lo que fertilizar se convierte en una
actividad necesaria que permite adecuar los suelos a las caracteristicas nutricionales de los
cuktivos.

En Colombia, aproximadamente el 80% de los productores agricolas utilizan fertilizantes
nitrogenados, entre ellos urea (46% de nitrogeno), sulfato de amonio (21% de nitrdgeno) y nitrato
de amonio (34% de nitrdgeno), las aplicaciones de estos productos nitrogenados han aumentado
con el paso de los afios, dado que en 1990 se utilizaban 100 kg/ha mientras que en 2001 se
aplicaban 250 kg/ha (DANE, MADR vy Sistema de Informacion de Precios y Abastecimiento del
Sector Agropecuario, 2012, p.1), este aumento ademas se refleja segun el Banco Mundial (s.f.) en
el consumo de fertilizantes en Colombia que para el 2016 fue de 659,45 kg/ha.

En los suelos del piedemonte llanero se ha reportado la presencia de nitrdgeno en 0,11% y
0,12% (Rincon, 2007; Rincon y Ligarreto, 2010), valores que indican la deficiencia de este
elemento. Pese aello, estos suelos poseen gran importancia agricola y ganadera, requiriendo el uso
de maquinaria agricola (tractores, combinadas, rastrillos, cosechadoras, sembradoras, entre otras),
con el fin de garantizar el optimo rendimiento de los cultivos, mejorando asi, la produccion y la

productividad. Segun Fedearroz (2017) en el 2016 el departamento del Meta contaba con 825
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tractores y 253 combinadas, con una edad promedio de 10 y 14 afios respectivamente. Dicha
maquinaria utiliza diésel como combustible dado que es mas rentable y eficiente que la gasolina,
ya que permite transportar grandes cargas al comprimir y aprovechar por més tiempo la mezcla de
aire y combustible (Unidad de Planeacion Minero Energética, 2013, p.129). Figurando como una
causa de los vertimientos de derivados de hidrocarburos, ya sea por la antigiedad o por el
inadecuado manejo y mantenimiento, provocando desgaste en la maquinaria y por ende mayor
probabilidad de derrame.

Sin embargo, son otras las situaciones que generan mayor aporte de este tipo de contaminantes
en el suelo. Los llanos orientales son considerados como el gran deposito de petroleo, teniendo en
cuenta que departamentos como Meta y Casanare concentran el 69% de la produccion de crudo
del pais (Arcila, 2018), razon por la cual, se ha incrementado el transito de vehiculos de carga de
hidrocarburos, y asi mismo, el riesgo de vertimientos accidentales.

Por ejemplo, enelafio 2013 en las vias del Meta, Casanare y Arauca Se reportaron 46 accidentes
relacionados con el transporte de hidrocarburos (Méndez, 2013). Tan sélo en Casanare se registrd
en el 2013 por lo menos 6 derrames de petrdleo y en el 2014 ocurrid una emergencia cercana a 20
barriles de crudo por la ruptura de un tubo (Llano 7 dias, 2014). Igualmente, en el 2015 un carro
de carga pesada que transportaba 220 barriles de petréleo se volcd en la via Cumaral (Volcamiento
via a Cumaral, 2015).

Los derrames de diésel pueden generar impactos tanto a nivel econémico y social, como
ambiental en las zonas cercanas al sitio del incidente (Pardo, Perdomo y Benavides, 2004, p.41),
puesto que, las cosechas presentes en el lugar del derrame no van a poder ser aprovechadas, lo que
representa pérdidas econdmicas y al mismo tiempo, no se pueden realizar actividades agricolas y
ganaderas en esta zona, también puede causar la disminucion en la calidad de vida de las personas
que residan en las zonas aledanas al lugar del derrame, dado que se aumenta el riesgo toxico y por
tanto, de afectacién a la salud publica.

De igual forma, aumenta la contaminacién tanto al suelo, aire y agua dependiendo de la cantidad
del derrame vy las caracteristicas del lugar. Ensuelos que han sido contaminados por diésel se puede
apreciar “la reduccion o inhibicion del desarrollo de la cobertura vegetal en el lugar del derrame,
cambios en la dinamica poblacional de la fauna y contaminacion por infiltracion a cuerpos de

agua subterraneos” (Pardo et al., 2004, p.41). Es decir, afecta las propiedades fisicas, quimicas y
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bioldgicas del suelo y, por ende, altera las poblaciones de microorganismos que se encuentren en
el lugar.

Por lo tanto, el presente estudio determino el potencial de crecimiento, aislamiento e
identificacion de BLFN a partir de reactores con suelo proveniente de la IEAG, artificialmente

contaminado con diferentes concentraciones de diésel.

1.1 Formulacion entorno al problema

Se gener0 la siguiente pregunta problema: ;Como varia el potencial de crecimiento de las
bacterias libres fijadoras de nitrdgeno en un suelo proveniente de la Institucion Educativa Agricola
de Guacavia del municipio de Cumaral-Meta contaminado artificialmente con diferentes
volimenes de diésel (0, 200, 500, 800 ml), en un periodo de 3 meses? Se establecio, la siguie nte
hipotesis de investigacion: la presencia de diésel afecta positivamente el potencial de crecimiento
de las BLFN en el suelo, aumentando la densidad poblacional de estas en los diferentes

tratamientos con respecto al suelo sin contaminante.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar el potencial de crecimiento de las bacterias fijadoras de nitrogeno en un suelo agricola
de piedemonte del municipio de Cumaral — Meta, simulando un derrame accidental con diésel a
diferentes volimenes (0, 200, 500 y 800 ml), que permita determinar el comportamiento del suelo

por la exposicion a este contaminante.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas ex situ, a partir de suelo artificialmente
contaminado con diésel.

e Estimar la capacidad de crecimiento (recuento Yy viables) de bacterias libres fijadoras de
nitrogeno atmosférico ante diferentes volimenes de diesel.

e Analizar el potencial de bacterias diazotréficas o fijadoras de nitrogeno de vida libre en un

suelo del Piedemonte Llanero.



Potencial de crecimiento de bacterias diazotréficas 21

3. Justificacion

En Colombia la investigacion sobre la fijacion bioldgica del nitrdgeno se ha enfocado en las
bacterias simbidticas, particularmente, la relacion de rizobios — leguminosa, sin tener en cuenta las
bacterias de vida libre. Sin embargo, las BLFN mediante la fijacion biologica de nitrdgeno aportan
anualmente entre 22 y 56 kg/ha, representando el 50% del nitrdgeno necesario por las plantas,
ademas, reduce tanto el uso de fertilizantes como los costos de produccion agricola (Cardona y
Sanchez, 1998, p.44).

En ese sentido, las investigaciones realizadas en el pais sobre las BLFN por Gaviria et al.
(2018), Moya (1997) y Venegas (2012) se relacionan con la actividad promotora de crecimie nto
vegetal en diversos cultivos como zanahoria, arroz y cafia de azlcar; mientras que son escasos los
estudios acerca de su crecimiento en un suelo contaminado con diesel.

Por tanto, se realizd el presente estudio, con el propdsito de determinar los efectos que tiene el
diésel en el suelo como la alteracion de su estructura y la reduccion del contenido de materia
organica Yy nutrientes como nitrato, potasio, fosfato y sodio (Serrano et al., 2003; citado por
Velasquez, 2017, p.156). En efecto, Bossert y Bartha (1984) informaron que en suelos
contaminados crénicamente con petréleo crudo se encuentran abundantes poblaciones de BLFN
(citado por Hernandez, Ferrera y Rodriguez, 2003, p.82).

Segun Sorkhoh et al. (2010) en suelos contaminados con petréleo se estima que la poblacion de
microrganismos fijadores de nitrégeno se encuentra en 1x108 UFC/g de suelo, ademas, “son
capaces de utilizar hidrocarburos alifaticos y/o aromaticos como fuente de carbono y energia
(hidrocarbonoclastas)” (citado por Cruz et al., 2017, p.213). Igualmente, facilitan el intercambio
de los nutrientes y minerales presentes en el suelo, evitando procesos erosivos Y la reduccion de la
fertilidad de los suelos (Mahecha, 2011, p.5).

Teniendo en cuenta lo anterior, se planteé que las BLFN pueden utilizarse como una alternativa
para la descontaminacion de suelos (Hernandez et al., 2003, p.88), brindando relevancia e
importancia a este estudio, ya que estas podrian ser parte de la solucion ante un posible derrame
de hidrocarburo (diésel) en un suelo de piedemonte, siendo uno de los estudios pioneros en
determinar el comportamiento de las BLFN ante derrames de diésel, en suelos del piedemonte

llanero.
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4. Alcance

El presente proyecto se encuentra en el marco del macro-proyecto “Comportamiento de las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas en suelos de vocacion agricola artificialmente
contaminados con Gasolina y Diésel en el piedemonte llanero del Municipio de Cumaral (Meta)”,
apoyando el desarrollo de los objetivos especificos uno y dos, mediante el andlisis de las
caracteristicas fisicas y quimicas de un suelo contaminado artificialmente con diésel y la
evaluacion de la densidad microbiana de las bacterias asociadas al ciclo biogeoquimico del
nitrbgeno en un suelo contaminado con diésel. Con el fin de generar informacion documentada
que pueda ser utilizada como referencia del comportamiento de las BLFN o diazotréficas, debido
a la importancia del nitrdgeno como componente esencial para el desarrollo de la vida.

Espacialmente, las muestras de suelo fueron tomadas del predio de la IEAG, localizado en el
municipio de Cumaral-Meta, cuyas coordenadas geograficas son latitud 4°15'05.08"N y longitud
73°19'59.72"0 (Apéndice A). El municipio se encuentra a 452 mshm, con una temperatura
promedio de 21°C, precipitaciones de 2500 mm a 3500 mm al afio que van desde abril hasta octubre
y la humedad relativa es de 84%. Ademas, presenta una topografia plana y paisaje de piedemonte
llanero (Alcaldia de Cumaral, s.f, p.33).

El alcance de este proyecto de investigacion fue evaluar el potencial de crecimiento de las
bacterias libres fijadoras de nitrogeno en un suelo de area agricola contaminado mediante un
vertimiento artificial con diferentes volimenes de diésel (0, 200, 500 y 800 ml). Para esto, se
realizaron recuentos bacterianos una vez al mes durante tres meses, y asi mismo, se midieron los
parametros fisicoquimicos del suelo, dichas actividades se llevaron a cabo en los laboratorios de
la Universidad Santo Tomas sede Villavicencio. El tiempo de ejecucion fue de 8 meses,

comprendidos desde el mes de mayo hasta el mes de diciembre de 2018.
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5. Antecedentes

La presencia de las BLFN en el suelo proporciona algunos beneficios, tales como la
incorporacion de nitrogeno en suelos con baja presencia de este macronutriente, fomentar el
crecimiento vegetal y asi mismo, pueden ser involucradas en procesos de biodegradacion de
hidrocarburos.

Por su parte, en América Latina, se ha estudiado el crecimiento y comportamiento de las BLFN
en el suelo. Tal es el caso de Hernandez et al. (2003) donde se usaron cuatro concentraciones de
queroseno (0, 500, 2500 y 5000 mg kg1), siendo 2500 mg kg! la que obtuvo mayores poblaciones
de bacterias fijadoras de nitrégeno con 4x10% UFC g de suelo, ademas, determinaron que la
adicién de este hidrocarburo al suelo no limitd el nimero de poblaciones. Por lo tanto, sugieren
utilizar este grupo microbiano en la biorremediacion de suelos afectados por queroseno y al mismo
tiempo, estos pueden incorporar nitrégeno al suelo.

En la Patagonia, Argentina se inform0 que la cantidad de microorganismos diazotrofos
degradadores de hidrocarburos fue de 3,7x10° UFC g. Se caracterizaron tres microorganismos de
los géneros Pseudomonas sp, Bacillus spy Gordonia sp, los cuales fueron capaces de biodegradar
casi en su totalidad hidrocarburos alifaticos y aromaticos, ademas, se adaptaron a diferentes tipos
de estrés como cambios de pH, temperatura y salinidad. Por consiguiente, consideran de gran
importancia estos microorganismos, dado que pueden realizar fijacion bioldgica del nitrogeno y
ser incorporados en la degradacion de los hidrocarburos (Acufia, G. Pucci y O. Pucci, 2010).

En un estudio realizado en México se usaron cinco concentraciones de petroleo (1200, 3500,
10,000, 20,000 y 40,000 mg kg en peso seco) y se establecieron las poblaciones bacterianas en
cada una. Se presentd un incremento exponencial de colonias altamente significativo de 2 a 3,5
veces mas abundantes que en el testigo. Concluyeron que estas bacterias se pueden adaptar a
condiciones adversas, por lo tanto, podrian ser Utiles para el saneamiento de zonas impactadas con
hidrocarburo (M. Vazquez, Montiel, D. Vazquez y Herrera, 2011).

A nivel nacional, se han desarrollado investigaciones desde la academia acerca de las bacterias
diazotroficas en el suelo, que coinciden en la necesidad de conocer el comportamiento de estas
bacterias y su aporte a los cultivos. Tal es el caso de Risaralda (Salas, 2011) donde se informo una

densidad de 8,4x10* UFC g! para cultivos de cebolla, 7,5x10* UFC g para plantaciones forestales
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y 9,6x10* UFC gt para bosques subandinos, demostrando que no hay diferencias significativas
entre los tres usos de suelo.

Después, se realizd en Pereira el aislamiento de microorganismos fijadores de nitrégeno, donde
se identificaron Acitnomicetos fijadores de nitrdgeno presentes en el suelo del Jardin Botanico de
los géneros Streptomyces sp. y Nocardia sp; las cepas obtenidas mostraron potencial como
promotores de crecimiento vegetal (Salazar y Ordofez, 2013).

Posteriormente, en Cundinamarca se determind la presencia de bacterias fijadoras de nitrdgeno
en suelos en agroecosistemas cafeteros (ecoldgicos y convencionales) determinando que existen
mayores UFC en las fincas ecoldgicas, posiblemente por el uso de agroinsumos en las fincas
convencionales, también, reportaron mayores UFC en época de sequia. Ademas, establecieron que
su presencia no esta relacionada de manera relevante con las propiedades fisicoquimicas del suelo
analizadas en este estudio (Fernandez y Perdomo, 2015).

Por dltimo, Gaviria, Restrepo, Galeano y Hernandez (2018) establecieron que las bacterias
diazotroficas aisladas en su investigacion tienen potencial para elaborar inoculantes microbianos
para el cultivo de zanahoria, con diferentes caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal,
por consiguiente, consideran pertinente realizar pruebas de campo con el propdésito de validar su
comportamiento real.

Los trabajos de investigacion mencionados anteriormente son pertinentes en el desarrollo de
este estudio, dado que contemplan el comportamiento de las BLFN en el suelo ante una
perturbacion del entorno como lo es la adicion de hidrocarburos (Hernandez et al., 2003; Vazquez
et al., 2011; Acufa et al., 2010) y coinciden en la viabilidad de incorporar esos microorganismos
en la degradacion de hidrocarburos. Asi mismo, la investigacion de Salazar y Orddfiez (2013)
permitid realizar la caracterizacion e identificacion de las cepas de actinomicetos obtenidas.

En cuanto a los trabajos nacionales se han realizado investigaciones enfocadas al uso de las
BLFN en la agricultura, pero no se ha tenido en cuenta su comportamiento ante hidrocarburos. Sin
embargo, se implementaron algunas consideraciones de la metodologia descrita por Fernandez y
Perdomo (2015) y Gaviria et al. (2018) como la cantidad de diluciones y el tiempo de incubacion.

El presente trabajo se estima como el primer documento base que se realiza en zona de
piedemonte llanero sobre bacterias diazotroficas en el municipio de Cumaral, Meta, siendo un

importante insumo y base de datos para investigaciones futuras.
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6. Marco de referencias

6.1 Marco tedrico

6.1.1 Generalidades del piedemonte llanero.

El piedemonte llanero colombiano se encuentra en la region de la Orinoquia, ubicado en la base
de la cordillera oriental, iniciando en el municipio de Uribe y terminando en Barranca de Upia,
ampliandose hasta el oriente hacia el rio Metica y Guayabero, abarcando alturas entre los 200 y
700 msnm (Alvarez de Leon et al, 2007, p.24). Posee una extension cercana a2°010.000 hectareas
(ha), ocupando el 7,6% de la regién Orinoquia y 120.000 ha se encuentran en el departamento del
Meta, significando el 12% de la superficie total del departamento (Rincon etal., 2010, p.10). Esta
es una zona de transicion entre los bosques montanos y las sabanas de altillanuras, la cual ofrece
mayor fertilidad que los suelos que se encuentran Orinoquia adentro, puesto que es abastecida por
cuerpos hidricos provenientes de la vertiente oriental, generando suelos sedimentaros (IGAC,
2003; citado por Bricefio, 2015, p.133).

También se caracteriza por registrar temperaturas entre los 18 y 24°C, precipitaciones anuales
que oscilan entre 2.800 y 5.000 mm, con un régimen monomodal, es decir, lluvias que comprenden
desde abril hasta noviembre y sequia entre diciembre a marzo. Ademas, se encuentra en piso
térmico calido, permitiendo ser mas productivo econdmicamente y mas favorable para el
desarrollo de actividades agricolas y pecuarias que otras zonas de la region. Cabe mencionar, que
en el piedemonte se encuentra la mayor concentracidn poblacional del departamento del Meta
(Alvarez de Leon et al., 2007, p.25; Curvelo y Acosta, 2006, p.44; Rincon, 2007, p.15).

6.1.2 Suelos del piedemonte llanero.

Los suelos del piedemonte normalmente presentan altos contenidos de arcillas, variaciones de
la densidad aparente entre 1,2y 1,7 gr/lcm3, bajos niveles de pH (indicando que son suelos acidos
o ligeramente &cidos), contenido medio de las bases intercambiables, mientras que la capacidad de

intercambio catidnico y la saturacion de aluminio tiende a ser alta (Rincon et al., 2010, p.15).
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Igualmente, poseen bajos contenidos en materia organica y de nutrientes como fosforo, calcio,
magnesio Yy nitrdgeno (Rincon y Ligarreto, s.f, p.5; Rincon y Ligarreto, 2008; p.74; Rincon y
Ligarreto, 2010, p.123). Son suelos recientes, razon por la cual son relativamente fértiles y poco
lixiviados, teniendo en cuenta que reciben nutrimentos de la zona alta de la cordillera (Rincon et
al., 2010, p.15). En el caso del municipio de Cumaral, estos suelos se encuentran clasificados
taxonébmicamente en su mayoria como Inceptisoles, seguidos por Entisoles y Oxisoles (Pulido,
Venegas, Jaime, Gémez y Ostos, 1999, p.17).

Rincon y Ligarreto (s.f) reportaron que después de analizar 170 muestras de suelo en diferentes
fincas del Piedemonte Llanero, encontraron que el 70% de estas presentaban contenido de materia
organica entre 1,2 y 2,7% (p.2), indicando bajo contenido de nitrbgeno. La materia organica
cumple un rol importante en el suelo al relacionarse con la fertilidad, ya que es una fuente de

nutrientes para las plantas y los microorganismos (Velandia, 2016, p.48).

6.1.3 Derrames de hidrocarburos en el suelo.

Debido a creciente demanda energética en el mundo se ha utilizado el petroleo y sus derivados
como principal fuente de abastecimiento, donde se encuentra el diésel, la gasolina y el jet fuel
como los productos de la canasta energética con mayor participacion, representando el 48%, 24%
y 8% respectivamente (Rodriguez, 2017, p.53). Sin embargo, el aumento de la explotacion del
petréleo ha traido consigo el aumento de las fuentes de contaminacion, tal es el caso de los
derrames, los cuales en Colombia han ocurrido por diversas circunstancias, principalmente de tipo
voluntario, accidental o por atentados efectuados por grupos al margen de la ley (Velasquez, 2017,
p.154), ocasionando que estas sustancias entran en contacto con el suelo.

Los derrames de diésel deterioran la calidad del ambiente, afectando principalmente las
propiedades del suelo y agua, como resultado de las alteraciones a la estabilidad quimica intrinseca
y a la pérdida de capacidad de degradacion de los diferentes microorganismos presentes en estos
medios. Asi mismo, pueden causar variaciones en la diversidad microbial (Serrano, Torrado y
Pérez, 2013, p.237). Velasquez (2017) expresa que “los hidrocarburos impiden el intercambio
gaseoso con la atmdsfera, iniciando una serie de procesos fisico-quimicos simultaneos, como
evaporacion y penetracion” (p.152), sin embargo, no todos los derrames son iguales, por lo que se

debe tener en cuenta el tipo de hidrocarburo, temperatura, humedad, textura del suelo y cantidad
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vertida, dado que pueden variar los tiempos de los procesos ocasionando diferente nivel de
toxicidad; generando de esta manera graves consecuencias ambientales tanto en la flora como en
la fauna.

6.1.4 Ciclo del nitrégeno.

El nitrdgeno (N2) es un elemento esencial para el crecimiento de todos los organismos,
necesario para la composicién de proteinas, material genético, clorofila y otros componentes de
las células (Cubillos, 2009, p.13). La mayor cantidad de nitrogeno esta en la atmdsfera
(aproximadamente el 80%), mientras que la corteza terrestre contiene 0,03% Yy en los océanos es
escaso. En el suelo el 98% del nitrdgeno se encuentra en la materia organica, por lo cual se da una
relacion entre materia organica Yy nitrégeno total del suelo, sin embargo, no puede ser asimilado
por las plantas y debe ser transformada a compuestos inorganicos como nitratos, nitrito y amonio
(Fournier, 2003, p.60; Gomez, 2015, p.13).

Este elemento posee un triple enlace, el cual que genera que sea casi inerte y dificilmente sea
aprovechado cualquier forma viviente, solo un pequefio grupo de microorganismos especializados
entre los que se incluyen algas, bacterias y actinomicetos puede cumplir la funcion de hacerlo
disponible (Mayz-Figueroa, 2004, p.1). Ademas, segin Rojas (2008) el nitrogeno es limitante para
el crecimiento tanto de las plantas como de los animales y los microorganismos (p.28).

Ahora bien, el ciclo del nitrdgeno (Figura 1) ha sido uno de los ciclos biogeoquimicos méas
estudiados, tanto por su importancia en la producciéon agricola como ambiental (Valencia y Pefia,
2001; citado por Fernandez y Perdomo, 2015, p.36). En gran medida son los microorganismos los
encargados del movimiento del nitrogeno a través de los distintos ecosistemas (Gomez, 2008,
p.18). En este ciclo las etapas principales son: la fijacion, mineralizacion o amonificacion,
nitrificacion y desnitrificacion.

Inicialmente el nitrogeno de la atmosfera (N2) pasa por el proceso de fijacion, donde es
reducido a amoniaco, luego es transformado a amonio (NHs*) siendo asimilado por las
plantas o tomando la via oxidativa de la nitrificacion para convertirse en nitrito (NO27)y
posteriormente en nitrato (NO3"), los cuales pueden pasar por el proceso de asimilacién por
plantas, microorganismos Yy macro organismos, 0 también ser reducidos de nuevo

asimilativamente por accion microbiana hasta NHs*, o pasar por el proceso de
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desnitrificacion en donde se reduce el nitrato (NOgz’) hasta N2 gaseoso y se generan
subproductos gaseosos como el N2O y el NO (Melo, 2006; Nieder y Benbi, 2008; citado
por Mahecha, 2011, p.8).
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Figura 1. Ciclo del nitrogeno. Por: Tortora, Funke y Case (2007).

6.1.5 Fijacion del nitrégeno.

La fijacion del nitrdgeno puede ocurrir de diferentes maneras, una es abiotica, es decir, por
“procesos quimicos espontaneos como la oxidacion de nitrégeno atmosférico por accion de rayos
solares, descargas eléctricas o por combustion de compuestos organicos y por medio de aguas
lluvia son arrastrados hacia la biosfera” (Salazar y Ordofiez, 2013, p.35). Otra es de forma
bioldgica, llevada a cabo Unicamente por procariontes capaces de reducir el N2 de la atmosfera a
amonio (NHs), denominados como microorganismos fijadores de nitrégeno (bacterias,
cianobacterias y actinomicetos), los cuales contienen el complejo enzimatico nitrogenasa.
También, el nitrdgeno puede ser fijado de manera industrial, mediante el proceso Haber-Bosch
donde se acelera la fijacion espontanea de N2 utilizando temperaturas entre 400 y 500°C y
presiones entre 150 y 300 atmodsferas, con el fin de producir amoniaco y producir fertilizantes

nitrogenados (Cowelli,2013, p.7).
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De Felipe et al. (2006) estima que en el suelo se fijan 275 millones de toneladas métricas de N2
al afio, de las cuales 10,9% se fijan por causas naturales como las descargas eléctricas de tormentas
y erupciones Vvolcanicas, 27,27% por fijacion industrial y el 63,64% por la fijacion biologica de
nitrbgeno (p.5). Concordando con la afirmacion de Rodriguez-Sevillano (2009) sobre el aporte
superior al 60% de la fijacion bioldgica, lo cual, lo acredita como el proceso més importante (citado

por Salazar y Ordéfiez, 2013, p.36).

6.1.6 Fijacion bioldgica del nitrégeno.

La fijacién bioldgica del nitrbgeno es un proceso en el que las bacterias fijadoras de nitrdgeno
0 diazotroficas reducen el nitrogeno gaseoso de la atmosfera a amonio, cuya caracteristica
principal es poseer el complejo nitrogenasa. Estas bacterias se encuentran en mayor abundancia y
diversidad en la rizésfera, dado que pueden sobrevivir en ambientes con alto contenido de carbono,
baja presencia de nitrbgeno Yy son capaces de crecer sin fuentes externas de nitrdgeno, dado que
son fijadoras de nitrogeno atmosférico (Cruz etal., 2017, p.213; Esquivel, Ferrera'y Alarcon, 2018,
p.207). Son muy importantes en el suelo y poseen una amplia diversidad taxon6mica, con
diferentes estilos de vida y de asociacién con los vegetales, aunque, no todas las especies tienen la
capacidad de fijar nitrogeno y formar asociaciones, se han identificado 87 especies en dos géneros
de Arquibacterias, 38 géneros de bacterias y 20 géneros de cianobacterias como diazétrofos
(Rodriguez, 2014, p.9).

Se clasifican en dos grupos (Figura 2), los primeros son aquellos que pueden fijar nitrogeno en
vida libre (se encuentran adheridos a las particulas de suelo) y el segundo son los que establecen
asociaciones simbioticas (ligados al interior de la raiz formando nddulos) para realizar dicho
proceso (Cruz et al., 2017, p.213).
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Biological nitrogen fixation
A

Free-living diazotrophs

Figura 2. Microorganismos que llevan a cabo la fijacion bioldgica del nitrogeno. Por: Tantillo
(2018).

Cerdn y Aristizdbal (2012) manifiestan que las bacterias diazdtrofas puede ser simbidticas
(obligadas, asociativas 0 enddfitas) y de vida libre, las obligadas estan representadas por
Rhizobium y Frankia, las asociativas o enddfitas por Cyanobacterias, Azospirillum, Azotobacter,
Acetobacter diazotrophicus, Azoarcus y la no simbidticas por Achromobacter, Acetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Azomonas, Bacillus, Beijerinckia,
Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas,
Rhodospirillum, Rhodopseudomonas y Xanthobacter (p.287). También, se puede encontrar
diversas bacterias de vida libbre como: anaerdbicas obligadas o facultativas (Clostridium
pasteurianum, Desulfovibrio sp., Klebsiella spp.), aerobias obligadas (Azotobacter spp.,
Beijerinckia sp.) y fotosintéticas (bacterias purpuras sulfurosas y no sulfurosas y bacterias verdes
sulfurosas) (Mayz-Figueroa, 2004, p.2).

La fijacion de nitrdgeno por bacterias diazotroficas de vida libre hace referencia a las bacterias
que no realizan una relacion simbidtica con las plantas, por lo cual es una entrada de nitrdgeno
importante para muchos ecosistemas terrestres, en especial los que no cuentan con plantas para el
desarrollo de asociaciones con fijadores simbioticos (Reed et al., 2011; citado por Velandia, 2016,
p.18).
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6.1.7 Microorganismos hidrocarbonoclastas.

Los microorganismos hidrocarbonoclastas, son un grupo relativamente nuevo de bacterias,
hongos y algas con la particularidad de alimentarse exclusivamente de hidrocarburos, utilizando
este como Unica fuente de carbono y energia. Estos microorganismos estan involucrados en la
transformacion parcial o mineralizacién total de los hidrocarburos contaminantes, lo cual, les da
un papel muy importante como herramienta indispensable en la biorremediacion de suelos

contaminados con petroleo o derivados de este (Esquivel et al., 2018, p.204).

6.2 Marco conceptual

6.2.1 Suelo.

El suelo es el material mineral no consolidado en la capa superficial de la corteza terrestre,
resultado de un largo proceso de meteorizacion. Estd compuesto por minerales, microorganismos,
materia organica, aire y agua. Constituye un medio natural para el crecimiento de diversos
organismos, en el caso de las plantas, les proporciona nutrientes y les sirve de sustrato sobre el

cual crecer (Hernandez, 2011, p.27).

6.2.2 Diésel.

El diésel, también es conocido como gas6leo o gasoil, es un producto resultante de la destilacion
del petroleo auna temperatura que oscila entre los 200°c y 380°C (Comision Nacional para el Uso
Eficiente de la Energia, s.f, p.2). Es un hidrocarburo liquido con 10 a 22 atomos de carbono,
contiene compuestos parafinicos, naftalénicos y aromaticos, con una densidad de aproximada de
0,832g/cm?® (Rodriguez, 2017, p.50).

6.2.3 Fijacion de nitrogeno atmosferico.

La fijacion del nitrdgeno atmosférico es un proceso bioquimico que permite incorporar el

nitrdgeno gaseoso a la biosfera y de esta manera, estar disponible para los organismos vivos
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(Covelli, 2013, p.6), puede ocurrir de manera abidtica, es decir, por medio de “procesos quimicos
espontaneos como la oxidacion de nitrégeno atmosférico por accién de rayos solares, descargas

eléctricas o por adsorcion de N organico en particulas de polvo” o biologicos (Pellegrini, 2017,
p.5).

6.2.4 Fijacion biologica de nitrogeno atmosférico.

La fijacion bioldgica de nitrdgeno atmosférico ocurre principalmente en el suelo y estd asociado
a la capacidad metabolica de algunos procariontes (diazotrofos), que logran fijar N2 mediante su
transformacion a una molécula organica, a partir de la utilizacién de adenina trifosfato (ATP)
(Covelli, 2013, p.7).

6.2.5 Bacterias diazotroficas.

Las bacterias diazotroficas son bacterias que poseen la capacidad de reducir el nitrégeno de la
atmosfera, donde se encuentra de manera ilimitada como nitrdgeno elemental a amonio para que
pueda ser utilizado para el desarrollo de los cultivos (Hernandez et al., 2014, p.2). Por lo tanto, son
importantes en la promocion del crecimiento vegetal al aportar nitrogeno a la planta para su

crecimiento y al mismo tiempo, consiguen nutrientes para su desarrollo (Velandia, 2016, p.17).
6.2.6 Bacterias de vida libre.
Estas bacterias no estan asociadas con plantas ni animales, por lo tanto, viven libres en el suelo
y realizan la fijacion del nitrdgeno para beneficio propio, aunque este nitrogeno generalmente llega
a estar disponible para las plantas hasta el momento de su muerte (Rojas, 2008, p.27).

6.2.7 Bacterias hidrocarbonoclastas.

Las bacterias hidrocarbonoclastas son capaces de utilizar los hidrocarburos alifaticos y/o

aromaticos como fuente de carbono y energia (Cruz etal., 2017, p.213), sin embargo, deben existir
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proporciones adecuadas de elementos como carbono, hidrdgeno, nitrégeno y fosforo (Castro-
Mancilla et al., 2013, p.222).

6.3 Marco legal

En Colombia no existe una legislacién especifica que aborde los problemas por hidrocarburos

o especificamente del diésel, aunque en la Tabla 1 se pueden apreciar algunos apartados asociados

a la conservacion y uso del suelo gue igualmente deben ser tenidos en cuenta.

Tabla 1.

Normatividad asociada al recurso suelo.

Normas internacionales

Declaracion de Rio de
Janeiro sobre el medio
ambiente y el
desarrollo de 1992
Protocolo de Lousiana

Regida a nivel mundial donde se formularon 27 principios basicos sobre el
desarrollo sostenible, la dignidad humana, el medio ambiente y las
obligaciones de los Estados en materia de preservacion de la conservacion de
un medio ambiente digno para la vida de los seres humanos.

Presenta los limites permisibles para parametros fisicoquimicos referentes a b

29B calidad del suelo.
Constitucion politica de Colombia
] El estado y las personas estan obligados a proteger las riquezas culturales y
Articulo 8 .
naturales de la nacion.
El estado esta encargado de la planificacion del manejo y aprovechamiento de
i los recursos naturales, donde se garantice el desarrollo sostenible,
Avrticulo 80 . y L ) ) )
conservacion, restauracion o sustitucion del mismo. Ademas, debe prevenir y
controlar el deterioro ambiental.
i Las personas tienen el deber de proteger los recursos naturales del pais y velar
Articulo 95

por la conservacion de un medio ambiente sano.

Normas nacionales

Ley 23 de 1973

El objeto de esta es la prevencion y el control de la contaminacion del medio
ambiente, como también buscar el mejoramiento, la conservacion y la
restauracion de recursos naturales renovables, con el fin de mantener la salud
y bienestar de la poblacién nacional.
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Tabla 1. (Continuacion).

Ley 99 de 1993

Ley 491 de 1999

Decreto 2811 de 1974

Decreto 050 de 2018

Resolucion 0170 de
2009

de bacterias diazotroficas 34

Se crea el Ministerio de medio ambiente y el Sistema nacional ambiental
(SINA).

Se crearon los seguros ecologicos para permitir cubrir los perjuicios
economicos cuantificables a determinadas personas como parte o consecuenci
de dafios ambientales y los recursos naturales, también se hace una reforma en
lo relativo a los delitos ambientales.

Articulo 39: Las instalaciones que deban construirse, en las explotaciones de
hidrocarburos y gases naturales, y las precauciones para que los derrames de
petréleo y escapes gaseosos no dafien los contornos terrestres o acuaticos.
Articulo 180: Las personas que realizan actividades agricolas, pecuarias,
forestales o de infraestructura, que afecteno puedan afectar los suelos, estan
obligados a llevar a cabo précticas de conservacion y recuperacion de los
suelos.

Avrticulo 182: Estaran sujetos a adecuacion y restauracion de los suelos que se
encuentren sujetos a limitaciones fisicoquimicas o biolégicas que afecten la
productividad del suelo.

Articulo 2.2.3.3.4.14. Todos los usuarios que exploren, explote, manufacturen,
refinen, transporten, procesen o que almacenen hidrocarburos o sustancias que
sean nocivas para la salud, deberan tener un plan de contingencia para el
manejo de derrames.

Articulo 2: Formular politicas y expedir normas, directrices e impulsar planes,
programas y proyectos dirigidos a la conservacion, proteccion, restauracion,
recuperacion y rehabilitacion de los suelos.

Articulo 3: el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial y
demas entidades del SINA, deberan promover e impulsar acciones tendientes
a la reduccion que genera el impacto de las actividades productivas sobre los
suelos, a fin de luchar contra la desertificacion y los efectos que esta causa a

los recursos naturales, el medio ambiente y a las comunidades de base.

Nota: Por: Gonzalez y Mora.
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7. Metodologia

7.1 Toma de muestra del suelo

Para la toma de la muestra del suelo se utilizd la metodologia propuesta por Corpoica “Guia
toma de muestras de suelo™ de acuerdo con la NTC 4113-2 del 2007.

Serealizaron muestras de un suelo dentro del predio del IEAG, utilizados para distintos cultivos
(platano, yuca, citricos).

Se eligid un total de cuatro puntos de muestreo por triplicado para la evaluacién de los procesos
microbianos y una cantidad aleatoria de puntos de muestreo en zigzag para las pruebas fisicas y

quimicas, se rotuld cada una de las muestras con fecha, hora y nimero de muestra (Figura 3).

Figura 3. Toma de muestras del suelo. Por: Gonzilez y Mora.
7.2 Contaminacion exsitu con Diésel
De acuerdo con Hernandez et al. (2003), se determind emplear los siguientes volimenes 0 ml,

200, 500 y 800 ml de diésel, vertidos a reactores, conteniendo 7 kg de suelo (Figura 4) y una

muestra testigo sin contaminar, todas por triplicado, para un total de 12 reactores.



Potencial de crecimiento de bacterias diazotréficas 36

Figura 4. Reactores con muestra de suelo contaminada con diésel. Por: Gonzalez y Mora.

7.3 Caracteristicas fisicas del suelo

El procesamiento de las caracteristicas fisicas del suelo se llevd a cabo en el laboratorio de
suelos de la Universidad Santo Tomas, sede Villavicencio, empleando las siguientes metodologias:
textura por el método de sedimentacién, densidad aparente por método de cilindro, densidad real
por método del picnémetro (Figura 5) y porosidad. La interpretacion de los datos se realizd de

acuerdo con la clase textural del suelo.

Figura 5. Prueba de densidad real por el método de picnémetro y densidad aparente por el método

de anillos. Por: Gonzélez y Mora.
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7.4  Caracteristicas quimicas del suelo

Las caracteristicas quimicas fueron procesadas en el laboratorio de quimica de suelos, aguas y
plantas de la corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) en el centro
de investigacion Tibaitata, empleando las siguientes metodologias: pH (VC_R _004 version 03),
materia organica (MO) (Walkey & black) fosforo disponible Bray Il (VC_R 007 versién 02),
azufre disponible (Fosfato monobasico de calcio), conductividad eléctrica en suelos (NTC
5596:2008), cationes cambiables en suelo calcio, magnesio, potasio y sodio (ID_R_072 version
5), micronutrientes en suelo por Olsen modificado hierro, manganeso, cobre y zinc (NTC
5526:2007).

7.5 Recuento y viables de bacterias Fijadoras de Nitrogeno

Las pruebas microbiologicas se llevaron a cabo en el laboratorio de Microbiologia de la

Universidad Santo Tomas sede Villavicencio y se dividié en dos partes:

7.5.1 Recuento de bacterias Fijadoras de Nitrogeno en Medio de cultivo Rennie
M odificado.

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizd el medio de cultivo Rennie Modificado (0.8 g
K2HPO4 (Biopack), 0.2 g KH2PO4 (Merck), 0.1 g NaCl (Merck), 0.028 g EDTA Na 2H20
(Biopack), 0.025 g MoNa204 2H20 (Biopack), 15 g Agar (SIGMA-ALDRICH) y 900 ml Agua
destilada, sugerido por Hernandez, et al, en 2003, al no poseer nitrdgeno en su composicidn, este
medio de cultivo selectivo, permite la identificacion de colonias con potencial para la fijacion de
nitrbgeno atmosférico (Salazar y Ordofiez, 2013, p. 43).

A partir de una muestra de 10 gr de suelo resuspendida en 100 ml de solucion salina 0.85% y
homogenizada en un rotador orbital durante 30 minutos, se procedié a realizar diluciones seriadas
desde 100 hasta 10-° por triplicado, en solucién salina, y sembradas en superficie en medio de
cutivo Rennie Modificado (Figura 6). Incubando durante 8 dias a una temperatura de 35°C en un
horno Thermo Scientific® referencia HeraTherm. EIl proceso se realiza una vez cada mes durante

tres meses a las cuatro muestras de cada uno de los reactores.
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El recuento de la poblacion microbiana se realizd una vez concluido el periodo de incubacién,
informado como Unidades Formadoras de Colonia por gramo de suelo (UFC g suelo), siguiendo
la NTC 4092 apartado 10.3.2.2 para el recuento de colonias totales. Seguidamente, se identifican
macroscopicamente cuales de las colonias tienen mayor crecimiento en el medio selectivo vy se
procede a realizar siembras por agotamiento en el medio de cultivo Rennie Modificado hasta

obtener cultivos puros.

Solucion
salina 0,85%

Figura 6. Método diluciones seriadas utilizado en el caso de estudio. Por: Gonzalez y Mora.

7.5.2 Aislamiento y caracterizacion de cepas en medio de cultivo Rennie
M odificado.

Se contindia el aislamiento y la caracterizacion de los microorganismos empleando el agar
Rennie Modificado, por medio del método de siembra por agotamiento hasta obtener cepas puras,
siendo el criterio de seleccidén las colonias que presenten mayor crecimiento en el medio durante

todas las diluciones.

7.6 Caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas

7.6.1 Caracterizacibn macroscopica.

Se describen las caracteristicas macroscopicas de las colonias aisladas en el medio de cultivo

Rennie modificado, mediante el estereoscopio Leica EZ4 tales como: Color, forma, textura y

adherencia al medio.
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7.6.2 Caracterizacion microscopica.

Se utilizo el método de Tincion de Gram para identificar por medio del microscopio Leica
Dm750 la morfologia de cada una de las colonias, también permiti6 determinar la pureza de la

cepa.

7.7 Caracterizacion bioguimica

MacFaddin, (2000) menciona en el libro Biochemical Test for identificaciton of medical
bacteria, que los ensayos bioquimicos son pruebas empleadas para identificar de forma clara y
precisa, la presencia o ausencia de una enzima, de grupos enzimaticos o vias metabolicas en los
microorganismos. A partir de la aplicacion de estas pruebas, se logra la identificacion en género o
especie de un microorganismo (Salazar y Ordoéfiez, 2013).

Para este caso especffico las pruebas bioquimicas fueron empleadas en la caracterizacién de cada

una de las cepas aisladas.

7.7.1 Prueba de la Oxidasa.

Esta prueba determina si hay presencia de enzimas oxidasas. Se impregnd una tira de papel
filtro con una masa de colonias bacterianas y afiadid reactivo de Kovacs (este se oxida por la
citocromo-oxidasa). Si la zona impregnada se torna color azul-violeta es oxidasa positiva, si hay

ausencia de color es oxidasa negativa (Universidad Nacional Autonoma de México, 2014, p.74).

7.7.2 Prueba de la Catalasa.

Los microorganismos poseen mecanismos de defensa enzimaticos para protegerse de especies
toxicas del oxigeno como el perdxido de hidrogeno. Las enzimas son la peroxidasa, catalasa y
superdxido dimutasa, que degradan el peroxido de hidrégeno para obtener agua y oxigeno. La
prueba catalasa determina la presencia de esta enzima, se colocd una gota de peroxido de hidrégeno

en una lamina limpia, se tomo una colonia aislada y se puso en la gota, confirmando la presencia
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de catalasa por la produccion de burbujas (Universidad Nacional Autonoma de México, 2014,
p.74).

7.7.3 Prueba de Citrato de Simmons.

Determina si el microorganismo es capaz de utilizar el citrato como uUnica fuente de carbono
para el metabolismo y crecimiento, provocando su alcalinidad, se toma una colonia aislada en el
medio y se inocula en estria sobre la superficie en pico de flauta, se incuba durante 48 horas, si el
medio se torna color azul es positivo y si se mantiene de color verde es negativo (Bailon, Gonzalez
y Cervantes, 2003, pg. 42-47).

7.7.4 Prueba agar triple azicar hierro (TSI).

Aunque es un medio para enterobacterias, es una prueba que se usa comunmente para la
fermentacion de la glucosa, lactosa, sacarosa y la produccion de H2S. La siembra se realizd en un
medio solido en pico de flauta haciendo una inoculacién por picadura y estria, se incubd durante
24 horas, si el medio es totalmente rojo no hay fermentacion de glucosa, pico rojo/fondo amarillo
el microorganismo solo fermenta glucosa, pico amarillo/fondo amarillo el microorganismo
fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa, la presencia de burbujas indica que el microorganismo
produce gas y por Ultimo el ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce H2S
(Bailon, Gonzalez y Cervantes, 2003, p.102-111).

7.7.5 Prueba de Agar Lisina Hierro (LIA).

Determina la capacidad enzimatica de un organismo para la descarboxilacién de un aminodcido
(lisina y arginina) para formar una amina. La siembra se realizd en medio sélido en pico de flauta
haciendo una inoculacion por picadura y estria, se incubd 24 horas, si el pico del medio es violeta
y el fondo también hay descarboxilacion de la lisina, si el pico es rojizo y el fondo amarillo hay
desaminacién de la lisina y por dltimo si hay ennegrecimiento del medio hay produccion de H2S
(Bailon, Gonzalez y Cervantes, 2003, p.112-115).
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7.7.6 Prueba de Sulfuro indol y movilidad SIM.

Permite determinar si un organismo tiene movilidad, libera acido sulfhidrico por accion
enzimatica de los aminoacidos que contienen azufre y posee la capacidad de desdoblar el indol de
la molécula triptdfano. Mediante la inoculacion por puncion recta central, la movilidad es positiva
si se observa turbidez o crecimiento mas alld de la linea de siembra, H2S positivo si hay
ennegrecimiento del medio y por Ultimo se afiade 3 gotas de reactivo de ovacs si el medio se torna

rojo en la superficie es indol positivo (Bailon, Gonzélez y Cervantes, 2003, p.92-101).

7.7.7 Prueba de Tioglicolato.

Esta prueba favorece el crecimiento de gran variedad de microorganismos, incluidos los
nutricionalmente exigentes. EIl escaso contenido de agar le permite ser un medio semi-sélido y que
retarda la dispersion de CO2y Oz, por lo que se desarrollan microorganismos aerobios, anaerobios
facultativos y estrictos. Se toma el indculo se suspende en solucion salina estéril al 0,85%,
posteriormente se transfieren 2 gotas al medio de cultivo y se incuba durante 24 horas. Los
microorganismos aerobios crecen en la superficie del medio, los anaerobios facultativos crecen en
todo el medio y por Gltimo los anaerobios estrictos crecen en las profundidades del medio de
cultivo (Universidad Nacional Autonoma de Meéxico, 2014, p.60-64).

7.7.8 Prueba Rojo Metiloy Voges-Proskauer (RM-VP).

Determina la capacidad de los organismos de fermentar glucosa por via butilglicolica o
butanodiolica con produccion de acetoina como un compuesto intermedio, por medio de difusion
se sembrd en medio liquido, se incubd durante 48 horas, luego se dividié el contenido en dos tubos.
Para la Prueba rojo metilo (RM) se utilizd dos gotas del reactivo rojo metilo, si el medio se torna
color rojo es positivo y si no cambia de color o se torna amarillo el resultado es negativo. Para la
prueba Voges-Proskauer se utiliza 2 gotas de KOHy 2 gotas de a-naftol que permite detectar la
acetoina producto de la fermentacién del butilen-glicolina, si el medio se torna color rojo es
positivo y si se torna amarillo o no cambia de color es negativo (Bailon, Gonzalez y Cervantes,
2003, p.73-81).
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7.8 ldentificacion molecular de bacterias

Las identificaciones moleculares de bacterias fueron procesadas en los laboratorios de la
Corporacion CorpoGen en Bogota, aplicando el protocolo de amplificacion por reaccion en cadena
de la polimerasa —PCR-, de la region genética que codifica para la subunidad 16s del RNA

ribosomal de procariotas, que permitio la clasificacién taxonomica de la secuencia consenso.

7.9 Potencial bacterias libres fijadoras de nitrogeno (Prueba nitritos y amonio)

Las pruebas de produccién de nitritos y amonio fueron procesadas en los laboratorios de
TECNO Ambiental S.A.S. en el municipio de Villavicencio empleando las siguientes
metodologias: Amoniaco (SM 4500-NHz B C) y Nitritos (SM 4500 NO-2 B).

Para realizar dicha actividad, se sembraron las cepas puras en frascos de vidrio con capacidad
de 500ml, los cuales contenian 150 ml de medio de cultivo Rennie Modificado (en estado liquido)
y 2 ml Diésel como fuente de carbono, se tuvo en cuenta el 0.5 de McFarland y se llevd a
incubacién durante 8 dias, seguidamente la muestra se diluyd con agua destilada hasta llegar a

1500 ml de muestra (por requerimiento del laboratorio).

7.10 Disefio experimental y Analisis estadistico

El disefio experimental de la investigacion se compone de 3 tratamientos, mas uno de control
(testigo). El cual es dividido en dos por las diferencias metodologicas desarrolladas entorno a las
caracteristicas fisicoquimicas Yy microbiologicas. Las caracteristicas fisicoquimicas se componen
de un tamafio de 4 muestras y el disefio experimental para las caracteristicas microbiologicas
contiene tiene un tamafio de 12 unidades muestrales (Figura 7).

El disefio experimental se realizd de acuerdo con el utilizado en la investigacion de Herndndez
et al. (2003). Se realizaron tres muestreos a cada tratamiento durante el experimento para evaluar
la densidad microbiana a1, 2 y 3 meses después de la contaminacion. Para el caso de parametros
fisicoquimicos se realizd un muestreo en el primer mes de la contaminacion, con respecto a la

identificacion se realizd un muestreo al inicio y al final del proceso.
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Se efectud un andlisis de varianza (ANOVA) para cada una de las variables evaluadas, la
comparacion entre medias se llevd a cabo de acuerdo a la prueba de Tukey (P< 0.05), el grado de
covariacion entre distintas variables relacionadas linealmente se llevd a cabo por medio del
coeficiente de correlacion de Pearson comprobandose su nivel de significancia mediante la prueba
t Student, se elabor6 una matriz de correlacion de Pearson para las caracteristicas quimicas del
suelo, y luego, se realizd un analisis de componentes principales (ACP) por ultimo, los datos fueron
procesados mediante la herramienta Microsoft office Excel.
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8. Resultados y analisis de los resultados

8.1 Contaminacion ex-situ con Diésel

El volumen de diésel correspondié a 0, 200, 500 y 800 ml por triplicado en reactores de
polipropileno cada uno con 7 kg de suelo; para establecer la relacion existente entre miligramos

de diésel por cada kilogramo de suelo se determiné la concentracion, como se observa en Tabla 2.

Tabla 2.

Concentraciones de diésel aplicadas a los diferentes tratamientos.

Tratamiento Diésel adicionado (ml) Concentracién de diésel (mg kg de suelo)

Testigo 0 0
1 200 2500
2 500 6100
3 800 9800

Nota: Por: Gonzélez y Mora.
8.2 Caracteristicas fisicas del suelo
8.2.1 Textura.
La técnica empleada para determinar la textura por sedimentacion fue el método de Bouyoucos,
con el fin de determinar los porcentajes de los diferentes separados del suelo (arena, limo y arcilla)

(Tabla 3).

Tabla 3.

Resultados de textura por sedimentacion.

Separado Unidad Resultado
Arcilla (< 0,002 mm) % 22,72
Limo (0,05 - 0,002 mm) % 2,73

Arena (2 - 0,05 mm) % 7455
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Tabla 3. (Continuacion).

Textura Franco arcillo arenoso (FArA)

Nota: Porcentajes de la distribucion de las particulas minerales en el suelo. Por: Gonzélez y Mora.

Los valores dispuestos en la tabla 3 se ubicaron en el esquema triangular de las texturas de la
USDA, lo cual indicé que la clase textural era Franco arcillo arenoso (FArA), considerando que
los resultados se encontraban entre el rango de arena (45-80%), limo (0-28%) y arcilla (20-35%)
(Jaramillo, 2002). Por su parte, Jamioy (2011), Villegas (2012) y Marin (2017) también reportaron
textura FArA en suelos del piedemonte llanero. Cabe mencionar que la textura se relaciona con

otras propiedades del suelo, como la porosidad, la aireacion y el movimiento del agua.

8.2.2 Densidad aparente.

La densidad aparente se establecié por el método del cilindro, esta arrojo un resultado de 1,10
gr/cm?, siendo menor al rango de valores normales (1,2 a 1,4 gr/cm®) mencionado por Murillo
(s.f.) para suelos de textura FArA. En el caso de Villegas (2012) reportd una densidad aparente de
1,37gr/lcm?, mientras que Jamioy (2011) indicé rangos de densidad aparente entre 1,44 y 1,58
g/cm® en suelos del piedemonte llanero clasificados como FArA. El valor de la densidad aparente
puede variar por diversos factores como la textura, la estructura y el contenido de materia organica
(Marin, 2017). Ademas, se relaciona con la porosidad, ya que a menor densidad aparente mayor

espacio poroso.

8.2.3 Densidad real.

La densidad real se determind con el método del picnémetro, como resultado se obtuvo un valor
de 2,28 gr/cm?, el cual es inferior al rango dado por Ibafiez (2007) de 2,58 a 2,66 g/lcm? para suelos
con textura FArA. Por su lado, Jamioy (2011) reportd densidad real entre los rangos 2,42 a 2,66
g/cm?, mientras que Villgas (2012) informé 2,69 gr/cm® en suelos del piedemonte llanero

clasificados como FArA.
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8.2.4 Porosidad.

La porosidad se determind teniendo en cuenta la relacion de la densidad aparente y la densidad
real, dando como resultado una porosidad de 51,75%, valor que segun Jaramillo (2002) se clasifica
como satisfactorio, ademés, se encuentra dentro del rango de valores normales (47 a 54%)
proporcionado por Murillo (s.f) para suelos de textura FArA. Igualmente, ensuelos del piedemonte
llanero clasificados como FArA Villegas (2012) report6 la porosidad en 53,2%, mientras que
Jamioy (2011) encontr6 rangos de 36,22% a 42,79%. Cabe mencionar que la porosidad esta
relacionada con la textura, la densidad aparente y la estructura (RucksL, 2004; citado por Marin,
2017).

8.3 Caracteristicas quimicas del suelo.

Los resultados obtenidos de los parametros quimicos en los cuatro tratamientos (Tabla 4),
indican que algunos parametros se vieron afectados rapidamente por la presencia de diésel
mientras que otros no variaron su nivel. En particular, el pH se mantuvo en fuerte a
extremadamente acido, al igual que la conductividad eléctrica como no salino y la capacidad de
intercambio catidnico en nivel bajo, sin embargo, la cantidad de materia orgénica incrementd a
medida que aumentaban las concentraciones de diésel. Con respecto a la relacion de los
macroelementos con el aumento en estas concentraciones, en los primarios, tanto Potasio como
Fosforo disminuyeron, mientras que Nitrdgeno aumentd, y por su parte, los secundarios
sostuvieron sus niveles, dado que Azufre y Calcio se mantuvieron en nivel medio y Magnesio en
nivel bajo. Mientras, que en los microelementos Hierro, Manganeso y Zinc conservaron su nivel

alto, Cobre presento una leve reduccion y Boro un leve incremento.

Tabla 4.

Resultados de los parametros quimicos.

Determinacion Analitica Unidad Método Testigo T1 T2 T3
pH pH VC_R_004 Version 03 5,37 53 52 5,28
Conductividad eléctrica dS/m NTC 5596:2008 0,65 0,36 0,26 0,25

Materia organica (MO) % Walkey & Black 1,69 2,66 31 3,54
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Tabla 4. (Continuacion).

Fosforo disponible (P) B
mg/kg  VC-R-007 Version 02 34,35

Bray Il
o Fosfato monobésico de
Azufre disponible (S) mg/kg ) 26,86
calcio
Acidez intercambiable
cmol.y/kg KCI 0,05
(AHH)
Aluminio intercambiable
cmoly/kg KCI 0
(Al)

Calcio intercambiable (Ca) cmol,/kg ID-R-072 Version 5 4,28
Magnesio Intercambiable

(Mg)
Potasio intercambiable (K) cmol./kg ID-R-072 Version 5 0,46
Sodio intercambiable (Na) cmol./kg 1D-R-072 Version 5 0,15
Capacidad de intercambio

cmol/kg  ID-R-072 Version 5 0,79

. cmol.y/kg ~ Suma de cationes 573
cationico (CIC)
Hierro disponible (Fe)
mg/kg NTC 5526:2007 123,02
Olsen
Manganeso disponible
mg/kg NTC 5526:2007 32,04
(Mn) Olsen
Zinc disponible (Zn) Olsen  mg/kg NTC 5526:2007 4,32
Cabre disponible (Cu)
mg/kg NTC 5526:2007 1,39
Olsen
S Fosfato monobésico de
Boro disponible (B) mg/kg 0,33

calcio
Ultrasonido NMX-AA-
% 145 SCFI-2008 IR SM 0,004
5520C.F

Hidrocarburos Totales
(TPH)

13,93

15,35

0,16

0,08

3,48

0,58

035
<014

4,71

9741

48,58

3,92

1,25

0,25

3,7

7,19

12,72

021

0,02
3,38
0,61

033
<014

4,67

66,2

47,73

<1

0,38

5,26

47

12,93

1331

021

3,05

0,63

035
<014

4,38

74,36

60,21

371

<1

0,45

6,6

Nota: Por: Gonzalez y Mora.

El suelo no contaminado, usado como testigo presentd un pH de 5,37 similar al pH de 5,3

reportado por Venegas (2012) y se encuentra dentro del rango dado por Jamioy (2011) de 4,03 a

5,88. El contenido de materia organica fue de 1,69%, el cual es inferior al rango informado por
Villegas (2012) de 2 a3,1%y al de Rincon et al. (2010) entre 1,9 y 3%. El nitrégeno fue de 0,08%
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mayor al 0,03% indicado por Venegas (2012). Se obtuvo una capacidad de intercambio catidnico
de 5,73 cmol/kg y manganeso de 32,04 mg/kg valores similares al 5,02 cmolkg y 33,7 mg/kg
reportados por Venegas (2012) respectivamente.

Para comprender a modo general el comportamiento de los tratamientos se elabord una tabla de
correlacion de Pearson (Apéndice B), demostrando la relacion e influencia entre estas variables
quimicas, encontrando relaciones positivas con altos valores significativos entre MO y N (1) y
TPH con MO y N (0,999), indicando que al incrementar una de estas variables, la otra también
aumenta, correlacién que es acertada, debido a la acumulacion de N en la MO del suelo (Mahecha,
2011), por lo cual, la MO es considerada como la principal fuente de N (Garzon y Perdomo, 2015).
Por su parte, el TPH se relaciona con la MO, dado que el diésel contiene pocos compuestos
volatiles y al determinar la MO por el método Walkey & Black se oxida en su mayor parte,
aumentando el contenido de MO (Martinez y Lopez, 2001).

Posteriormente, se elabord el ACP, con el fin de reducir el nimero de variables originales a un
conjunto minimo de datos y asi, seleccionar los componentes que garanticen la mayor variabilidad.
De acuerdo con los valores propios, se utilizaron los componentes 1y 2, dado que explican el
94,34% de la variacion total de los datos, es decir, el 81,26% y el 13,07% respectivame nte.
Seguidamente, se elabor6 el biplot correspondiente con las variables quimicas y las observaciones
activas, en este caso, los diferentes tratamientos de diésel (Figura 8).

Biplot simple

. e
. = Aol
e " MO .

Componente 2 (13,07 %)

Componente 1 (8126 %)

Figura 8. Biplot simple para propiedades quimicas con los diferentes tratamientos. Por: Gonzélez
y Mora.
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En la figura 8 se puede observar que los tratamientos estan ubicados en diferentes cuadrantes
(con excepcion de T2 y T3), estos puntos alejados entre si, representan diferencias entre los
tratamientos. La distribucion de los vectores permite distinguir cada tratamiento, igualmente indica
que todas las propiedades son importantes, mientras que los angulos entre ellos representan la
posible relacion de las variables, dado que angulos agudos (menor de 90°) significan correlacion
positiva, angulos rectos (90°) tienen correlacion nula y angulos obtusos (mayor de 90°) la
correlacién es negativa. La ubicacion positiva de la variable Al incide en el T1, las variables
negativas proximas a-1,como TPH, MO, N, Ac. I. y Mn inciden en los tratamientos con mayores
concentraciones de diésel, es decir, T2 y T3, presentando una correlacion positiva, aunque, T3 se
ve influenciado por B. El testigo se relaciona de manera directa con CE, CIC, S, P, K, Na 'y Mg,
indicando una correlacion positiva, los cuales a su vez se relacionan de manera negativa con el

otro grupo de variables.

8.4 Recuento de Bacterias Libres Fijadoras de Nitrégeno en Medio de Cultivo Rennie
Modificado

Como se mencionod en el apartado metodologico, el recuento de las BLFN se llevd a cabo
utilizando la técnica de recuento en placa en superficie, informando en UFC gt de suelo, utilizando
el medio de cultivo sélido libre de nitrogeno, Rennie modificado.

Se evalu6 las poblaciones de BLFN en un suelo proveniente del piedemonte del municipio de
Cumaral-Meta contaminado con diferentes concentraciones de diésel (0, 2500, 6100 y 9800 mg
kg!) durante un periodo de (3) tres meses. Se observd que no existen diferencias significativas
entre tratamientos (Tukey, P<0.05); la mayor densidad poblacional se present6 en el tercer mes
con 2,4x10% UFC g a una concentracién de 6100 mg kg, mientras que la poblacién menor se
presentd en la muestra testigo durante el primer mes con una densidad de 2,9x10° UFC g1 de suelo
(Figura 9).
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Figura 9. Densidad microbiana en UFC gr! de suelo en concentraciones 0, 2500, 6100y 9800 mg

kg Diésel, através del tiempo. Por: Gonzalez y Mora.

La presencia del diésel aumentd la densidad microbiana en los 3 tratamientos con respecto al
testigo, lo que concuerda con Freedman (1989) que hace referencia a que algunos
microorganismos aumentan su poblacion cuando hay presencia de hidrocarburos (Vazquez-Luna
et al, p 520). Mohamad et al (2004) aporta que, para la degradacion de los hidrocarburos, se
requiere mas de una especie microbiana, debido a que cada microorganismo puede solo degradar
una pequefia parte de las moléculas que lo conforman, transformando estas en subproductos que
pueden ser reincorporados a los ciclos biogeoquimicos naturales (Arrieta etal., 2012, p. 28), como
en este caso, donde los microorganismos estudiados se encargan de fijar nitrogeno atmosférico
utilizando el diésel como Unica fuente de carbono y energia.

Con el fin de contrastar los efectos del contaminante en las poblaciones de BLFN, se presenta
un comparativo donde se asocia la muestra testigo con cada uno de los tratamientos teniendo en
cuenta la varianza entre datos.

El andlisis de varianza no mostré diferencias significativas (Tukey, P<0.05) entre Ia
concentracion 2500 mg kgly la muestra testigo (Figura 10). En los meses uno (1) y tres (3) la
densidad microbiana fue mayor en presencia de diésel, caso contrario al mes dos (2), donde la

poblacién mayor estuvo en el suelo sin contaminante, es decir, el aumento total promedio con
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respecto a la testigo fue del 3,09%. Lo que permite inferir que a esta concentracidn no hay mayor

impacto en las poblaciones de BLFN.

2,0E+06 1,9E+06

1,8E+06 1,7E+06

1,6E+06
1,4E+06
1,2E+06
1,0E+06 9,2E+05
8,0E+05 7,3E+05
6,0E+05 5,1E+05
4,0E+05 2.9E+05
2,0E405 .
0,0E400
1 2 3

HOmgkg' mM2500mgkg™

Figura 10. Comparativa densidad microbiana en UFC gt entre muestra testigo y concentracion de

2500 mg kgt. Por: Gonzalez y Mora.

Por otra parte, el comportamiento en la densidad poblacional de las BLFN durante el
tratamiento con 6100 mg kg! de diésel con respecto al testigo fue exponencial, evidenciado en un
aumento total promedio del 64,94%, aunque sin diferencia significativa (Tukey, P<0.05) como se
observa en la Figura 11. Tal como lo afirman Hernandez et al. (2003), puesto que la presencia de
hidrocarburo no afecta drasticamente el crecimiento y la funcion fijadora de nitrbgeno de las
BLFN, por el contrario, se encontré que las bacterias podian llevar a cabo dicha funcion elevand o
su poblacién con respecto al suelo sin contaminante. Durante la evaluacion obtuvieron poblaciones
microbianas fijadoras de nitrégeno de hasta 4x108 UFC g! con una concentraciéon de hidrocarburo
de 2500 mg kg!y 3x108 UFC glen el suelo sin contaminar.

Entre tanto, Castro et al. (2013) afirma en su investigacion que un balance entre carbono,
nitrdgeno y fosforo (C:N:P) en el suelo favorece el aprovechamiento de hidrocarburos por
diferentes poblaciones microbianas, entre ellas las BLFN, los resultados obtenidos muestran que
el suelo sin contaminante tiene una poblacion total de 1x10° UFC g, mientras que el suelo con
diésel, mas nitrégeno y fosforo alcanzé una poblacién de 1x108 UFC g2, por otro lado el suelo con

solo la adicién de diésel alcanzé valores de 1x107 UFC g.
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Figura 11. Comparativa densidad microbiana en UFC gr! entre muestra testigo y concentracion

de 6100 mg kgl. Por: Gonzalez y Mora.

Por (ltimo, la Figura 12 muestra el comparativo efectuado para la concentracién 9800 mg kgt
donde se observa un aumento del 16,15% en el promedio total de las densidades con respecto a la
muestra testigo, también se evidencia que los meses uno (1) y dos (2) presentan densidades
superiores en la muestra contaminada, comportamiento contrario al mes tres, donde se registra un
menor recuento microbiano. Sin embargo, segun el andlisis de varianza efectuado la diferencia

entre estas no es significativa (Tukey, P<0.05).
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3

Figura 12. Comparativa densidad microbiana en UFC gr! entre muestra testigo y concentracion

de 9800 mg kg. Por: Gonzalez y Mora.
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En las concentraciones 2500 mg kgty 9800 mg kgt se presenciaron poblaciones menores que
en el testigo durante el mes dos (2) y tres (3) respectivamente, este comportamiento de disminucién
e incremento de poblaciones microbianas esta asociado a lo expresado por investigadores como
Frois-Duarte et al., (2001) que indican que las poblaciones microbianas responden ante la
contaminacién con hidrocarburos, cambiando su estructura a una que le permita a los organismos
sobrevivir bajo estas nuevas condiciones del suelo aexpensas de otros microorganismos (Vazquez-
Luna etal.,, p.515-516).

En la region de piedemonte llanero no se encuentran estudios similares, aunque Vanegas (2012)
reportd poblaciones promedio de 1,2x107 UFC g de bacterias fijadoras de nitrégeno en diferentes
zonas del departamento del Meta dedicadas a los cultivos de arroz secano y de 2,2x107 UFC gt
para cultivos de arroz inundados, que son significativamente superiores a los obtenidos en la
muestra sin contaminante de este estudio, donde la poblacion maxima fluctué en 9,7x10° UFCg?,
se infiere que la diferencia en los recuentos bacterianos es debido a que los cultivos requieren de
ciertas cantidades de nutrientes y como menciona Castro et al. (2013) la adicion de fertilizantes

quimicos aumenta la densidad poblacional de microorganismos presentes en el suelo.

8.5 Caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas

A partir de los recuentos en placa en el medio de cultivo Rennie modificado (medio de cultivo
libre de Nitrdgeno que permite el aislamiento de microorganismos con capacidad de fijar
Nitrogeno de la atmosfera) para los tratamientos evaluados, se aislaron un total de 27 cepas,
seleccionadas por ser presuntivamente las que mas se encontraban a lo largo de dichos recuentos.
Estos aislamientos fueron realizados utilizando el método de siembra por agotamiento hasta
obtener cepas puras, a las que luego se les realizd una caracterizacion macroscopica (descripcion

de la colonia) y microscopica (tincion de Gram) como se observa en la Tabla 5.
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Tabla 5
Caracterizacion macro y microscopica de las cepas aisladas en medio de cultivo Rennie
Modificado.
Cepa Cadigo Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas Seleccion
cepa microscopicas
1 RM_D 01 Colonia cremosa, color transparente, Cocos Gram + NO
forma redondeada.
2 RM_D 02  Colonia cremosa, color rojo opaco, forma Levadura NO
redondeada.
3 RM_D 03 Colonia cremosa, color blanco, forma Cocos Gram + NO
irregular.
4 RM_D 04 Colonia cremosa, color blanco, forma Cocos Gram - NO
irregular
5 RM_D_05 Colonia seca, color blanco y centro Bacilos Gram + Si
amarillo claro, forma redonday con
filamentos, olor a tierra hdmeda.
6 RM_D_06 Colonia seca, adherida al medio, color Cocos Gram + NO
blanco, forma irregular y centro elevado.
7 RM_D_07 Colonia cremosa, color transparente, Cocos Gram - NO
forma redonda, tamafio puntilliforme.
8 RM_D_08 Colonia cremosa, color blanco, forma Cocos Gram + NO
redonda.
9 RM_D 09 Colonia seca, color blanco y centro Bacilos Gram + Si
amarillo claro, forma redonday con
filamentos, olor a tierra humeda.
10 RM_D 10 Colonia seca, color blanco y centro Bacilos Gram + Si
amarillo claro, forma redonday con
filamentos, olor a tierra htimeda.
11 RM_D 11 Colonia seca, color blanco y centro Bacilos Gram + Si
amarillo claro, forma redonday con
filamentos, olor a tierra hdimeda.
12 RM_D_ 12  Colonia cremosa, color rojo opaco, forma Levadura NO
redondeada.
13 RM_D 13 Colonia cremosa, color transparente, Cocos Gram + NO

forma redondeada.
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Tabla 5. (Continuacion).

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

RM_D 13

RM_D_14

RM_D 15

RM_D_16

RM_D_17

RM_D_18

RM_D_19

RM_D_20

RM_D_21

RM_D_22

RM_D_23

RM_D_24

RM_D_25

RM_D_26

Colonia cremosa, color transparente,
forma redondeada.

Colonia cremosa, color transparente,
forma redondeada.

Colonia seca, adherida al agar, color
blanco, forma irregular y centro elevado
Colonia seca, adherida al agar, color
blanco, forma irregular y con filamentos,
olor a tierra himeda.

Colonia cremosa, color rojo opaco, forma
redondeada.

Colonia cremosa, color azulado con
transparencia, forma redonda, tamafio
puntilliforme.

Colonia cremosa, color azulado con
transparencia, forma redonda, tamafio
puntilliforme.

Colonia cremosa, color blanco, forma
redonda, adherida al agar.
Colonia cremosa, color azulado con
transparencia, forma redonda, tamafio
puntilliforme.

Colonia seca, adherida al agar, color
blanco, forma irregular y con filamentos,
olor atierra hiimeda.

Colonia cremosa, color blanco, forma
redonda, adherida al agar.
Colonia cremosa, color azulado con
transparencia, forma redonda, tamafio
puntilliforme.

Colonia cremosa, color azulado con
transparencia, forma redonda, tamafio
puntilliforme.

Colonia cremosa, color blanco, forma

redonda, adherida al agar.

Cocos Gram +

Cocos Gram +

Bacilos Gram -

Bacilos Gram +

Levadura

Cocos Gram +

Cocos Gram +

Cocobacilos Gram

+

Cocos Gram +

Bacilos Gram +

Cocobacilos Gram

+

Cocos Gram +

Cocos Gram +

Cocobacilos Gram

+

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
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Tabla 5. (Continuacion).
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27 RM_D_27

redonda, adherida al agar.

Colonia cremosa, color blanco, forma

Cocobacilos Gram

NO

Nota: S, seleccién por crecimiento en el medio, NO, Colonias descartadas por bajo crecimiento. Por: Gonzéalez y

Mora.

8.6 Caracterizacion bioquimica

De los 27 aislamientos,

se seleccionaron 6 cepas (RM_D_05, RM_D 09, RM_D 10,

RM D 11, RM_D 16 y RM_D 22) (Tabla 6), por demostrar mayor capacidad de crecimiento, y
por ende, formacion de biomasa en medio Rennie modificado, a las cuales se les realizd la

caracterizacion bioquimica,

permitiendo obtener una identificacion preliminar

del género

comparando los resultados obtenidos en cada prueba con resultados referencia reportados para

diferentes géneros en prokaryotic names with standing in nomenclature (LPSN) y methods for the

taxonomic description of the Actinobacteria.

Tabla 6.

Caracterizacion bioquimica de las cepas aisladas en medio de cultivo Rennie Modificado.

%) (=]
PRUEBA S = o
) S = S o 3
BIOQUIMICA s 8§ E o _ £ =2 = X
= = » 5 < S S = 8 2 o
= g e J = 2 s = S o
x 5] h=] > £ a =) o &
O O o w s k=) © @
® = g 8
= = >

CEPA o a
RM_D 05 ¥ + + AA KK + - - AE - N
RM_D 09 . + - AIA KK + - - ANAF - -
RM_D 10 - + - AIA KK + - - ANAF - -
RM_D 11 - + - AIA KK + - - ANAF - -
RM_D 16 - + - AIA KK + - - AE - -
RM_D 22 - + -  AIA KK - - - AE - -

Nota: Positivo: +, Negativo -, A/A Consumo de glucosa, lactosa, sacarosa, K/K no desaminacion de

aerobio, ANAF anaerobio facultativo. Por: Gonzalez y Mora.

Lisina, AE
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La cepa RM_D_05 se trata de un bacilo Gram positivo aerobio inmovil, catalasa y oxidasa
positiva. Microorganismo capaz de utilizar como fuente de carbono y energia citrato, glucosa,
lactosa y sacarosa, produce sulfuro de hidrogeno, pero no lisina decarboxilasa e indol.

Las cepas RM_D 09, RM D 10 y RM _D 11 son bacilos Gram positivos no mdviles,
anaerobios facultativos, catalasa positiva, oxidasa negativa. No usan citrato como fuente de
carbono, fermentan glucosa, lactosa y sacarosa. Presentan produccion negativa de indol y lisina
decarboxilasa, y positiva de &cido sulfhidrico. Estas tres cepas coinciden en todas sus
caracteristicas bioquimicas, como también lo hacen en las macroscdpicas y microscépicas, por lo
que se descartan RM_D_10 y RM_D_11 debido a que se puede tratar del mismo microorganismo.

La cepa RM_D_16 es un bacilo Gram positivo aerobio, no mdvil, catalasa positiva y oxidasa
negativa. Utiliza glucosa, lactosa y sacarosa como fuente de carbono. Produccion positiva de acido
sulfhidrico, y negativa de indol vy lisina decarboxilasa.

RM_D 22 esun bacilo Gram positivo aerobio, no movil, catalasa positiva y oxidasa negativa.
Usa como fuente de carbono glucosa, lactosa y sacarosa. No genera produccion de indol, acido de

hidrogeno y lisina decarboxilasa.

8.7 Identificacién molecular de bacterias

La identificacion molecular se llevd a cabo con las 4 cepas (RM_D 05, RM_D 09, RM_D 16
y RM_D_22) finalmente seleccionadas a partir de la caracterizacién bioquimica, eligiendo la cepa
RM_D 09, que coincidia en todas las capacidades bioquimicas, macroscopicas y microscopicas
con las cepas RM_D 10 y RM_D 11, se enviaron a procesamiento al laboratorio de la
Corporacion CorpoGen en la ciudad de Bogota D.C., obteniendo los siguientes resultados:

El aislamiento RM_D_05 segun el clasificador RDP, y tras la generacion del arbol de distancias
construido a través de la base de datos NCBI RefSeq_ RNA con las treinta secuencias de
microorganismos mas cercanas, determind que este corresponde a un microorganismo del género
Kribbella spp. Indicando que tiene un 99% de identidad en el 98% de su longitud, con secuencias
del gen ribosomal 16S de las especies Kribbella albertanoniae, Kribbella sandramycini o
Kribbellayunnanensis. Sin embargo, no se asigna la especie, aunque se destaca la alta similitud

a nivel secuencial con los microorganismos anteriormente mencionados.
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Yong-Ha Park et al. (1999) describieron taxonomicamente el género Kribbella spp. como una
bacteria que muestra hifas ampliamente ramificadas, adheridas al agar, a menudo tienen forma de
baston a cocoide Gram variable, las colonias son pastosas, tienen formas liquenosas, bordes
irregulares y son estrictamente aerobicas, catalasa, oxidasa y urea positivas, en concordancia con
los resultados de las pruebas bioquimicas anteriormente mencionadas para dicha cepa.

Las comparaciones de los aislamientos RM D 09, RM_D 16, RM_D 22, contra las
secuencias de 16S de RDP, indican que tienen mayor homologia con secuencias del género
Amycolatopsis spp. lgualmente los arboles de distancia construidos a partir de la base de datos
NCBI RefSeq_RNA, con las treinta secuencias de microorganismos mas cercanas, arrojan que
estas se agrupan con secuencias de dicho género. El andlisis taxonémico de los tres aislamientos
contra la base de datos ref seq del NCBI, muestra que tienen en promedio un 98,7% de identidad
en el 98,5% de su longitud con secuencias del gen ribosomal 16S de 5 especies de este género:
Amycolatopsis echigonensis, Amycolatopsis albidoflavus, Amycolatopsis niigatensis,
Amycolatopsis halotolerans y Amycolatopsis circi.

Lechevalier, Prauser, Labeda y Ruan (1986) describieron taxonomicamente el género
Amycolatopsis spp. como un actinomiceto formado por hifas vegetativas ramificadas, no siempre
cuenta con micelios aéreos, son bacterias Gram positivas, mesofilas, aerobias, catalasa positiva y

no moviles, caracteristicas similares a las observadas en las pruebas bioquimicas de estas cepas.

8.8 Potencial de bacterias libres fijadoras de nitrogeno (Prueba nitritos y amonio)

Las pruebas de produccién de nitritos y amonio dieron como resultado para todos los ensayos
fuera de los limites de deteccién (Tabla 7), esto debido posiblemente a la dilucion practicada en la
muestra para el andlisis de laboratorio, ya que inicialmente esta contenia 150 ml y el requerimie nto

minimo era de 1500 ml, lo que significd diluir 9 veces la concentracidén inicial.
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Tabla 7.
Resultados analisis de produccion de nitritos y amoniaco reportados por el laboratorio TECNO

Ambiental s.a.s para las BLFN con potencial hidrocarbonoclasta.

Cepa Codigo Cepa Amoniaco Nitritos
5 RM_D 05 <1,2 <0,07
9 RM_D 09 <1,2 <0,07
16 RM_D 16 <1,2 <0,07
22 RM_D 22 <1,2 <0,07

Nota: Los resultados indicados como < (menor que) corresponden alos limites de deteccion de los métodos de ensayo.

Por: Gonzalez y Mora.

Por tanto, se realizd un comparativo entre el nitrdgeno total del suelo, con respecto a la densidad
microbiana obtenida en los diferentes tratamientos durante el mes 1, teniendo en cuenta el
coeficiente de correlacion de Pearson.

En la figura 13, se observa que la nube de puntos es alargada apuntando a la recta y ascendente,
por lo que segin la naturaleza de los datos es apta la aplicacién de este coeficiente lineal. EIl grosor
de la dispersion de los datos es estrecho lo que implica una mayor correlacion, por lo tanto, menor
es el margen de variacién en Y para los valores en X, presentdndose una correlacion directa alta
(r=0,809) y diferencias no significativas (P< 0.05) entre el nitrdgeno total del suelo y la poblacion
de BLFN. Las dos variables aumentan una dependiendo directamente de la otra; la muestra testigo
presenta la menor densidad microbiana (2,9x10° UFC g!) y el menor contenido de Nitrégeno
(0,0845%), mientras que el mayor aumento de nitrégeno (0,177%) se evidencid en el tratamie nto
2 donde la densidad microbiana fue de 6,8x10-> UFC g, interpretindose asi, que la densidad
microbiana es responsable del 65% de la variabilidad del Nitrogeno total en el suelo de los
diferentes tratamientos.

Autores como Cdrdova-Bautista et al. (2009) afirman para su investigacion que la densidad
microbiana y el Nitrogeno total tienen una correlacion positiva (r=0,723), dado que a mayor
poblacion de bacterias fijadoras de nitrégeno (3,7x10* UFC g1), mayor es el contenido de
Nitrégeno total (4,45%), de manera que, al disminuir el contenido de Nitrogeno total (0,39%)
también disminuye la densidad de bacterias fijadoras de nitrégeno (2,2x103 UFC g1).
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Figura 13. Efecto de la densidad de BLFN sobre el nitrdgeno total en los diferentes tratamie ntos

durante el mes 1. Por: Gonzalez y Mora.

Al respecto Bossert y Bartha (1984) mencionan que, las bacterias fijadoras de nitrdgeno
presentes en suelos contaminados con hidrocarburos, proveen considerables cantidades de
Nitrégeno a suelos que carecen de este nutriente, aumentando las poblaciones de microorganismos
biodegradadores (Hernandez et al., 2003), asimismo, Mergesin et al. (2000) afirma que las
bacterias fijadoras de nitrdgeno hidrocarbonoclastas, tienen una alta tasa de crecimiento en suelos
contaminados con hidrocarburo haciendo grandes aportes de Nitrogeno a las plantas (Hernandez
et al., 2006).
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9. Conclusiones

En el marco del macroproyecto “Comportamiento de las caracteristicas fisicas, quimicas y
microbioldgicas en suelos de vocaciéon agricola artificialmente contaminados con Gasolina y
Diésel en el piedemonte llanero del Municipio de Cumaral (Meta)” se aport6 insumos para el
desarrollo del primer y segundo objetivo, mediante el anélisis de la relacién existente de suelos
contaminados con diésel y el comportamiento de bacterias libres fijadoras de nitrogeno (BLFN).

Las caracteristicas fisicas y quimicas permitieron conocer el estado del suelo en estudio, este
presentd textura Franco arcillo arenosa (FArA), baja densidad aparente, pH acido, bajo contenido
de materia organica y de nitrdgeno total y baja capacidad de intercambio cationico. En los
diferentes tratamientos se evidenciaron alteraciones en algunos de estos parametros, segin la
matriz de Pearson la materia organica present0 la relacion mas significativa con el TPH, dado que
pasé de nivel bajo en el testigo a nivel alto en la mayor concentracién de diésel, incrementando 2
veces aproximadamente.

El diésel afectd positivamente las poblaciones de bacterias fijadoras de nitrdgeno en el suelo,
ya que, se observa un aumento de los microorganismos encontrados en presencia del contaminante
con respecto al suelo sin contaminar, inclusive en la concentracion mas alta del hidrocarburo los
recuentos fueron mayores, por tanto, las BLFN tienen capacidad de adaptacion ante condiciones
adversas como un derrame de hidrocarburo.

Las cepas RM_D 05 RM D 09, RM D 16 y RM_D 22 presentan potencial fijacion de
nitrogeno al desarrollar crecimiento de la masa bacteriana en el medio selectivo Rennie modificado
libre de nitrogeno, lo que indica que poseen actividades metabodlicas que permiten hacer uso del
nitrdgeno atmosférico para suplir esta necesidad. Por lo tanto, se genera una correlacion directa
entre la densidad microbiana y el nitrdgeno total de los diferentes tratamientos del suelo agricola
de piedemonte llanero del municipio de Cumaral-Meta, siendo esta responsable del 65% de la

variabilidad de este nutriente.
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10. Discusion de Resultados y Recomendaciones

Caracteristicas fisico-quimicas. El suelo testigo se caracterizd por poseer un pH fuerte a
extremadamente &cido, altos contenidos de Fe y Mn y bajas concentraciones de CIC y Mg, siendo
en algunos pardmetros similares a lo reportado por Rincon y Ligarreto (s.f), Jamioy (2011) y
Venegas (2012). Los parametros fisicos determinaron que este suelo del piedemonte llanero poseia
una textura Franco arcillo arenosa, teniendo en cuenta la textura se establecid que presentaban
niveles bajos para la densidad aparente (1,10 gr/cm?®) y la densidad real (2,28 gr/cm?) al encontrarse
por debajo de los rangos indicados por Ibafiez (2007), Jamioy (2011) y Villegas (2012), mientras,
que la porosidad fue de 51,75%, valor superior a los reportados por Jamioy (2011), demostrando
la relacién inversa entre la densidad aparente y la porosidad. Por otra parte, las caracteristicas
quimicas variaron al comparar el testigo con los suelos contaminados, los parametros que se
relacionaron significativamente con los TPH, fueron la MO y el N, aunque este incremento de MO
esta compuesto por materia petrogenica, posibilitando un riesgo ecotoxico por la presencia de
hidrocarburos aromaticos polinucleares presentes en el diésel (Martinez y Lopez, 2001).

Bacterias fijadoras de nitrégeno en suelos contaminados con hidrocarburos: El potencial de
crecimiento de las bacterias fijadoras de nitrdgeno en un suelo del piedemonte llanero,
contaminado con diésel a concentraciones de 2500 mg kg1, 6100 mg kgty 9800 mg kg, posee
una variacion exponencial positiva, estimulando un aumento en la densidad microbiana para las
muestras que recibieron el tratamiento con respecto al control, llegando a presentarse un
incremento de hasta 8.26 veces, siendo este el mayor registro durante el periodo de muestreo. Lo
que coincide con lo reportado por Vazquez-Luna et al. (2011), que evaluaron el impacto del
petroleo crudo en suelo sobre este tipo de bacterias y reportaron incrementos entre 2 a 3,5 veces
respecto al testigo, con concentraciones de hasta 40000 mg kg1. Asimismo, Castro-Mancilla et al.
(2013), reportaron poblaciones que fluctlan de 1x10° UFC g del suelo testigo hasta 1x108 UFC
g?! en un suelo con diésel mas nitrogeno y fésforo. También, Hernandez et al. (2004), reportd
aumento en las poblaciones de bacterias fijadoras de nitrdgeno en suelos con cultivos de frijol
contaminados con queroseno, ya que se encontrd una poblacion de 4,1x108 UFC gt en el rizoplano
con una concentracion de 2500 mg kg1, mientras que en el testigo se reporté 3x10® UFC gl. Sin

embargo, Rivera etal. (2002), reportd que las poblaciones de bacterias rizosféricas fijadoras de N
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se vieron afectadas por el petrdleo acumulado en el suelo, observandose una reduccion de hasta 20
veces la poblacién con respecto al mismo suelo sin contaminacion. Aunque igualmente, reporta el
aumento significativo de 33 veces las poblaciones de bacterias rizosféricas fijadoras degradadoras
de petroleo. Este Ultimo dato concuerda con los resultados de la investigacion, lo que indica que
las bacterias aisladas tienen la capacidad de crecimiento y fijacion de Nitrdgeno cuando hay
presencia de diésel, al presentar una tendencia positiva bajo el efecto del contaminante.

Durante el tiempo de muestreo se registraron datos contradictorios al comportamiento
principalmente enmarcado, la densidad en las concentraciones 2500 mg kgt y 9800 mg kgt para
los meses 2 y 3 respectivamente fueron menores a la muestra control, pues los microorganismos
resienten el impacto ocasionado por la contaminacion, proyectado en la disminucion de la densidad
microbiana ante el estrés ambiental (Atlas et al., 1991; citado por Rivera et al., 2002). Por lo que
como mecanismo de respuesta tienden a cambiar su estructura, desarrollando un potencial genético
que les permita utilizar el hidrocarburo como fuente de carbono y energia en sus procesos
metabolicos (Rivera et al., 2002).

Los generos aislados Kribbella y Amycolatopsis hacen parte de la division Actinobacteria,
coincidiendo con la investigacién de Vanegas (2012) donde informé poblaciones de actinomicetos
en suelos de piedemonte llanero, con valores promedio de 5,5x10° UFC gt en cultivos de arroz
secano y de 5,9 x10°UFC gl en cultivos de arroz inundados. Por su parte Villegas (2012) report6
poblaciones de actinomicetos hasta de 5,9x10* UFC g en suelos de explotacién pastoril en el
piedemonte llanero.

El crecimiento exponencial de diferentes microorganismos como las cepas aisladas de
actinomicetos se da ante las nuevas condiciones generadas por los tratamientos, pues a mayor
concentracion de diésel, mayor fue el porcentaje de materia organica presente en el suelo, factor
que figura como importante para la estimulacion del crecimiento, al ser un aspecto que controla la
densidad de este tipo de microorganismos (Gonzalez, 2010). La materia organica de un suelo
contaminado se compone de la materia biogénica y petrogénica, esta Ultima aportada por el diésel,
ante la presencia de hidrocarburos arométicos (Martinez, y Lopez, 2001).

Los actinomicetos poseen la capacidad de desarrollarse bajo ambientes contaminados por este tipo
de hidrocarburos, pues degradan alcanos, (hidrocarburos alifaticos) y naftaleno (hidrocarburos
aromaticos), presentes en un 64% y 25% del diésel respectivamente (U.S Department of Health

And Human Service, 1995). A través de la presencia de genes catabdlicos como el catecol 1,2-
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dioxigenasa implicada en la ruptura del anillo aromético y por tanto en la biodegradacion de
compuestos tdxicos como el naftaleno, detectado en géneros de este grupo (Soler, A., 2012),
Ademés (Ribbe et al., 1997 y Gadkari et al., 1992; citado por Ibarra, 2010) del reporte de la
capacidad de fijar nitrbgeno, ya que cuentan con un complejo enzimatico de nitrogenasa
alternativo.

Se contribuye asi, a aportar informacién acerca de la diversidad microbiana existente en los
suelos del piedemonte llanero, tratdndose de microorganismos capaces de crecer y fijar nitrégeno
en presencia de diésel, ofreciendo la posibilidad de uso para procesos de biorremediacién en la
region. Sin embargo, es pertinente para futuras investigaciones realizar pruebas directas tanto de
la capacidad de fijacion biologica de este nutriente, como de la efectividad en la biodegradacion
de hidrocarburos eincluso la capacidad de actuar como consorcio microbiano para la degradacion

de estos.
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12. Apendices

Apéndice A. Ubicacion geogréfica del Instituto Agricola de Guacavia.
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Apéndice B. Matriz de correlaciones de Pearson de las propiedades quimicas.

Variables pH CE MO N P S Ac. . Al Ca Mg K Na CICE Fe Mn Zn B TPH

pH 1

CE 0,855 1

MO 0,754  -0,968" 1

N 0,754  -0,968" 1,000” 1

P 0916 0970 -0878  -0,878 1

S 0859  0993™ -0935 -0935 0987 1

Ac. | 0873  -0999™ 0969 0969 -0,968" -0988" 1

Al 0,094 0189 0,001 0,001  -0,335 0297 0,146 1

Ca 0,712 0971" -0,987" -0987" 0892 0953 -0964* -0,148 1

Mg 0,727 0886  -0,771 0,771 0,931 0931  -0,864  -0623 0,843 1

K 0,873 0970 -0880 -0,880 09957 09917 -0963" -0,395 0907  0959* 1

Na 0,786  0,964° -0891  -0891 0968* 0985  -0950  -0,440 0936  0976*  0987* 1

CICE 0728  0977° 0967 -0967° 0921  0972° -0966* -0,254  0,994** 0,898 0940 0,968 1

Fe 0936  0955° -0,930 -0930 0,931 0931  -0,969* 0,032 0,887 0,746 0,903 0,856 0,876 1

Mn 0568 0907 0962 0962° -0790 -0878 0,896 0,097  -0,981* 0,767 -0,816  -0870  -0964* -0,797 1

Zn 09927 0793 -0696 -0696 0857 0791  -0818  -0,002 0,637 0,634 0,804 0,702 0,646 0911  -0,486 1

Cu 0,857 0,898  -0,928 0928 0827 0,848  -0919 0247 0,860 0,598 0,793 0,749 0823 0973* 0,798 0,845

B 0355 0424 0,599 0599  -0247 -0317 0458 -0800 -0475 0041  -0203 -0178  -0377 -0571 0507  -0,392 1

TPH 0,775  -0,979° 0999” 0999 -0899 -0950° 0979* 0,037 -0989* -0,797  -0,901  -0,909 -0974* -0,938 0957* -0,716 0,568 1
Nota: CE=Conductividad eléctrica, MO=Materia organica, N=Nitrogeno, P=Fésforo, S=Azufre, Ac. I=Acidez intercambiable, Al=Aluminio, Ca=Calcio,

Mg=Magnesio, K=Potasio, Na=Sodio, CIC=Capacidad de intercambio catidénico, Fe=Hierro, Mn=Manganeso, Zn=Zinc, Cu=Cobre, B=Boro, TPH=Hidrocarburos

totales. **La correlacion es significativa al nivel de 0,01. *La correlacion es significante al nivel 0,05.
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Apéndice C. Prueba estadistica Tukey para diferencias significativas entre tratamientos.

ANOVA: Single Factor

DESCRIPTION Alpha 0,05

Group Count Sum Mean Variance SS Std Err Lower Upper
0 mg kg 3 29E+06 9,7E+05 4989E+11 9,978E+11 387233,78 77037,3031 1862962,7
2500 mg kg 3 3,1E+06 1,0E+06 5,56823E+11 1,1165E+12 387233,78 153703,97 1939629,36
6100 mg kg 3 4,7E+06 1,6E+06 5,7013E+11 1,1403E+12 387233,78 680370,636 2466296,03
9800 mg kg™ 3 3,4E+06 1,1E+06 1,7213E+11 3,4427E+11 387233,78 233703,97 2019629,36
Anova

Sources SS df MS F P value F crit RMSSE Omega Sq

Between Groups  6,5829E+11
Within Groups 3,5988E+12

3 2,1943E+11 0,48778605 0,70024572 4,06618055 0,40323114 0,14685934
8 4,4985E+11

Total 4,2571E+12 11 3,8701E+11
TUKEY HSD/KRAMER alpha 0,05
group mean n SS df g-crit
0 mg kg 9,7E+05 3 9,978E+11
2500 mg kg 1,0E+06 3 1,1165E+12

6100 mg kg

1,6E+06 3 1,1403E+12
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9800 mg kg 11E+06 3 3,4427E+11
12 3,5988E+12 8 4,529
Q TEST
group 1 group 2 mean std err g-stat lower upper p-value mean-crit  Cohend

2500 mg -

Omg kg' kg 76666,6667 387233,78 0,19798548 1677115,12 1830448,45 0,99893611 1753781,79 0,11430697
6100 mg -

0 mg kg' kg 603333,333 387233,78 1,55805967 1150448,45 2357115,12 0,69849763 1753781,79 0,89954617
9800 mg -

0 mg kg' kg 156666,667 387233,78 0,40457903 1597115,12 1910448,45 0,99120521 1753781,79 0,23358381

2500 mg 6100 mg -

kg kg™ 526666,667 387233,78 1,36007418 1227115,12 2280448,45 0,7739902 1753781,79 0,7852392

2500 mg 9800 mg -

kg kg 80000 387233,78 0,20659355 1673781,79 1833781,79 0,9987923 1753781,79 0,11927684

6100 mg 9800 mg -

kg™ kg 446666,667 387233,78 1,15348064 1307115,12 2200448,45 0,8455939 1753781,79 0,66596236
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Apéndice D. Coeficiente de correlacion de Pearson para nitrogeno total y densidad microbiana-
mes 1.
Datos densidad y nitrdgeno reportados durante el mes 1 en los diferentes tratamientos

Concentracion N2 Densidad
Omg/kg 0,0845  2,90E+05
2500 mg/kg 0,133 5,10E+05
6100 mg/kg 0,155 9,20E+05
9800 mg/kg 0,177 6,80E+05

Coeficiente de correlacién de Pearson entre variables

Densidad N2
Densidad 1
N2 0,80931155 1
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
Densidad N2

Media 600000 0,137375
Varianza 7,1E+10 0,00156523
Observaciones 4 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,80931155
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t 4,50351926
P(T<=t) una cola 0,0102237
Valor critico det (una cola) 2,35336343
P(T<=t) dos colas 0,0204474

Valor critico de t (dos colas) 3,18244631
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Apéndice E. Arbol filogenético aislamiento RM_D_05.

Kribbella amoyensis strain XMU 198 16S ribosomal RNA gene, ...
Kribbella antibiotica strain YIM 31530 16S ribosomal RNA ge...
Kribbella endophytica strain PIP 118 16S ribosomal RNA gene...

Kribbella lupini strain LU14 16S ribosomal RNA gene, partia...
Kribbella sancticallisti strain BC633 16S ribosomal RNA gen...
— Kribbella pittospori strain PIP 158 16S ribosomal RNA, part...
— 3-1
— Kribbella alba strain YIM 31075 16S ribosomal RNA gene, par...
—— Kribbella ginsengisoli strain Gsoil 001 16S ribosomal RNA g...
ﬁ[ Kribbella swartbergensis strain DSM 17345 16S ribosomal RNA...

Kribbella karoonensis strain Q41 16S ribosomal RNA gene, pa...

6.7 Kribbella mirabilis strain XMU 706 16S ribosomal RNA, parti...
Kribbella deserti strain SL15-1 16S ribosomal RNA, partial ...
68g|— Kribbella sandramycini strain KACC 20249 16S ribosomal RNA,...

Kribbella sandramycini strain ATCC 39419 16S ribosomal RNA ...
ﬁ|: Kribbella gitaiheensis strain NEAU-GQTH2-3 16S ribosomal RN...

Kribbella koreensis strain LM 161 16S ribosomal RNA, partia...
ﬁI— Kribbella solani strain DSA1 16S ribosomal RNA, partial seq...

Kribbella hippodromi strain S1.4 16S ribosomal RNA gene, pa...

Kribbella jejuensis strain HD9 16S ribosomal RNA, partial s...

Kribbella sindirgiensis strain FSN23 16S ribosomal RNA, par...
Kribbella aluminosa strain 2423-004 16S ribosomal RNA gene,...
64.4— Kribbella podocarpi strain YPL1 16S ribosomal RNA, partial ...

— Kribbella shirazensis strain UTMC 693 16S ribosomal RNA gen...
— Kribbella soli strain FMN22 16S ribosomal RNA, partial sequ...
—— Kribbella swartbergensis strain HMC25 16S ribosomal RNA gen...
— Kribbella karoonensis strain DSM 17344 16S ribosomal RNA ge...

5 ).6_’-_ Kribbella yunnanensis strain YIM 30006 16S ribosomal RNA ge...

Kribbella albertanoniae strain BC640 16S ribosomal RNA gene...
_|_Kribbella flavida strain KACC 20248 16S ribosomal RNA, part...

Kribbella flavida strain DSM 17836 16S ribosomal RNA, parti...

100}

~N

OT
[

0.009
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Apéndice F. Arbol filogenético aislamiento RM_D_09.

100

—— Amycolatopsis sulphurea strain IMSNU 20060 16S ribosomal RN...
— Amycolatopsis sulphurea strain DSM 46092 16S ribosomal RNA ...

(%]

85

Amycolatopsis jiangsuensis strain KLBMP 1262 16S ribosomal ...
Amycolatopsis jejuensis strain N7-3 16S ribosomal RNA gene,...

95.

Amycolatopsis saalfeldensis strain 2406-001 16S ribosomal R...
Amycolatopsis tolypomycina strain IMSNU 20061 16S ribosomal...
—— Amycolatopsis mediterranei strain NRRL B-3240 16S ribosomal...

78.5

&_1[ Amycolatopsis vancoresmycina strain ST101170 16S ribosomal ...
Amycolatopsis bullii strain SF27 16S ribosomal RNA gene, pa...

Amycolatopsis lexingtonensis strain NRRL B-24131 16S riboso...
Amycolatopsis rifamycinica strain DSM 46095 16S ribosomal R...
99,3[ Amycolatopsis umgeniensis strain UM16 16S ribosomal RNA gen...
Amycolatopsis coloradensis strain DSM 44225 16S ribosomal R...

66% Amycolatopsis kentuckyensis strain NRRL B-24129 16S ribosom...
5

81

56

Amycolatopsis decaplanina strain DSM 44594 16S ribosomal RN...
Amycolatopsis keratiniphila subsp. nogabecina strain DSM 44...
Amycolatopsis azurea strain IMSNU 20053 16S ribosomal RNA g...
Amycolatopsis lurida strain IMSNU 20057 16S ribosomal RNA g...
Amycolatopsis orientalis strain IMSNU 20058 16S ribosomal R...

Amycolatopsis japonica strain MG 417-CF 17 16S ribosomal RN...
3-2

4.

—— Amycolatopsis echigonensis strain LC2 16S ribosomal RNA gen...

s0.7 Amycolatopsis albidoflavus strain NBRC 100337 16S ribosomal...

1. Amycolatopsis equina strain SE(8)3 16S ribosomal RNA gene, ...
Amycolatopsis hippodromi strain S3.6 16S ribosomal RNA gene...

- 2 Amycolatopsis albidoflavus strain IMSNU 22139 16S ribosomal...
KE

995 Amycolatopsis circi strain S1.3 16S ribosomal RNA gene, par...
8 [[

o]

Amycolatopsis niigatensis strain LC11 16S ribosomal RNA gen...
Amycolatopsis halotolerans strain N4-6 16S ribosomal RNA, p...

0.009

81

Amycolatopsis minnesotensis strain 32U-2 16S ribosomal RNA,...

Amycolatopsis rubida strain 13.4 16S ribosomal RNA gene, pa...
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Apéndice G. Arbol filogenético aislamiento RM_D _16.

95.6

99.21— Amycolatopsis umgeniensis strain UM16 16S ribosomal RNA gen...

—l_— Amycolatopsis coloradensis strain DSM 44225 16S ribosomal R...

Amycolatopsis japonica strain MG 417-CF 17 16S ribosomal RN...

— Amycolatopsis decaplanina strain DSM 44594 16S ribosomal RN...
85.2—— Amycolatopsis keratiniphila subsp. nogabecina strain DSM 44...
6 .4[ Amycolatopsis orientalis strain IFO 12806 16S ribosomal RNA...

Amycolatopsis orientalis strain IMSNU 20058 16S ribosomal R...

5(__§E Amycolatopsis azurea strain IMSNU 20053 16S ribosomal RNA g...

Amycolatopsis lurida strain IMSNU 20057 16S ribosomal RNA g...

Amycolatopsis saalfeldensis strain 2406-001 16S ribosomal R...
Amycolatopsis australiensis strain GY048 16S ribosomal RNA ...

70.8

5.8

Amycolatopsis balhimycina strain DSM 44591 16S ribosomal RN...

—— Amycolatopsis kentuckyensis strain NRRL B-24129 16S ribosom...

Amycolatopsis rifamycinica strain DSM 46095 16S ribosomal R...

28‘2[ Amycolatopsis mediterranei strain NRRL B-3240 16S ribosomal...

Amycolatopsis mediterranei strain IMSNU 20056 16S ribosomal...

8Ei|_ Amycolatopsis lexingtonensis strain NRRL B-24131 16S riboso...
Amycolatopsis pretoriensis strain NRRL B-24133 16S ribosoma...

Amycolatopsis tolypomycina strain IMSNU 20061 16S ribosomal...

ﬁl__— Amycolatopsis vancoresmycina strain ST101170 16S ribosomal ...
A

mycolatopsis bullii strain SF27 16S ribosomal RNA gene, pa...
Amycolatopsis rubida strain 13.4 16S ribosomal RNA gene, pa...

99.3

Amycolatopsis echigonensis strain LC2 16S ribosomal RNA gen...
Amycolatopsis albidoflavus strain IMSNU 22139 16S ribosomal...
80.8—— Amycolatopsis niigatensis strain LC11 16S ribosomal RNA gen...

L Amycolatopsis halotolerans strain N4-6 16S ribosomal RNA, p...

99.8 Amycolatopsis circi strain S1.3 16S ribosomal RNA gene, par...
72|1_|: Amycolatopsis equina strain SE(8)3 16S ribosomal RNA gene, ...

Amycolatopsis hippodromi strain S3.6 16S ribosomal RNA gene...

gzﬁl— 3-3
Amycolatopsis albidoflavus strain NBRC 100337 16S ribosomal...

0.006
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Apéndice H. Arbol filogenético aislamiento RM_D_22.

—— Amycolatopsis sulphurea strain IMSNU 20060 16S ribosomal RN...
— Amycolatopsis sulphurea strain DSM 46092 16S ribosomal RNA ...

100

N

91.2

Amycolatopsis jiangsuensis strain KLBMP 1262 16S ribosomal ...
Amycolatopsis jejuensis strain N7-3 16S ribosomal RNA gene,...

86.9

Amycolatopsis saalfeldensis strain 2406-001 16S ribosomal R...

99.6 Amycolatopsis umgeniensis strain UM16 16S ribosomal RNA gen...

<)

79

64.5

81

56

0.009

I

Amycolatopsis coloradensis strain DSM 44225 16S ribosomal R...
—— Amycolatopsis japonica strain MG 417-CF 17 16S ribosomal RN...
—— Amycolatopsis decaplanina strain DSM 44594 16S ribosomal RN...

D.7 — Amycolatopsis keratiniphila subsp. nogabecina strain DSM 44...

£|__— Amycolatopsis azurea strain IMSNU 20053 16S ribosomal RNA g...
Amycolatopsis lurida strain IMSNU 20057 16S ribosomal RNA g...

g[_Amycolatopsis orientalis strain IFO 12806 16S ribosomal RNA...
Amycolatopsis orientalis strain IMSNU 20058 16S ribosomal R...
Amycolatopsis australiensis strain GY0O48 16S ribosomal RNA ...
Amycolatopsis tolypomycina strain IMSNU 20061 16S ribosomal...
Amycolatopsis mediterranei strain NRRL B-3240 16S ribosomal...
Amycolatopsis rifamycinica strain DSM 46095 16S ribosomal R...
Amycolatopsis kentuckyensis strain NRRL B-24129 16S ribosom...
Amycolatopsis vancoresmycina strain ST101170 16S ribosomal ...
Amycolatopsis bullii strain SF27 16S ribosomal RNA gene, pa...
3-4
Amycolatopsis echigonensis strain LC2 16S ribosomal RNA gen...
— Amycolatopsis albidoflavus strain NBRC 100337 16S ribosomal...

1- Amycolatopsis equina strain SE(8)3 16S ribosomal RNA gene, ...

15 997 Amycolatopsis circi strain S1.3 16S ribosomal RNA gene, par...
8 LI:

—— Amycolatopsis niigatensis strain LC11 16S ribosomal RNA gen...
Amycolatopsis halotolerans strain N4-6 16S ribosomal RNA, p...
— Amycolatopsis albidoflavus strain IMSNU 22139 16S ribosomal...

.2

83

Amycolatopsis minnesotensis strain 32U-2 16S ribosomal RNA,...

Amycolatopsis hippodromi strain S3.6 16S ribosomal RNA gene...



