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Antecedentes (max. 1000 palabras)
En el medio ambiente existen diferentes tipos de microorganismos que cumplen
distintas funciones, una de ellas es la biorremediacién, utiliza microorganismos
para eliminar contaminantes, siendo la poblacion microbiana autdctona
fundamental para la biodegradacion, requieren condiciones ambientales éptimas
para favorecer el crecimiento microbiano y su actividad degradativa (Aransiola et
al, 2024) Estos bichos descomponen sustancias téxicas como los hidrocarburos
tanto en suelos como en aguas subterraneas, transformando las cadenas largas de
estas moléculas nocivas en moléculas mas simples, de esta forma su
descomposicién seria mas facil y rdpida, para poder disponer de ecosistemas que
no den peligro alguno al medio ambiente. (Pinto & Sanchez, 2018)

Existen diversos tipos de microorganismos degradadores de hidrocarburos,
estudios demuestran mas de 160 géneros de microorganismos que degradan
hidrocarburos los mas usados son: Flavobacterium, Achromobacter, Rhodococcus,
Micrococcus, Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter
y en menos ocasiones Mycobacterium, Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Rhodotorula y Candida, las bacterias son las principales degradadoras de
hidrocarburos, son mas usadas que hongos y levaduras. (Braibant, 2004). Esto se
debe a que estos microorganismos que habitan en estas superficies se pueden
adaptar a parametros fisicos, quimicos como es la temperatura pH y humedad que
presentan estos suelos con sustancias toxicas utilizandolas como alimento para
realizar su metabolismo, por otro lado una de la importancia de estas bacterias es
gue pueden proporcionar nitrogeno a las plantas. (Ledesma, 2020)

El petréleo estd formado por varios tipos de hidrocarburos, son moléculas que
contienen dtomos de carbono e hidrégeno, se dividen en cuatro: saturados, donde
se encuentran alcanos; aromdticos, como el benceno, tolueno, naftaleno; resinas,
contienen nitrégeno, azufre y oxigeno por ultimo los asfaltenos, moléculas
resistentes a la biodegradacién, pero el mayor porcentaje de hidrocarburos son
degradables. La accidon petrolera se realiza principalmente en la Amazonia
Ecuatoriana, siendo el lugar con mayor actividad petrolera, esto se debe a la
existencia de yacimiento de petréleo, empezando desde el afio de 1911, donde se
habia encontrado fuentes de petréleo en buena cantidad y buena calidad, las
zonas especificas de estos hallazgos fueron lugares como Orellana y Sucumbios .
En esta regidn se encuentran grandes cantidades de Hectdreas, 3’051.487,80,
siendo este el 26% de toda la Amazonia (Ochoa, 2021)
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Planteamiento del problema a investigar (mdax. 350 palabras)

La contaminacion por hidrocarburos es un problema a nivel mundial, ocasiona el
deterioro progresivo en el medio ambiente. Dentro del Ecuador las empresas
petroleras representan una de las principales fuentes de trabajo,
especificamente en la zona norte de la regién Amazdnica que en la actualidad es la
zona con mayor impacto, estd conformada por las provincias de Orellana vy
Sucumbios, ocupando el primer y segundo lugar en la exploracion y explotacién
petrolera. (Ledesma, 2020) Estas actividades afectan de forma negativa a los
suelos, son una amenaza para la salud humana, animal y vegetal, caracterizdndose
por ser muy persistentes en los ecosistemas. (Conde et al, 2021) Una de las
problematicas es que, los suelos pierdan su actividad de poder fertilizar en la
produccidn agricola por la falta de uso de métodos de remediacidn, esto debido a
la lenta degradaciéon natural que tiene el petréleo (Ledesma, 2020). También cabe
recalcar que la biorremediacidn muchas veces puede ser muy limitada por la
cantidad de especies de microorganismos y por hidrocarburos de alto peso
molecular como alifaticos y aromaticos, son contaminantes muy resistentes
porque tienen una baja solubilidad, dando como consecuencia una mala
disponibilidad de degradar estos compuestos a los microorganismos nativos
acumuldndose en el medio ambiente. (Conde et al, 2021)

Justificacion de la investigacion (max. 350 palabras)

La biorremediacidn es una técnica considerada amigable con el medio ambiente,
simple y econdmicamente accesible. Su propdsito es potenciar los
procesos naturales de biodegradacion ajustandose a los factores que limitan su
eficiencia. Este método se basa en un proceso catabdlico, transformando
moléculas téxicas en moléculas mds simples a través del metabolismo de
microorganismos, usando el hidrocarburo como una fuente de carbono, estas
comunidades bacterianas que estan expuestas al petrdleo, pueden adaptarse a
este entorno mostrando una evolucidn genética durante el paso del tiempo dando
como resultado un recurso potencial para el saneamiento de sitios contaminados.
Frente a la problemadtica de limitacion de especies biorremediadoras, se puede
aplicar una estrategia bastante utilizada que es el bioaumento, este consiste en
aplicar o introducir microorganismos para acelerar la degradacién del
contaminante, esta técnica se usa cuando las comunidades autéctonas no son lo
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suficientemente eficientes para degradar sustancias nocivas en un tiempo
adecuado o es mas lenta de lo esperado

4 Preguntas de investigacion
éLos microorganismos autdctonos presentes en suelos contaminados del campo
Sacha- Ecuador tienen un potencial biorremediador significativo para degradar
hidrocarburos y cdmo varia su diversidad segun las dreas de estudio?

5 Hipétesis

Los microorganismos autdctonos de los suelos contaminados del campo Sacha
poseen un alto potencial biorremediador para la degradacién de hidrocarburos, la
reduccion de hidrocarburos totales dura de 4 a 6 meses
6 Objetivos de la investigacion

6.1 General

Determinar el potencial biorremediador de microorganismos autdctonos en el
Sacha-Ecuador

6.2 Especificos

. Identificar microorganismos con potencial biorremediador en suelos
contaminados con hidrocarburos.
Determinar el indice de diversidad por areas de estudio de bacterias con potencial
biorremediador.

Determinar la eficiencia de biorremediacion de los aislados mas diversos
identificados en las zonas de estudio en condiciones controladas.

7 Métodos (max. 1000 palabras)
Muestreo del suelo

La recoleccion de muestras se llevard a cabo siguiendo la metodologia descrita por
Mendoza y Espinosa (2017). Consiste en realizar un muestreo de tres areas cercanas a
pozos o bloques de extraccion de petrdleo en la parroquia San Carlos, Cantén Joya de
los Sachas, Provincia de Orellana. Estas zonas habian sido impactadas por derrames de
petréleo, acumulando altos niveles de contaminantes. Los puntos de muestreo se
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seleccionaran en funcidn del tiempo transcurrido desde los derrames, estableciéndose
intervalos de 4 meses, 5 afios y 10 afios. En cada caso se tomaran tres muestras de
suelo a profundidades de 0-10 cm y 10-30 cm dentro de un cuadrante con 5 puntos de

muestreo. Estas submuestras se combinaran para formar una muestra compuesta por
pozo y profundidad.

Preparacion de diluciones

Se siguidé la metodologia descrita por Chandrapati y Williams (2014) para cuantificar las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) bacterianas presentes en las muestras
recolectadas. Esta técnica se basa en la preparacion de diluciones seriadas
cuantitativas, para lo cual se realizaran diluciones desde 107" hasta 10”7 en tubos de
ensayo de 40 ml (un total de 42), cada uno con 9 ml de agua peptonada. En el primer
tubo de cada serie se incorporara 1 gramo de la muestra correspondiente y a partir de
ahi se transferira un ml al siguiente tubo de manera consecutiva. Todo el
procedimiento se llevara a cabo dentro de una cdmara de flujo laminar

Procedimiento para siembra en cajas Petri y cuantificacidon de colonias bacterianas

Siguiendo la metodologia de Singh, Dutta y Jamwal (2017)y Torres (2008). Tras
realiza las diluciones seriadas en los tubos de ensayo, se llevara a cabo la siembra
en cajas petri, utilizando las tres ultimas diluciones de cada serie(107°, 10°y 107).
Para esta etapa se usara el medio de cultivo Agar nutriente, adecuado para el
crecimiento, aislamiento y recuento de bacterias. La cantidad de medio necesaria
se calculara en funcién del nimero de cajas petri y muestras para cada
repeticion(RI-RIIl), se preparara el agar Nutriente a una concentracion de 28
gramos por 1000L.

Con las diluciones y el medio de cultivo listo se procedera a la inoculacion usando
micropipetas permitiendo transferir 1 mL de cada dilucion a las cajas Petri.
Después se afiadird aproximadamente 20 mL del medio de cultivo preparado a
cada caja. Para completar el proceso se cubrir las cajas con tapas y realizara
movimientos. Las cajas Petri se incubaran a 30 °C y el conteo de colonias se
realizardn a las 24, 48 y 72 horas, con un conteo adicional a los 7 dias, siguiendo el
método de UFC propuesto por Arana (2015). Para calcular las UFC, se utilizara la
formula
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Donde:

UFC: Unidades Formadoras de colonias

> N°pm: Sumatoria del nimero probable de microorganismos por cada caja Petri. N°C:
Numero de cajas Petri

V: Volumen inoculado en la caja Petri

F.D: Factor de dilucién

Caracterizacion morfo-cultural de las comunidades bacterianas de suelos
contaminados con hidrocarburos en diferentes periodos de derrames del
contaminante

La caracterizacion morfo-cultural de los aislados microbianos se efectuara mediante
el analisis de la apariencia del crecimiento, la forma, la elevacién y los bordes de
las colonias, siguiendo lo descrito por Guaman, Torres y Napoles (2016)

Determinacion de la diversidad bacteriana en los suelos contaminados con
hidrocarburos en los diferentes periodos de los derrames

Tras completar los procedimientos de cuantificacién y caracterizacion morfocultural
mencionados, se calculardn los indices de diversidad bacteriana basandose en
dichas caracteristicas. La diversidad bacteriana se evaluara utilizando los indices de
Simpson y Shannon-Wiener, recomendados por Escalante (2007), ya que estos
permiten analizar tanto la riqueza como la abundancia relativa de las bacterias.
Indices de equidad: consideran el valor de importancia de cada especie.

Indices de heterogeneidad: ademds del valor de importancia, incluyen el nimero
total de especies presentes en la comunidad.

Ambos tipos de indices destacan aspectos como la dominancia o la equidad dentro
de la comunidad. Por ello para fines practicos, se suelen categorizar como indices
de dominancia y de equidad.
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Indice de Simpson: refleja la probabilidad de que dos individuos seleccionados al
azar pertenezcan a la misma especie y se calcula siguiendo la propuesta por
Moreno (2001)

X=1->pi2
Extraccion y Amplificacion de ADN de muestras de suelo

Para la extracciéon del ADN microbiano se utilizard la metodologia de Chongshu
(2023), empleando el FastDNA® Kit de centrifugacién para suelo. Su concentracién
y pureza se determinara mediante espectrofotometria, mientras que su calidad se
evalué por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Para el siguiente paso, la
amplificaciéon de la regién V3-V4 del gen 16S rRNA se realizara mediante PCR
empleando cebadores como el 338F (5'-ACTCCTACGGAGGCAGCAG-3') y 806R
(5'-TACHVGGGTWTCTAAT-3'). La reaccién de PCR se manejara con un protocolo
gue incluye una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 minutos, durante 27
ciclos. Cada ciclo consistird en 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 55°C y 45
segundos a 72 °C, con una extensién final de 10 minutos a 72 °C. Finalmente los
productos de PCR seran extraidos de geles de agarosa al 2% y luego purificados
con el kit de extraccién de gel de ADN AxyPrep, posteriormente se cuantificaran
usando el sistema QuantiFluor siguiendo las indicaciones del fabricante. Chongshu
& Changzheng, (2023)

Secuenciacion del ADN
Para la secuenciacidn se usara la tecnologia de nanopore, se preparara las
bibliotecas con adaptadores especificos para lecturas largas y se realizard con el
dispositivo MinlON que genera datos en tiempo real, es ideal para identificar
genes relacionados con la degradacion de hidrocarburos. Los datos se procesaran
mediante herramientas bioinformaticas para el analisis funcional de genes
asociados a enzimas claves Chongshu & Changzheng, (2023)

Andlisis filogenético

Después de la secuenciacion ya con los resultados en formato fasta, las secuencias se
alinearan en el software ClustalW y serdn exportados al programa Mega, para la
construccién del arbol filogenético se utilizara el algoritmo Neighbor-Joining con el
método p-distance con 1.000 repeticiones bootstrap, teniendo en cuenta transiciones y
transversiones. Arenas & Gutierrez (2009)
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Extraccion de materia organica soluble, crudo y fraccionamiento

Las muestras se llevaran sometidas a una extraccidn continua de crudo durante 24
horas en un sistema Soxhlet utilizando como disolvente de extraccién
diclorometano (350 mL). Después, el solvente se separard del crudo en el
rotavapor y finalmente serdn secados a temperatura ambiente hasta la siguiente
fase. (Pullaguari, 2024)

El fraccionamiento Sara se realizard en una columna abierta utilizando una bureta
de 50 ml, esta serd empaquetada con algodon tratado previamente como soporte.
Como fase estacionaria se utilizara gel de silica (30g) activada en la mufla a 200 °C,
posteriormente fue mezclado con hexano hasta terminar el empaquetado de la
columna. A continuacidn, se pesaran aproximadamente (100 + 0,1) mg de cada
muestra en vidrio de reloj y fueron diluidos en 1 mL de n-hexano junto con una
pequeia cantidad de gel de silice hasta conseguir una pasta facil de manipular,
esta fue finalmente anadida en la parte superior de la columna. (Pullaguari, 2024)

La fraccidon que contiene hidrocarburos saturados serd eluida con 60 mL de
n-hexano, para la fraccién de hidrocarburos aromaticos se utilizard una proporcion
9:1 de n-hexano/diclorometano, y para la elucién de la fraccién de resinas y
asfaltenos se usard diclorometano/metanol en una proporcién 9:1. La fraccidon
gue contiene hidrocarburos saturados se pesd y se diluird en hexano con el fin de
alcanzar una concentracién de 20 mg/ mL. (Pullaguari, 2024)

Anadlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Los analisis se realizardn en un cromatégrafo de gases acoplado a un espectrometro

de gases acoplado a un espectrémetro de masas cuadrupolar modelo Shimadzu
QP-2030. Para la inyeccion se configuraran las siguientes condiciones: la
temperatura inicial 250 °C, la programacién de temperatura comenzé en 100 °Cy
ascendid a 305 °C a una velocidad de 2,5 °C/min durante 20 minutos, el tiempo
total de analisis sera de 54 min. Se inyectaran 1 ul de muestra, el helio serd usado
como gas portador a un flujo de ImL/min. Las temperaturas de la interfaz y de la
fuente de iones seran de 280 °C y 230 °C, mientras que el del barrido serd de 60 —
600 m/z. (Pullaguari, 2024)
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