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1. Antecedentes

Los problemas de contaminacion en el &mbito local, nacional e internacional son parte de
nuestra vida cotidiana; por tanto, es preocupante la manera en coémo se han ido degradando los
ecosistemas de nuestro planeta, y la capa superficial de la corteza terrestre no es la excepcion
(Martinez et al., 2011). La actividad petrolera en sus diferentes etapas ocasiona contaminacion
y cambios en el uso del suelo (Suarez, 2013). La fuente mas importante de la economia del
Ecuador es la exportacion de crudo y derivados que en los ultimos 10 afios ha oscilado entre
un 43 y 66% del total de exportaciones del pais y entre un 43 y 59% del presupuesto general
del Estado (Pazmifio, 2017). Durante estos Gltimos 25 afios se ha registrado al menos 1.983
derrames de petroleo en la region Amazonica, siendo este Gltimo registrado en el sector Piedra
Fina de la provincia de Napo. El petrdleo es un liquido espeso, inflamable, de color amarillo a
negro, que contiene una mezcla de productos quimicos organicos, la mayoria de los cuales son
hidrocarburos (compuestos organicos constituidos, solamente, por hidrogeno y carbén).
Puesto que el petroleo es un material natural, puede ser diluido o descompuesto por bacterias
y otros agentes naturales. Sin embargo, los productos refinados del petréleo (gasolina,
kerosén, asfalto, aceite combustible, y otros productos petroquimicos) no son naturales.
Debido a esto, existen pocos agentes naturales, como bacterias, capaces de descomponerlos

(Hidalgo, 2009).

Los derrames de petroleo ocasionan efectos importantes sobre las propiedades fisicas,
quimicas y biologicas del suelo, cambios que a su vez ejercen un efecto directo sobre las
poblaciones de microorganismos existentes en el mismo. El impacto puede ser mayor al
alterar el equilibrio de las condiciones ecoldgicas originales (Vazquez et al., 2011).
Estos efectos obedecen a las caracteristicas propias de los diferentes hidrocarburos que

constituyen el petroleo, tales como su:
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1) TOXICIdad Los hldrocarburos aromaticos de bajo punto de ebullicion son letales para casi
todos los organismos terrestres y marinos. Algunos de los hidrocarburos parafinicos son
menos toxicos Yy hasta no toxicos para los seres vivientes.

2) Solubilidad: Los hidrocarburos de alto peso molecular son insolubles en agua; por lo tanto,

cuando hay derrames causan problemas porgue se adhieren a los organismos y les causan
asfixia. En cambio, los derivados del benceno y los naftalenos pueden solubilizarse en agua.
Dicha solubilidad influira en su toxicidad en el ecosistema.

3) Biodegradacion: esta en funcion de las caracteristicas y peso molecular de sus

componentes. En aquellos de peso molecular alto, su tiempo de descomposicion es muy

largo.

4) Volatilidad, densidad y actividad superficial: definen como cada componente del
petréleo se evaporard, hundira o dispersara.

5) Carcinogenicidad: No todos los hidrocarburos son peligrosos, si comparamos los alifaticos
contra los aromaticos, de acuerdo con la IARC, 2015 (Agencia Internacional para la

Investigacion del Cancer), se ha clasificado a los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS)

en grupos, de acuerdo con su potencial cancerigeno para los humanos (Barois et al.,2018).

Lo anterior provoca la disminucion de poblaciones microbianas importantes para la
asimilacion y reciclado de nutrientes dentro de los ciclos biogeogquimicos, como es el caso de
las bacterias fijadoras de nitrogeno de vida libre. El nitrégeno es uno de los principales
nutrimentos para los organismos vivos y en su ausencia limita la produccién de alimentos. La
mayoria de las transformaciones del nitrdgeno en el suelo ocurren a través de
microorganismos, cuyos mecanismos dependen de la influencia de factores abiéticos, como la
concentracion de oxigeno, de nitrégeno inorganico y el pH (Vazquez et al., 2011). Una
herramienta para solucionar este problema ambiental es el uso de microorganismos naturales

para degradar o descomponer sustancias que son contaminantes y convertirlas en otras menos
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téxicas 0 inocuas para el medio ambiente. Esta herramienta biotecnoldgica se llama
biorremediacion y es una tecnologia emergente que utiliza organismos vivos (plantas, algas,
hongos y bacterias) para absorber, degradar o transformar los contaminantes y retirarlos,
inactivarlos o atenuar su efecto en el suelo, el agua y el aire. La técnica puede ser empleada
para atacar contaminantes especificos del suelo, por ejemplo, en la degradacion bacteriana de

compuestos organoclorados o de hidrocarburos (Rodriguez-Gonzales et al., 2022).

La importancia de los microorganismos en ambientes naturales deriva de su cantidad,
diversidad y, sobre todo, de su gran espectro de actividades que, en la mayoria de los casos,
repercuten en los seres superiores con los cuales comparte un determinado habitat.
Concretamente en el suelo, los microorganismos desarrollan una amplia gama de acciones
que inciden en el desarrollo y nutricidn vegetal (Acufa et al., 2006). Los métodos de
identificacion en la microbiologia tradicional basados en la caracterizacion fenotipica y
bioquimica, han contribuido de forma significativa a diversos campos como la medicina
moderna y a la bioprospeccidn biotecnoldgica (Gregorio, 2019). La diversidad microbiana de
los metagenomas se ha analizado mediante el uso del gen 16S rRNA, que codifica para el
ARN ribosémico que conforma la subunidad pequefia de los ribosomas. Este gen comprende
regiones conservadas y variables en bacterias y arqueas. EI gen 16S rRNA se ha utilizado
como marcador molecular, ya que permite clasificar a las bacterias y arqueas en grupos

taxondmicos de acuerdo con las familias o géneros (Cortés-Lopez et al., 2020).

En la presente investigacion se cuantificara y diversificara morfo-culturalmente, bacterias
presentes en suelos ya contaminados con petréleo, ademas se planteara camino a futuras
investigaciones las cuales busquen emplear estas bacterias para estudios de biorremediacion.
Dado que las bacterias habian en todo tipo de habitat, se cree que estas se adaptaron en estos

suelos contaminados y asi mismo se alimentan del residuo de petréleo presente.
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2. Planteamiento del problema a investigar

El consumo de energia en el mundo ha aumentado de manera continua, siendo abastecido
principalmente por el carbon mineral, el petrdleo y el gas, teniendo estos ultimos una
importancia cada vez mayor para satisfacer las necesidades energeéticas de todos los paises

del mundo (Rojas, 1958).

Ecuador es el cuarto productor de hidrocarburos en América Latina y también es conocido
por ser el pais que acoge la biodiversidad mas densa del planeta en referencia a su superficie
(Dangles, 2009). Los productos petroleros representan el 56,8% de las exportaciones totales
del pais y el 67,41% de las exportaciones de materias primasé (BCE, 2013 (a)).

En la década de los cincuenta, comienza la explotacidn petrolera en una gran extensién de
tierra en la zona norte de la Region Amazonica que en la actualidad es la zona de mayor
incidencia y estd conformada por las provincias de Orellana y Sucumbios. Estas provincias
se convierten en las pioneras en las actividades de exploracién y explotacion petrolera (a
nivel de pais, hoy las provincias de Orellana y de Sucumbios ocupan el primero y segundo
lugar, respectivamente) (Vogliano, 2009).

Muchos lo odian, otros tantos lo veneran, pero ninguno puede vivir sin él. Para algunos el

petroleo es el “oro negro”, o la “corriente sanguinea de la economia mundial”, para otros es el
“excremento del diablo”, “sangre de dinosaurios” (Romero& Vera, 2018).

Petroecuador registro al menos 1.983 derrames de petroleo en la region amazoénica entre 1995 y
2011, lo cual equivale a un derrame cada tres dias a lo largo de 17 afios. En este periodo, la
estatal petrolera derram6 mas de 125.000 barriles de petréleo (de Almeida et al., 2021).
Como consecuencia de estos impactos, el suelo ha presentado deficiencia en cuanto a su
fertilidad en la produccion agricola y piscicola de la zona, debido a la falta de conocimiento en
el manejo y aplicacion de métodos de remediacion (Kingston, Little, & Harkantra, 2000). Esto
se origina principalmente porque en la region Amazoénica Ecuatoriana no se ha considerado las

funciones, ni las variaciones de las de las comunidades bacterianas en suelos contaminados con
5
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hldrocarburos, eI aumento o disminucion de la cantidad de bacterias en el suelo en diferentes

periodos del derrame, su diversidad y el efecto que el contaminante genera en el crecimiento de

las mismas.

3. Justificacion de la investigacion

El suelo es un recurso importante para el desarrollo de actividades que satisfacen las necesidades
humanas (agricultura, ganaderia, avicultura, piscicultura, etc.), también posee capacidades de vital
relevancia con el ambiente. Las bacterias son participes en estas y otras funciones y constituyen el
grupo mas abundante de organismos unicelulares procariontes en la naturaleza, Lidya (2018) afiade,
la influencia de éstas en los flujos de energia, transformacion de la materia organica, produccion de
metabolitos, interacciones bioldgicas, agentes degradadores de contaminantes y ciclos
biogeoquimicos. Ademas, la fijacion de algunos de los nutrientes fundamentales en la fertilidad del
suelo.

Segun las investigaciones los Hidrocarburos son micro contaminantes peligrosos y altamente
resistentes a la degradacion. Entre las técnicas empleadas para la remediacion de suelos contaminados
con Hidrocarburos esta el uso de tecnologias bioldgicas que hoy en dia ya esta cobrando un gran
interés. Es por esto que la presente investigacion sobre el conocimiento de las variaciones numeéricas,
la diversidad y el efecto que provoca el suelo contaminado con hidrocarburos en las comunidades
bacterianas, contribuiria a futuras investigaciones que beneficien a la Regiébn Amazonica Ecuatoriana

con mayor presencia de petroleras.

4.  Preguntas de investigacion
e ;Qué géneros o especies bacterianas predominan en suelos contaminados por hidrocarburos

en la Amazonia Ecuatoriana?

e ;Cuales son las principales bacterias degradadoras de hidrocarburos

presentes en estos suelos?
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e ;CoOmo varfa la biodiversidad bacteriana en funcion del tiempo transcurrido

desde el evento de contaminacion?

5. Hipotesis
La adaptabilidad de las bacterias presentes en suelos contaminados con hidrocarburos a lo
largo del tiempo se manifiesta en cambios de diversidad y abundancia. Se plantea que, en los
primeros meses tras la contaminacion, la diversidad bacteriana es menor debido a un periodo
inicial de adaptacion, pero aumenta progresivamente a medida que las bacterias mejor
adaptadas proliferan, favoreciendo la presencia de comunidades especializadas en la
degradacion de hidrocarburos. Asimismo, los suelos previamente expuestos a contaminantes
muestran una respuesta microbiana mas rapida y eficiente en comparacion con suelos
contaminados por primera vez, sugiriendo un proceso de seleccion natural y adaptabilidad.
Ademas, con el tiempo, la comunidad bacteriana podria experimentar una sucesion
ecoldgica, pasando de condiciones aerobias a condiciones anaerobias, lo cual refleja
cambios en la composicion quimica del suelo. Estos procesos, influenciados por factores
ambientales y la presion selectiva, resaltan la importancia del tiempo en la adaptacion y

evolucion funcional de las bacterias en ecosistemas contaminados.

6. Objetivos de la investigacion
6.1 General
e Determinar la variacion de unidades formadoras de colonias (UFC) y diversidad de
bacterias existentes en suelos contaminados por Hidrocarburos desde 4 meses, 5y 10
afios en la regiébn Amazdnica Ecuatoriana.
6.2 Especificos
e Caracterizar morfo-culturalmente las comunidades bacterianas de suelo contaminadas

con hidrocarburos.
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e Evaluar el efecto del momento de derrame de hidrocarburos sobre la cuantificacion y
cinética de crecimiento de comunidades bacterianas.
e Determinar la diversidad de bacterias de los suelos contaminados con hidrocarburos en

los diferentes momentos de derrame.

7.  Métodos

7.1. Localizacion y muestreo del suelo
Los diferentes puntos o areas para la recoleccion de muestras para este estudio se encuentran en la
parroquia San Carlos, perteneciente al cantdn Joya de los Sachas, misma que limita al norte y este
con La Joya de los Sachas, al sur con el rio Napo, oeste con la parroquia San Sebastian del
Coca, posee una superficie de aproximadamente 13437,41 km2. Esta parroquia ha sido
seleccionada debido a que la provincia de Orellana se encuentra en el listado de cantones con
mayor nimero de pozos por distancia entre ellos. En esta parroquia se han perforado
aproximadamente 76 pozos, de los que el 93,37 % estan en produccion y el porcentaje restante
corresponden a pozos inyectores, asi como también se registran 85 piscinas y pasivos ambientales,
datos pertenecientes a petroleras de servicio pablico.
Para la delimitacion de las tres zonas de estudio, se utilizara de herramientas Google Earth, ArcGis
y bases de georreferenciacion de ArcGlobe. Las tomas de muestras se realizaran mediante la
metodologia propuesta por Espinoza (2017), esta consistira en el muestreo en tres zonas cercanas a
un pozo o blogque de extraccion de petréleo ubicadas en la parroquia de San Carlos, cantdn Joya de
los Sachas provincia de Orellana mismas que por varios afios recibieron por varios afios derrames
de petroleo.
Para esta investigacion se definira derrames ocurridos en diferentes lapsos de tiempos los cuales
seran de 4 meses, 5 afios y 10 afios, para ello se procedera a tomar 3 muestras de suelo con
profundidades de 0-10 cm y de 10-30 cm, en un cuadrante de con 5 puntos distintos, convirtiéndose

en submuestras para formar por cada pozo y profundidad una muestra compacta. Las muestras se
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congervaran en bolsas Z|ploc en refrigeracion, mismas que seran trasladas al laboratorio de
microbiologia de la Universidad Regional Amazdénica Ikiam.

7.2.  Aislamiento y caracterizacion morfo-cultural de las comunidades de bacterias
Para la preparacion de las diluciones (NMP) se utilizara la metodologia propuesta por Williams
(2014) con la finalidad de cuantificar las UFC existentes en las muestras recolectadas. Esta
metodologia consiste en la realizacion de diluciones cuantitativas seriadas, para ello se procedera a
realizar diluciones desde 10 hasta 107 en tubos de ensayo de 40 ml (42 tubos de ensayo), los que
contendran 9 ml de agua peptonada. En el primer tubo de ensayo de cada serie se afiadira 1 gramo
de cada muestra, para posteriormente afiadir 1 ml de ésta al siguiente tubo respectivamente. Este
procedimiento se realizara en condiciones estériles en la camara de flujo laminar.
Una vez realizadas las diluciones en serie en los tubos de ensayo, se realizara la siembra en cajas
Petri utilizando las 3 Gltimas diluciones de cada serie (107, 10y 107), segiin la metodologia
propuesta por Singh, Dutta, and Jamwal (2017) y Torres (2008).
Para las siembras en las cajas Petri se utilizara el medio de cultivo Agar Nutriente, siendo este un
medio general propicio para el crecimiento, aislamiento y recuento de bacterias. Se calculara la
cantidad de medio a utilizar segin el nimero de cajas Petri y muestras por cada repeticién (R I-R
I11), segun los valores establecidos por el fabricante.
Al tener ya preparadas las diluciones y el medio de cultivo, se realizara la inoculacion utilizando
micro-pipetas para facilitar la absorcion de 1 ml de cada dilucién y el deposito en las cajas Petri.
Seguidamente se colocara el medio de cultivo preparado, aproximadamente 20 ml por cada caja. Para
finalizar el proceso se cubrira la caja Petri con la tapa y se efectuaron movimientos en cuatro
cuadrantes que permitiera lograr un crecimiento homogéneo y puntiforme de las comunidades
bacterianas.
Las cajas Petri se incubaran a 30 °C y las colonias se cuantificaran en 24, 48 y 72 horas, después de
este ultimo conteo el proximo se realizara a los 7 dias de su siembra segtn el método de UFC

propuesto por Arana (2015). Para calcular el UFC se aplicara la siguiente formula:



IKiam

iversidad Regional £

& em,

UFC = —EC—«FD

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 dilucion

7.3. Caracterizacion morfo-cultural de las comunidades bacterianas.
La caracterizacion morfo-cultural de los aislados se llevara a cabo en base a la observacién de la
apariencia del crecimiento microbiano, forma de la colonia, elevacion de la colonia, color y bordes

de la colonia (Guaman, Torres, & Néapoles, 2016).

7.4. Determinacion de la diversidad bacteriana
Terminados los procedimientos tanto de cuantificacion y caracterizacion morfo-cultural
mencionados anteriormente, se realizara los célculos de la diversidad bacteriana, teniendo como
base las caracteristicas morfo-culturales.
La diversidad bacteriana se determinard a través de los indices de diversidad Simpson y Shannon-
Wiener como recomienda Escalante (2007), ya que estos permiten evaluar la riqueza y abundancia
relativa de las comunidades bacterianas.
Peet (1974) clasific estos indices de abundancia en indices de equidad, aquellos que toman en
cuenta el valor de importancia de cada especie, e indices de heterogeneidad, aquellos que ademas
del valor de importancia de cada especie consideran también el nimero total de especies en la
comunidad. Sin embargo, cualquiera de estos indices enfatiza ya sea el grado de dominancia o la
equidad de la comunidad, por lo que para fines préacticos resulta mejor clasificarlos en indices de

dominancia e indices de equidad.
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Manifiesta la probabilidad de que dos individuos tomados al azar de una muestra sean de la misma

especie y se calcula mediante la siguiente formula (Moreno, 2001):

x=1- 2 pi?

Donde:
>: Indice de Simpson
Y. pi: Sumatoria de la abundancia proporcional de la especie (i) es decir, el nimero de individuos de
la especie i dividido entre el nimero total de individuos de la muestra.
El valor de X se encuentra acotado entre 0 y pi , tiende a cero en comunidades poco diversas (Soler,
Berroteran, Gil, & Acosta, 2012).

e Indice de Shannon-Wiener

Expresa la uniformidad de los valores de importancia a través de todas las especies de la muestra

y se calcula a través de la siguiente férmula (Moreno, 2001):

— " pi* (n(p)
Donde:
H’: indice de Shannon-Wiener
. pi: Sumatoria de la abundancia proporcional de la especie (i)
Ln: Logaritmo natural
El valor de H varia de 0 y In(pi), tiende a cero en comunidades poco diversas (Ferriol Molina &
Merle Farinés, 2012). En la mayoria de los ecosistemas naturales varia entre 0,5 y 5, aunque su valor
normal esté entre 2 y 3; valores inferiores a 2 se consideran bajos y superiores a 3 son altos. No tiene
limite superior o en todo caso lo da la base del logaritmo que se utilice (Mora-Donjuén, Burbano-

Vargas, Méndez-Osorio, & Castro-Rojas, 2017).



|
Fo 7. V.
IKiam e,
Iniversidad Regional Amazonica
7.5. Evaluacion del efecto del periodo de derrame de hidrocarburos sobre la

cuantificacion y cinética de crecimiento de comunidades bacterianas.
Una vez realizados todos los procedimientos anteriores se procedera a procesar los datos obtenidos
mediante el paquete estadistico SPSS v.22. La comparacion de las medias resultantes de la

cuantificacion de las UFC y cinética por cada pozo objeto de estudio, se compararan mediante el

estadistico de ANOVA vy la prueba de Tukey con grado de significacion p<0.05.
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