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RESUMEN

Noventa y tres cepas de actinomicetes, aisladas de suelos contaminados con derivados de
petrdleo, del campo Sacha fueron utiizados para la determinacion de diversidad fenctipica y
metabdlica. Dieciocho grupos-especie fueron identificados, al presentar una similaridad mayor al
90%, luego de realizar taxonomia humerica de datos fenoatipicos. Asi mismo, todos los cultivos
fueron crecidos en medio Bushnell-Hass, enriquecido con gasolina, diésel y petrdleo, como Unica
fuente de carbono y energia. Se determiné que el 89% de los microorganismos pueden utilizar
diferentes hidrocarburos en su metabolismo y que solamente los representantes de dos grupos-
especie no poseen esta capacidad. El 92.2% de los actinomicetes puede usar gasolina como
sustrato, el 83,9% diésel y el 60% petrdleo. Los resultados demuestran que éste grupo de
actinomicetes presenta una gran diversidad fenotipica y metabdlica. Estas, caracteristicas podrian

ser estudiadas para determinar el potencial uso en procesos de biorremediacion in-situ.

Palabras claves: Caracterizacion fenotipica, Actinomicetes, contaminacion de suelos,

contarminacion por hidrocarburos, Fenética,
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ABSTRACT

Ninety-three strains of actinomycetes, isolated from soils contaminated with petroleum derivatives,
from the Sacha field were used for the determination of phenotypic and metabolic diversity. Eighteen
groups-species were identified, presenting a similarity greater than 90%, after performing numerical
taxonomy of phenotypic data. Likewise, all crops were grown in Bushnell-Hass, enriched with
gasoline, diesel and o, as the only source of carbon and energy. It was determined that 89% of
microorganisms can use different hydrocarbons in their metabolism and that only the
representatives of two groups-species do not have this capacity. 92.2% of actinomycetes can use
gasoline as a substrate, 83.9% diesel and 60% oil. The results show that this group of actinomycetes
presents a great phenotypic and metabolic diversity. These characteristics could be studied to

determine the potential use in in-situ bioremediation processes.

Key words: Phenotypic characterization, Actynomicetes, Soil contarmination, Oil pollution, Phenetic.
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INTRODUCCION

El manejo inadecuado de los procesos de extraccidn, refinamiento y transporte de hidrocarburos
derivados del petrdleo y sus residuos, han generado a escala mundial un problema de
contaminacion en suelos, agua y aire (Benavides et. al., 2006). Una de las consecuencias mas
importantes ha sido la alteracion de la composicion fisico-quimica de los procesos bioldgicos que

influyen directamente con el equilibrio del ecosistema (Velasco y Volke, 2003).

Segun €l Instituto Americano de Petrdleo (API), la contaminacion con hidrocarburos totales de
petrdleo (TPHS) proviene de diferentes fuentes, las que influyen directamente en la zona y la forma
de intoxicar al suelo. Los lodos de perforacion de tipo inversa y recortes, contienen aceites muy
similares al diésel en concentraciones +10% que afectan principalmente a suelos arcillosos, las
tuberias corroidas, contaminan suelos de las zonas bajas que poseen altos contenidos de materia
organica y gran permeabilidad empleados en la agricultura, los tiraderos de desechos aceitosos
semisolidos intoxican pozos cerrados 0 que nunca produjeron petroleo asi como también a los
ambientes cercanos por medio de infitraciones y escurrimientos (API, 1981; Benavides et. al.,
2006).

Ponce (2014), indica que la contaminacion del suelo con hidrocarburos, aunque se origina en la
industria de extraccion del petréleo, no siempre proviene de la misma fuente. Las &reas urbanas y
rurales, se contaminan con hidrocarburos por la industria textil, estaciones de servicio, centrales

termoeléctricas, mineria, industria pecuaria, lavadoras de vehiculos y mecanicas automotrices.

Actualmente, los avances tecnolgicos en el campo de la remediacion de suelos y aguas
contaminadas con TPHSs, incluyen procesos in situ que combinan tanto métodos fisicos como
bioldgicos. Estos contribuyen a la oxidacion, degradacion, transformacion y completa mineralizacion
de las sustancias contaminantes. La eficacia del proceso depende principalmente de la capacidad
de los organismos para degradar los contaminantes en dioxido de carbono, agua y biomasa
(Penberthy y Weston, 2000).
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En las investigaciones realizadas en Long Beach durante el afio 1981, ha permitido conocer que
Bacillus fusiformis, Bacillus sphaericus, Bacillus cereus, Bacilus pumilis, Acinetobacter junii y

Pseudomonas sp., poseen la capacidad de degradar diésel in situ (Penberthy y Weston. 2000).

El actinomicete del género Rhodococcus y algunas cepas de Gordonia y Nocardia, poseen gran
versatiidad metabdlica asociada al uso de TPHs como fuentes de carbono y energia. Presentan
enzimas con actividad de oxigenasas y peroxidasas, y otras enzimas como la fenilalanina-
deshidrogenasa y endoglucosidasa, asociadas al uso del dibenzotiofeno (DBT) como nutriente, y
asi desulfurar suelos contaminados con petrdleo y diésel. Otras especies de Rhodococcus
presentan una mutacién que les otorga la capacidad de degradar compuestos alifaticos con
enlaces dobles principalmente en el noveno carbono del grupo metilo terminal (Rivera et. al., 2002;
Benavides et. al., 2006; Lopez de Mesa, 2006).

La taxonomia polifasica combina el andlisis de datos fenotipicos y moleculares, proporcionando
amplios conocimientos acerca de la distribucién y abundancia de la diversidad microbiana del suelo
conviriéndose en una herramienta basica en la busqueda de microorganismos con utilidad en
biotecnologia ya que no solamente permite determinar la diversidad biologica, sino también
identificar caracteristicas metabdlicas que puedan ser usadas, por ejemplo, en procesos de
biorremediacion in situ (Whyte et al., 1998).
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CAPITULOI
EL PROBLEMA

1.1.- TEMA DE INVESTIGACION

Caracterizacion Fenotipica de Actinomicetes Aislados de Suelos Contaminados con Hidrocarburos

1.2.- JUSTIFICACION

Ecuador, es uno de los paises que ha explotado por mas de 30 afios las reservas petroleras de su
subsuelo. Debido a los procesos asociados a la extraccion, almacenamiento y transporte del crudo,
existen lugares que han sido contaminados con petréleo y sus derivados (Quadri, 1994; Saval,
1995; Lopez de Mesa et al., 2006).

Procesos de biorremediacion han sido implementados tanto en condiciones ex situ como in situ
para disminuir la contaminacion y/o recuperar los espacios usados por las compafiias petroleras.
Sin embargo, los impactos en el ecosistema, producto de la explotacion, siguen siendo evidentes.
Por ello, se requiere el desarrollo de técnicas modemas que combinen métodos tradicionales con
herramientas biotecnoldgicas, en donde el uso de microorganismos se convierte en un pilar
fundamental en la implementacion de procesos de biorremediacion (Brito, et al., 2018; Morgan y
Watkinson, 1989; Martinez y LOpez, 2001).

Tradicionalmente, los principales microorganismos que han sido usados en biorremediacion
pertenecen al grupo de las bacterias, en donde varias especies del género Pseudomonas
presentan una gran capacidad metabdlica para desintoxicar sitios contaminados con TPHSs.
Individuos de la clase Actinobacteria han demostrado que pueden descomponer derivados de
hidrocarburos. Dentro del Orden Actinomycetales, miembros de los géneros Rhodococcus y
Gordonia han sido estudiados por su potencial para disminuir contaminacion asociada a TPHs
(Lépez de Mesa et al., 2006; Martinez et al., 2011).

Sin embargo, poco se conoce acerca del potencial de otros actinomicetes, como por ejemplo

especies de Streptomyces, y su posible rol en procesos de transformacion de los hidrocarburos. La
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importancia de los actinomicetes en procesos de remediacion estd vinculada a su gran
biodiversidad filogenética y metabdlica, asociandolos a procesos de descomposicion de materia
organica, transformacion de materiales recalcitrantes, degradacion de productos quimicos, y en el
control biolégico de plagas y enfermedades (Rodriguez y Julia, sf.; Strackebrandt et al., 1997; Soler
etal, 2012).

Esta investigacion pretende identificar potenciales individuos o grupos de individuos pertenecientes
al Orden Actinomycetales en procesos de remediacion de sitios contaminados con petréleo o sus
derivados, empleando como herramienta de trabajo la Fenética, debido a que facilita la agrupacion
de cepas por homologias, permitiendo el ordenamiento natural debido a las caracteristicas

morfolégicas, fisiologicas, bioquimicas y metabdlicas que comparten entre ellas.

La importancia de esta investigacion radica en la ampliacion del conocimiento de los actinomicetes
en el ecosistema generando lineas de investigacion en el campo de la biotecnologia. La utilizacion
de estos microorganismos en procesos de descontaminacion garantiza el uso de una tecnologia
sustentable, econdémica y de facil acceso en nuestro pais, sustentada en la versatiidad de los
actinomicetes para adaptarse a diferentes condiciones ambientales y limitacion de nutrientes. La
Constitucion del Ecuador aprobada en el 2008, presenta a la naturaleza como sujeto de derechoy

El Plan del Buen Vivir en su cuarto objetivo lo ratifica.

1.3.-OBJETIVOS

13.1. General

- Caracterizar fenotipicamente actinomicetes aislados de suelos contaminados con
hidrocarburos

1.3.2. Especificos
- Caracterizar macroscopicamente y microscopicamente los diferentes cultivos aislados.
- Determinar la capacidad del grupo de actinomicetes de utiizar derivados de hidrocarburos
como Unica fuente de carbono.
- Determinar la similaridad entre las poblaciones de actinomicetes mediante taxonomia

numérica de datos fenotipicos.
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CAPITULOII
MARCO TEORICO

2.1. - Antecedentes

2.1.1. Contaminacién con hidrocarburos en el Ecuador

Ecuador ha sido en los Ultimos afios el protagonista de una lucha contra Chevron, compariia
transnacional que compro en el afo 2001 todas las acciones de la empresa Texaco, que mantuvo
Sus operaciones petroleras en la provincia de Sucumbios desde 1964 hasta 1991. Los dafios
causados al medio ambiente como resultado del proceso de extraccion, refinamiento y transporte
ambientalmente imesponsable del crudo y sus derivados por parte de Texaco, involucraron al
Ecuador en un liigio legal como resultado de la campafa “‘La mano sucia de Chevron”
implementada en el gobiemo de Rafael Correa (Aranda, 2013; Ramonet, 2015; Cancilleria del
Ecuador, 2017)

Chevron es responsable de 103 millones de litros de crudo derramado (650 mil barriles), 63000
millones de litros de agua toxica arrojada a rios y la contaminacion de dos millones de hectareas
donde vivian y trabajaban pueblos indigenas y campesinos (Aranda, 2013).

La Corte Provincial de Sucumbios en 2012 condené a Chevron a pagar una indemnizacion de
9500 millones de ddlares por haber causado uno de los desastres medioambientales mas graves
en el mundo. Decenas de vertederos de alquitran no sellados, han contaminado el suelo y el agua
de la zona, misma gque ya no es apta para consumo, ademas de haber aniquilado a gran parte de
la biodiversidad de la region (Aguilar, 2016; Ramonet, 2015).

En la actualidad, es un tema de preocupacion la explotacion de petrdleo en el bloque 43, ubicado
en el Parque Nacional Yasuni, también conocido como bloque ITT, puesto que integra los campos
Ishpingo, Tambacocha y Tiputini del canton Aguarico, provincia de Orellana. Este es uno de los
sitios mas biodiversos del planeta, que tras el fracaso de la iniciativa Yasuni ITT, ahora se encuentra
en riesgo, gracias a la aprobacion de su explotacion petrolera por parte de la Asamblea Nacional
en 2013 bajo el Gobiemo de Rafael Correa, el que sefiala que se estan usando 70 medidas de
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proteccién ambiental, que las ONG no respaldan por no brindar garantias (EI Comercio, 2012,
Aranda, 2013; La Republica, 2013; Ramonet, 2015; Aguilar, 2016).

2.1.2. Petroleo, generalidades y derivados

La palabra petréleo proviene de dos palabras latinas, petra (roca) y leum (aceite) definiéndolo
como roca oleosa 0 aceite de piedra. Quimicamente el petroleo es una mezcla compleja de miles
de compuestos principalmente hidrogeno y carbono, ademas de heterocompuestos de nitrogeno,
oxigeno, azufre y metales como el vanadio y niquel (Martinez, 2006). El 84 a 87% es carbono (C),
el 11 al 14% es hidrégeno (H), del 0 al 8% es azufre (S), y del 0 al 4% es oxigeno (O) y nitrdgeno
(N), ademés de metales como el niquel y el vanadio (Clark y Brown, 1977; Howe- Grant, 1996;
Femandez y Alaniz, 1993; Barcenas y Yanez, 2012).

La teoria mas aceptada sobre su origen, implica la agrupacion de residuos vegetales y animales
transformados en hidrocarburos debido a condiciones de temperatura y presion. La calidad del
petrdleo se define de acuerdo a parametros API (American Petroleum Institute), los petroleas extra
pesadaos poseen un grado API de 10y los stper ligeros mayores a 39 (Cubaeduca, 2016, Gomez,
2003).

Gracias a procesos fisico-quimicos como la destilacién fraccionada, se obtienen diferentes
subproductos o fracciones de petrdleo, entre las que tenemos gasolina (nafta ligera y pesada),
querosina (turbosina), diésel (gasdleo ligero) y gasoleo pesado o FCC (Fluid Catalytic Cracking)
(Gomez, 2003; Lopez y Lozada, 2011).

2.11. Gasolina

Es una mezcla de subproductos resultado de diferentes procesos de refinamiento, cuyo nimero
de &tomos de carbono varia entre C4 y Cu1. Su principal componente es la nafta reformada. La
capacidad de auto ignicion de la gasolina a determinadas condiciones de presion y temperatura,
esta provista por el nimero de octanos. El proceso de Reforming o Platforming incrementan el
numero de octanos desde valores inferiores a 50 hasta 97 y 100 RON (Research Octane Number).
La transformacion de hidrocarburos parafinicos y nafténicos en aromaticos de mayor numero de

19



octanos esta aparejado al incremento de la densidad del producto (Garcia, 2016; Martinez, 2006;
Pedro, 2007).

2.1.2. Diésel (Gasoleo)

Existen dos tipos de gasdleo, el utiizado por motores de combustién intema y el gasoil de
calefaccion utilizado en homas, calderas y grupos electrégenos. Esta compuesto principalmente
por hidrocarburos saturados parafinicos y aromaticos La diferencia esta enmarcada en el contenido
de azufre; para automotores varia entre 10-50ppm mientras que para calefaccion se admiten
valores mayores. Su principal cualidad es el nimero de cetano, que mide la tendencia a
autoinflamarse o también conocido como la resistencia a producir golpeteo (Martinez, 2006; Lopez
y Estrada, 2008; Gonzales, 2010; Melero, 2012).

2.1.5. Microbiotadel suelo

El suelo tiene una gran variedad de microorganismos por cada gramo de suelo formado por una
mezcla de miles y millones de bacterias, actinomicetes, hongos, protozoos y algas, que cumplen
un rol esencial en los procesos biogeoquimicos de la materia. Los hongos (basidiomicetos),
bacterias y actinomicetes son productores de metaboalitos biolégicamente activos, sin embargo, los

actinomicetes han sido apenas investigados (Rodriguez y Julia, sf).

2.16. Actinomicetes

Etimoldgicamente, actinomicete significa, hongo en forma de rayo de sol. Estos forman un grupo
de microorganismaos morfoldgicamente muy heterogéneo, perteneciente al dominio Bacteria. Son
grampositivos y poseen un alto contenido de G+C. Dos de sus propiedades mas significativas son
la capacidad para desarrollarse sobre sustratos muy diversos y su aptitud para sintetizar numerosos
metabolitos pertenecientes al sector petroquimico. Gracias al peptidoglicano que posee su pared
celular son sensibles a la penicilina (Soler, 2012; Quinayas et. al., 2014).

En 1997 se propuso la clase Actinobacteria compuesta por actinomicetes formadores de micelio y
esporas Yy sus parientes filogenéticas, en funcidn del contenido G+C. La segunda edicion del
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (2005), recoge la clasificacion actual, en la que la clase
Actinobacteria se eleva al rango de Phylum. Dentro del phylum se reconoce una Unica clase,
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Actinobacteria, que mantiene la siguiente estructura jerarquica en el que estan incluidos 6 érdenes,
39 familias y méas de 130 géneros (Stackebrandt et al., 1997; Garrity y Holt, 2001).

Los géneros dentro del orden Actinomycetales son muy diversos e incluyen algunos patégenos
para animales y el hombre. Los mas importantes de estos son los llamados corineformes y
nocardioformes que incluyen los siguientes géneros:  Corynebacterium  (C.
diphteriae), Mycobacterium (M. tuberculosis), Nocardia (N. asteroides, N. ofidiscaviarum, N.
brasiliensis), Rhodococcus (R. equi), Gordonia, Tsukamurella y Actinomadura (A. madurae). El
género mas representativo del orden es Streptomyces, el que contiene méas de 500 especies
descritas, lo que lo convierte en el género con mayor diversidad conocida en el Dominio Bacteria
(Goodfellow y Wiliams, 1983; Boone et al., 2001).

Streptomyces, es el principal responsable en la maduracion del compost mediante la humificacion
de los materiales organicos en descomposicion y uno de los principales productores de
compuestos bioactivos. Otros géneros importantes en el orden Actionomycetales son

Micromonospora, Nonomuraea, Streptosporangium y Thermomonospora (Gonzales, 2010).

Alos actinomicetes se les atribuyen algunas funciones en el ecasistema, entre las que se menciona
la capacidad para descomponer material animal y vegetal con liberacion de acidos organicos de los
esqueletos carbonados y amoniaco de las sustancias nitrogenadas (Zaitiin et al., 2004), ademas de
participar en los procesos de humificacion y en particular en la génesis de sustancias melanicas,
(Friz et al., 2003), producir sustancias antibidticas, con el fin de producir equilibrios genéricos y
antagénicos especificos ante la microflora bacteriana (Ibafiez, 2007), y aumentar la tolerancia o
resistencia a patdgenos radiculares y al estrés abidtico, como sequedad y toxicidad por metales
(Takefumi et al., 2005). Factores como el contenido de humedad relativa, pH, naturaleza y
abundancia de materia organica proveniente de mesofauna y vegetacion circundante, controlan la
densidad y diversidad de los actinomicetes en el ecosistema (Jayasinghe y Parkinson, 2008).
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2.1.7. Actinomicetes con capacidad degradadora de hidrocarburos.

Parés y Juarez (1997), reportan que la asimilacion de hidrocarburos derivados del petroleo puede
ser llevada a cabo por un gran grupo de bacterias, entre las que se encuentran miembros de la clase
Actinobacteria, especialmente de los géneros Mycobacterium y Norcardia.

Rivera et al. (2002), encontré consorcios de microorganismos degradadores de hidrocarburos, entre
los de mayor interés tenemos a los que se forman por representantes del género Rhodococcus.
Las caracteristicas bioquimicas encontradas en algunas de estas cepas son la produccion de poli-
3-hidroxialcanoatos, ademas del acaparamiento de metales pesados y enzimas como la

fenilalanina-deshidrogenasa y endoglucosidasas (Alexander y Wiley, 1987).

Rhododoccus posee una gran variedad de vias metabdlicas que le otorgan la capacidad de
sobrevivir y desarrollarse en medios con insuficientes nutrientes, la carencia de un sistema de
represion catabdlica y su persistencia ambiental, hacen de estos organismos excelentes candidatos

para tratamientos de biorremediacion (Lopez de Mesa et. al., 2006).

2.1.8. Fenética (Taxonomia numérica)

La Fenética, es la aplicacion de una metodologia para agrupar un grupo determinado de individuos.
En los estudios de diversidad poblacional de microorganismaos, es de suma importancia. Se
cimienta en la blsqueda de un gran nimero de caracteristicas comunes y también no comunes
entre los organismos de un centro de estudio, donde a mayor nimero de caracteristicas comunes

mayor acercamiento de especies (Michener y Sokal, 2014; Toro, 2004).

Los distintos microorganismos Y las caracteristicas que se van a comparar se entrelazan en una
matriz transversal anidada en codigo binario. Las comparaciones fenctipicas detallan
particularidades de cada microorganismo analizado de acuerdo a sus propiedades bioquimicas y
morfolégicas, se puede robustecer ain mas la matriz incluyendo ademas las caracteristicas
genotipicas, comparando fragmentos provenientes de tecnicas de fingerprinting del ADN
cromosomal (Toro, 2004).
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Un programa estadistico apropiado permite calcular los indices de similitud entre las caracteristicas
determinadas para cada uno de los organismos estudiados, favoreciendo a la construccion de un
fenograma. La similitud entre los distintos organismos gue se traza en el fenograma, muestra la
informacion en forma de clister o grupos y valorar la biodiversidad de uno o varios ecosistemas
(Sokaly Sneath, 1963). Para visualizar facilmente las similitudes entre microorganismos se realiza
una representacion grafica llamada dendograma. Esto involucra un andlisis multifactorial de la
matriz simétrica formada con codigo binario y procesado en un programa estadistico (UNLP, (sff);
Toro, 2004).

2.1.9. Marco legal

Esta investigacion esta sustentada en la Constitucion del Ecuador aprobada en el 2008,
presentando a la naturaleza como sujeto de derecho. El Plan del Buen Vivir en su cuarto objetivo y
la Ley de gestion ambiental del Ecuador (LEY No. 37. RO/ 245 del 30 de Julio de 1999) promulgada
en la constitucion de 1998, de acuerdo al Libro VI: Calidad Ambiental Anexo 2: Norma de calidad
ambiental del recurso suelo y criterios de remediacion para suelos contaminados. A continuacion,
se muestra la Tabla 1 promulgada en la ROAH. Decreto Ejecutivo N° 1215. Registro oficial 265 en
el cual se establecen los limites de aceptacion respecto al contenido de hidrocarburos y metales
pesados de acuerdo al tipo de suelo.

Tabla 1: Limites permisibles para la identificacion y remediacion de suelos contaminados

en todas las fases de laindustria hidrocarburifera, incluidas las estaciones de servicios.

Parametro Simbologia Unidad Uso Uso Ecosistema
agricola industrial s sensibles
Hidrocarburos totales de TPH mgkg <2500 <4.000 <1.000

petroleo
Hidrocarburos arométicos HAPs mgkg <?2 <5 <1
poli-ciclicos
Cadmio Cd mgkg <2 <10 <1
Niquel Ni mgkg <50 <100 <40
Plomo Pb mg/kg <100 <500 <80

Fuente: Tabla 6 - ROAH, Decreto Ejecutivo N° 1215, Registro Oficial 265 de 13- 02- 2001 ditado en: Rodriguez, L. 2008.
Evaluacion de dos sustratos en la técnica de Land Farming para el tratamiento de suelos contaminadas con hidrocarburos.
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2.2-HIPOTESIS

2.2.1. Hipotesis de Investigacion

La diversidad de actinomicetes se manifiesta por la presencia de mas de cinco grupos-especie

definidos por taxonomia numérica de datos fenotipicos

2.2.2. Hipétesis nula

Existen menos de cinco grupos-especie de actinomicetes definidos por taxonomia de datos

fenatipicos.

2.3.- SENALAMIENTO DE VARIABLES

VI: Los datos fenctipicos de la coleccion son ampilios.
¢ Determinacion de la temperatura de crecimiento de la coleccion.
¢ Determinacion del pH de crecimiento de la coleccion.
¢ Determinacion de la concentracion de sal apta para el crecimiento de la coleccion.
¢ Determinacion de la utiizacién de hidrocarburos derivados de petrdleo como Unica fuente
de carbono.

VD: La coleccién de actinomicetes es diversa.
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CAPITULOI
MATERIALES Y METODOS

3.1.-METODOLOGIA

3.1.1. Activacion, purificacion y amacenamiento de los actinomicetes.

Noventa y tres cepas de actinomicetes aislados de dos tipos de suelos contaminados con
hidrocarburos como se describe en la Tabla 2, fueron recibidos como una suspension de esporas
y micelio en glicerol al 20% (vAv). Veinte microliros de cada suspension fueron tomados e
inoculados en cajas petri con agar glucosa extracto de malta y extracto de levadura (GYM) seguin
receta Anexo B1 y agar aimidén caseina (SCA) Anexo B2. Se us0 la técnica de estria simple para

la siembra y los cultivos fueron incubados a 28°C por 7 dias.

Luego del periodo de incubacion, fueron repicados en estria compuesta y una vez confirmada su
pureza, aimacenados en tubos de centrifugacion de 1,5 milliitros, los que contenian glicerol al 20%
(WN). Todas las nuevas suspensiones de esporas y micelio fueron aimacenadas a -10°C en un
congelador, para lograr su preservacion a largo plazo. Al mismo tiempo, se prepard un stock
adicional en 1000 uL de agua de llave estéril, los que fueron aimacenados a 4°C, para Su uso
posterior en las diferentes pruebas de este estudio.

Tabla 2. Descripcidn de las caracteristicas de los suelos de aislamiento de la coleccion de
actinomicetes. Campo Sacha provincial de Orellana.

CODIGO  MEDIO PH DEL SUELO TIPODESUELO TPH'S

BG 002 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 004 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 007 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 008 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 009 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 010 GYM 64 ARENOSA 46000
BGO11 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 014 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 015 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 016 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 019 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 020 GYM 64 ARENOSA 46000
BG 032 GYM 64 ARENOSA 46000
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Tabla 2: Continuacion...
BG 034 GYM 6,4 ARENOSA
BG 035 GYM 6,4 ARENOSA
BG 036 GYM 6,4 ARENOSA
BG 037 GYM 6,4 ARENOSA
BG 038 GYM 64 ARENOSA
BG 042 GYM 64 ARENOSA
BG 043 GYM 6,4 ARENOSA
BG 051 GYM 6,4 ARENOSA
BG 057 GYM 6,4 ARENOSA
BG 058 GYM 6,4 ARENOSA
BG 060 GYM 64 ARENOSA
BG 061 GYM 6,4 ARENOSA
BG 064 GYM 64 ARENOSA
BG 065 GYM 6,4 ARENOSA
BG 066 GYM 64 ARENOSA
BG 071 GYM 64 ARENOSA
BG 072 GYM 6,4 ARENOSA
BG 075 GYM 6,4 ARENOSA
BG 080 GYM 6,4 ARENOSA
BG 082 SCA-Al 6,4 ARENOSA
BG 083 SCA-Al 6,4 ARENOSA
BG 085 SCA-Al 6,4 ARENOSA
BG 086 SCA-Al 6,4 ARENOSA
BG 087 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 083 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 089 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 090 SCA-AS 64 ARENOSA
BG 092 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 094 SCA-Al 6,4 ARENOSA
BG 095 SCA-A| 64 ARENOSA
BG 097 SCA-A| 64 ARENOSA
BG 101 SCAA| 64 ARENOSA
BG 104 SCA-A| 64 ARENOSA
BG 105 SCA-A 6,4 ARENOSA
BG 107 SCA-A 6,4 ARENOSA
BG 109 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 110 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 111 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 112 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 114 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 115 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 118 SCA-AS 6,4 ARENOSA
BG 120 SCA-AS 6,4 ARENOSA
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Tabla2: Continuacion...

BG 123 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG124  SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 125 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 126 SCA-AS 6,4 ARENOSA 46000
BG 127 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 128 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 132 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 133 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 136 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 137 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 140 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 142 SCA-A 64 ARENOSA 46000
BG 143 SCAA 64 ARENOSA 46000
BG 145 SCAA 64 ARENOSA 46000
BG 146 SCAAI 64 ARENOSA 46000
BG 149 SCAAI 64 ARENOSA 46000
BG 150 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 151 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 152 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 153 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG154  SCAAS 64 ARENOSA 46000
BG 155 SCA-AS 6,4 ARENOSA 46000
BG 158 SCA-AS 6,4 ARENOSA 46000
BG 159 SCA-AS 6,4 ARENOSA 46000
BG 160 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 161 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 163 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 165 SCA-AS 64 ARENOSA 46000
BG 169 GYM 5 ARCILLOSA 31000

BG171 GYM ARCILLOSA 31000
BG 174 GYM ARCILLOSA 31000
BG 177 GYM ARCILLOSA 31000

5
5
5
BG 180 GYM 5 ARCILLOSA 31000
5
5
5

BG 182 GYM ARCILLOSA 31000
BG 187 SCA ARCILLOSA 31000

BG189  SCA ARCILLOSA ~ 31000
Fuente: (Gavidnez y Rodriguez, 2013)

3.1.2. Recoleccién de datos fenotipicos para taxonomia numérica
3.1.2.1 Caracterizacidbn macroscopica de los aislamientos
La pigmentacion del micelio del sustrato, micelio aéreo y pigmento difusible de cada uno de los

cultivos pures, fue clasificado de acuerdo al Anexo A2. Tonalidades de color similares se agruparon
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en un solo cddigo como se muestra en el Anexo A3. Se evalud la forma, elevacion y margen de

cada una de las cepas de acuerdo a los parametros establecidos en la Figura 1.

COLONIAS

3.1.2.2. Caracterizacién microscopica.
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Figura 1. Descripcion morfologica de colonias bacterianas

Se insertd un cubreobjetos en el agar GYM de tal forma que se formé un éngulo de 45°, se matizo
el estriado simple de las cepas y se incubo a 37°C por 7 dias. Se procedio a retirar con cuidado el

cubreobjetos a colocarlo sobre una placa portaobjetos, fue necesario fijiar las dos placas con

esmalte transparente con el fin de evitar el movimiento del cubreobjetos bajo el microscopio. Se

observo cada una de las cepas bajo el microscopio con el lente de 40X y se clasificaron de acuerdo

alaTabla 3.
Tabla 3. Descripcion delos tipos de morfologia de las cadenas de esporas
SIMBOLO TIPO DESCRIPCION
S Espiral Cadena de esporas formando espirales abiertas o cerradas
R Rectas Cadenas de esporas rectas, cortas o largas.
RA Incompletas Cadenas de esporas en forma de ganchos, espirales incompletas, u onduladas.
E Esporangios Estructuras en forma de saco o bolsa que contiene en suinterior esporas.
M Esporassimples  Esporas individuales aparecen enlas hifas
S

Flexous Cadenas de esporas en forma sinuosa, no espiral.
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3.1.2.3. Determinacion del intervalo de crecimiento en funcion de la Temperatura

Cinco uL de la suspension de células fueron inoculadas en medio GYM de acuerdo a la Figura 2,
eincubadas a50°C, 37°Cy4°C, Los platos se evaluaron alos 7 dias con codigo binario; la ausencia
de crecimiento con O y a la presencia de crecimiento con 1 posteriormente se los clasificd de

acuerdoalaTabla4.

Tabla 4. Determinacion del tipo de microorganismos en funcion de latemperatura de

crecimiento.
_ Tipo d(_e Tempgratura Temperatura Temperatura
microorganismos minima optima maxima
Psicrdfilo 5 +5 12 - 15 15 - 20
Psicrotrofo 545 25-30 30 -35
Mesofilo 5-15 30 - 45 35 - 47
Termofilo 40 45 50 -75 60 - 90

Fuente: Genmic, 2008

Figura 2: Distribucién de cepas en placa petri

3.1.2.4. Determinacion del intervalo de crecimiento en funcion del pH

Se tomaron 5uL del stock de células y fueron sembradas en medio GYM como se representa en
la Figura 2. El medio previamente fue ajustado a diferentes pH con soluciones buffer de pH4.5, 7.5,
y 9.5 como se describe en el Anexo B4, lo que evitara que el pH varie con el metabolismo de los
actinos. Cada plato fue incubado a 37°C y evaluado a los 7 dias empleando codigo binario, donde

1 correspondera a si hay crecimiento y 0 a no hay crecimiento.
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3.1.2.5. Determinacion del intervalo de crecimiento en funcién de la Salinidad

Se prepard medio GYM enriquecido con NaCl al 2%, 5%y 10% (p/v), en cada plato se inoculd 5ul.
de cada suspension de células de acuerdo ala Figura 2. Se incub6 a 37°C durante 7 dias, se evaluo
cada plato de acuerdo a la presencia 0 ausencia de crecimiento con codigo binario con 1 6 0
respectivamente.

3.1.2.6. Determinacion del uso de hidrocarburos como fuente tnica de carbono.

Se inoculd 5uL de cada suspension de células de la coleccion de acuerdo a la Figura 2 en platos
con agar Bushnell-Haas enriquecido de acuerdo al Anexo B3 condiésel, gasolina y petroleo (Anexo
A5). Se incubaron a 37°C durante 7 dias. Se evalud su crecimiento con codigo binario: 1

corresponde a, si hay crecimiento y 0 a no presenta crecimiento.

3.2. - Plan de procesamiento y andlisis de lainformacion

3.2.1. Taxonomia humérica de datos fenotipicos

Con los datos obtenidos en todas las pruebas fenatipicas aplicadas a los actinomicetes aislados de
suelos contaminados se construyd una base de datos en codigo binario. Esta informacion se
proceso en el software estadistico NT Sys, el mismo que calcula los porcentajes de similaridad entre
un organismo Y otro, usando el coeficiente de similaridad simple (Ssv). Los porcentajes obtenidos
fueron empleados para construir un dendrograma, gracias al algoritmo UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Aritmetic Mean) del mismo programa. Con el grafico listo, se identificd los
grupos de microorganismos que comparten una similaridad mayor al 90%, a estos se les considerd

como miembros de un mismo grupo-especie.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Andlisis de resultados

4.1.1. Caracterizacion macroscopica

4.1.1.1. Color del micelio:

Se determin® que la coleccion de actinos presenta una gran diversidad de color con 77 grupos de
color, en la Tabla 5 se puede apreciar que el grupo 1, 3, 4y 10 contienen hasta tres individuos de la
coleccion mientras que el 84.4% de los grupos solo representan a un Unico individuo. La Figura 3
lustra la variedad de color del micelio aéreo con 31 grupos de color, de los cuales los méas grandes
corresponden al CM007 marron con 11 cepas; seguido esta el grupo CMO034 beige con 12
miembros. Respecto al micelio sustrato se obtuvo 24 grupos de color de los cuales CM002 naranjas
es el mas grande con 14 miembros, seguido del grupo CM004 naranijilla con 11 integrantes y por

uttimo el CM049 caqui con 10 miembros como se aprecia en la Figura 4.

Tabla 5. Grupos de color en funcion de la combinacion de micelio aéreo y micelio sustrato
CODIGO CEPA M. AEREO M.SUSTRATO #GRUPO

BG089 CMO008 CM016 1
BG115 CMO008 CM016
BG160 CMO008 CM016
BG035 CM016 CMO004 2
BG127 CM016 CMO004
BGOLL CM034 CM034 3
BG037 CM034 CM034

BG142 (1) CM034 CM034
BG120 CMO009 CMO007 4
BG133 CMO009 CMO007
BGO51 CMO009 CMO007
BG010 CMO002 CMO002 5
BG036 CMO002 CMO002
BGO14 CMO026 CMO047 6
BG083 CMO026 CM047
BG150 CM015 CMO17 7
BG110 CM015 CMO17
BG132 CM015 CM015 8
BGO19 CM015 CM015
BG118 CM017 CM015 9
BG123 CMO017 CM015

BGO65(2) CMO036 CMO002
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Tabla 5: Continuacion...

BG097 CMO36 CMO02
BG146 CMO36 CMO36 11
BG159 CMO36 CMO36
BGOS6 CMO006 CMO006 12
BGO92 CMO06 CMO06
BGO02 CMO16 CMO08 13
BGOO4 CMO08 CMO02 14
BGO07 CMO034 CMO31 15
BGO08 CMO034 CM049 16
BGO09 CMO09 CMO02 17
BGO15 CMO16  CMOI17-CM007 18
BGO16 CMO034 CMO06 19
BG020 CMO002 CM018 20
BG032 CMO17 CMO02 21
BGO34 CMO15  CMOI7CM007 22
BG038 CMO004 CMO004 23
BG042 CMO008 CMO050 24
BG043 CMO049 CM049 25
BGO57 CMO016 CMO002 26
BGOGO CMO020 CMO16 27
BGO61 CMO06 CMO08 28
BGO64 CMO08 CMO15 29
BGO65(1) CMO034 CMO02 30
BGO66 CMO08 CMO08 31
BGO71 CMO034 CM049 32
BGO72 CMO32 CMO33 33
BGO75 CMO08 CMO02 34
BGOS0 CMO49 CMO04 35
BGO82 CMO08 CMO17 36
BG085 CM0O02-CM008  CM049 37
BGOS7 CMO17 CM015 38
BGOS3 CMO28 CMO01 39
BG00 CM034 CMO02 40
BGO% CMO001 CMO004 4
BG0% CMO004 CMO049 42
BG101 CMO17 CM013 43
BG104 CMO034 CMO49 44
BG105 CMO034 CMO06 45
BG107 CMO34-CMO49  CMO36 46
BG109 CMO16 CMO20 47
BG111 CMO50 CMO16 48
BG112 CMO15 CMO04 49
BG114 CMO47 CM041 50
BG124 CMO35-CM026  CMO02 51
BG125 CM025 CMO04 52
BG126 CMO034 CMO04 53
BG128 CMO07 CMO17 54
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Tabla 5: Continuacion...

BG136 CMO004 CMO50 55
BG137 CMO026 CMo04 56
BG140 CMO35 CMO01 57
BG143 CMO033 CMO33 58
BG145 CMO036-CMO26 CM036 59
BG149 CMO16 CMO07 60
BG151 CM041 CM028 61
BG152 CMO008 CM028 62
BG153 CMO008 CMO13 63
BG1%4 CMO05 CMO06 64
BG155 CMO31 CMO49 65
BG158 CM022 CMO002 66
BG161 CMO16 CMO049 67
BG163 CMO017 CMO020 68
BG165 CMO31 CMO36 69
BG169 CMO28 CMO06 70
BG171 CMO017 CMo04 71
BG174 CMO05 CMO05 72
BG177 CMO040 CMO049 73
BG180 CMO017 CMO16 74
BG182 CMO15 CMO49 75
BG187 CMO15 CM0O04 76
BG189 CMO15 CMO47-CMO13 77

CM001 == 1
CcCMO002

CM002-CM008 == 1

cMo004

CMOQ05 = 2
cCMO006

11

CM007 == 1
cMo008
cCM009
CMO015
cMO016
cM017

CM020 == 1
CM022 == 1

CM025 == 1
cCMO026

CMQ028 mwmmm 2

CM033 == 1]
cCM034

CM032 == 1]
CMO034-CM049 == 1

CMO031 w2

12

CM035 == 1

CM035-CM026 == 1

CMO036

CM036-CM026 == 1

CM040 == 1

CM041 == 1

CM047 == 1
cMO049

2

CMO050 == 1

Figura 3. Caracterizacion macroscopica de micelio aéreo
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Figura 4. Caracterizacion macroscopica de micelio sustrato

4.1.1.2. Formade la Colonia
Se determind que el 48% de la poblacion de actinomicetes presenta una colonia de forma irregular,
seguida del 47% de forma circular, como se confirma en la Figura 5.

RIZOIDE
3%

IRREGULAR
48%

——_FILAMENTOS
A

Figura 5. Representacion porcentual de laagrupacion de actinomicetes de acuerdo ala
formade la colonia.

4.1.1.3. Elevacion dela colonia
Se evaluo el 100% de la coleccion bajo el criterio de la Figura 1 de la metodologia, el 48% que
corresponde a una elevacion umbilicada, el 25% es papilada, el 18% acuminada, el 6% convexay

el 4 % plana, como se observa en la Figura 6.
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6%
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Figura 6. Representacion porcentual de laagrupacion de actinomicetes de acuerdo ala
elevacion de la colonia.
4.1.14. Esporulacion
El 87% de la poblacion presentd esporulacion a los siete dias de incubacion y se evaluaron bajo los
criterios de la Tabla 3. El 65% son RA 'y el 35% Espiral como se ilustraen la Figura 7.

Figura 7. Representacion porcentual del tipo de cadenade espora

4.1.1.5. Pigmento Difusible

El 20,4% de la coleccion produjo pigmentos difusibles en medio Gym, a partir de los 5 dias de
incubacion, el color de pigmento mas frecuente fue el CM004 que corresponde a una tonalidad
naranjila, el resto presentd diferentes tonalidades entre café-naranja, solo la cepa BGO61 produjo
un pigmento de tonalidad vino CM007 como se demuestra en la Figura 8.
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Figura 8. Frecuencia de color de pigmento difusible segiin cédigo CM

4.1.2. Determinacion del intervalo de temperatura
Se establecié que el rango de temperatura dptima de crecimiento para el 100% de la coleccion fue
entre 28°C a 37°C, alcanzando a los 7 dias promedio la fase de esporulacidn. A 50°C solo el 55%

presentd crecimiento y 4°C hubo ausencia total de crecimiento como se observa en la Figura 9.
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Figura 9. Evaluacion del numero de cepas tolerantes a diferentes
temperaturas de incubacion
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4.1.3. Determinacion del intervalo de pH

Se establecio que el 100% de la coleccion es tolerante al pH neutro de 7,1. El 96% tolera un pH de
4,51 lo que excluye a cuatro cepas de este grupo BG142 (1), BG143, BG146 y BG159. El 86%
tolera apropiadamente un medio de pH de 9,8 a excepcion de las cepas BG010, BG011, BG020,
BG037, BG058, BG061, BG065 (2), BGO71, BG088, BG094, BG097, BG146 y BG159. El pH
influye directamente en la esporulacion de la mayoria de las cepas retardando en algunas y en otras

eliminandolo.
R
o
I |
4.5 7.1

9.75

Figura 10. Evaluacion del nimero de cepas tolerantes a diferentes pH

4.1.4. Determinacion del intervalo de salinidad

Se determind el porcentaje de salinidad (NaCl) en el medio de cultivo que puede tolerar la coleccion
de actinomicetes. El 99% toleré una concentracion de sal del 2 —al 5% solo la cepa BG111 puede
ser considerada salino tolerante porgque no se desarrolia en medios con menaos del 5% de salinidad,
el 96% de la coleccidn el 10% de NaCl, las cepas BG043, BG046, BG054 y BG074 no soportan
medios con un porcentaje mayor al 5% de salinidad. Es importante mencionar que el incremento
de la. concentracion de sal en el medio afectd directamente en el color del micelio aéreo de las cepas

tomandolas de una tonalidad blanca rosacea como se puede observar en la Figura 11.
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Figura 11. Evaluacion del nimero de cepas tolerantes a diferentes concentraciones de
NaCl

4.1.5. Determinacion de la capacidad para usar hidrocarburos como Unica fuente de
carbono.

Se comprobd que el 89% de la coleccidn de actinomicetes pueden utilizar diferentes hidrocarburos
como Unica fuente de carbono. El 92.2% de los actinos asimilan de mejor manera la gasolina, €l
83,9% tolerd mejor el diésel y solo el 60% de la coleccidon de actinos logré asimilar el petrdleo como
Unica fuente de carbono. Las cepas BG034, BG043, BG085 y BG107 no poseen la capacidad de
asimilar metabdlicamente hidrocarburos como Unica fuente de carbono.
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GASOLINA DIESEL PETROLEO NINGUNO

Figura 12. Evaluacién del niumero de cepas tolerantes a hidrocarburos
como unica fuente de carbono en el medio.
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4.2.- Determinacion de grupos-especie (Dendograma)

El Dendograma con un corte al 90% de similaridad determiné que existen dieciocho grupos-
especie (cluster), de los cuales cinco corresponden a individuos solos (Grupo 2, 10, 14, 16 y 18)
todos los demas grupos incluyen dos individuos en adelante hasta 18 individuos €l mas numeroso
(Grupo 7) la Tabla 6 resume esta informacion y la Figura 13 muestra el dendograma de similitud
entre individuos resultado del andlisis de los datos fenctipicos del Anexo Al.

Tabla 6 Determinacion del grupo —especie

Grupo-Especie Codigo BG de cepa

1 29

2 187

3 4,115, 82, 160

4 64, 66, 152

5 15,16, 60, 111, 101, 109, 83,87, 118, 123, 163, 182, 120,92, 114

6 8,104

7 14,51,133, 19, 132,112, 189, 128, 72, 180, 153, 80, 137, 171, 127, 150,
140

8 32, 65(1), 90, 58, 38, 110, 125, 105, 169, 136

9 34, 35,107

10 43

11 20,154,174

12 57,85, 115, 126, 145, 165, 151

13 61,86, 71,95, 177, 75, 124,158, 149, 161

14 143

15 7,11, 37, 10, 36, 42, 65(2), 97

16 A

17 142(1), 146, 159

18 88
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4.3. Discusion delos resultados

4.3.1. Caracterizacion macroscopicay microscopica

La coleccion de actinomicetes es heterogénea presentando diversidad en la coloracion. El micelio
aéreo del 11% de la coleccion corresponde a CM007 marron y el 12% a CM034 beige. El micelio
sustrato presenta en un 14% la coloracion CM002 naranja, un 11% con el CM004 naranjilla'y un
10% CMO49 caqui. EI 90% de la coleccion en su fase exponencial de crecimiento forma esporas
de las cuales el 65% de los individuos corresponden al tipo RA y el 35% del tipo espiral. Las esporas
alos actinomicetes les otorgan la capacidad de resistir a condiciones ambientales extremas como
el pH, temperatura y humedad hasta alcanzar las condiciones dptimas de crecimiento (Contreras,
2016). Las esporas del 100% de la coleccion son hidrofébicas ya que presentan resistencia a ser

suspendidas en agua.

4.3.2. Pruebas taxondmicas y fenotipicas

4.3.2.1. Influencia de latemperatura

La coleccion de actinomicetes es de tipo mesdfila, posee la capacidad de proliferar en un rango de
27 a50°C de temperatura sin perder sus caracteristicas morfolégicas. A 4°C ninguna de las cepas
presento crecimiento y murieron por congelamiento, lo cual es justificado por las caracteristicas
ambientales de la region amazonica del Ecuador especificamente el campo Sacha provincia de
Orellana, procedencia de la coleccion (Gavilanez y Rodriguez, 2013), la temperatura es uno de los
factores que inciden directamente en la velocidad de crecimiento microbiano (Barcenas y Yanez,
2012). El 100% de la coleccion mostrd crecimiento acelerado a un intervalo de temperatura de 28-

37°C lo cual implica alcanzar la esporulacion a los 7 dias de incubacion.

4.3.2.2. Influencia del pH

El pH influye directamente en el crecimiento microbiano, independientemente de si pueden crecer
en un amplio margen de pH alrededor de un éptimo, los cambios bruscos pueden ser nocivos para
la membrana celular afectando al transporte de solutos e inhibiendo enzimas (Barcenas y Yanez,
2012). La coleccion de actinomicetes asimila favorablemente un rango de pH entre 4.5 a 9.8 con
un Optimo de 7.1 por lo que se clasifica como neutrfila donde a los 7 dias de incubacion presentd

esporulacion, mientras que a pH alcalino y acido esta caracteristica desaparece a mas de
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presentarse una ligera modificacion en el color del micelio sustrato, el mismo que puede ser

resultado del sistema antiporte H/K* que sufre la pared celular por la diferencia de pH del medio.

4.3.2.3. Influencia de la concentracion de NaCl

La concentracion de sal en el medio influye directamente en el color del micelio sustrato y aéreo de
la coleccién tomandolo de una tonalidad blanca rosacea, el 99% de la coleccion es haldfila ya que
se adaptan satisfactoriamente a ambientes con diferentes concentraciones de sal (Regidor, 2010).
La coleccion de actinomicetes se desarrolla satisfactoriamente de 2% al 5% de NaCl. La cepa
BG111 es salino dependiente ya que no puede desarroliarse en un medio con una concentracion
inferior al 5% de salinidad. El cloruro de sodio influyd directamente en el color del micelio aéreo y
sustrato generando en el 80% de la coleccion una coloracion blanca rosacea debido a procesos
bioguimicos de tolerancia osmética que se llevan a cabo en la pared celular para controlar la
osmolaridad del medio extemno e intemo de la célula. Estudios en E.coli han demostrado que la
capacidad fisiolégica para controlar la osmolaridad el medio extemo con el intemo celular es una
enzima denominada diamina putresina, los actinomicetes pertenecen al Dominio Bacteria y
pueden poseer esta enzima como reguladora de la osmolaridad otorgandoles la capacidad de
soportar diferentes concentraciones de sal dependiendo de la disponibilidad de fuentes de cartono
(Stanier, 1996).

4.3.2.4. Influencia de los hidrocarburos como Unica fuente de carbono

Los suelos contaminados con hidrocarburos en el campo Sacha de la provincia de Orellana habitad
de la coleccion de actinomicetes de esta investigacion, como se muestra en la Tabla 6 ha permitido
gue el 89% de la coleccion de actinomicetes logre adaptarse a diferentes hidrocarburos como Unica
fuente de carbono, donde el 92,2% asimilan de mejor manera la gasolina, el 83,9% el diésel y solo
el 60% el petroleo. La gran adaptabilidad e la coleccion la convierte en potencial biorremediador de
suelos contaminados con hidrocarburos a excepcion de las cepas BG034, BG043, BG085 y
BG107 que no poseen la capacidad de asimilar metabdlicamente hidrocarburos como Unica fuente
de carbono, los grupos fenatipicos 9, 10 y 12 estan integrados por estas cepas.
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4.4. Discusion General del trabajo

Los resultados obtenidos en esta investigacion han permitido confirmar la diversidad de la coleccion
tanto bioldgica como metabdlica con el 90% de similaridad, estableciéndose 18 grupos especie
capaces de sobrellevar condiciones variables de pH, temperatura, salinidad y fuente de carbono.
Uno de los factores mas importante que nos ha permitido aceptar la hipétesis de investigacion, fue
la influencia directa de las condiciones ambientales de origen de la coleccién (Campo Sacha
provincia de Orellana) en los resultados taxondmicos de esta investigacion permitiendo categorizar
al 90% de la coleccion como es mesdfila (28°-50°C), neutrdfila (pH de 4,5-9,8) y haldfila (NaCl 2%-
10%), ademas de que el 88% de la coleccion posee un amplio valor bioremediador por su
capacidad de utiizar gasolina y diésel como Unica fuente de carbono y el 60% de usar petrdleo. El
20,4% de la coleccién produce pigmentos difusibles que pueden ser de utilidad en biotecnologia.

Los microorganismos sometidos a factores ambientales extremos sufren diferentes cambios en su
apariencia morfologica debido a las adaptaciones metabdlicas a las que son expuestos, el NaCl
provoco cambios en el color tanto del micelio aéreo como sustrato de las colonias tomandolas de
un color blanco raseo causado por la produccion enzimética de la pared celular de los actinomicetes
para adaptarse a un medio con una osmolaridad superior a la del interior de la célula. El pH &cido y
alcalino hizo que la esporulacion se tarde mas tiempo en presentarse en relacion a un pH neutro el

cual favorece a los 7 dias de incubacion la esporulacion.

El carbono es la principal fuente de energia metabdlica de los microorganismos autétrofos (Mateos,
sff). En esta investigacion se empled derivados de hidrocarburos como Unica fuente de carbono
(gasolina, diésel y petrdleo). Se comprobd que la gasolina pudo ser mejor asimilada por la coleccion
debido a su estructura quimica con 5-12 atomos de carbono por moléculas de hidrocarburo a
diferencia del diésel, con el 75% de moléculas de hidrocarburos saturados y 25% de hidrocarburos
aromaticos y el petrdleo que adicional a su compleja compasicion quimica con moléculas mucho
mas largas de hidrocarburos posee un alto contenido de metales pesados. Esto demuestra que el
lugar de origen de la cepa, influye directamente en la evolucién metabdlica del microorganismo en
funcion de las condiciones ambientales, pero como toda regla tiene su excepcion los grupos-
especie 9, 10y 12 incluyen cepas que no poseen esta capacidad. Se sabe de otras investigaciones
que actinomicetes del grupo Nocardia sp. Y Micromonospora sp. Son capaces de degradar
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hidrocarburas como el queraseno solo la caracterizacion genatipica nos puede confirmar si alguna

de las cepas analizadas en esta investigacion corresponde a alguna de estas especies.

4.5.- Verificacion de la hipotesis

Hipotesis de Investigacion:
La diversidad de actinomicetes se manifiesta por la presencia de méas de cinco grupos-especie

definidos por taxonomia numérica de datos fenatipicos

Hipdtesis nula
Existen menos de cinco grupos-especie de actinomicetes definidos por taxonomia de datos

fenatipicos.
Se ha comprobado que la coleccidn de actinomicetes es diversa ya que se han determinado mas

de cinco grupos-especie mediante taxonomia numeérica, por tanto, se acepta la hipotesis de

investigacion y se rechaza la hipétesis nula.
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CAPITULOV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.- Conclusiones

La coleccion de 93 actinomicetes posee una gran diversidad en cuanto a todas sus
caracteristicas fenctipicas, entre las méas importantes, el color, produccion de pigmentos
difusibles, adaptabilidad a diversas condiciones de temperatura, salinidad, pH y utilizacion
de hidrocarburos como Unica fuente de carbono.

Con el 90% de similaridad, el Dendograma demostro que existen 18 grupos — especie en
la coleccion.

La coleccion de actinos es de tipo mesdfila ya que es capaz de crecer en forma adecuada
y alcanzar lafase exponencial de crecimiento en menor tiempo a temperaturas desde 28C-
50C.

La poblacién microbiana en estudio es de tipo neutrdfila ya que es capaz de crecer en un
ambiente con pHdesde 45a9.75

El 99% de la coleccion es salino-tolerante a excepcion de la cepa BG111 que es salino-
dependiente.

La coleccion de actinomicetes posee la capacidad de utiizar gasolina, diésel y petrdleo
como Unica fuente de carbono, y en casos particulares de alcanzar la fase de esporulacion

en estas condiciones.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda realizar la caracterizacion genotipica de la coleccidn de actinomicetes para
determinar los individuos mas representativos de cada grupo-especie.

Se recomienda readlizar pruebas cuantitativas de degradacion de TPHs con los
actinomicetes que presentaron esporulacion en el medio Bushnel-Haas enriquecido con
hidrocarburos.

Se recomienda utilizar las cepas BG034, BG043, BG085 y BG107 en otras investigaciones
de utiidad biotecnologica diferente a la biomemediacion de contaminaciones por
hidrocarburos
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ANEXOS



A. Herramientas experimentales

ipicos

Ve

Al. Tabla Resumen de Datos Fenot

FUENTE DE CARBONO

PETRO

GASO

SALINIDAD

oH

TEMPERATURA

ESPORAS

RA | 4C [37C | 50C |45 [7.1]9.75[2% 5% | 10% | LINA [DIESEL| LEO
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L

ESPOR

N

PIGMEN

0

T
DIRUSB ULACIO|

LE

ELEVACION COLONIA

UMBILIC’

DA [PLANA| ADA

A

ACUMIN [ CONVEX|PAPILA

FORMA COLONIA

RIZOIDE[ ADA

R

FILAMEN {IRREGULA

MICELIO SUSTRATO

CMo47-

CMo17-

MICELIO AEREO

CMo3g-

CMo3s-

CMo34-

CMoo2-

0

0
0

0

o

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0

CODIGO | CM001{CM002 CMO0B | CM004 | CMO05 | CMOOS | CM0O7 | CMO0B | CM009 | CMO15 | CMO16 | CMOL7  CM020 | CM022 | CM025 | CM026 | CM028 | CMO31 | CM032 [ CMO033 | CM034 | CM049 | CM035| CM026 [CMO036) CMO026 | CM040 [ CMO41 | CM047 | CM049 | CMO50 | CMOOL | CM002 | CM004 | CMO0S | CM0O6 | CM007 | CMOOB | CMO13 | CMO15 | CM016 [ CMOL7) CM0O7 | CMO18 | CM020 | CM028 | CMO31 | CM033 [ CMO034 | CM036 | CM041 | CMO47 | CM013 | CM049  CM050 | CIRCULAR| TOSA

BG002

BGO07
BGU08
BGU0Y
BGOL0
BGOLL
BGOL
BGII5
BGL6
BGOLY
BGI20
BGI32
BGI34
BGU35
BGU36
BGU37
BGU38
BG042
BG043
BG051
BGU5T
BG5S
BGU60
BG061
BG064
BG0G5(1)
BG0G5(2)
BGUG6
BGU7L
BGUT2
BGUTS
BGUS0
BG0S2
BG083
BG0S5
BGUS6
BG087
BG038
BG089
BGI0
BGI%2
BGO%
BGIS5
BG097
BG101
BGL04
BGL05
BG107
BG109
BGL10
BGL1L
BG112
BG114
BGLI5
BGL18
BG120
BG123
BG124
86125
BG126
86127
BG128
BG132
86133
BG13%
BGL37
BG140
86142 ()

BG143
BG145
BG146
BG149
BG150
BG151
BG152
BG153
BG154
BG155
BG158
BG159
BG160
BG161
BG163
BG165
BG169
BGL71
BGL74
BGLTT
BG180
BG182
BG187
BG189
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RAL 1000

RAL 1001

RAL 1002

RAL 1003

RAL 1004

RAL 1005

RAL 1006

RAL 1007

RAL 1011

RAL 1012

RAL 1013

RAL 1014

RAL 1015

RAL 1016

RAL 1017

RAL 1018

RAL 1019

RAL 1020

RAL 1021

RAL 1023

RAL 1024

RAL 1027

RAL 1028

A2. Matriz de colores RAL
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RAL 6006

RAL 6007

RAL 6008

RAL 6009

RAL 6010

RAL 6011

RAL 6012

RAL 6013

RAL 6014

RAL 6015

RAL 6016

RAL 6017

RAL 6018

RAL 6019

RAL 6020

RAL 6021

RAL 6022

RAL 6024

RAL 6025

RAL 6026

RAL 6027

RAL 6028

RAL 6029



RAL 1032

RAL 1033

RAL 1034

RAL 2000

RAL 2001

RAL 2002

RAL 2003

RAL 2004

RAL 2008

RAL 2009

RAL 2010

RAL 2011

RAL 2012

RAL 3000

RAL 3001

RAL 3002

RAL 3003

RAL 3004

RAL 3005

RAL 3007

RAL 3009

RAL 3011

RAL 3012

RAL 3013
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RAL 6032

RAL 7000

RAL 7001

RAL 7002

RAL 7003

RAL 7004

RAL 7005

RAL 7006

RAL 7008

RAL 7009

RAL 7010

RAL 7011

RAL 7012

RAL 7013

RAL 7015

RAL 7016

RAL 7021

RAL 7022

RAL 7023

RAL 7024

RAL 7026

RAL 7030

RAL 7031

RAL 7032



RAL 3014

RAL 3015

RAL 3016

RAL 3017

RAL 3018

RAL 3020

RAL 3022

RAL 3027

RAL 3031

RAL 4001

RAL 4002

RAL 4003

RAL 4004

RAL 4005

RAL 4006

RAL 4007

RAL 4008

RAL 4009

RAL 5000

RAL 5001

RAL 5002

RAL 5003

RAL 5004

RAL 5005
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RAL 7033

RAL 7034

RAL 7035

RAL 7036

RAL 7037

RAL 7038

RAL 7039

RAL 7040

RAL 7042

RAL 7043

RAL 7044

RAL 7045

RAL 7046

RAL 7047

RAL 8000

RAL 8001

RAL 8002

RAL 8003

RAL 8004

RAL 8007

RAL 8008

RAL 8011

RAL 8012

RAL 8014



RAL 5007

RAL 5008

RAL 5009

RAL 5010

RAL 5011

RAL 5012

RAL 5013

RAL 5014

RAL 5015

RAL 5017

RAL 5018

RAL 5019

RAL 5020

RAL 5021

RAL 5022

RAL 5024

RAL 6000

RAL 6001

RAL 6002

RAL 6003

RAL 6004

RAL 6005
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RAL 8015

RAL 8016

RAL 8017

RAL 8019

RAL 8022

RAL 8023

RAL 8024

RAL 8025

RAL 8028

RAL 9001

RAL 9002

RAL 9003

RAL 9004

RAL 9005

RAL 9006

RAL 9007

RAL 9010

RAL 9011

RAL 9016

RAL 9017

RAL 9018

Fuente: (Copiba, 2009)



A3. Agrupacion de colores RAL en grupos CM para caracterizacion macroscopicade

cepas
CODIGO CODIGO CODIGO CODIGO CODIGO CODIGO CODIGO CODIGO CODIGO CODIGO

CM RAL CM RAL CM RAL CM RAL CM RAL

CMO001 1012 CMO009 2002 CM014 5000 CM022 5020 CMO007 2001

1002 3017 5001 6004 3000

1005 3018 5002 6014 3001

1032 3020 CMO015 7040 6020 3002

CMO002 1003 3011 7042 6028 3003

1017 3027 7005 CMO025 7013 3004

1021 CMO010 3022 7023 7016 CMO011 4001

1023 3014 7030 7022 5005

1006 CMO013 6005 7036 7033 5007

1007 6006 7037 CcMo27 7035 5009

8002 9004 7038 7047 5010

1004 9005 CMO17 8007 9018 CMO020 6011

CMO003 1000 9011 6003 CMO028 7032 6021

CMO004 1019 9017 8011 7044 7009

1020 6007 8016 CMO029 9007 7010

1024 6008 8017 5015 7012

1027 6009 6013 CMO30 5012 7006

7034 6012 CM018 4000 5024 7039

7002 6022 8025 CMO031 1001 CMmo21 6015

6013 8019 8008 CMO032 1013 7011

8000 7021 CM019 6010 CMO033 1014 7015

8001 7024 6016 CM034 1015 5022

8003 7026 6017 CMO35 1016 7031

CMO05 1028 3007 6018 CMO36 1018 CMO008 3005

1033 4007 6024 CMO37 6019 3009

1034 5003 6025 CMO038 6026 3013

CMO006 8023 8022 6029 CMO039 6027 3016

2000 5004 6032 CM040 7000 3031

2003 5008 7003 CM41 3012 4002

2004 5011 6000 CM042 3015 4004

2008 5013 6001 CMO043 4003 8004

2011 7043 6002 CcMo44 4005 CM024 7001

2009 8014 CMO026 9003 CM045 4006 7004

2010 8028 9010 CMO46 4008 7045

2012 CMO050 8024 9016 CMo47 9001 7047

CMO016 8012 CM012 5017 CM023 5018 CM048 9002 9006
8015 5015 5021 CM049 1011

7008 5019
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A4. Resumen de la caracterizacion macroscopicade las colonias

COLONIA TIPO TOTAL
FORMA CIRCULAR
FILAMENTOSA
IRREGULAR
RIZOIDE
ELEVACION ACUMINADA
CONVEXA
PAPILADA
PLANA
UMBILICADA
PIGMENTO DIFUSIBLE
ESPORULACION 81

RN IS ESENES

Ab. Datos fisico-quimicos Petroleo de las unidades de bombeo de Testing Bloque 56

de Petroamazonas, recolectado en laempresa SERTECPET, Provincia de Sucumbios,

Cantdn Lago Agrio.
Densidad % de Agua API
0.92-0.87 g/cm® 20% Mediano 22-29.9
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B. Medios de Cultivo y Soluciones

B1. Medio GYM
Glucosa 4.00gr
Extracto de Levadura 10.00gr
Extracto de Malta 10.00gr
CaCOs 2.00gr
Agar 15.00gr
Agua 1000.00ml

B2. Medio SCA
Almiddn soluble 10.00gr
KoHPO4 2.00gr
KNOs 2.00gr
NaCl 2.00gr
Caseina 0.30gr
MgSO,4* 7THO 0.05gr
FeSO4* 7THO 0.02gr
CaCOs 0.01gr
Agar 15.00gr
Agua 1000.00ml

B3. Medio Bushnell-Haas

MgSOq 0.200gr
CaCl, 0.020gr
Na:HPO4 1.000gr
NaH:PO4 1.000gr
NH:NOs 1.000gr
FeCl 0.050gr
Agar 20.00gr
Agua 1000.00ml

B4. Receta Buffers

pH Solucion Volumen (ml) Solucién Volumen (ml)
451 Ac. Citrico 0,1M 20 Na:HPO40,2M 9.0
9,75 Ac. Borico 0,2M 515 NaOH 0,2M 9,75

71 Ac. Citrico 0,1M 264 NaoHPO40,2M 12,35
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C. Fotografias

b) Medio SCA

a) Espiral

C3. Morfologia de la cadena de esporas
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¥ b)BGO1S5

C6. Crecimiento de las cepas a diferentes pH
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C8. Crecimiento de las cepas con diferentes hidrocarburos como Unica fuente de
carbono.
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