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Resumen

La contaminacion por derrames de hidrocarburos modifica la diversidad
microbiana y selecciona a las especies vegetales tolerantes a las
modificaciones del suelo. Por ello, la fitorremediacion aprovecha estas
plantas para hacer mas eficiente la degradacion de los hidrocarburos,
ya que los exudados de la raiz estimulan la actividad microbiana. Por lo
que se establecio la siguiente pregunta, gcudl es el efecto de la alfalfa
en el cambio de la estructura de la comunidad de bacterias cultivables
tolerantes al combustdleo?, y la hipdtesis planteada fue: Si la alfalfa
favorece a las especies de bacterias tolerantes al combustdleo,
entonces, habrd mds especies tolerantes en el suelo contaminado con
planta que en el suelo contaminado sin ésta. El diseno experimental, en
condiciones de microcosmos, consistio de 6 tratamientos con 3
repeticiones cada uno y en 3 tiempos. Los tratamientos fueron suelo (S),
suelo combustéleo (SC), suelo planta (SP), suelo combustdleo y planta
(SCP), hexano (H) y hexano planta (HP). El andlisis de Similitud de
Sgrensen mostrd que las comunidades SP, SCP y el H son diferentes al dia
60, pues compartieron menos del 50 % de informacién con los otros
grupos. Estas comunidades ain no se recuperaban ya que son
diferentes del suelo confrol. Sin embargo, a los 90 dias se formd un
encadenamiento de los fratamientos con parecidos entre 60% y 5% de
S, SC, SCP y el H. Este encadenamiento muestra una recuperacion
considerable de las comunidades. El HP formdé una comunidad
completamente diferente a los demas fratamientos. Por lo anterior se
concluye que la alfalfa favorecid el establecimiento de la comunidad
de bacterias tolerantes no sélo al combustdleo, sino que también ayudod
a las bacterias tolerantes al hexano.




INTRODUCCION

El suelo es muy complejo en su estructura y funcién debido a la forma
en que se acoplan los componentes bioldgicos y minerales, los que en
conjunto  generan las diferentes regiones funcionales. La
heterogeneidad vy la estratificacion del suelo hacen ain mas dificil el
estudio de los organismos que lo habitan y, por lo tanto, el conocimiento
de los procesos bioldgicos que se llevan a cabo en él es limitado
(Rodriguez-Zaragoza 2005). Tiene una funcién importante en la bidsfera
con la mayor cantidad de flujo de carbono y nutrientes mediados por
organismos del suelo (Wolters et al. 1996).

Los organismos del suelo se agrupan en mesofauna (pequenos
invertebrados, tales como artrépodos, anélidos, nematodos y moluscos),
microfauna (protozoos, rofiferos y algunos nematodos) y microflora
(bacterias, hongos y algas). Los microorganismos intervienen en una
gran canfidad de procesos eddficos, principalmente en la degradacion
y sintesis de compuestos orgdnicos (Porta et al. 1999). Ademds, la
actividad microbiana es la fuerza motriz del reciclaje de nutrientes que
ocurre en el suelo. La mayor parte del flujo energético y las
transformaciones que sufren los diferentes nutrimentos en la mayoria de
los ecosistemas, provienen de |la actividad microbiana (Atlas et al. 1991)
Las funciones de los microorganismos del suelo se retroalimentan por sus
intferacciones y asociaciones de las redes tréficas; donde un grupo de
organismos utiliza los productos residuales del eslabdén anterior, esto
hace que dichas redes aprovechen mejor la energia contenida en la
biomasa (Porta et al. 1999).

Los contaminantes, entre los que estdn los hidrocarburos derivados del
petrdleo, causan alteraciones en las propiedades quimicas, fisicas y
bioldgicas de los suelos (Sangalbriel et al. 2006).

Leahy et al. (1990) mencionan que esta liberacién de hidrocarburos
produce una relacidon excesivamente alta de carbono/nitrogeno
(mayor de 20:1), que es desfavorable para el crecimiento microbiano. El
ajuste de esta relacion (C/N) con la adicion de nitrogeno
proporcionado por la simbiosis entre una leguminosa (como la alfalfa) y
las bacterias fijadoras de nitrogeno estimula la biodegradacion del
petréleo crudo. El crecimiento de la mayoria de las bacterias
heterdtrofas es favorecido por un pH cercano a 7.




El nitrdgeno (N2) es el elemento que se encuentra en forma libre (estado
gaseoso) y en mayor abundancia en la atmodsfera (78 %). Se necesita de
una gran cantidad de energia para desdoblarlo y combinarlo con otros
elementos como el carbono y el oxigeno. Esta ruptura puede hacerse
por bacterias que usan enzimas. Estas bacterias viven libres en el suelo o
en simbiosis, formando nddulos con las raices de ciertas plantas
(leguminosas) para fijar el nitrdbgeno.

En cuanto a las plantas, solamente existen dos formas de nitrédgeno que
son asimilables: el nitrato (NOs.) y el amonio (NH4+). Las raices pueden
absorber ambas formas, aunque pocas especies prefieren absorber
nitratos que amoniaco. El amonio es convertido a nitrato gracias a los
microorganismos por medio de la nitrificacion. La transformacion se da
mas rapida cuando el pH estd entre los 5.5-6.5; asimismo, este proceso
se ve completado de dos a cuatro semanas. Esta fase es realizada en
dos pasos: primero, las bacterias convierten el amonio en nitrito (NO2.),
luego oxida el nitrito en nifrato. La nitrificacion les entrega energia a las
bacterias. Gracias a este proceso es que se da el efecto rizosférico que
determina la estructuracion de la comunidad (CICEANA-CICLO DEL
NITROGENO).

Por ofro lado, los derrames de hidrocarburos en los cuerpos de agua y
en el suelo son muy frecuentes y el manejo inadecuado, ya sea en los
tanques de almacenamiento o en accidentes en los vehiculos que
transportan  hidrocarburos produciendo derrames que afectan
negativamente las propiedades del suelo, lo que conlleva a que los
cultivos vegetales no logren establecerse por la presencia del
combustible.

Las emergencias ambientales ocurridas en México han ocasionado
lamentables danos al ambiente, segun la PROFEPA (2010) el
combustdleo es una de las principales sustancias derivadas de los
hidrocarburos involucradas en el 5.39 % de emergencias ambientales en
nuestro pais. El combustdleo estd constituido por una mezcla compleja
de hidrocarburos: parafinas  (n-alcanos, alcanos ramificados,
cicloalcanos), compuestos alquil monoaromaticos (tolueno,
etilbenceno), poliaromdticos (hidrocarburos policiclicos aromdaticos (PAH
por sus siglas en inglés), fenantreno, pireno, naftaleno) y compuestos
con nitrogeno y azufre (Sarmiento et al 2003, Ferrera-Cerrato et al. 2007).

Estos hidrocarburos causan alteraciones en las propiedades quimicas,
fisicas y bioldgicas de los suelos (Sangabriel et al. 2006). En cuanto a las
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caracteristicas quimicas, principalmente aumentan la materia orgdnica
(MO) y disminuyen el pH (Ortinez et al. 2003). Dentro de las propiedades
fisicas que afecta estdn: la estructura del suelo debido a la ruptura de
los agregados y el aumento de la retencion del agua en la capa
superficial disminuyendo potencial hidrico.

En términos generales, la contaminacion del suelo por hidrocarburos
derivados del pefroleo tiene un efecto negativo en los ciclos de los
nutrientes. Las poblaciones microbianas son inhibidas por este fipo de
contaminacioén, pero los microorganismos que logran sobrevivir utilizan
los hidrocarburos como una nueva fuente de carbono y aumentan su
actividad metabdlica aun bajo condiciones de estrés. La duracion de
estos efectos dependerd de la naturaleza de los hidrocarburos, la
cantidad de los mismo, la duraciéon de la exposicion, la frecuencia con
la que estos eventos ocurran, asi como del tipo de suelo (Labud et al.
2007).

La mayoria de estos compuestos orgdnicos pueden ser toxicos para los
microorganismos y como resultado, hay una pérdida en la actividad
bioguimica esencial para la funcidn del suelo; induciendo Ila
selectividad y la disminucidon de la diversidad como la riqueza bioldgica
(Rivera-Cruz et al. 2002). El mantenimiento de las funciones del suelo
requiere una comprension de la respuesta de las comunidades
microbianas que desarrollan vy utilizan respuestas enzimdticas y
fisiologicas especializadas (Aflas et al. 1991) al estrés y a las
perturbaciones. La disminucion de la diversidad microbiana podria llevar
también a una disminucion en la estabilidad del suelo ante las
fluctuaciones ambientales (Girvan et al. 2005). Estos atributos propician
las fluctuaciones poblacionales de las bacterias autdéctonas y realizan,
de manera natural, la degradacion quimica del petréleo en el suelo
(Rivera-Cruz et al. 2002). Generalmente los microorganismos que tienen
la capacidad de degradar los compuestos de los contaminantes son las
bacterias.

Una de las estrategias para la remediacion de suelos contaminados es
la fitorremediacion; la cual se define como el uso de plantas y su
asociaciéon con los microorganismos para la limpieza de sitios
contaminados. Esta se basa en el uso del metabolismo de las plantas y
los microorganismos de la rizésfera que degradan y secuestran
contaminantes orgdnicos e inorgdnicos (Pilon-Smits 2005). El primer
mecanismo que envuelve la fitorremediaciéon de los hidrocarburos es

4




considerar que la biodegradacion se incrementa por la estimulacion de
la actividad microbiana debido a los exudados de la raiz o efecto de la
rizosfera (Joner et al. 2003; Xiaoyun et al. 2007; Tang et al. 2010).

Los microcosmos son importantes porque son una manera de estudiar
los sistemas de manera simplificada y pueden ser reproducibles a bajo
costo, son Utiles para determinar qué pasa a las sustancias toxicas en el
sistema (Beyers ef al. 1993).

La informacion sobre la composicion de las poblaciones bacterianas en
un sitio contaminado es de importancia para estimar la capacidad de
auto depuracion del sistema vy la factibilidad de la descontaminacion
biologica si se considera la biorremediacion (Allen et al. 2007, Said et al.
2008). La biodiversidad es una propiedad importante del suelo de la que
depende su capacidad para recuperarse de las perturbaciones
(Pankhurst et al. 1997). La biodiversidad de las comunidades
microbianas es tal que hay un alto grado de redundancia en las
especies presentes y, por lo tanto, un alto grado general de resiliencia
en las funciones biologicas (Swift 1994, Finlay et al. 1997). Aunque la
técnica de conteo en placa representa sdlo el 1% total de los
microorganismos del suelo, el numero de Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) se correlaciona de manera positiva con la actividad
enzimdtica y respiratoria (Sanchez-Peinado et al. 2009) y se aplica para
caracterizar la abundancia relativa de los grupos microbianos activos o
potencialmente activos con ciertas funciones o requerimientos troficos.
(Néble et al. 2007). Aunque esta técnica enumera sélo las especies
cultivables, es comUnmente utilizada porque es fdcil, barata y nos da
datos precisos y cepas de interés que nos permiten hacer
comparaciones de la actividad microbiana y de sus poblaciones (Kim et
al. 2006, Janssen 2006).

Medicago sativa es una leguminosa perene de raices profundas que
provee condiciones favorables para la actividad vital de la microflora
del suelo bajo condiciones de contaminacion, lo que ocasiona el uso
exitoso de esta planta en la fitorremediacion de suelos contaminados
con hidrocarburos (Nichols ef al. 1997, Wiltse et al. 1998).




ANTECEDENTES

Nichols et.al. (1996) realizaron un estudio en una cdmara de crecimiento
para evaluar las poblaciones microbianas en suelo contaminado y no
contaminado usando alfalfa (Medicago safiva L.) y una graminea (Poa
alpina L.) encontrando un mayor nimero de poblaciones degradadoras
de quimicos en el suelo rizosférico contaminado, lo que sugiere un
potencial de estimulacion de biorremediacion alrededor de las raices
de las plantas.

Sangabiriel et.al. (2006) realizaron un estudio para evaluar la tolerancia y
el crecimiento de ftres leguminosas y fres gramineas en suelo
contaminado con combustdleo, asi como su capacidad de reducir el
contenido de hidrocarburos provenientes del mismo. Phaseolus
coccineus fue la Unica leguminosa con tolerancia y crecimiento en
suelo contaminado mientras que las tres gramineas no fueron
afectadas. La poblacion rizosférica de bacterias y hongos fue
diferencialmente afectada por la presencia del contaminante con la
planta. La degradacion de combustdleo evaluada cualitativamente
por GC-MS en P. coccienus fue similar a la observada en suelo
contaminado sin planta.

Cortés-Pérez (2009) determind el cambio de la comunidad de amebas
desnudas en un suelo de cultivo contaminado con combustoleo
comparado con un suelo no contaminado. Hubo una reduccidn de la
riqueza de especies de amebas después de la contaminaciéon con
combustdleo, los gremios alimentarios que dominaron en ambos suelos
fueron el bacterivoro y el omnivoro.

Mondragon-Camairillo (2011) determind como influyen el combustoleo y
M. sativa en la estructura tréfica de la comunidad de ciliados vy
flagelados en un suelo de cultivo. Encontré que los protozoos fueron mads
abundantes en los tratamientos con M. sativa, que el combustdleo
reduce la complejidad de las redes troficas del suelo al haber menos
grupos tréficos y que aumenta la abundancia del grupo bacterivoro en
los fratamientos con combustdleo, lo que sugiere que la comunidad de
protozoos se alimenta de bacterias tolerantes y degradadoras de
hidrocarburos.

Cortés-Pérez et al. (2014) determinaron el efecto de M. safiva en la

estructura tréfica de las amebas desnudas después de un pulso de

contaminaciéon (50’000 ppm de combustdleo) identificando las especies

al dia 1, 30 y 60 después de la contaminacion. El grupo bacterivoro fue
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el mds diverso en todos los microcosmos. La cantidad de amebas fue
significativamente mayor en el suelo con planta que en los que no
tenian planta alos 30 dias.

Por lo anterior se establecid la siguiente pregunta de investigacion,
scudl es el efecto de la alfalfa en el cambio de la estructura de la
comunidad de bacterias cultivables folerantes al combustdleo? La
hipotesis planteada es: Si la alfalfa favorece a las especies de bacterias
tolerantes al combustdleo, entonces, habrd mds especies tolerantes en
el suelo contaminado con planta que en el suelo contaminado sin
planta.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de Medicago sativa (alfalfa) en el cambio de la
estructura de la comunidad de bacterias cultivables tolerantes al
combustdleo.

OBJETIVOS PARTICULARES
*Determinar la abundancia bacteriana por diluciones seriales.
*Realizar cultivos axénicos.

*Generar Unidades Taxondmicas Operativas (UTOs) a partir de las cepas
aisladas.

*Obtener el pH, porcentaje de materia orgdnica y concentracion de
nitratos, nitritos y amonio en el suelo.

*Realizar un andlisis de Similitud de Sarensen por medio del programa PC
ORD ver. 6,0 para Windows para comparar la similitud de la estructura
de la comunidad de bacterias en los diferentes microcosmos.

MATERIAL Y METODO

1. TOMA DE MUESTRA DEL SUELO

1.1Zona de estudio

El Municipio de Jalacingo estd ubicado en la zona centro del Estado de
Veracruz, en las coordenadas 19°48' Ny 97°18' W, a una alfitud de 1944
msnm (Fig.1). Limita al Norte con el municipio de Tlapacoyan; al Este con
Afzalan y Altotonga; al Sur con Perote; al Oeste con el Estado de
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Puebla. Su distancia aproximada al Noroeste de la capital del Estado es
de 65 km por carretera. El clima del municipio es templado-humedo con
una temperatura promedio de 13.9 °C; la precipitacion promedio anual
es de 2,029.5 mm. El suelo es de tipo andosol, feozem y luvisol, el primero
se ha formado a partir de ceniza volcdnica, el segundo tiene una capa
superficial rica en materia orgdnica, es oscura, y el tercero se
caracteriza por su acumulacion de arcilla en el subsuelo. EI mayor
porcentaje de esta superficie se utiliza en agricultura y ganaderia
http://oc4jver.veracruz.gob.mx/Municipios/municipioeciudad=30086&se
ccion=economicaxXV.

En este sitio se selecciond un parcela, la cual estd situada en el Ejido
Orilla del Monte, 19°35'16"" latitud N y 97°21'06" longitud W, a una
altitud de 2410 msnm, en la carretera pavimentada de Los HOUmeros a
Perote. Colinda al Norte (98.64 m) con la carretera pavimentada de Los
Humeros, al Sureste (229.06 m) con la parcela 871, al Suroeste (97.15 m)
con el ejido Frijol Colorado, al Noroeste (230 m) con la parcela 858.

Jalacingo, Veracruz.

Il Jalacingo
Il Veracruz
Republica Mexicana

Figura 1. Ubicacion geogrdfica del municipio de Jalacingo, Veracruz.
1.2 Muestras de suelo

La textura del suelo de la parcela seleccionada es franco arenoso (60 %
arena, 30 % limos, 10 % arcilla), con pH ligeramente dcido (6.4)
(Sangabriel et al. 2006) y 3.1 % de materia orgdnica sin vegetacion ni
contaminantes. Se tomo suelo de 6 lugares diferentes de la parcela con
un muestreo de fipo zigzag, a una profundidad de 0 a 15 cm, el suelo se
tamizé con una abertura de malla de 2 mm de didmetro y se
homogenizd para asi obtener una muestra compuesta de la parcela
(Margesin et al. 2005, Smith et al. 2006). El suelo de la muestra

8



http://oc4jver.veracruz.gob.mx/Municipios/municipio?ciudad=30086&seccion=economicaXXV
http://oc4jver.veracruz.gob.mx/Municipios/municipio?ciudad=30086&seccion=economicaXXV

compuesta se depositd en una bolsa de polietileno autosellable, la cual
se transportd al laboratorio de Microbiologia en Ia UBIPRO, FES Iztacala y
se almacenaron a 4 °C hasta su uso (Margesin et al. 2005).

1.3 Preparacioén del extracto de suelo

El extracto de suelo (solucion madre) se prepard con 200 g de suelo libre
de combustdleo que se homogenizd con 1 litro de agua destfilada, se
colocd en bano maria a 60 °C durante 2 h, se filird, se esterilizd y
refrigeré a 4 °C para su posterior uso (Nerad et al. 1992, Mondragon-
Camairillo 2011).

El medio de cultivo se prepard con extracto de suelo con el fin de
proveer a las bacterias cultivables de condiciones nutrimentales
semejantes al suelo de donde fueron extraidas.

1.4 Andlisis del suelo

Se midi6 el pH (10 g peso seco: 35 ml agua destilada), materia orgdnica
(MO) por el método de Walkley y Black (Munoz-Iniestra et al. 2012) y se
realizd la cuantificacidon por colorimetria de nitratos, nitritos y amonio
presentes en el suelo (Kassem et al. 1995) (Anexo).

2. CONTAMINACION DEL SUELO

2.1 Montaje de Microcosmos

Los microcosmos se usaron para determinar la influencia de la zona de
raices en el crecimiento microbiano y en la degradacion de
combustoleo.

Montaje de microcosmos de suelo desnudo (S): se pesaron 300 g de
suelo (peso seco) y se depositaron en un recipiente (12 cm de didmetro
por 14.5 cm de altura) con tapa perforada, se agregd extracto de suelo
estéril (1:10) hasta llegar al 60 % de la Capacidad de Campo (CC).

Montaje de microcosmos de suelo con planta (SP): Se procedid de la
misma forma que en el tratamiento anterior y se agregaron 50 semillas
de alfalfa (Medicago sativa) inmediatamente después de llevar el suelo
al 60 % de su CC.

Montaje de microcosmos de suelo con combustdleo (50'000 ppm) (SC):
En un recipiente (12 cm de didmetro por 14.5 cm de altura) se
agregaron 75 ml de hexano y después 15 g de combustdleo para
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hacerlo menos viscoso y posteriormente se mezclaron 300 g de suelo
(peso seco) para que la contaminacion con el hidrocarburo fuera lo
mdas homogénea posible. Se dejaron reposar 24 h sin tapa para que se
volatilizara el hexano y después de este tiempo se agregd extracto de
suelo estéril (1:10) hasta llegar al 60 % de la CC.

Montaje de microcosmos de suelo con combustdleo (50'000 ppm) vy
planta (SCP): Se procedié de la misma forma que en el fratamiento
anterior y se agregaron 50 semillas de alfalfa (Medicago sativa)
inmediatamente después de llevar el suelo al 60 % de su CC.

Montaje de microcosmos de suelo con hexano (H): En un recipiente (12
cm de didmetro por 14.5 cm de altura) se agregaron 75 ml de hexano y
posteriormente se mezclaron los 300 g de suelo (peso seco). Se dejaron
reposar 24 h sin tapa para que se volatilizara el hexano y después de
este tiempo se agregd exiracto de suelo estéril (1:10) hasta llegar al 60 %
de la CC.

Montaje de microcosmos de suelo con hexano y plata (HP): Se procedid
de la misma forma que en el tratamiento anterior y se agregaron 50
semillas de alfalfa (Medicago sativa) inmediatamente después de llevar
el suelo al 60 % de su CC.

Los microcosmos se mantuvieron bajo condiciones de invernadero en la
FES Iztacala. Estas condiciones se mantuvieron durante 90 dias, tomando
el dia 1 a partir de que todos los microcosmos estaban hidratados al 60
% de su CC (Banerjee et al., 1992 Kim et al. 2006). Cada microcosmaos
fue desechado después de muestrearse.

Se determind la capacidad de campo (CC) del suelo por goteo y este
dato sirvid como base para mantener los microcosmos con un
contenido de humedad alrededor del 60 % de la CC durante todo el
periodo de estudio.

2.2 Diseno experimental

Se procesaron 54 microcosmos. El diseno experimental consistio de 6
tratamientos y 3 repeticiones en 3 tiempos (30, 60 y 90 dias). Los
tratamientos fueron suelo (S), suelo con combustdleo (SC), suelo con
planta (SP), suelo con combustdleo y planta (SCP) y también se probd el
efecto del hexano (H) y del hexano con planta (HP) en condiciones de
MICroCosMOos.
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2.3 Toma de muestra del microcosmo

La muestra de suelo, de los microcosmos sin planta, se fomd del centro
del envase a 5 cm de profundidad; mientras que en los microcosmaos
con planta se extrajeron las plantas con raiz, se sacudid la tierra dentro
del envase y luego se tomo el suelo adherido a las raices de las plantas
con ayuda de una espdatula (Gobat et al. 2004). Todas las muestras de
suelo se dejaron secar a temperatura ambiente.

3. CULTIVO DE BACTERIAS
3.1 Preparacion del medio de cultivo

Se prepard un medio de cultivo con extracto de suelo (AES) 1:5 (ANEXO)
y agar bacterioldgico con el fin de semejar las condiciones del
ambiente natural de crecimiento de las bacterias (Nerad et al. 1992).

3.2 Siembra de bacterias

Se tomd 1 g (peso seco) de cada muestra de suelo, las cuales se
colocaron en un tubos con 10 ml de agua destfilada estéril, se agitaron
en vortex durante 5 min y se dejaron reposar 2 min. Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas de 102 hasta 106. Se fomaron alicuotas de
0.2 ml de las Ultimas tres diluciones (104, 105y 10¢) y se distribuyeron por
triplicado en cajas petri con agar extracto de suelo. A partir de estas
diluciones se hizo la estimacion del nUmero de unidades formadoras de
colonias por gramo de suelo seco (ANEXQO) (Miles ef al. 1938).

3.3 Determinacion

La riqueza y frecuencia de la comunidad de bacterias cultivables se
determiné a los 30, 60 y 90 dias (M1, M2 y M3) del montaje de los
microcosmos, usando el método de dilucion y cuenta de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) en agar extracto de suelo (Ferrera-
Cerrato et al. 2007).

3.4 Caracterizacion morfoldgica de bacterias

Se aislaron diferentes formas coloniales de bacterias distinguiéndolas
mediante la forma de crecimiento, borde, elevacion, pigmentos en la
colonia, pigmentos difusibles en el agar y produccién de gotitas. Estas se
cultivaron por estria cruzada en AES durante 15 dias a temperatura
ambiente. A los cultivos puros de bacterias se les realizd tincidon de gram
y se caracterizd su morfologia microscopica, también la producciéon de
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catalasa, movilidad y crecimiento en medio Rennie (ANEXO), ya que es
un medio seleccionador de posibles fijadoras de nitfrdgeno al no
contener nifrdgeno reducido, y la capacidad de las bacterias para
crecer en este medio es ofra caracteristica del genofipo de las
bacterias.

3.5 Generacion de Unidades Taxondmicas Operativas (UTOs)

A partir de las caracteristicas observadas en las diferentes cepas
aisladas se realizé el andlisis de similitud y con el programa Primer 6 se
determinaron las diferentes UTOs. El criterio de agrupacion que se tomo
en cuenta fue el 90 % de similitud.

Se dividid la frecuencia de las UTOs en dominantes (>6), comunes (6-4) y
raras (<4).

4. BIOMASA TOTAL DE LAS PLANTAS

4.1 Sobrevivencia de las plantas

Se contd el nUmero de plantas vivas por tratamiento en cada muestreo.
Se aplico el criterio de emergencia de la radicula para considerar a una
semilla como germinada. El desarrollo de las hojas secundarias se fomo
como criterio de una planta establecida. Al estadio intermedio se le
reconocidé como plantula (Smith et al. 2006).

4.2  Determinaciéon de biomasa vegetal

La determinacion de la biomasa vegetal se realizd de la siguiente
manera: se extrajo la planta del microcosmos, se lavo la raiz y se dejd
secar a temperatura ambiente durante 72 h. Se obtuvo el peso seco de
la raiz, tallo y hojas de las plantas cuya sumatoria arroja la biomasa total
por planta y fratamiento (Smith et al. 2006).

5. ANALISIS ESTADISTICOS

Se le aplicd el ANOVA con el programa XLSTAT a los pardmetros fisico-
quimicos para determinar si habia diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos.

Los datos de las UFC fueron normalizados mediante la determinaciéon de
sus valores logaritmicos, y se les aplicd un andlisis de varianza y la
prueba post hoc de comparacion de medias de Tukey (HSD, a=0.05),
utilizando el programa XLSTAT (Ferrera-Cerrato et al. 2007).
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Se realizd el andlisis de Serensen para determinar la similifud de las
comunidades de los diferentes microcosmos. Mientras que, el andlisis de
correlacion canodnica de los pardmetros fisico-quimicos y las UTOs se
realizaron para determinar los factores que explicaran la mayor varianza
en la estructuracion de las comunidades. Ambos andilisis se realizaron
con del programa PC-ORD ver. 6 (Podani 1994).
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RESULTADOS

pH

El pH fue ligeramente dcido, tendiendo a bdsico en todos los
tratamientos a lo largo del experimento. El valor mas alto fue el del
hexano con planta en el dia 90 (Tabla 1).

El combustdleo no modifica el pH del suelo ya que tiene valores
parecidos a los del suelo sin contaminar (S) y al suelo contaminado con
planta (SCP) (Tabla 1).

El suelo con planta (SP) fue el fratamiento con el pH mas dcido (6.3-6.5)
en los 3 muestreos, fambién con tendencia a la neutralidad pero sin
legar a ella. Esto posiblemente debido a que la respiracion de las
plantas acidifica el medio en el que se encuentra (Tabla 1).

El hexano también genera un cambio en el pH del suelo, pasando de la
neutralidad a la basicidad cuando se junta con la planta (Tabla 1).

S SE SP SCP H HP

Dia 30 6.63+0.04 6.98£0.05 6.51+0.14 6.86x0.11 6.91£0.55 7.09£0.12
Dia 60 6.64+0.089  6.77+0.09¢ 6.3+0.06>  6.7+0.06  6.6+0.189  7.04+-0.23¢
Dia 90 6.93+0.23¢  7.14+0.08 6.77+0.01p 6.95+0.22 7.17+0.16  7.35+0.19¢

Tabla 1. Valores de pH en los diferentes tratamientos y en los 3 muestreos. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en cada periodo de
tiempo (n = 3, alfa =0.05).
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Materia Orgdnica

El suelo (S) pasa de un porcentaje medio en el contenido de materia
orgdnica (2.14) a moderadamente rico (3.32 %); y en el tercer muestreo
baja a un confenido medio (2.21 %). El suelo con combustdleo (SC)
mantiene un porcentaje rico (6.35-9.21 %) a lo largo de los 3 muestreos;
lo mismo sucede con el suelo con combustdleo y planta (SCP), el cual
tuvo el mayor porcentaje de materia orgdnica (8.7-10.25 %) en los 3
muestreos (Tabla 2) (Lopez Galindo et al., 2011).

El suelo con planta (SP) varia de un porcentaje moderadamente rico
(2.5 %) a medio (2.14 %) y ofra vez moderadamente rico (1.77 %) en el
tercer mes, 1o que se explica porque la raiz de la planta ayuda a
homogenizar el suelo y para el tercer mes las raices de las plantas
habian formado una red en el suelo en la que casi no habia espacio
liore de la influencia de la raiz (Tabla 2).

El suelo con hexano tuvo un porcentaje medio de materia orgdnica
(2.35-2.44 %) (Tabla 2).

S e SP SCP H

HP

Dia 30 2.14+0.84 6.34+1.55 2.51+2.18> 8.7#1.28¢  2.36+1.42 1.7£1.11P
Dia 60 3.32+0.38 9.22+0.84cb 2.14+1.72°¢ 10.25+0.89c 2.43+1.33 2.29+43¢
+0.63P

Dia 90 4.28+3.99¢  7+1.85¢  4.35+3.55P 6.56+4.16c  2.8+0.26> 2.21

Tabla 2. Porcentaje de Materia Orgdnica (MO) en los diferentes tratamientos y en los 3
muestreos. Letfras diferentes indican diferencias significativas enfre fratamientos en cada periodo
de tiempo (n = 3, alfa =0.05)
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Nitratos

La concentracion de nitratos disminuyd con el tiempo y se registraron
concentraciones menores en los fratamientos SP y SCP (Figura 2).

El suelo con hexano (H) del dia 30 fue el tratamiento con la mayor
concenfracion de nifrato (142.22 mg/kg!). En el dia 90 la cantidad de
nitratos de los fratamientos con planta fue menor a 15 mg/kg! (Figura
2).

En el dia 30 y 90 no hubo diferencias estadisticamente significativas, sin
embargo en el dia 60 hubo una diferencia estadisticamente significativa
del suelo desnudo (S) con los demds fratamientos y del suelo con
hexano (H) con el suelo con hexano y planta (HP) y el suelo con planta
(SP). El suelo con planta (SP) y suelo con combustéleo y planta (SCP)
tuvieron una diferencia en el dia 30 con los otros 2 muestreos.
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Figura 2. Concentracion de nitrato (mg/kg-') en los diferentes tratamientos y en los 3 muestreos.
(n =3, alfa =0.05)
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Figura 3. Concentracién de nitrito (mg/L) en los diferentes tfratamientos y en los 3 muestreos  (n

= 3, alfa =0.05)

No se encontraron diferencias significativas entre los fratamientos ni
entre los muestreos.
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Figura 4. Concentracién de amonio (mg/L) en los diferentes tratamientos y en los 3 muestreos. (n

= 3, alfa =0.05)

Sélo se encontré una diferencia significativa en el suelo con planta (SP)

del dia 30 con el dia 60 y 90.
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DIVERSIDAD
Abundancia de Unidades Formadoras De Colonias (UFC)

Se obtuvo un total de 179 aislamientos durante el experimento (ANEXO),
los cuales arrojaron 123 UTOs basados en las caracteristicas morfologicas
y bioguimicas de cada una de las colonias.
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L 5.6 mDia 90
(@)
ie]

5.4
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(¢,

SP SCP H HP
Tratamientos

Figura 5. Logaritmo de la cantidad de UFC obtenidas en los diferentes tratamientos a lo largo de
los 90 dias. Las bacterias del Suelo con Planta (SP) fueron incontables en las 3 diluciones
inoculadas del dia 90 (n = 9, alfa =0.05, las barras indican la desviacién estdndar).

La cantidad de UFC varié entre los tratamientos, pero dicha variacion
solo fue estadisticamente significativa (P> 0.05) en el fratamiento de
suelo con combustdleo (SC) del dia 30y 60 (Figura 5).

El suelo con combustdleo (SC) del primer mes mostrd la mayor cantidad
de UFC. Mientras que, el suelo (S) fue el tratamiento con menos UFC
durante los 3 meses. La cantidad de UFC disminuyd con el tiempo en los
tratamientos con hexano (H), hexano con planta (HP) y suelo con planta
(SP) (Figura 5).

En el caso del tratamiento suelo sin contaminar (S), las UFC aumentaron
muy poco con el tiempo; mientras que éstas bajaron en el suelo con
combustdleo (SC) del primer al segundo muestreo y subieron para el
tercer muestreo. Las UFC del suelo con combustdleo y planta (SCP)
aumentaron en el segundo muestreo y disminuyeron en el tercero
(Figura 5).
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Rigueza de Unidades Taxondmicas Operativas (UTOs)

usC
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NUmero de UTOs
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Figura 6. Rigueza de Unidades Taxondmicas Operativas encontradas en los diferentes
tratamientos en los 3 muestreos (dia 30, 60 y 90). Las bacterias del Suelo con Planta (SP) fueron
incontables en las 3 diluciones inoculadas del dia 90 (n =9).

El suelo con combustdleo y planta (SCP) del dia 30 presentd la mayor
riqueza de UTOs (mds de 50). El de menor riqueza fue el suelo con
hexano (H) durante los 3 muestreos del estudio (Figura 6).

Se pueden ver 3 tendencias en la riqueza. La primera es una disminucion
en la riqueza de los fratamientos de suelo sin contaminante (S), suelo
con planta (SP) y suelo con combustdleo y planta (SCP). La segunda fue
una disminucion inicial seguida de un aumento de la riqueza entre los
dias 60 y 90 en el suelo con combustdleo (SC) y el suelo con hexano y
planta (HP). La tercera fue un aumento inicial y luego una disminucion
de lariqueza en el suelo con hexano (H) (Figura 6).
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Frecuencias de Unidades Taxondmicas Operativas
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Figura 7. Frecuencia acumulada de UTOs encontradas en cada tratamiento en el dia 30. a)
suelo desnudo (S); b) suelo con combustdleo (SC); c) suelo con planta (SP); d) suelo con
combustdleo y planta (SCP); e) suelo con hexano (H); f) suelo con hexano y planta (HP). La barra
roja indica la UTO-93 vy las claras las UTOs que cambiaron su frecuencia en el fiempo(n = 9). Las
lineas punteadas indican las UTOs dominantes, comunes y raras.

Todos los tratamientos tienen UTOs dominantes (>6) pero hay gran
abundancia de las comunes (4-6) y raras (<4) (Figura 7). El suelo con
combustdleo y planta (SCP) tiene mdas UTOs dominantes que el resto de
los tratamientos (Figura 7d).

Hay 2 tratamientos con curvas sigmoidales, el suelo (S) y el suelo con
combustdleo y planta (SCP), lo que puede indicar que debido al
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combustdleo y a las raices de la planta hay una mayor diversidad de
recursos. Hay 4 tfratamientos con curvas hiperbdlicas, el suelo con planta
(SP); suelo con combustdleo (SC); suelo con hexano (H) y suelo con
hexano y planta (HP) (Figura 7).
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Figura 8. Frecuencia acumulada de UTOs encontradas en cada tratamiento en el dia 60. a)
suelo desnudo (S); b) suelo con combustdleo (SC); c) suelo con planta (SP); d) suelo con
combustdleo y planta (SCP); e) suelo con hexano (H); f) suelo con hexano y planta (HP). La barra
roja indica la UTO-93 vy las claras las UTOs que cambiaron su frecuencia en el tiempo (n = 9). La
barra roja indica la UTO-93 (n = 9). Las lineas punteadas indican las UTOs dominantes, comunes y
raras.

El suelo con combustéleo (SC), el suelo con planta (SP) y suelo con
hexano y planta (HP) tuvieron UTOs dominantes (>6), comunes (6-4) y
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raras (<4), mientras que el resto de los tratamientos solo tuvieron UTOs
comunes y raras.

Los fratamientos de suelo (S) y suelo con planta (SP) son los que
presentaron curvas sigmoidales (Figura 8a y 8c), mientras que los demds
tratamientos tuvieron una curva hiperbdlica.
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Figura 9. Cuentas de UTOs encontradas en cada fratamiento en el dia 90. a) suelo desnudo (S);
b) suelo con combustéleo (SC); c) suelo con combustdleo y planta (SCP); d) suelo con hexano
(H); e Jsuelo con hexano y planta (HP). Las bacterias del Suelo con Planta (SP) fueron
incontables en las 3 diluciones inoculadas del dia 90. La barra roja indica la UTO-93  (n =9). La
barra roja indica la UTO-93 y las claras las UTOs que cambiaron su frecuencia en el tiempo (n =
9). Las lineas punteadas indican las UTOs dominantes, comunes y raras.
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En este tercer mes los 2 tratamientos con hexano (suelo con hexano y
planta (HP) y suelo con hexano (H)) son los que presentan una curva
sigmoidal, mientras que los 3 fratamientos restantes (suelo (S), suelo con
combustdleo (SC) y suelo con combustdleo y planta (H)) muestran una
curva de tipo sigmoideo.

ANALISIS DE SIMILITUD DE COMUNIDADES
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Figura 10. Dendrograma Similitud de Sgrensen. La linea punteada marca el corte en el 50% de
similifud entre los fratamientos a lo largo de los 3 muestreos para separar los grupos formados. Las
bacterias del Suelo con Planta (SP) fueron incontables en las 3 diluciones inoculadas del dia 90.

El andilisis de Similitud de Serensen ayudd a distinguir 3 grupos con mas
de 50 % de parecido entre ellos (Figura 10).

El primer grupo lo formaron el suelo (S), suelo con combustdleo y planta
(SCP) y el suelo con planta (SP) del dia 30.

En el segundo grupo se formd un gradiente, lo que provocd un
encadenamiento de los tratamientos del suelo (S) del dia 60 y 90, suelo
con combustdleo (SC) del dia 60 y 90, suelo con combustdleo y planta
(SCP) del dia 90 y el suelo con hexano (H) del dia 90, y va agregando a
los tratamientos hasta llegar a una similitud de 49.3 % entre todos ellos, lo
cual implica que las comunidades se van restableciendo con el tiempo
(Figura 10).

El tercer grupo estuvo formado por el suelo con combustdleo y planta
(SCP) y el suelo con hexano del dia 60, compartiendo 49.3 % de
informacion.
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En el suelo con hexano y planta (HP) de los tres periodos de tiempo se
agruparon de manera independiente a los demds, compartiendo 100 %
de informacién entre ellos y 70.26 % con el hexano (H) del dia 30 (Figura
10).

El suelo con planta (SP) del dia 60 y el suelo con combustdéleo del dia 30
NO se agruparon con ninguno, ya que su similitud es menor al 50 % con
todos los tratamientos.

Morfologias Microscopicas
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Figura 11. Morfologias microscdpicas y Gram encontradas en las diferentes UTOs y su riqueza en
los diferentes tfratamientos en los 3 muestreos. Las bacterias del Suelo con Planta (SP) fueron
incontables en las 3 diluciones inoculadas del dia 90.

Se detectaron filamentos gram negativos sélo en el dia 30 (S, SCP y H),
mientras que en los dias 60 y 90 no se detectd esta morfologia (Figura
11).

En el dia 30, las bacterias del suelo (S) y el suelo con combustdleo vy
planta (SCP) presentaron las é morfologias. Las bacterias del suelo con
hexano (H), hexano con planta (HP) y el suelo con planta (SP)
presentaron 5 morfologias y del suelo con combustdleo (SC) sdlo 4
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(cocos +, bacilos -, bacilos + y flamentos +). La morfologia mds comun
en todos los tratamientos fue el coco + y después el bacilo -.

ANALISIS DE CORRELACION CANONICA

El andlisis de correlacion candnica entre las comunidades de los
diferentes tratamientos y las variables fisico-quimicas, evidencid que la
Materia Orgdnica explica el 13.9% (MO) vy el pH el 24.3% y son los
factores que tfienen la mayor influencia (32.8%) en la estructuracion de
la comunidad de algunos de los tratamientos (Figura 12).

CCA Comunidad-FQ

Axis 2

SCM1

SCPM1

A

Axis 1

Figura 12. Andlisis de Correlacién Candnica entre los andlisis fisico-quimicos del suelo y la
comunidad de bacterias cultivables.
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Sobrevivencia de plantas

50
45

40
35
30
25 ® Dia 30
20 Dia 60
15 H Dia 90
10

: ]

0 I

SP SCP HP

Tratamientos
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Figura 13. NUmero de plantas que sobrevivieron en los tratamientos de suelo con planta (SP),
suelo con combustbleo y planta (SCP) y hexano con planta (HP) a lo largo del experimento. Los
nUumeros son la sumatoria de las plantas en las tres repeticiones de cada tratamiento (n=3).

El total de semillas sembradas por tratamiento por muestreo es de 60. El
nUmero de plantas vivas disminuye en el suelo con planta (SP) y el suelo
con combustdleo y con planta (SCP) a fravés del tiempo (Figura 13).
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Determinacion de biomasa vegetal
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Figura 14. Biomasa de las plantas (g en peso seco) en los tratamientos de suelo con planta (SP),
suelo con combustdleo y planta (SCP) y suelo con hexano y planta (HP). (n=3)

El promedio de la biomasa vegetal aumentdé con el tiempo en los
tratamientos de suelo (SP) y suelo con combustdleo (SCP). Y la mayor
biomasa promedio se encontrd en el tfratamiento de suelo con hexano
(HP) alo largo de todo el experimento (Figura 14).
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DISCUSION

El nitfrato y amonio son las formas del nifrdgeno mejor asimiladas por las
plantas y por los microorganismos (Deni et al. 1999, Rivera-Espinoza et al.
2003); por ello, las concentraciones de nitratos en los diferentes
tratamientos mostraron una tendencia decreciente. Lo anterior también
explica que las mayores diferencias en el contenido de nitratos se
observaran entre los tratamientos con planta y sin planta
independientemente de la presencia del hidrocarburo (Figura 2). La
concentracion de nitratos en el suelo con planta (SP) y en el suelo con
combustoleo y planta (SCP) del presente estudio es menor incluso que
la obtenida en suelo contaminado con hidrocarburos y sembrado con
maiz (Rivera-Espinoza et al. 2003). Lo anterior se debe a que la dindmica
de absorciéon del nitrato es diferente entre la graminea y la leguminosa,
pues con el maiz se reportd una disminucidon seguida de un aumento en
la concentracion de los nitratos mientras que en la leguminosa solo se
observo la disminucion de los mismos(Figura 2).

Cabe resaltar que la concentracion de nitratos en el suelo de origen o
sin contaminar (S) es mayor a lo reportado en otros trabajos (Banerjee
ef al. 1992, Rivera-Cruz et al. 2006, Ming et al. 2011, Nustez-Cuartos 2012),
pero coincide con la concentracion reportada en otfro suelo de cultivo
de maiz del Estado de México (Rivera-Espinoza et al. 2003).

La concentracidén de amonio y nitrato cuantificado en este frabajo
(Figura 2 y 4) en el suelo con combustdleo (SC) coincide con lo que
enconfraron Rivera-Espinoza et al. (2003).

La concentracion de amonio del suelo con planta (SP) y suelo con
hexano y planta (HP) varia de manera similar a la del suelo (S); primero
hay una disminucion del dia 30 al 60 debido al crecimiento de los
microorganismos activos que aprovechan el amonio disponible
(Blagodatskaya et al. 2013) y al dia 90 hay un incremento en la
concentracion debido al aporte que generan los microorganismos
como las mismas bacterias, protozoos o nemdtodos como parte de su
metabolismo (Gobat et al., 2004; Banerjee et al., 1992; Rivera-Espinoza et
al., 2003; Rivera-Cruz et al., 2006; Ming et al., 2011; Nustez-Cuartos, 2012).
Esto coincide con el aumento seguido de la disminucidon de la
abundancia de bacterias en éstos fratamientos. Por ofro lado, la
concentracion de amonio aumentd en el suelo con combustdleo vy
planta (SCP) durante el periodo de estudio, lo que estd relacionado con
la alta sensibilidad de los nitrificadores a la presencia de compuestos
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orgdnicos en el ambiente, y finaimente, a la inhibiciobn de la
monooxigenasa (Deni et al. 1999). Ademds, el combustdleo retrasa el
crecimiento y metabolismo de las bacterias (Leahy et al. 1990; Nie et al.
2011; Sutton et al. 2013), disminuyendo la canfidad de amonio que
pueden consumir.

Se obtuvo una cantidad de entre 105 y 10¢ bacterias por g de suelo
seco en todos los fratamientos (Figura 5), esto es menor a lo reportado
por Kim et al. (2006), Del-Panno et al. (2005) y Rivera-Cruz et al. (2006) en
suelos contaminados con Benzo (a) pireno (Bap) y diésel. En estos
estudios se obtuvieron poblaciones bacterianas entre 107 y 10? por g
suelo seco.

La cantidad de UFC fue similar en el dia 30 entre el suelo con
combustoleo y planta (SCP) y el suelo control con planta (SP). Sin
embargo, el suelo con combustdleo y planta (SCP) a los 60 dias registrd
una mayor canfidad de UFC en contraste con el suelo del tfratamiento
sin contaminar (SP) (Figura 5). Esto coincide con el estudio realizado por
Kim et al. (2006) en el que la cantidad de UFC fueron mayores en el
suelo rizosférico contaminado con diesel en comparacién con un suelo
rizosférico no contaminado ya que el combustdleo representa una
fuente adicional de carbono que ciertos microorganismos pueden
aprovechar. Esto, aunado al carbono exudado por la raiz de la planta,
proporciona una mayor diversidad de fuentes de alimento (Gobat et al.
2004). Kim et al. (2006) observaron que las poblaciones bacterianas
fueron mayores en el suelo con planta que en el suelo desnudo.

Sin embargo, los factores externos como la contaminacion con
combustéleo y hexano, y el establecimiento de la planta no produjeron
un cambio estadisticamente significativo en la cantfidad de bacterias
(Figura 5), lo que sugiere que el proceso de recuperacion de la
comunidad bacteriana del suelo se lleva a cabo en poco tiempo.

La rigueza de UTOs fue mayor en el suelo con combustdleo y planta
(SCP) que en el suelo con planta (SP), al igual que la riqueza de UTOs fue
menor en el suelo desnudo(S) que en el suelo con combustdleo (SC) ya
que el combustdleo funcioné como una fuente adicional de carbono y
no disminuyo la riqueza de UTOs (Figura 6). La diversidad de exudados
proporcionados por las raices de las plantas atrae una mayor variedad
de tipos bacterianos (UTOs) aun en los suelos contaminados con
hidrocarburos. Por lo que, en el caso de la contaminacién con
combustdleo, la planta fue un factor que brindd soporte a las
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poblaciones de diferentes UTOs microbianas, brinddndoles un refugio
del impacto del combustdleo. A cambio, estas poblaciones microbianas
pueden funcionar como un mecanismo de defensa para la planta
confra agentes toxicos (Walton et al. 1994).

El suelo con combustéleo (SC) tuvo la mayor cantidad de UTOs
dominantes a los 30 dias (Figura 7b) acompanadas de muchas UTOs
raras. Esta estructuracion corresponde al impacto de un pulso fuerte de
contaminaciéon sobre la comunidad de microorganismos. Este impacto
produce que la mayoria de las especies comunes y dominantes de un
ecosistema se fransformen en raras. Sin embargo, las especies raras
juegan un papel importante en el ecosistema como reguladores de
situaciones ambientales particulares (Lyons et al. 20095).

El fipo de contaminante también determina la respuesta de la
comunidad, pues el hexano generd la mayor selectividad en el suelo
con planta (HP). En estos microcosmos, la UTO-93 fue la cepa con la
mayor abundancia durante todo el experimento (Figura 7f, 8f y 9e). Esta
misma UTO-93 fue comun en el suelo con hexano (H) y suelo con
combustéleo y planta (SCP) en el periodo de 30 dias (Figura 7d y 7e) vy
en el dia 90 es comun en todos los fratamientos. Aunque el hexano es
muy voldtil y la mayor parte se pierde inmediatamente después de
aplicarlo y mover el suelo, se puede quedar adsorbida un poco
cantidad en el suelo y ser usada como fuente de carbono por algunas
bacterias (Alvarez-Bernal et al. 2006). El hexano es letal para algunas
UTOs, por lo que las tolerantes pueden usar la biomasa de los
microorganismos muertos como fuente de carbono (Alvarez-Bernal et al.
2006).

El suelo con combustdleo y planta (SCP) fue el fratamiento con mas
UTOs comunes (4-6 UTOs) en el dia 30, lo que puede indicar que hay una
mayor diversidad de recursos que pueden estar aprovechando
diferentes microorganismos debido al combustdleo y a los compuestos
orgdnicos secretados por las raices de la planta (Buée et al., 2009)
(Figura 7d).

El tratamiento de suelo desnudo (S) fue el Unico que mantuvo una

distribucion similar de los recursos a lo largo de los 3 muestreos sin UTOs

dominantes, sdlo comunes y raras (Figura 7a, 8a y 9a). Esto se esperaba

debido a que fue el Unico fratamiento sin influencia de contaminantes

(combustdleo o hexano) ni planta que modificaran la estructura de la

comunidad. Por otro lado, el suelo con planta (SP) fue el Unico que
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mantuvo una curva hiperbdlica durante el experimento, lo cual nos dice
que solo unas pocas UTOs aprovecharon mucho recurso (dominantes).

El suelo con combustdleo (SC) tuvo 3 UTOs dominantes, 11 comunesy 17
raras en el primer muestreo (Figura 7b). Se puede establecer que la
respuesta de la comunidad al primer contacto con el combustdleo
favorecidé a pocas UTOs tolerantes, ya sea aprovechando la presencia
del contaminante como fuente de carbono, o ingiriendo la biomasa
disponible de los organismos que no toleraron éste contaminante. En el
segundo muestreo se observaron 4 UTOs raras, 1 dominante y las demas
comunes (Figura 8b), lo que nos habla del inicio de la recuperacion de
la comunidad después del pulso de contaminacion. En el tercer
muestreo se presentaron UTOs comunes y raras lo que indica que el
proceso de recuperacion sigue avanzando (Figura 9b).

Confrario a lo anterior, el suelo con hexano (H) pasé de 2 UTOs
dominantes, 3 raras y muchas comunes en el primer muestreo a solo
comunes y raras en el segundo y tercer muestreo. La comunidad
bacteriana tardd mds en recuperarse del efecto de la contaminacion
con hexano que de la del combustdleo.

El suelo con combustdleo y planta (SCP) presentd una reparticion
equitativa de los recursos en el dia 30 con sélo una UTO dominante y las
demdas comunes raras. En el dia 60 sélo se encuentran 23 UTOs comunes
y 13 raras y regresa a una UTO dominante con sélo 7 raras y 25 comunes
a los 90 dias (Figura 7, 8y 9).

Al hacer el andlisis de Similitud de Sgrensen (Figura 10), se puede
observar que al dia 60 se obtienen comunidades diferentes, las que se
presentan el suelo con planta (SP), suelo con combustdleo y planta
(SCP) vy el suelo con hexano (H) quedan separados de los demds
tratamientos compartiendo menos del 50 % de informacion con los otfros
grupos. Estas comunidades aun no se recuperaban ya que todos los
tratamientos son diferentes del suelo control, tomando en cuenta todos
los factores como los contaminantes y la planta. Sin embargo, a los 90
dias se formd un encadenamiento de los tratamientos del suelo (S),
suelo con combustdleo (SC) del dia 60 y 90, suelo con combustdleo y
planta (SCP) del dia 90 y el suelo con hexano (H) del dia 30 y 90 (Figura
2). Este encadenamiento del dendrograma muestra que las
comunidades del suelo se recuperaron considerablemente. Lo anterior
coincide con Del-Panno et al. (2005), quienes observaron que los
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microcosmos confaminados y los microcosmos de suelo desnudo
forman una agrupacion al final de su experimento.

El suelo con hexano y planta formd una comunidad completamente
diferente a los demds fratamientos (Figura 10). Algunas bacterias son
seleccionadas de manera fuerte y rapida por el hexano, por lo que la
comunidad se reconfigura cuando es estimulada por la adiciéon de
nutrientes (Chikere et al. 2009) como los exudados de las raices de las
plantas.

En este estudio se encontré una mayor cantidad de bacterias gram (+),
principalmente cocos (Figura 11), lo que concuerda con algunos
estudios de contaminacion del suelo con hidrocarburos (Quatrini et al.
2008, Chikere et al.2009). Aungue la mayoria de los estudios en sifios
contaminados con petroleo estdn dominados por bacterias gram (-)
(Rivera-Cruz et al. 2002, Leahy et al.1990, Sutton et al.2013, Del-Panno
2005).

Las bacterias gram (+) estdn adaptadas a condiciones de recursos
limitados y no fluctUan en respuesta al incremento de una fuente de C
como los hidrocarburos (Quatrini et al. 2008). Denef et al. (2009)
observaron que las bacterias gram (+) asimilaban el C proveniente de la
raiz de trigo de manera mas activa que las bacterias gram (-).

En el suelo con combustdleo (SC) del primer muestreo hubo una misma
cantidad de bacterias gram (+) y gram (-), pero en el segundo y tercer
muestreo hay diferencias, la cantidad de bacterias gram (+) es el doble
que las gram (-) (Figura 11).

Al realizar el andlisis de correlacion candnica de los pardmetros fisico-
quimicos y la comunidad bacteriana mostré que el pH es uno de los
factores que modifican esta comunidad (Figura 12). O'Donnell et al.
(2001) observaron que el cambio en la comunidad microbiana puede
deberse al efecto residual de Ila materia orgdnica y no a la diferencia
del uso de los nufrientes por parte de las comunidades microbianas,
sugiriendo que el pH es mds importante que los nutrientes en la
estructuracién de la comunidad. Por otra parte, Sutton et al. (2013),
realizaron andlisis multivariados para determinar el impacto de los
pardmetros ambientales con la estructura de la comunidad
encontrando que el pH contribuye significativamente a explicar la
variacion observada en la composicion de la comunidad bacteriana.
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En éste trabajo se vio afectado el establecimiento de las plantas a lo
largo del tiempo ya que hubo un decremento en el nUmero de plantas
vivas a los 60 y 90 dias (Figura 13), pero la biomasa de las mismas
incrementd en el dia 90 en los tres tratamientos (Figura 14). Smith et al.
(2006) reportaron que, mienfras que las plantas (gramineas vy
leguminosas) fueron capaces de germinar y establecerse en un suelo
contaminado con una mezcla de hidrocarburos policiclicos aromdaticos
(PAHs por sus siglas en inglés), el crecimiento subsecuente se vio
reducido significativamente debido a la fitotoxicidad de estos voldafiles
combinados con las condiciones experimentales empleadas.

El conocimiento de la funcionalidad de las poblaciones microbianas
puede ser usado para el proceso de eliminacion de los contaminantes
en el ecosistema. Finalmente, el incremento de las regulaciones de
remediacion ha producido un aumento de los proyectos de atenuacion
natural al riesgo que representan los contaminantes. Pero se necesita un
entendimiento de las poblaciones microbianas presentes en los suelos
contaminados para disenar estrategias de remediacion.

CONCLUSION

La alfalfa favorecid el establecimiento de la comunidad de bacterias
tolerantes no sélo al combustdleo, sino que también ayudd a las
bacterias tolerantes al hexano.

La presencia de M. sativa cambid completamente la comunidad de
bacterias en el suelo con hexano (HP) formando un grupo separado del
resto de los tratamientos. Este efecto no se vio en el suelo con hexano
sin la planta (H) ya que la mayor similitud fue con el suelo con
combustéleo y planta (SCP) en el dia 60y 90.

Se logré determinar la abundancia bacteriana por diluciones seriales y
la riqueza en los fratamientos a partir de las UTOs obtenidas de los
cultivos axénicos.

Estas interacciones que se desarrollan entre planta-microorganismo
pueden Utilizarse para acelerar la remediacion de los suelos
contaminados.
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ANEXO 1
MEDICION DE pH (Mufoz-Iniestra et al. 2012)
Materiales
1. Muestra de suelo seco y cernido a través de un tamiz de malla
no.10
2. Frascos de 50ml
3. Agitador
4. Agua destilada y buffers
Métodos

1. Pesar 10g de suelo.

2. Colocarlo en el frasco de 50ml
3. Agregar 25ml de agua destilada.
4. Agitar 30min y dejar reposar 30min.
5. Ajustar el potenciometro con la solucion buffer
6. Leer en el potenciémetro el pH
Notas
CATEGORIA VALOR
Extremadamente dcido menor 4.5
Muy fuertemente dacido 4.6-5.1
Fuertemente dcido 5.2-5.6
Moderadamente dcido 5.7-6.1
Ligeramente dcido 6.2-6.6
Neuftro 6.7-7.4
Ligeramente alcalino 7.5-7.9
Moderadamente alcalino 8-8.4
Fuertemente alcalino 8.5-8.9
Muy fuertemente alcalino mayor 9.1

CUANTIFICACION DE MATERIA ORGANICA (Muhoz-lniestra et al. 2012)
Materiales
1. Muestra del suelo seco y cernido a fravés de un tamiz de malla
no. 10
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2. Solucion de dicromato de potasio 1N. Pesar exactamente 49.04g
de dicromato de potasio (K2Cr207), disolver en agua destilada y
aforar a llitro.

3. Solucion de sulfato ferroso 0.5N. Pesar 139g de sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO4.7H2.O) vy disolver en 500ml de agua
destilada, agregar 45ml de dacido sulfurico concentrado (H2SO4),
enfriar y aforar a 1 lifro.

4. Solucién indicadora de difenilamina. Pesar 0.5g de difenilamina y
disolver en 20ml de agua desfilada y 100ml de dacido sulfurico
concentrado (H2SO4).

Métodos

1. Retamizar el suelo con malla no. 60 y pesar 0.5g, si €s muy obscuro
o la presencia de materia orgdnica es muy evidente, pesar 0.2g.

2. Colocarlo en un matraz Erlenmeyer.

3. Agregar con una probeta 5ml de solucion de dicromato de
potasio.

4. Medir con una probeta de 10ml de acido sulfurico y agregarlo al

matraz con mucho cuidado, resbaldndolo por las paredes.

Agitar 1 minuto y dejar reposar durante 30 mas.

Agregar 100ml de agua destilada.

Agregar 5ml de acido fosfoérico.

Agregar 3 gotas del indicador de difenilamina.

Titular con sulfato ferroso. Durante la titulacion la secuencia de
cambios de color al bire final es la siguiente: negro, verde muy
obscuro, azul y finalmente verde esmeralda.

10.Realizar un blanco para verificar la normalidad del sulfato ferroso,
siguiendo los pasos 3 a 9.

Interpretacion de método
Materia Orgdnica(%)= 5-(ml de FeSO4+ X N X F.C.) X 0.69
g de muestra

Donde: 5=ml de dicromato de potasio agregados

N=normalidad del sulfato ferroso

F.C.= factor de correccion

0.69= constante
El factor de correccion se obtiene de la siguiente manera:

0 ® NG

F.C= 10
ml de FeSO4 gastados en el blanco
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Notas

CATEGORIA VALOR (%)

Extremadamente pobre menor 0.6
Pobre 0.6-1.2
Moderadamente pobre 1.3-1.8
Medio 1.9-2.4
Moderadamente rico 2.5-5
Rico 5.1-14

Extremadamente rico mayor 14

EXTRACCION DE NITROGENO MINERAL (Alef et al. 1995)

Materiales

1. Cloruro de Potasio 2M.

2. Disolver 149.12 g KCI en 600 ml de agua destilada y aforar a 1000ml
con agua destilada, mezclar bien.

Métodos

1. Pesar suelo seco equivalente a 10 g de peso seco en un envase de
250 ml de polietilieno y agregar 100 ml de la solucion de cloruro de
potasio 2M. Agitar durante 1Th a 120 rom v filtrar la suspensidon de suelo
en otro frasco de 100-250 ml de poliefileno.

Interpretacion de método
Las mediciones se deben realizar inmediatamente; como alternativa, el
filtrado se debe almacenar a una temperatura menor de -18 °C

Notas

Se usaron 30 g de suelo (peso seco) en lugar de 10 g para poder
obtener una mayor concentracidon de nitrdgeno y que se pudiera
detectar por la técnica utilizada.
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CUANTIFICACION DE NITRATO (Alef et al. 1995)

Materiales

1. HIDROXIDO DE SODIO 4M. Disolver 160 g de NaOH en 600 ml de agua
destilada; aforar y agitar bien.

2. ACIDO SALICILICO 5 %. Disolver 5 g de dcido salicilico en 95 ml de
dcido sulfurico concentrado (95-97 %)

3. SOLUCION STOCK 1000 mg Naz-N1-. Disolver 1.8 g de nifrato de
potasio en 650 ml de agua destilada y aforar a 1000 ml.

4. SOLUCION DE TRABAJO. Pipetear 0, 200, 400, 600, 800 y 1000 ul de la
solucion stock en frascos de 100 ul y aforar para tener un volumen de 0O,
2,4,6,8y 10 mg NOs-NT.

Métodos

Pipetear 500 yl de cada solucién de trabajo y de Ias muestras en un
tubo de ensayo. Agregar 1 ml de la solucion de dacido salicilico, mezclar
bien y dejar reposar por 30 min. Agregar 10ml de NaOH 4M vy dejar
reposar por 1 h para que se desarrolle el color. Leer la absorbancia a
410 nm en un espectofotometro.

Trazar una curva patron de la medida de las absorbancias contra la
concentracion. Determinar las concentraciones del blanco y de las
muestras.

Interpretacion de método
Después de la correccidon de las lecturas, la concentfracion original en el
suelo es calculada por

NO3-N(mg kg'')= C*V
W
Donde C es la concentracion de NO3-N corregida en las muestras, V es
el volumen final de la solucidn y W es el equivalente al peso seco del
suelo. Para lo anterior si se usd el método de extraccion de KCI 2M, la
concentracion de NO3-N en el suelo es igual C*10.

Notas

En el caso de extractos de suelo con color, se debe realizar un blanco
adicional en el que se tiene que agregar 1 ml de dcido sulfurico
concentrado sin el dcido salicilico.
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CUANTIFICACION DE NITRITOS (Alef et al. 1995)

Materiales

1. SOLUCION SULFANILAMIDA. Disolver 0.5 g de sulfanilamida en 100 ml
de HCl2.4M y almacenar a 4 °C (solucion diazoting)

2. SOLUCION (N-(1-naftil)-etilendiamina)-hidrocloridro. Disolver 0.3 g de
(N-(T-naffil)-efilendiamina)-hidrocloridro en 100 ml de HCL 0.12M vy
almacenar en frasco dmbar a 4 °C (agente de union).

3. SOLUCION STOCK DE NITRITO (1000 mg NO3-N1-1). Disolver 4.925 g de
nitrito de sodio en 600 ml de agua, aforar a 1000 ml y mezclar bien. Esta
solucion es estable por 6 meses si se conserva en refrigeracion.

4. SOLUCION INTERMEDIA DE NITRITO (10 mg NO3-N1-1). Diluir 10 ml de la
solucion stock en 1000 ml de agua destilada y mezclar bien.

5. SOLUCION DE TRABAJO DE NITRITO. Pipietear 0, 50, 100, 200, 400 y 600
ul en frascos de 50 ml y diluir en 45 ml de agua destilada.

Métodos

Diluir 2 ml de extracto de suelo en 45 ml de agua destilada en un frasco
de 50 ml. Agregar 1 ml de la solucion de sulfanilamida, mezclar bien y
dejar reposar 5 min. Agregar 1 ml del agente de unién, mezclar bien y
dejar que el color se desarrolle por 20 min. Aforar a 50 ml con agua
destilada, mezclar bien y leer la absorbancia a 540 nm. Trabajar con la
solucion de trabajo de la misma manera.

Trazar una curva de calibraciéon de las absorbancias estdndar contra las
concentraciones, leer las concentraciones de las muestras de la trama o
calcularlas con la ecuaciéon de regresion de primer orden.

Interpretacion de método
La concentracion de nifrato del suelo se da por la siguiente ecuacion

Ce= Ca*fe*Ve
W
Donde Ca es la concentracion aparente del exfracto tomado de la
curva de calibracion, Ve es el volumen total del extracto de suelo, W es
el peso del suelo seco usado, y fe es el factor de dilucidon de la solucidon
de medicién, que es 25 si se usaron 2 ml del extracto y 50 ml de volumen
final.
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Notas

La concentracion de nitrito en los extractos permanece estable por
varias semanas a 4 °C (Keeney y Nelson, 1982). La mayoria de los
cationes y aniones, y la materia orgdnica extraida no interfieren con la
determinacion colorimétrica, mienfras que Hget+ y Cuqzt+ lleva a
resulfados mds altos o bajos, respectivamente, debido a Ila
descomposicion de la sal de diazonio en el Ultimo caso. Cada serie de
andlisis debe incluir un control para la correccidén de las soluciones de
color.

CUANTIFICACION DE AMONIO (Alef et al. 1995)

Materiales

1. SOLUCION DE COLOR. Disolver 34 g de salicilato de sodio, 25 g de
citrato de sodio y 25 g de tartrato de sodio en 750 ml de agua destilada.
Anadir 0.12 g de nitroprusiato de sodio, disolver y aforar a 1000 ml.

2. SOLUCION ALCALINA DE HIPOCLORITO. Disolver 30 g de hidréxido de
sodio en 750 ml de agua destilada. Anadir 10 ml de hipoclorito de sodio
y aforar a 1000 ml.

3. CALIBRACION. Disolver 4.719 g de sulfato de amonio seco en 400 ml
de agua destilada y después aforar a 1000 ml (solucion stock).

Pipetear 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 £ 0.0001 ml de la solucién stock en frascos de
100 ml para dar los patrones de trabajo de 0, 5, 10, 15, 20 y 25 mg NH4-
N1-. Aforar a 100 ml (solucidn estandar).

Métodos

1. Transferir una alicuota de 0.1 ml de la muestra o la solucion estandar a
un tubo de ensayo. Anadir 5 ml de la solucidon de color, mezclar bien y
dejar reposar por 15 min. Agregar 5 ml de la solucion alcalina de
hipoclorito y mezclar bien. El color se desarrolla en 1 h y permanece
estable durante algunas horas. Leer la absorbancia en un
espectofotdmetro a 660 nm.

2. Trazar una curva de calibracion de las lecturas de la absorbancia
contra la concentraciéon estdndar, y determinar las concentraciones de
muestras y el blanco. Calcular la concentracion de las muestras
corregidas(C) con la diferencia de la concentracidon de la muestra
menos el blanco.
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Interpretacion de método
%nitrogeno= C*0.1
peso de la muestra
Donde C se mide en miligramos por litro, el peso de la muestra en
gramos y se usa un factor de 0.1 para la conversion a porcentaje de
nitrégeno.

Notas
Este método es similar al procedimiento original con indofenol azul pero
sustifuye la tincidon de fenol toxica por el salicilato que es andlogo.

CONTEO DE UNIDADES FORMADORASD DE COLONIAS (Barrera-Escorcia
et al. 2007)

NUmero de UFC g'! de suelo = (numero de colonias)*(factor de dilucion)
dilucion inicial (ml)

Medios de Cultivo. Por cada 1000ml

Movilidad bacterias

Glucosa 59
Peptona biotriptasa 59

Fosfato de potasio 1.5¢g

Agar bacterioldgico 03g

Agar Extracto de Suelo (Nerad et al. 1992)
Solucion madre 50 mi

Agua destilada 950 ml

Agar bacterioldgico 159

Medio de cultivo carbdn combinado (Rennie 1981)

Soluciéon A Solucién B

KoHPOy4 089 MgSO4.7H0O 029
KH2PO4 029 CaCl 0.06 g
NaCl» 0.1g Agua destilada 100 m
NaFeEDTA 0.028 g

Na:MoO4.2H,0 0.025g

Extracto de levadura 0.1g

Manitol 5g

Sucrosa 59

Lactanto de sodio 0.5 ml

Agua destilada 200 ml

Agar bacteriolégico 159
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ANEXO 2

Pruebas de germinaciéon Raices en el fondo del bote (SP30)

Suelo adherido a las raices Pruebas de movilidad

UTO-111 uto-93

Uto- 112 uto-37

a7




UTtO-38 UTO-40

UuToO- uto-6

UTO-180 Ejido Orilla del Monte
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ANEXO 3

Tabla. Pardmetros fisico-quimicos del suelo.

Tratamientos| pH | % MO | Amonio (mg/L) | Nitrato (mg/kg') |Nitrito (mg/L)
25.78 118.89 12777.78
S30 6.63 2.14
17 58.52 8333.33
S60 6.64 | 3.32
24.89 22.74 5833.33
S90 6.94 | 2.21
11.67 112.22 5833.33
SC30 6.98 6.34
11.78 13.93 7222.22
SC60 6.77 | 9.21
9 24.79 6111.11
SC90 7.14 | 8.18
22.67 24.44 7222.22
SP30 6.51 2.51
11.33 2.68 10000
SP&0 6.30 | 2.14
41.22 2.17 12500
SP90 6.77 | 3.17
17.11 53.33 2777.78
SCP30 6.86 8.7
23.56 4.6 12777.78
SCP60 6.7 10.25
24.78 2.81 7222.22
SCP%0 695 | 8.77
7.22 228.89 18750
H30 6.91 2.36
32.56 31.31 7222.22
Hé0 6.6 2.43
26 31.82 5000
H?0 717 | 236
29.11 142.22 13888.89
HP30 7.09 1.77
0 0 0
HP &0 7.04 | 2.29
29.33 13.16 8333.33
HP?0 7.35 2.51
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ANEXO 4

Tabla. Riqueza de Unidades Formadoras de Colonias encontrada en los

diferentes fratamientos. PD: pigmentos difusibles en agar, PA:

produccion de agua.

Forma
Circular
Ameboide
Circular
Ameboide
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Circular
Ameboide
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Ameboide
Puntiforme
Puntiforme
Filamentosa
Ameboide
Ameboide
Ameboide
Ameboide
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Ameboide
Circular

Rizoide

Elevacion
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Umbonada
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Convexa
Plana
Umbonada
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Convexa
Convexa
Plana
Convexa
Plana
Plana
Plana
Céncava
Plana
Plana
Convexa
Plana
Convexa
Plana

Céncava

Borde
Entero
Entero
Entero
Ondulado
Entero
Ondulado
Entero
Entero
Entero
Entero
Crenado
Filamentoso
Entero
Entero
Entero
Entero
Ondulado
Entero
Filamentoso
Entero
Entero
Filamentoso
Entero
Entero
Filamentoso
Entero
Entero
Ondulado
Ondulado
Filamentoso
Ondulado
Ondulado
Ondulado
Crenado
Ondulado
Filamentoso

Filamentoso

Color

Crema
Blanco
Blanco
Amarillo
Blanco
Naranja
Blanco

Café
Transparente
Naranja
Transparente
Blanco
Transparente
Blanco
Blanco
Blanco
Amarillo
Transparente
Rosa

Blanco
Amarillo
Café

Blanco
Transparente
Verde
Blanco
Crema
Naranja
Tornasol
Café
Naranja
Blanco
Blanco
Transparente
Amairillo
Café

Café
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Forma
microscépica

COoCos
bacilos
COoCos
CoCos
COoCos
COoCos
CoCos
bacilos
CoCos
bacilos
CoCos
bacilos
COoCos
CoCos
COoCos
bacilos
Bacilos
COoCos
Bacilos
Cocos
Cocos
bacilos
CoCos
bacilos
COoCos
Bacilos
Filamentos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
Bacilos
CoCos
CoCos
Bacilos
bacilos
Cocos

Bacilos

Gram

+

PD

PA

Movilidad

+

Rennie

Catalasa



40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

Circular
Ameboide
Ameboide
Ameboide
Circular
Puntiforme
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Ameboide
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Ameboide
Circular
Puntiforme
Rizoide
Rizoide
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Puntiforme
Ameboide
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Ameboide
Circular
Ameboide
Puntiforme
Circular
Puntiforme
Circular
Ameboide

Ameboide

Convexa
Plana
Plana
Plana
Convexa
Plana
Plana
Plana
Convexa
Plana
Plana
Elevada
Convexa
Plana
Coéncava
Plana
Convexa
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Céncava
Plana
Convexa
Plana
Plana
Plana
Convexa
Plana
Convexa
Céncava
Convexa
Céncava
Plana
Plana
Convexa
Plana
Convexa
Umbonada
Convexa
Convexa
Plana

Plana

Entero
Ondulado
Crenado
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Ondulado
Ondulado
Crenado
Ondulado
Crenado
Filamentoso
Crenado
Entero
Ondulado
Filamentoso
Entero
Filamentoso
Filamentoso
Filamentoso
Entero
Ondulado
Crenado
Entero
Entero
Entero
Crenado
Entero
Ondulado
Entero
Filamentoso
Filamentoso
Lobulado
Entero
Lobulado
Entero
Filamentoso
Entero
Filamentoso
Ondulado
Ondulado

Naranja
Blanco
Naranja
Naranja
Café
Transparente
Naranja
Naranja
Transparente
Verde

Café

Café

Blanco

Café

Blanco

Café

Azul

Amarillo
Blanco
Amarillo
Crema
Blanco
Transparente
Naranja
Blanco

Café
Transparente
Blanco
Blanco
Transparente
Amarillo
Transparente
Café

Café

Blanco
Blanco
Amarillo
Transparente
Transparente
Café
Transparente
Café
Amarillo

Transparente
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Cocos
Cocos
Cocos
Bacilos
Cocos
Bacilos
CoCos
Cocos
CoCos
Bacilos
Bacilos
CoCos
COoCOos
Bacilos
Cocos
Filamentos
Cocos
Bacilos
CoCos
bacilos
Cocos
COoCos
COoCos
CoCos
Bacilos
Bacilos
COoCos
Bacilos
Bacilos
Cocos
Bacilos
bacilos
filamentos
Cocos
CoCos
CoCos
CoCos
Filamentos
CoCos
CoCos
Bacilos
CoCos
Bacilos

Bacilos




84
85
86
87
88
89
90
21
92
93
94
925
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
123
124
125
126
127
129

Circular
Ameboide
Ameboide
Circular
Circular
Ameboide
Circular
Circular
Ameboide
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Ameboide
Rizoide
Circular
Circular
Circular
Rizoide
Circular
Circular
Puntiforme
Puntiforme
Ameboide
Puntiforme
Ameboide
Rizoide
Puntiforme
Ameboide
Ameboide
Circular
Ameboide
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular

Circular

Umbonada
Plana
Plana
Plana
Plana
Convexa
Umbonada
Plana
Convexa
Convexa
Plana
Convexa
Plana
Plana
Convexa
Céncava
Cdéncava
Plana
Plana
Umbonada
Plana
Plana
Plana
Céncava
Céncava
Umbonada
Plana
Convexa
Plana
Plana
Plana
Convexa
Convexa
Plana
Plana
Elevada
Umbonada
Plana
Umbonada
Elevada
Convexa
Plana
Convexa

Plana

Entero
Crenado
Entero
Filamentoso
Filamentoso
Ondulado
Entero
Filamentoso
Lobulado
Ondulado
Filamentoso
Entero
Filamentoso
Lobulado
Ondulado
Filamentoso
Filamentoso
Ondulado
Filamentoso
Filamentoso
Ondulado
Filamentoso
Filamentoso
Ondulado
Ondulado
Entero
Entero
Ondulado
Ondulado
Ondulado
Filamentoso
Entero
Ondulado
Ondulado
Filamentoso
Entero
Ondulado
Filamentoso
Entero
Ondulado
Filamentoso
Entero
Ondulado

Filamentoso

Café

Blanco
Transparente
Blanco

Café

Blanco
Amarillo
Blanco
Amarillo
Blanco

Rosa

Blanco

Café

Café

Café

Café

Café

Blanco
Blanco

Café

Café

Blanco
Blanco
Blanco
Blanco

Café

Blanco

Café
Transparente
Transparente
Blanco
Transparente
Café
Tornasol

Gris

Blanco
Amarillo
Café
Transparente
Gris

Rosa

Café
Amarillo

Blanco
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COoCos
bacilos
Bacilos
CoCos
bacilos
COoCos
Bacilos
COoCOos
Bacilos
COoCos
COoCos
bacilos
COoCOos
CoCos
COoCOos
CoCos
CoCos
COoCOos
CoCos
COoCos
Bacilos
bacilos
COoCos
Bacilos
Bacilos
CoCos
COoCos
CoCos
CoCos
COoCOos
bacilos
bacilos
CoCos
Bacilos
Bacilos
CoCos
CoCos
bacilos
Bacilos
Filamentos
CoCos
CoCos
Bacilos

COCOs




130
131
132
134
135
136
137
138
140
141
142
143
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

Puntiforme
Ameboide
Rizoide
Ameboide
Circular
Rizoide
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Ameboide
Circular
Circular
Circular
Circular
Ameboide
Ameboide
Circular
Ameboide
Circular
Circular
Ameboide
Ameboide
Circular
Circular
Ameboide
Ameboide
Circular
Circular
Ameboide
Circular
Circular
Puntiforme
Puntiforme
Circular
Ameboide
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular

Ameboide

Umbonada
Elevada
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Céncava
Pulvinada
Umbonada
Céncava
Convexa
Convexa
Céncava
Plana
Plana
Convexa
Elevada
Umbonada
Plana
Pulvinada
Umbonada
Convexa
Convexa
Convexa
Umbonada
Umbonada
Convexa
Plana
Plana
Convexa
Convexa
Pulvinada
Cédncava
Céncava
Umbonada
Convexa
Convexa
Plana
Umbonada
Umbonada

Plana

Crenado
Ondulado
Filamentoso
Crenado
Entero
Filamentoso
Filamentoso
Entero
Ondulado
Filamentoso
Entero
Ondulado
Entero
Ondulado
Ondulado
Filamentoso
Lobulado
Ondulado
Ondulado
Enrollado
Ondulado
Ondulado
Ondulado
Ondulado
Entero
Ondulado
Lobulado
Lobulado
Entero
Entero
Lobulado
Ondulado
Ondulado
Entero
Filamentoso
Ondulado
Ondulado
Filamentoso
Entero
Entero
Entero
Entero
Entero
Ondulado

Azul

Blanco
Blanco
Transparente
Blanco

Rosa

Rosa

Verde
Blanco

Café

Café

Café

Café

Crema
Naranja
Café

Gris
Transparente
Amarillo
Transparente
Transparente
Café

Crema
Blanco
Negro
Amarillo
Amarillo
Transparente
Amarillo
Amarillo
Transparente
Negro

Café

Negro
Blanco
Blanco
Transparente
Blanco
Transparente
Naranja
Amairillo
Amarillo
Rosa

Café
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Bacilos
bacilos
Bacilos
Bacilos
CoCos
COoCos
bacilos
bacilos
CoCos
COoCos
bacilos
bacilos
bacilos
CoCos
Bacilos
CoCos
CoCos
Bacilos
Bacilos
bacilos
bacilos
COoCos
bacilos
CoCos
bacilos
CoCos
CoCos
bacilos
Bacilos
bacilos
CoCos
COoCos
COoCos
bacilos
bacilos
bacilos
CoCos
Bacilos
CoCos
bacilos
bacilos
Bacilos
CoCos

Bacilos




177
178
179
180
181
182
183
184
185
186

Circular Cédncava

Circular Convexa
Circular Convexa
Circular Umbonada
Circular Convexa
Ameboide Umbonada
Circular Umbonada
Ameboide Plana
Circular Convexa
Ameboide Convexa

Ondulado
Lobulado
Entero
Crenado
Ondulado
Ondulado
Filamentoso
Ondulado
Crenado

Entero

Blanco
Blanco
Crema
Blanco
Amarillo
Amairillo
Rosa
Rosa
Blanco

Transparente
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Bacilos
COoCOos

bacilos
bacilos
bacilos
CoCos

bacilos
bacilos
Bacilos

Bacilos
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