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Resumo / Abstract

O solo constitie un ambiente Unico e irremplazatégaz de soportar o crecemento vexetal dos
ecosistemas e mantendo os ciclos bioxeoquimicadaabs microorganismos do solo que intervefien
neles. E polo tanto un recurso moi valioso e deeseia conservacion, sen embargo, a accion do
home debido a urbanizacién e un rdpido desenvolvemmdustrial, da lugar a preocupacions
ambientais polas emisions atmosféricas principaleneglacionadas coa contaminacion dos solos con
metais. Neste traballo, foron recollidas varias tnagsde solo en gradiente nun terreo adxacente a
unha industria siderarxica da cal se tefilen evidsnale emisions atmosféricas de metais
contaminantes. Por isto, a partir das mostras lde tses grupos de microorganismos foron analizados
mediante técnicas de cultivo selectivo en placatebas heterotroficas aerobias, bacterias fixadora
de nitréxeno e fungos. Observouse que as u.f.ol¢j en bacterias heterotréficas aerobias e fixaglor
de nitroxeno seguen unha dinamica similar, aumeotam medida que nos afastamos do foco
industrial, sen embargo, os fungos amosan unhanittaatotalmente oposta, reducindose as ufc/(g
solo) a medida que avanzamos no gradiente, poiseposnha maior resistencia & contaminacion
ambiental, en especial aos metais. Os parametrdsudedade do solo e pH non experimentan
variacions ao longo do gradiente de solo, polo tqde isto reforza a hipotese da posible afeccion
microbiana por parte da industria siderurxica prai

Soil is a singular and irreplaceable environmebte @0 support ecosystems vegetal growing and
maintain biogeochemical cycles because of the migamisms involved. It is therefore, a very
valuable resource and its conservation is alsossacg, nevertheless, human action due urbanization
and fast industrial development, leads to enviramaleconcerns about atmospheric emissions related
with metals soil pollution. In this work, severalilssamples were collected in a gradient soil agljc

to a steel industry with evidences of atmospheoitutants metal emissions. Hereby, beginning from
soil samples recollected, three microorganisms ggosere analysed by means of cultured selective
media plate technics: heterotrophic aerobic bagtaritrogen fixing bacteria and fungus. It was
observed that heterotrophic aerobic bacteria atndgan fixing u.f.c/(g soil) have a similar dynamic
increasing as we move away from the industrial coometheless, fungus show a different dynamic,
decreasing as we move in the gradient, becausehthay high resistance to environmental pollution,
specially to metals. Moisture and pH soil paranget@on’t oscillate in the soil gradient, so this
strengthen the hypothesis of the possible micramaiplaint because of the near steel industry.



Introducion

Os procesos e 0s riscos de degradacion do medie@talson percibidos cada vez por sectores
sociais mais amplos, o cal fai que se lle prestis mi&ncion para intentar evitalos. Son os solss, 0
constituintes dun dos factores mais importantes parquilibrio da biosfera, pois representan a base
sobre a que se apoia 0 crecemento vexetal grazgmae de auga e nutrientes, e polo tanto, angda
planeta na sua forma actual. E por isto polo quedesenvolvemento duradeiro debe basearse
necesariamente no uso dos solos de forma queteeaestia degradacion (contaminacion, salinizacion,
diminucion da fertilidade) pois a vida e os mediesvida sobre a terra, dependen da capacidade dos
solos para producir. O solo caracterizase por rseeeurso natural non renovable ou de moi dificil e
custosa renovacion, polo que debe de ser utilizadcssuperar a sta capacidade de aceptacion (Porta,
1999).

O solo cobra asi grande importancia, pois € emgdegala sociedade para a producion de
cultivos e alimentacion animal, construcion de wmibl@s, recreacion, transporte, e actividades
industriais. Ademais, as condicions hidroloxicas o son influenciadas para facilitar estas
actividades. En certas rexions densamente inhasitadma Holanda ou Dinamarca, case cada metro
cadrado de terreo forma parte dun plan espaciaepeaalo e delimitado polo ser humano, incluso
terreos de desenvolvemento natural. Sen unhagaotie proteccion do solo, este pode chegar a ter
problemas de deterioro, coma contaminacion da swlierranea, erosion e desertizacidon, capacidade
insuficiente de retencion de auga, susceptibilidageagas, reducida fertilidade do solo, e limigado
valores naturais (Winding al., 2005). Por todo isto acufiouse o termo calidadsotb, que pode ser
definido como a capacidade especifica do solo fp@conar coma un sistema vivo para soster a vida
e produtividade de plantas e animais, manter aemnentar a calidade do aire e auga, e soster a saud
e habitabilidade humanas (Doran and Safley, 1997).

A rapida urbanizacion e desenvolvemento industdats Ultimas décadas, deu lugar a
preocupacions de tipo ambiental polas emisions sféirioas e pola contaminacion con metais
(cadmio, cromo, cobre, cobalto, ferro, mangane&peh, chumbo, mercurio e zinc) (Reza e Singh,
2010). Cobran especial importancia, no tocantenéacainacion do aire, auga e solos, actividades de
antropoxénese nas que estan implicadas procesestriags a altas temperaturas coma fundicion de
metais e producion de ferro e aceiros (Nriagu eymf®c1988). Os procesos de combustion e
incineracién xeran gran cantidade de cinzas querpadnter certos metais toxicos coma mercurio,
chumbo, cadmio, cromo, niquel, manganeso, etcefgnza destes metais nas cinzas depende en gran
medida da eficiencia dos dispositivos para o cbmeocontaminacion atmosférica (Mugieaal.,
2003). Recentemente, 0s paises mais industriabzéidaron a sGa atencion na emision e presenza
destes metais en aire, auga e solo debido ao denedjes elementos poden causar aos seres Vivos
(Brownet al., 1995).

Foi nos anos 80, cando se descubriu o gran efeeta gontaminacion dos solos pode ter sobre
a sua propia microbiota, abrindo unha nova lifiandestigacion (Gilleret al., 2009). Deste xeito,
podemos falar da saude do solo, entendida comaswtado de procesos de conservacion e
degradacion, o cal depende en gran medida do canpmhioldxico do ecosistema do solo que inflie
na salde vexetal, ambiental e a seguridade e dal@anentaria (Halvorsod al., 1997; Paret al.,
1992). Sendo as bacterias do solo moi importantescitios bioxeoquimicos e beneficiosas para o
crecemento vexetal, sintetizando compostos beostisipara as plantas, facilitando a toma de certos
nutrientes do solo e protexéndoas de certas erfaed®es (Hayadt al., 2010).

Os organismos que viven no solo, poden desempeifiarnsas funcions de gran importancia
para o sistema debido a sta capacidade de adaptacandicions moi diversas. O solo é o encargado
de manter os ciclos bioxeoquimicos debido a queniosoorganismos do solo degradan, tarde ou
cedo, todos os compostos organicos incluindo xétiobs e compostos polifendlicos (Nannipietri
al, (2003). De feito, considérase que entre o 80 €% @6s procesos do solo son reaccions mediadas
por microorganismos (Nannipiere & Badalucco, 2003).



Estas accions poden ser mecénicas ou quimicdasngsmas cobran especial importancia os
microorganismos, realizando a accion de degradagd@&rcompostos organicos a moléculas mais
sinxelas, mineralizacién de compofientes organidomaas inorganicas (liberacién de nutrientes para
as plantas), sintese e excrecion de produtos aa@amo solo, fixacidn bioloxica de nitroxeno
atmosférico, participacién nos ciclos de numeradementos (C, N, P, Ca, Fe, Mn) e producién de
compostos biorreguladores (coma por exemplo sutisgnfunxicidas). As accions dos
microorganismos do solo vense en moitos casoszegfas polas interaccions e asociacion entre eles e
pola dispofiibilidade de nutrientes e enerxia coniozasolar, compostos organicos e inorganicos,
fontes de carbono e elementos esenciais requif@o®, H, N, P, K, Mg, S, Ca, entre outros). As
condicions do medio tamén determinan a accion doarganismos do solo, aqui incliense factores
coma a temperatura, a dispofiibilidade de auga auveacion do solo. Dado o pequeno tamafio dos
microorganismos, o seu habitat tamén o é, e paigrddo falamos de microambiente que debido a
que o solo presenta unha gran variabilidade esgmaperal, poden existir nel, moitos
microambientes fisicos e quimicos (Porta, 1999).

Dende os anos 60, a microbioloxia do solo sufrihaugran cantidade de cambios nos seus
métodos de estudo que melloraron a sia compremsidnoitos aspectos (Insam, 2001). Ainda asi,
debido a que o solo € un complexo sistema biolgxdegue a ser dificil a dia de hoxe determinar a
composicién das suas comunidades microbianas, rubbraspecial interese a relacion entre
biodiversidade (entendido coma o numero de especégsentes no sistema) e a funcién no solo. De
feito, a importancia da biodiversidade na funcim@e dos ecosistemas foi resaltadaAgmnda 21,
un documento da Conferencia de Medio Ambiente eadvemento das Nacidéns Unidas (United
Nations Conference on Environment and Developmeag)izada en Rio de Xaneiro no ano 1992.
Alguns autores coma Nannipiesi al.(2003) creen que ao menos un minimo numero de iespec
resultan esenciais para a funcionalidade dos ¢eoss baixo condicion estables e que un bo nimero
de especies son probablemente esenciais para reatgbles os procesos en ambientes dindmicos.

Bacterias e fungos son polo xeral de pequeno tameafitven na pelicula de auga ou en
pequenos poros do solo. O movemento microbianmlwoéslimitado e principalmente levado a cabo
de forma pasiva polo fluxo de auga. Sen embargaltesiacion medioambiental pode resultar en
grandes cambios na microflora do solo. Os micrausgaos manifestan moitas formas de vida
diferentes dende autotrofia, litotrofia ata hetafid, sendo as formas de vida heterotréficas & qu
dinamizan a gran cantidade de carbono presenteoloo(#inding et al., 2005). Asi tamén, os
microorganismos serven de alimentacion para maitgsos organismos do solo (Brookes, 1995).
Ademais, levan a cabo moitos pasos na degradaciémneralizacion de complexos materiais
organicos, aportando minerais beneficiosos pareo®ubtrganismos. Neste aspecto, tamén poden
degradar un amplo rango de compostos organicospaxinicos, incluindo compostos problematicos
para o medio ambiente como o TNT (2,4,6-trinitnoéwlo), tras unha axeitada modificacion xenética
(Burlage et al. 1989). Consecuentemente, a accion heterotroficanticroorganismos resulta unha
base crucial para o ecosistema do solo podendenggregados como determinantes da calidade do
solo. Adicionalmente ao efecto no ciclo dos nutaenos microorganismos afectan as propiedades
fisicas do solo. A producion de polisacéridos deeoextracelular e outros residuos celulares, axuda
a formacién e mantemento da estrutura do solontkva cabo unha funcion adhesiva que estabiliza
0s seus agregados. Pédense ver alteradas propdtadas coma a capacidade de retencion de auga,
ratio de infiltracion, erosion, e susceptibilidadeompactidade (Elliat al., 1996).

Microorganismos e comunidades microbianas podepopcmnar unha medida da calidade do
solo, un aspecto que non pode ser sempre obtideantedmedidas fisicas e quimicas e/ou con
analises de organismos superiores. As comunidateshianas adaptanse sensiblemente ao cambio
das condiciéns medioambientais variando a suaidatie individual, polo incremento da reproducion
de especies con caracteristicas favorables e eixplands capacidades de transferencia horizontal de
xenes. Os microorganismos son moi sensibles a ocambiestrés ambiental porque se atopan
intimamente relacionados co ambiente que os arr@faading, 2005). En moitos casos, cambios na
comunidade de microorganismos poden preceder canmai® propiedades do solo, proporcionando
signos de mellora ou perigo de degradacion (Paskéal., 1995).



Son os primeiros milimetros do solo, dominados ganobacterias e bacterias heterotréficas
aerobias, a capa mais activa con respecto aodict@arbono (Abed et al., 2006). Durante o dia, esta
capa que habitan estd supersaturada coa produtasintética de osixeno, mais durante a noite, as
condiciéns anaerobias prevalecen a pesar da centautividade respiratoria das bacterias
heterotroficas aerobias (Canfiel e Des Marais, 198Vvando a cabo a eliminacién da materia
organica tanto en condicions aerobias coma anaesrdbiuu et al., 2009). Este é un dos papeis mais
importantes asignados aos microorganismos do sefoembargo, posuen funcions adicionais coma a
sintese de factores de crecemento (vitaminas @as)xifixacion de nitroxeno atmosférico, producion
de substancias agregables de solo e moitos otiiagortancia relativa dos fungos e bacterias non é
tan cofiecida coma os seus papeis desasimiladareer#l acéptase que as bacterias asimilan sé unha
minima parte de produtos de desasimilacion no sepoconde case a metade dos produtos de
descomposicion son transformados polos fungos éeriaia celulares (Went e Stark, 1968). Ademais
da importancia das bacterias heterotroficas aesobiados fungos, cabe destacar a funcion das
bacterias fixadoras de nitroxeno, pois o nitroxénan elemento esencial para o soporte de todas as
formas de vida (Shridhar, 2012). Podémolo atopaaraimoacidos e proteinas e outros compostos
organicos derivados do proceso de fixacidn do xd#mdé (Egamberdieva e Kucharova, 2008). A
fixacién bioloxica de nitréxeno é levada a cabo@si@amente por organismos procariotas que poden
ser de vida libre ou simbidticos (Shridhar, 20 EXtas bacterias son moi apreciadas, sobre todo no
sector da agricultura en zonas tropicais, ondeazifin bioloxica de nitrdxeno resulta a mais axkita
que a fertilizacion convencional pola rapida pédids fertilizantes nitroxenados debido as fortes
chuvias torrenciais (DObereiner, 1996).

Do dito anteriormente podemos extraer a importamgabacterias heterotréficas aerobias,
fungos e bacterias fixadoras de nitroxeno paral@ €on estes 0s microorganismos seleccionados
para a elaboracion do presente traballo centradavaéacion microbiana nun gradiente de solo
industrial en terreos proximos a unha empresa dmrssiderirxico de grande importancia a nivel
nacional e internacional. Utilizarase isto paraerntér comprobar os posibles efectos da
industrializacion sobre a calidade e carga miciokioa de solos proximos, factor determinante para
a calidade e saude do solo.



Obxectivos

Mostraxe dun solo préximo a unha zona industritdldecendo varios puntos de mostraxe ao longo
do mesmo e recollendo un conxunto de mostras aliegita (afastdndose do centro industrial) co fin
de avaliar a carga microbiana (bacterias hetdrcai® totais, fungos e bacterias fixadoras de
nitroxeno) mediante técnicas de sementeira en medi@nriguecemento selectivo. Tamén se tomaran
medidas dos parametros de humidade e pH, direntamelacionados coas caracteristicas do solo e
de gran influencia sobre os microorganismos quahatdm.



Material e métodos

Localizacion do solo

As mostras de solo foron tomadas no Concello dearad¢ha (A Corufia - Galicia, Espafia),
mais concretamente na parroquia de Lendo (8° 36542V, 43° 15' 45.07" N)Ifhaxe 1), nucleo
industrial mais importante do concello, onde sgasit parque empresarial constituido por empresas do
sector siderurxico e ceramico. A zona de mostreo érreo adxacente a unha empresa dedicada a
siderurxiada cal estan dispofiibles datos anuais sobre asestia®ns atmosféricas (PRTR Espafia,
Registro Estatal de Emisiones y Fuentes Contanesgnttomadas como posible fonte de
contaminacion e repercusion sobre a microbioteotio($aboa 1).

Imaxe 1. Localizacion xeografica do terreo da zona de mostreo. Sinalado cun punto vermello.

Taboa 1. Emisions atmosféricas da empresa do sector sidertrxico situada nos terreos adxacentes aos terreos
mostreados. Fonte: PRTR Espafia, Registro Estatal de Emisiones y Fuentes Contaminantes. Ministerio de Agricultura,
Alimentaciéon y Medio Ambiente, Gobierno de Espaiia.

Contaminante Ano de referencia Cantidade total (Kgino)
Oxidos de nitroxeno 2008 104.000
Arsénico e compostos 2008 22
Cadmio e compostos 2009 66,6
2010 16,6
Cromo e compostos 2007 319
2008 505
Cobre e compostos 2008 149
2009 106
Niquel e compostos 2008 68,8
Chumbo e compostos 2009 538

O procedemento analitico das mostras foi realizadoLaboratorio de Microbioloxia do
Departamento de Bioloxia Celular e Molecular dauikade de Ciencias, Universidade da Corufia.

Técnica de mostraxe

A mostraxe é un paso critico en estudios de avatiammbiental (Boudreautt al., 2012). O
obxectivo da mostraxe de solos € obter informasiégura dun solo en particular. Ainda que as
mostras son recollidas para obter a maior inforémacia “poboaciéon” (neste caso microbiolédxica),
moitas veces poden non ser representativas degmdercomo as mostras foran recollidas (Crépin e
Johnson, 1993). A representatividade das mostrasolte ten unha influencia directa en estudos
financeiros, ambientais e de saude publica (Bouwdtrest al., 2012), de aqui a importancia da
realizacion dunha mostraxe representativo e fiable.



A mostraxe exploratoria resulta axeitada para sotwe se poida presupofier un impacto ou
dano anticipado. O investigador pode desefar emtdprograma de mostraxe, sempre acorde a
natureza da disturbancia, mobilidade dos posibbesaminantes e a division natural da paisaxe. A
mostraxe exploratorio permite ademais 0 empregoredeirsos e medios axeitados para cada
laboratorio de traballo (Crépin e Johnson, 1993).

Neste caso particular, quérese avaliar a cargaohi@ra nun gradiente de solo industrial, polo
gue a mostraxe debe estar desefiada con ese fierréd no cal se levou a cabo (Ver apartado
Localizacién) ten unha superficie de aproximadameitO0Oha I(naxe 2) cun total de 700m de
lonxitude ao longo dos cales se estableceron 7opudé¢ mostraxe, un cada 100m. Deste xeito
conseguimos, ademais de abarcar unha grande amepliel mostraxe, a finalidade do estudio coa
recoleccion dun conxunto de mostras en gradiemtegaeu analise microbioléxico.

- P el - Vgl N
Imaxe 2. Terreo sobre o cal se realizou a mostraxe do solo. Coloreado en rosa a superficie ao longo da cal se realizou a
mostraxe, 17000ha. Os puntos laranxas corresponden cos puntos de mostraxe. Fonte: Visor de mapas lberprix, Instituto

Geografico nacional.

Os puntos de mostraxe ao longo do gradiente fooomeados de MO a M6 a medida que nos
afastamos do punto con mais presenza industriaio @ pode apreciar na Imaxe 1.

As mostras foron recollidas a dia 26 de marzo d&2Bn cada punto de mostraxe realizouse a
extraccion de 3 mostras nunha cantidade entre 280@ de solo por mostra (& al., 2012) a unha
profundidade de entre 0-20cm (Me#dbal., 2014) en bolsas de plastico estériles. As mo$tras
levadas ao laboratorio para a sua andlise e almdasmpor un maximo de 24h en escuridade (Mgrlo
al., 2014; Oliveira e Pampulha, 2006). Para evitaroataminacion cruzada de mostras polo
instrumental da mostraxe, realizouse entre mostraostra unha desinfeccién quimica das suas
superficies (Lewis, 2004) con alcol sanitario, costp organico con actividade microbiana de amplo
espectro: bacterias gram negativas, gram positim&sgbacterias, fungos e virus (Gonza&zl.,
2014).

Medios de cultivo

As técnicas de enriquecemento selectivo, baseadasande inhibidores especificos e fontes de
nutrientes, constitien unha gran parte dos métquoa detectar grupos de microorganismos
especificos no solo, e o seu desenvolvemento dedi@axe segue a ser de gran importancia. Constitte
asi un dos métodos para a enumeracion de micrasngas viables no seu medio natural (Nybebe



al., 2007).Ao igual que Oliveira e Pampulha (2006), os micgaoismos que foron cultivados a partir
das mostras de solo foron: bacterias heterotrofieasbias cultivables, fungos e bacterias fixaddeas
nitréxeno.

O medio empregado para o cultivo de bacterias dtedéicas aerobias foi TSA (Tryptone Soya
Agar) emendado con 0.1g/L de ciclohexamida paraaew crecemento de fungos (Oliveira e
Pampulha, 2006)T@boa 2.

O medio empregado para o cultivo de fungos foi dim&abouraud-cloranfenicol, utilizado de
forma habitual para o cultivo destes microorgansif@uineaet al., 2005) Taboa 3. O antibibtico
cloranfenicol evita o crecemento de bacteriasenesto 0 medio posue unha concentracion de 0.5g/L.

Por altimo realizouse o cultivo de bacterias fixadode nitroxeno (NFB). Para o cultivo destas
bacterias empregouse o medio de cultivo Ashby @gdrby, 1907) Taboa 4)

Taboa 2. Composicion do medio de cultivo TSA utilizado para
o cultivo de bacterias heterotréficas aerobias (Martin, 1975).

Medio de cultivo TSA

Caldo de soia 39
Agar agar 15¢
Auga destilada 1L

Taboa 3. Composicion do medio de cultivo Sabouraud-
cloranfenicol utilizado para o cultivo de fungos (Tilles,

Taboa 4. Composicion do medio de cultivo Ashby para o
cultivo de bacterias fixadoras de nitréxeno (Ashby, 1907).

2006).

Medio de cultivo Sabouraud-cloranfenicol Medio de cultivo Ashby Agar

Peptona granulada 10g KH,PO, 0.29
Glicerina neutra 40g MgSO, 0.29
redestilada NaCl 0.29
Agar agar 13g CaCQ 59

Cloranfenicol 0.5¢ CasQ 0.1g
Auga destilada 1L Manitol 10g

Agar agar 159

Auga destilada 1L

Tratamento das mostras

Cada mostra de solo foi procesada de forma indiidu baixo condicions de asepsia.
Inicialmente cada mostra foi peneirada cun baretandlla fina de 2mm de didmetro (Fretyal.,
2006. Forster, 1995). Tras isto realizaronse agidihs de cada mostra. Para isto introducironse 10g
de solo nun matraz Erlenmeyer de 250mL con 90mkatigcion de Ringer (solucion salina) diluida
un cuarto e autoclavada a 121°C durante 15min eatar posibles contaminacions (Oliveira e
Pampulha, 2006). Todo isto realizouse en condictasepsia grazas a utilizacion dun chisqueiro
Bunsen e empregando material estéril.

A dispersién do solo resulta un paso crucial entasotécnicas usadas para o estudo das
bacterias do solo. A disrupcion dos agregados lboésesencial para a enumeracion das bacterias (ben
sexa por microscopia ou por reconto en placa). Unttieaccion representativa da microbiota das
mostras de solo require que as células se desasasugerficies das particulas e agregados (Lindahl,



1996). Por isto as dilucién das mostras foron daganun axitador automatico durante 10-15min
(Germida, 1993).

A dilucién realizada € considerada coma a diludift®0 inicial ou dilucion nai. Tras obter as
dilucions de solo iniciais, procédese a realizarddscions seriadas que posteriormente seran
sementadas. Para isto transfirese 1mL da diludith ihicial en condicidéns de asepsia, a un tubo de
ensaio estéril con 9mL de solucion de Ringer ezcaomla de puntas de pipeta estériles, obtendo deste
xeito a dilucion 1/100. Da mesma forma preparaaeaadilucion 1/100@ partir da dilucion 1/100,
sempre en condicions de asepsia para evitar comains (Khanet al., 2008), obtendo asi as
dilucions seriadadrfiaxe 3). A realizacion das dilucions seriadas é necegmia un reconto en placa
correcto, pois o numero de u.f.c (unidades formaslale colonias) para dar por valido un reconto
debe de situarse entre as 30 e as 300 u.f.c.

/8 N/ Y

£ '\

10g mostra + 90mL ImL dilucion 1/10 + ImL dilucion 1,/100 +
solucion de Ringer 9ml solucicn de ImlL solucicn de
Ringer Ringer

Dilucion naiou
1/10 Dilucion 1,/100 Dilucion 1,/1000

Imaxe 3. Esquema que ilustra o procedemento para a preparacion das diluciéns seriadas.

Técnicas de sementeira

O célculo do numero total de bacterias heterotéfiotais, bacterias fixadoras de nitroxeno e
fungos foi realizado por reconto en placa sobreiosezblidos selectivos.

Para a sementeira empregaronse placas Petri estdeil9cm de diametro con 10mL de medio
de cultivo autoclavado. Unha vez solidificados osdios de cultivos deixaronse arrefriar a
temperatura ambiente (20-25°C) durante 24h (Germdig@d3).Tras isto, cada placa € inoculada con
0.1mL da dilucion de solo axeitad@apoa 5 coa axuda de pipetas automaticas e puntas d&pipe
estériles Inaxe 4).

Taboa 5. Dilucions de solo empregadas como indculo dependendo do microorganismos a cultivar.

Microorganismo Dilucions de solo empregadas paraaultivo
Bacterias heterotroficas aerobias 1/100 e 1/1000
Fungos 1/10 e 1/100
Bacterias fixadoras de nitréxeno 1/10

Cunha asa de Digralsky esténdese o in6culo deidnldo solo para unha correcta dispersion e
absorcion do mesmo por todo o medio de cultivog@ls Bakken, 1987). Todo isto realizado baixo
condiciéns de asepsia para evitar contaminaciohsuflé al., 2008), prestando especial atencion &



esterilizacion con alcol e posterior incineraci@ asa de Digralsky para asi evitar contaminacions
cruzadas.

1 mi 1 mi

Dilucién 1/10 Dilucién 1/100 Dilucién 1,/1000
Inoculacion 0.1ml /

Imaxe 4. Esquema que ilustra o procedemento para adculacion dos medios de cultivo

Incubacicn 4 \\‘“ - —-—-"’/

Reconto u.f.c

Cada mostra é sementada por triplicado para obhterasultados finais mais fiables. Os tempos
de incubacion varian en funcion do tipo de micraargmo a cultivar, ao igual que as temperaturas de
incubacion Taboa 6).

Taboa 6. Temperaturas e tempos de incubacion dos distintos medios de cultivo utilizados. TSA (Oliveira e Pampulha,
2006), Sabouraud-cloranfenicol (Guinea et al., 2005) e Ashby (Lin, 2012).

Medio de cultivo Temperatura incubacién (°C) Tempae incubacién (Dias)
TSA 25 4
Sabouraud-cloranfenicol 30 5
Ashby 30 3-5
Medida de pH

A reaccion do solo fai referencia ao grao de acidezbasicidade do mesmo, xeralmente
exprésase por promedio dun valor de pH. A formasmaual de diagnosticar as condicion de acidez
ou basicidade dun solo, baséanse, pola sua rapitkdlidade, na medida do pH nunha suspension
solo - auga. A concentracion de proténs da soludmsolo asi medida proporciona un diagnostico
rapido dos efectos prexudiciais potenciais da aciehkis non describe as causas (Porta, 1999).

Os efectos prexudiciais da acidez non se manifesiarvalores de pH inferiores a 5.5 pola
toxicidade do aluminio e a pouca biodispofibilidageelementos nutrientes. Os solos con carbonato
célcico, caracteristicos de zonas semiaridas asgridfien pH da orde de 7.5 a 8.5. Os termos sédico
alcalino deben de restrinxirse para aqueles sa@gqsHisuperiores a 8.5. Os que presentan pH de 9.0 a
12.0 contefien carbonato sédico e as suas condi¢ems fisicas coma quimicas son moi
desfavorables (Porta, 2009)aboa 7).
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Taboa 7. Principais efectos esperables para os distintos intervalos de pH en solos establecidos polo USDA en 1971
(United States Department of Agriculture).

Efectos esperables no

pH Avaliacién .
intervalo
<45 Extremadamente acido Condiciéns moi desfélesa
4.5-5.0 Moi fortemente &cido Posible toxicidade por Al e
5.1-55 Fortemente acido Exceso: Co, Cu, Fe, Mn, Zn
Deficiencia: Ca, K, N, Mg ,Mo,
P, S
Solos sen carbonato calcico.
Formigon ordinario atacado.
Actividade microbiana escasa.
5.6-6.0 Medianamente acido Intervalo adecuado
6.1-6.5 Lixeiramente 4cido Maxima presenza de nutrientes
6.6-7.3 Neutro Minimos efectos toxicos
7.4-7.8 Medianamente basico Solos xeralmente con CagO
7.9-8.4 Basico Dimintie a dispofiibilidade de P
eB
Deficiencia de: Co, Cu, Fe, Mn,
Zn
8.5-9.0 Lixeiramente alcalino En solos con carbosiakestes
pH altos poden deberse a
MgCO;
9.1-10.0 Alcalino Presenza de carbonato célcico
<10 Fortemente alcalino Toxicidade: Na, B

Mobilidade do P como NBRO,
Actividade microbiana escasa
Os  micronutrientes  pouco
dispofiibles, excepto Mo

Debido & gran importancia do pH sobre o solo, a@aércute nas comunidades microbianas,
realizouse a medida do mesmo nas distintas mo8taaa.isto 10g de solo foron disoltos en 50ml de
auga destilada en vasos de precipitado coa axudaadvarifia de vidro, determinando o pH cun
pHmetro marcaCrison Basic 20 pH, en axitacién continua tras o repouso da solud@solo durante
30min en auga destilada (Kamieteal., 2014).

Medida da humidade

Para realizar a medida da humidade de cada mostra empregouse un método de medida
directo. O método empregado foi o método termogravimétrico, asumido coma o procedemento de
referencia. Este método consiste en introducir a mostra de solo a analizar nunha estufa a 105 ¢C. O
tempo que a mostra deberd de estar na estufa sera de entre 24 e 48h ata que o peso da mesma sexa
constante (Romano, 2014). Tras isto a humidade do solo é calculada da seguinte forma:

Mh — (Ms — Mc)
*

100
Mh

% humidade =

Onde:

O Mh= masa do solo hiimido
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0 Ms= masa do solo seco
O Mc = tarado ou peso da capsula onde se introducestrare solo

Deste xeito, 10g de cada mostra foron introducelogecipientes termoestables, pesados, e
introducidos na estufa a 105°C ata obter unha pesstdble. O medida da humidade é realizada por
triplicado para cada mostra.

Estatistica: ANOVA e Test de Tukey

A andlise de varianza (ANOVA) é un método de prdbdgualdade de tres ou mais medidas
poboacionais, por medio da analise das varianzatrates. Neste traballo empregouse a andlise de
varianza dun factor (ANOVA dun factor), que se esgrpara probar as hipteses de que tres ou mais
medidas poboacionais son iguais, como gnuH= ., = s (Triola, 2009).Para este test adoptamos un
nivel de significacion do 5%a€0.05), o que significa que o resultado obtido ten 95% de
probabilidade de ser correcto. Como hipotese nyla hipotese alternativa;Homanse os seguintes
enunciados:

O Hipotese nula K “Non existen diferenzas nas u.f.c/(g solo) emasedistintos puntos de
mostraxe”

O Hipdtese alternativa 1“Existen diferenzas nas u.f.c/(g solo) entre amas dous puntos de
mostraxe”

A analise de varianza é tamén realizada sobretos da pH e humidade obtidos establecendo
un valor de significacion do 5%#£0.05) e as seguintes hipéteses nula e alternativa:

-Hipoéteses pH

O Hipdtese nula B “Non existen diferenzas nos valores de pH engradistintos puntos de
mostraxe”

[0 Hipdtese alternativa #1“Existen diferenzas nos valores de pH entre ansomnelous puntos de
mostraxe”

-Hip6teses humidade

0 Hipdtese nula K “Non existen diferenzas nos valores de humidades eos distintos puntos
de mostraxe”

O Hipdtese alternativa {1 “Existen diferenzas nos valores de humidade esxdrenenos dous
puntos de mostraxe”

No caso de que unha proba ANOVA, rexeite a hipated®, e polo tanto se acepte que existen
diferenzas nas u.f.c/(g solo), pH ou humidade emse distintos puntos de mostraxe cunha
probabilidade do 95%, realizase o Test de TukeYeast HSD (Honestly-Significant-Difference) de
Tukey. Con esta proba tratase de perfilar e espaciinha hipotese alternativa. Neste caso, traase
cofiecer entre que puntos da mostraxe existen WHaseno tocante as u.f.c/g solo de bacterias
heterotroficas aerobias, fungos e bacterias fixadale nitroxeno, valores de pH e % humidade.
Adédptase ao igual que na proba da analise de wariam nivel de significacion do 5%=0.05).

O programa empregado para esta labor foi Micrd3fiite Excel 2007.
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Resultados

Recontos

Os recontos para cada un dos tres tipos de mi@omos estudados son expresados en Log
(u.f.c/lg solo) + Log (Desviacidon estandar -S.DrAdicando o punto de mostraxe e a distancia no
gradiente de solo correspondente a cada recomtoodeorganismos.Tiaboa 8.

Taboa 8. Recontos de bacterias heterotroéficas totais, fungos e bacterias fixadoras de nitréxeno expresadas en Log
u.f.c/(g solo) en relacién co punto de mostraxe e distancia no gradiente de solo.

Punto de

mostraxe/Distancia

Promedio bacterias
fixadoras de
nitréxeno Log (u.f.c/g

Promedio bacterias
heterotréficas totais
Log (u.f.c/g solo) =

Promedio fungos Log
(u.f.c/g solo) = Log

gradiente (m) Log (S.D) (S.D) solo) + Log (S.D)
MO0/100 4.40 £ 0.060 3.48 £ 0.056 1.78 £ 0.426
M1/200 4.49 +0.137 3.73+0.032 2.02 +0.337
M2/300 4.59 +0.016 3.66 £0.131 2.96 £ 0.078
M3/400 4.81+0.071 3.52+0.018 3.28 £ 0.027
M4/500 4.86 + 0.025 3.43 £0.042 2.73+£0.101
M5/600 4.88 + 0.040 3.34 £0.074 3.35+0.011
M6/700 5.03 + 0.037 2.78 +0.320 3.75+0.010

Para facilitar a observacion e a analise dos dditidos, empregéronse representacions gréaficas
dos tres tipos de microorganismos analizados: bastdeterotroficas totaisFigura 1), fungos
(Figura 2) e bacterias fixadoras de nitroxemiagura 3).

Log (u.f.c/g solo)
e e
A U1 O N 0 O

»
w

Bacterias Heterotroficas Totais

R

-

R?=0,9582
ATK/
¢ |
100 200 300 400 500 600 700 800

Metros gradiente

Figura 1. Representacion grafica da distancia no @diente de solo en metros fronte a bacterias hetdréficais totais
expresadas en u.f.c/(g solo) coa sua desviacioraesiar.

Na Figura 1 podese observar como a medida que se aumentaradierde (afastandose do
nucleo industrial), o contido de bacterias hetéfiels aerobias totais aumenta de forma case
proporcional. De feito o valor de *80.9582 apoia o dito anteriormente, pois o gradretiion entre
as duas variables distancia - u.f.c/(g solo) éattoi
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Na Figura 2 podese observar como as u.f.c de fungos diminderedida que se avanzano
gradiente. Ainda que se observan datos puntuainiguese axustan a unha diminucién continua e
constante, observamos unha tendencia a reducintrdero de u.f.c/(g solo) de fungos no gradiente.

Fungos
5
4,5
5 R%2=0,5872
§ 4
& —e &
9 35 ® [ ] ®
5 e
g3 +
2,5 <
2 T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Metros gradiente

Figura 2. Representacion grafica da distancia no gdiente de solo en metros fronte a fungos expresaden u.f.c/(g
solo) coa sUa desviacién estandar.

Bacterias fixadoras de Nitroxeno

(2}

>
[

I

./i'/.
./.

T / R?=0,8018
(3

w

!\J
= 00NN U1 w »;

Log (u.f.c/g solo)
=

o
6]

o

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Metros gradiente

Figura 3. Representacion grafica da distancia no gdiente de solo en metros fronte a bacterias fixadas de nitroxeno
expresadas en u.f.c/(g solo) coa sUa desviacioraesiar.

Na Figura 3 vese como a medida que aumenta a distancia néegredtamén aumenta o
namero de u.f.c de bacterias fixadoras do nitréxdeibo similar ao que acontece co reconto de
bacterias heterotréficas totaiBigura 1). Obtemos neste caso urf=R.8018, o cal é un valor o
suficientemente alto como para considerar unhaiéelaentre as duas variable distancia - u.f.c/(g
solo).
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Todos estes resultados deben de ser interpretadospaida da estatistica, de forma que se
poida confirmar verdadeiramente, como se ven afastaas distintas comunidades de
microorganismos estudadas.

pH

A medida de pH realizase coa intencién de obsealares mais ou menos constantes ao longo
de todo o gradiente. Deste xeito podemos descartedm unha fonte “problema” dos datos obtidos
nos recontos de microorganismos. Os datos do psépi@nse como o promedio dos valores obtidos
en cada punto de mostraxe acompafiados da sUadi@s\éatandar (S.D)féboa 9.

Taboa 9. Valores de pH en funcion de cada mostra de solo.

Punto de mostraxe Promedio pH = S.D
MO 5.25+0.078
M1 5.24 £ 0.067
M2 5.32 +0.204
M3 5.48 £0.297
M4 5.23+0.116
M5 5.49 £ 0.154
M6 5.39 £ 0.066

Os valores de pH no solo mostreado, establécemseango entre o valor de 5.23 e 5.49 cun
promedio de 5.34 + 0.140, podendo clasificalo camaolo fortemente acido ou medianamente acido
(Taboa 7). Mediante a representacion grafica dos datosHjeppdemos obter unR0.2734, o que
nos indica a pouca relacion que se establece aatdgias variables representadas metros gradiente -
pH (Figura 4).

A desviacion estandar resulta tan minima que € sibfde representar na grafica con éxito en
moitos casos, o cal aporta maior rigor ao feitoqde os valores de pH se mantefien dunha forma
constante nas mostras recollidas en cada puntoadtrare Taboa 9. Grazas a representacion
gréfica, pddese observar con mais facilidade atanois deste pardmetro ao longo do solo mostreado,
podendo concluir que non causa un impacto imp@taos resultados, pois todos 0s organismos se
veran afectados coa mesma magnitude de pH, var@andn 0.140 punto&igura 4). Isto debe de ser
comprobado coas probas estatisticas.

pH

~

~

R?=0,2734
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Metros gradiente

Figura 4. Representacion gréfica da distancia no gdiente do solo en metros fronte ao promedio das wlieas de pH
para cada punto de mostraxe.
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Humidade do solo

Os datos referentes a humidade do solo exprésantm®® por cento, facendo referencia a
cantidade de auga presente no mesmo. O calculaparecentaxe de humidade realizouse de acordo
coa formula do apartado de “Medida de humidade’v&dsres de humidade represéntanse en funcion
do punto de mostraxe analizad@boa 10.

Taboa 10. Valores de humidade expresados en % en funcion de cada punto de mostraxe.

Punto de mostraxe % humidade + S.D
MO 25.32 + 0.266
M1 21.84 +0.327
M2 33.33+£0.330
M3 27.45 +£0.391
M4 30.07 £ 0.086
M5 29.15+0.244
M6 23.88 +0.272

A humidade ao longo do gradiente de solo non paragar moito. Se nos apoiamos no valor
de R=0.0192 que nos aporta a representacion gréfidagedconcluir que non existe relacion entre as
variables representadas metros gradiente - % hdmi@égura 5). Este parametro resulta moi
importante, pois a auga presente no solo infliganua actividade microbiana (Paradelo e Barral,
2009), sen embargo, e debido a linearidade amasadango do gradiente, podese dicir que, neste
caso, tratase dun factor que non inflie nos rafodtéinais. Isto debe de ser comprobado coas probas
estatisticas de varianza dun factor ANOVA. O promelt % de humidade sitlase nun 27.35% =+
0.084.
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Figura 5. Representacion gréafica da distancia no @diente do solo en funcién da porcentaxe de humided

Probas estatisticas: ANOVA e Test de Tukey

As probas ANOVA realizaronse para cada un dosgregos de microorganismos analizados.
Establécese un nivel de significacionae).05, co cal os p-valor obtidos menores de 0.0aneo
rexeitamento da hipotese nula (“Non existen difeaemas u.f.c/(g solo) entre os distintos puntos de
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mostraxe”), aceptando a hipétese alternativa (tErigliferenzas nas u.f.c/(g solo) entre ao menos
dous puntos de mostraxeTdboa 1J).

Taboa 11. Resultados das probas estatisticas ANOVA para cada un dos tres tipos de microorganismos analizados.

Probas ANOVA
Microorganismo Nivel -valor ANOVA Resultado
9 significaciona P

Bacterias

heterotroficas 0.05 > 0.0001 Rexeito H
aerobias

Fungos 0.05 > 0.003 Rexeito ki
Bacterias

fixadoras de 0.05 > 4.09E-09 Rexeito H
nitréxeno

En todos os casos se rexeita a hipdtese nula adepta hipétese alternativa: “Existen
diferenzas nas u.f.c/(g solo) entre ao menos dontp de mostraxe”. Debido a isto, realizase o Test
de Tukey ou Test HSD. Deste xeito pddese sabee ente puntos de mostraxe se atopan esas
diferenzas, podendo asi confirmar a existenciagtadiente de concentracion de u.f.c/(g solo). Ao
igual que o ANOVA, o Test de Tukey realizase paadacun dos tres grupos de microorganismos
estudados.

pH e humidade son dous parametros sobre os queakeou da mesma forma o analise da
varianza ANOVA, establecendo un nivel de signifitaadea=0.05. Os p-valores obtidos en @&mbolos
dous casos non son significativdgboa 12, polo que se aceptan as hipoteses nulas estiddquira
pH e humidade. Deste xeito podemos afirmar que existen diferenzas entre os valores de pH e
humidade medidos ao longo do gradiente de soldizadal

Taboa 12. Resultados das probas estadisticas ANOVA para os parametros de pH e humidade.

Probas ANOVA
. Nivel de
Parametros significacion a p-valor ANOVA Resultado
pH 0.05 < 0.2723 Acepto ki
Humidade 0.05 < 0.9563 Acepto ki

Os resultados do Test de Tukey son interpretadssglainte forma :

Para cada grupo de microorganismo realizase a caopipa entre os distintos puntos de
mostraxe. Os resultados son expresados nunha tiEyaaunha mellor comprension, permitindo
observar de forma sinxela entre que puntos de a@stte cada grupo de microorganismos analizados
existen diferenzas cunha probabilidade do 95%. dxsparacions nas que o Test de Tukey resulta
significativo indicanse cun asterisco (Anexo |. Taboa I).
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Discusion

A cantidade de metais acumulados en solos depandiéa do nivel de emision, transporte do
metal dende a fonte ao lugar de acumulacién e wmagién do metal unha vez alcanza o solo
(Alloway, 1995). Alguns metais coma zinc, cobrequal e cromo son esenciais ou beneficiosos
micronutrientes para plantas, animais e microosgans, sen embargo outros coma o cadmio,
chumbo ou mercurio non tefien funcions bioloxicamiidxicas cofiecidas. Sen embargo, todos estes
metais poden ser toxicos a certas concentracioasldG1992).Cando os microorganismos son
expostos a moderadas concentracions de metaissgobtservar a sda gran sensibilidade aos mesmos
(Guiller et al., 1998).Moitos estudios amosan a adversa influencia dosaisnetobre os
microorganismos, afectando ao seu crecemento, fogidoe actividades (Baath et al., 198$an
and Scullion, 2002), incluindo a fixacion de nitée (McGrath et al., 1988Ds metais mencionados
anteriormente, coinciden coas emisions atmosfédaasdustria siderurxica adxacente ao terreo sobre
0 que se realizou o estudibdpoa J).

As concentracion andmalas de metais en solos sovogadas en gran parte por factores
antropoxeénicos, de feito existen moitos estudigsquee se demostra a acumulacion de metais en solos
por deposicion aérea de particulas emitidas pavidatles industriais (Fabietti et al., 2009). Un
exemplo do mencionado anteriormente € aportad&loonpp et al., (2003), onde a contaminacién do
aire resulta na acumulacion de sulfuro, cobre én&re en follas de arbores froiteiras e os efectos
destes metais nas propiedades microbioldxicasldo so

As actividades industriais de mineria, fundiciorpmcesamento contaminan o solo e os
recursos acuiferos con metais ao longo de todo mdmValery e Eugene, 1998). Os procesos
xeoquimicos que actuan sobre as perdas de prodatosdos da metalurxia, inician procesos de
transporte de redistribucién de metais dende a@astsminadas a solos proximos, correntes de aire e
auga subterranea (Wang et al., 2006). Esta congaiim por metais en solos € un risco importante
para a saude humana e o medio ambiente, a calveadse incrementa mais (Yanez et al., 2002)
debido a rapida industrializacién e urbanizaciondesenvolvemento de moitos paises (Xu et al.,
2014). Os solos asi contaminados resultan na @uwa diversidade microbiana e a sua actividade
(Lasat, 2002). Os microorganismos do solo afectddean a cabo importantes papeis na reciclaxe de
nutrientes, mantemento da estrutura do solo e ifieswion do mesmo (Filip, 2002). Deste xeito, as
alteracions na composicion microbiana son propoatasiido coma un bo indicador dos efectos
antropoxénicos na ecoloxia do solo (Renella eR@0D5). De feito, Wang et al. (2007), observaroa qu
0 54% da variacion na actividade microbioléxica guadiente de solo contaminado con zinc e cobre,
pode ser explicada polas concentracions de metagdaas do solo.

En canto as concentracions de u.f.c/(g de solo}rdgsgrupos de microorganismos analizados,
coinciden de forma aproximada, cos datos aportpdo®liveira e Pampulha (2006), no seu estudio
sobre os efectos da contaminacion por metais ssboaracteristicas microbianas. Isto pode inspirar
conclusiéns sobre que efectivamente nos soloszadak se establece un gradiente microbiano debido
a contaminacién por metais da industria proximadieas emisions atmosféricas.

As bacteria heterotréficas aerobias xunto coasehiast fixadoras de nitréxeno seguen unha
mesma dinamica poboacional, aumentando a medidangsiedesprazamos no gradiente de solo
(Figuras 1 e 3. Pola contra, os fungos amosan unha dindmicdmetae oposta, diminuindo a
medida que nos desprazamos no gradiente de Biglord 2). Esta diversidade microbiana atipica
xunto coa suUa actividade, a miado proporcionan atlomindicador do ambiente fisico e quimico do
solo que os simples andlises fisico - quimicosdBamet al., 2012), o cal non fai mais que apoiar a
posibilidade de que o solo sobre o0 que se reatizzatudo, estd sendo alterado dalgunha forma.

Os factores ambientais que controlan a distribuei@bundancia de plantas e animais ao longo
dos biomas terrestres foron estudados duranteoseauhis os factores ambientais que controlan a
distribucion e abundancia dos microorganismos dio, Seguen ainda sen entenderse (Rousk et al.,
2010). En relacién con isto, a humidade, factor imuortante na actividade microbiana (Paradelo e
Barral, 2009), resulta constante ao longo de todgamliente de solo analizado cun promedio de
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27.35% e unha desviacion de 0.084 puntos. A praibatistica ANOVA apoia a constancia do
parametro humidade por presentar resultados naifisiivos (p-valor > 0.05)Taboal?d. Recentes
estudos demostraron que cambios na microbiota doasépanse fortemente correlacionados coas
diferenzas na composicién quimica do solo (Freglet2004). Cofécese que o pH do solo ten un
efecto considerable na actividade das comunidade®liianas e nos procesos bioxeoquimicos que
estas levan a cabo (Nicol et al.,, 2010) ademaisaféetar a concentracién, forma quimica e
dispofiibilidade de substratos (Kemmitt et al., 2006fluenciando o crecemento de ditas
comunidades. O pH do solo resulta constante amldoggradiente de solo (p-valor > 0.05aboa

12), amosando un rango de valores entre 5.23 e hrpromedio de 5.34 e unha desviacion de tan sé
0.140 puntos, valores tolerables para os micro@gas. Son valores acidos, ainda que sen grandes
variacions debido ao poder tamponador do solooRwa parte, os fungos son moito mais tolerantes a
pH’s acidos que as bacterias (Porta, 1999) senaéntaniles de veces mais tolerantes a exposicion a
metais que as bacterias, presentando un 45% deasabilidade debida a concentracion de metais
(Rajapaksha, 20104 distribucién de grupos microbianos funcionaisswo, pode estar gobernada
pola interaccién entre o ambiente do solo e a pms®u ausencia de formas competidoras ou
facilitadoras, de feitoos fungos estan correlacionados coa distribucibrgrdgos funcionais de
bacterias, incluindo alguns grupos que median odugion e consumo de importantes gases de efecto
invernadoiro (Burkeet al., 2012). Ademais esta comprobado que os fungoscamaces de desprazar
totalmente as comunidades bacterianas ante a dosgién inusual dun composto fronte ao cal non
son competidoras, dandose casos tan extremos castudado por Mumtaeat al. (2013), onde os
fungos desprazan as bacterias en medios co incterdanconcentracion de uranio no medio. Isto
sucede pola gran capacidade de biorremediacién pmsgien os fungos do solo, debido as
caracteristicas descritas anteriormente, senda@esaacluso de eliminar arsénico de solos destmado
a agricultura (Srivastava et al., 2011). Isto cmiaeccos resultados obtidos neste traballo, onde a
concentracion de fungos € moito mais abundante zoags proximas Hgura 2) a industria
siderdrxica sospeitosa de contaminacion por metgigdo a stas emisiéns atmosférichdbpa 1),

por ser moito mais competitivos e resistentes. Desmo xeito explicaria o feito de que as
concentracions de bacteria heterotréficas aerabfasadoras de nitroxeno sexan maiores canto mais
afastadas se atopen do foco industiagra 1 e 3.

Todo o anterior apoia a hip6tese de que existenalgpd de contaminacién por metais ou
alteracion do solo, o que explicaria a dinamicaopolmnal que seguen as bacteria heterotréficas
aerobias, fungos e bacterias fixadoras de nitraxeno

Os resultados obtidos neste traballo contribleraxance na comprension da dinamica de
poboaciéns microbianas en solos industriais, inambet caracteristica da saude e calidade do solo.
Ainda asi os resultados tan s6 permiten a obsérvatin gradiente de concentracion en canto as
u.f.c/(g de solo) de bacterias heterotroficas @asplfungos e bacterias fixadoras de nitroxeno a
medida que nos afastamos do punto de concentrauilistrial, dende o cal se producen emisién
atmosféricas de distintas caracteristida@dpa 1). Deste xeito tan sé se observa a posible repércus
destas emisions sobre a microbiota de solos pr&imen asi a causa ou causas directas que a inflien

Segundo autores coma Bladteal. (1999), ainda que moitos esforzos foron postos paducir
a contaminacion do aire nos ultimos anos, moitagme entre as que se inclien moitas zonas de
Estados Unidos e Europa, seguen sufrindo seriddgmnas medioambientais resultado de actividades
industriais e combustién de combustibles fosilet® $egue sendo un problema a tratar hoxe enlia, 1
anos despois de que Bladteal. o fixeran ver no ano 1999.
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Conclusions/ Conclusions

0

0

0

A concentracion no solo de bacterias heterotrofieasbias (u.f.c/g solo) aumenta a medida
que avanzamos no gradiente de solo.

A concentracion no solo de bacterias fixadorasittéxeno (u.f.c/g solo) aumenta a medida
que avanzamos no gradiente de solo.

A concentracion no solo de fungos (u.f.c/g solanidile a medida que avanzamos no
gradiente de solo.

A dinamica poboacional de bacterias heterotréfimaebias e bacterias fixadoras de nitréxeno
mostra unha clara isomeria con respecto a dindpubaacional de fungos no gradiente de
solo industrial analizado.

Aerobic heterotrophic bacteria concentration ((gf.soil) increase as we move in the soll
gradient.

Nitrogen-fixing bacteria concentration (u.f.c/glsaicrease as we move in the soil gradient.
Fungi concentration (u.f.c/g soil) decrease as weann the soil gradient.

Aerobic heterotrophic bacteria and nitrogen-fixibgcteria populations dynamics, show a
clear isomeric mode respect to fungi populationasyic in the analyzed industrial solil
gradient.
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Taboa I. Resultado da proba Test de Tukey dos tres grupos de microorganismos analizados. As relaciéns entre puntos de mostraxe que resultan en diferenzas significativas en canto a u.f.c/(g de

solo) cunha probabilidade do 95% indicanse cun asterisco (*).

Anexo |

Microorganismo

Bacterias heterotréficas aerobias

Mo M, M, M M, Ms Mg

Mo * * * *

Bacterias M, * * * *

heterotroficas M, * * *
aerobias

Fungos

Bacterias
Fixadoras
nitréxeno
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