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RESUMEN

Las actividades antropogénicas han causado severos impactos ambientales en la Amazonia de
Ecuador, afectando a los bosques tropicales, al suelo, al agua y por ende a la diversidad de
hongos asociados a las raices arbdreas. En el presente estudio se evalu6 la diversidad de
morfoespecies de hongos en las raices de tres especies arbdreas Piptadenia pteroclada, Zygia
longifolia y Platymiscium pinnatum, plantadas hace cinco afios en sitios perturbados por la
actividad petrolera. En ocho parcelas permanentes (dos unidades de tratamiento de suelos
contaminados, dos plataformas petroleras, dos celdas de lodos y ripios, dos potreros), se
colectaron, muestras radiculares de los individuos de las tres especies arboreas, hasta una
profundidad de 20 cm. Posteriormente, se determind la composicién, abundancia, riqueza,
diversidad y similitud de morfoespecies y se comparo la abundancia, riqueza y diversidad por
sitio perturbado y especie arbdrea. Se registraron un total de 31 diferentes morfoespecies y la
riqueza especifica no mostré diferencias significativas entre sitios perturbados y especies.
Piptadenia pteroclada y Platymiscium pinnatum de las plataformas y Zigia longifolia y
Platymiscium pinnatum de suelos contaminados, presentaron menor abundancia que el resto de
especies en los otros sitios. Ademas Piptadenia pteroclada de las plataformas mostré menor
diversidad fangica que Platymiscium pinnatum y Zigia longifolia presente en los demas sitios.
Se concluye que bajo las condiciones del estudio, la abundancia y diversidad de hongos
radiculares varian entre especies arboreas y sitios perturbados, y su riqueza se mantiene igual.

Palabras clave:

e ACTIVIDAD ANTROPOGENICA
e MOFOESPECIES FUNGICAS

e Zygia longifolia

e PLATAFORMAS PETROLERAS
e SITIOS PERTURBADOS
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ABSTRACT

Anthropogenic activities have caused severe environmental impacts in Ecuadorian Amazon,
affecting tropical forests, soil, water and fungi diversity in tree roots. In this study, the diversity
of fungal morphospecies in roots of three tree species Piptadenia pteroclada, Zygia longifolia
and Platymiscium pinnatum, planted on sites disturbed by oil activity five years ago, was
evaluated. On eight permanent plots (two contaminated soil treatment units, two oil platforms,
two mud and drill cutting cells and two paddocks), tree roots samples at a 20 cm depth were
collected. Subsequently, composition, abundance, richness, diversity and similarity of
morphospecies were determined. In addition, abundance, richness and diversity were compared
by disturbed site and tree species. Thirty one morphospecies were recorded and specific
richness did not show significant differences between disturbed sites and species. Piptadenia
pteroclada and Platymiscium pinnatum on oil platforms and Zigia longifolia and Platymiscium
pinnatum on contaminated soils, showed lower abundance than the rest of species on the other
sites. Aditionally, Piptadenia pteroclada on oil platforms showed less fungal diversity than
Platymiscium pinnatum and Zigia longifolia on the other sites. It is concluded that in Amazon
study area, tree roots fungi abundance and diversity vary between tree species and disturbed
sites and tree roots fungi richness remains similar.

Keywords:
ANTROPOGENIC ACTIVITIES
FUNGAL MORPHOSPECIES

Zygia longifolia
OIL PLATFORMS
DISTURBED SITES



CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Planteamiento y justificacion del problema

La amazonia ecuatoriana tiene una superficie aproximada de 118 422 km? que representa el
41,8 % del pais (Instituto Geografico Militar [IGM], 2010). Las provincias de Orellana y
Sucumbios son los sitios mas afectados por la actividad hidrocarburifera, a tal punto de generar
impactos negativos en la biodiversidad amazénica (Ministerio del Medio Ambiente del Ecuador
[MAE], 2015). La grave contaminacion que ha sufrido la amazonia ecuatoriana, por las
actividades inherentes al proceso de extraccion de petroleo en décadas pasadas, ha encaminado
a la empresa Petroamazonas EP, con su proyecto Amazonia Viva, a efectuar proyectos de
remediacion de pasivos ambientales y reforestacion sobre los sitios afectados. A su vez, deben
regirse a los limites de contaminantes estipulados en el Reglamento Sustitutivo del Reglamento
Ambiental para las Operaciones Hidrocarburiferas del Ecuador - RAOHE (Ministerio de
Energia y Minas, 2001). Del mismo modo se han realizado proyectos sobre el establecimiento
de especies forestales idoneas para la recuperacion de los suelos y del ecosistema en general
(Villacis, Armas , Hang, & Casanoves, 2016; Villacis, Casanoves, Hang, Keesstra, & Armas,
2016). Estudios previos han demostrado que tres especies arboreas Platymiscium pinnatum
(caoba), Zigia longifolia (chiparo), Piptadenia pteroclada (guarango espinudo) presentan el
mejor desempefio sobre suelos perturbados durante los primeros cinco afios, a partir de su
establecimiento en campo (Espinoza, 2018).

Las especies arboreas amazonicas que se han adaptado a estas condiciones, han concentrado
su sistema radicular en la capa superior del suelo (Morongas, 2008). El sistema radicular de los

arboles y el suelo, forman un ecosistema Unico para la supervivencia de los microorganismos
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descomponedores, antagonistas 0 promotores de crecimiento que habitan en el suelo (Willey,
Sherwood, & Woolverton, 2009), especialmente del reino Fungi (Moreira, Huising, & Bignell,
2012).

Los hongos cumplen numerosas funciones ecoldgicas, entre ellas, descomponer celulosa,
hemicelulosa, pectinas, almidones, grasas, ligninas. También algunas especies de hongos
actGan como depredadores de protozoos y nematodos mientras que otras son reguladoras del
balance microbiolégico del suelo (De la Salas, 1987). Un grupo de hongos aumentan la
capacidad de las raices de plantas para absorber nutrientes, asi como secretar compuestos
quimicos que disuelven los minerales, los que son aprovechados por otros organismos como
fuente nutricional. De igual forma los hongos producen compuestos que actlan como
antibidticos que reducen ciertas enfermedades de las plantas (Escobar, Mora, & Romero, 2012).

De los suelos sometidos a procesos de remediacion, no se dispone informacion inicial sobre
las comunidades fangicas, por lo que es necesario, realizar un inventario de la composicién de
especies fungicas relacionados a dichos procesos. Ademas es necesario conocer si ciertas
especies de hongos han aportado a la recuperacion del suelo en los primeros cinco afios. Del
mismo modo, se debe diferenciar que especie arbdrea presenta mayor diversidad de hongos,
asociados a sus raices.

Debido a la importancia que tienen los hongos dentro del equilibrio de un ecosistema, es
necesario conocer su riqueza y diversidad en los sistemas radiculares de las especies arbdreas
que han mostrado mejor desempefio sobre los suelos perturbados (plataformas petroleras,
celdas de lodos y ripios y unidades de tratamientos de suelos contaminados) durante los
primeros cinco afios. Esta informacion, permitira conocer si las poblaciones o comunidades

fangicas de los suelos contaminados difieren de las poblaciones o comunidades fangicas
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presentes en sitios no perturbados (potreros). También permitira realizar una linea base de las

especies fangicas encontradas en estos sitios.
1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general

Evaluar la diversidad de hongos en raices de tres especies arboreas plantadas sobre suelos

perturbados por la actividad petrolera en la Amazonia del Ecuador.

1.2.2 Objetivos especificos

= Determinar la diversidad de morfoespecies de hongos en raices de Platymiscium pinnatum,
Zygia longifolia y Piptadenia pteroclada, implementadas hace cinco afios en sitios
perturbados por las actividades de extraccion de petréleo.

= Comparar la abundancia, riqueza y diversidad de morfoespecies de hongos entre sitios
perturbados y especies arboreas.

1.3 Hipdtesis

H1: Las raices de las especies arboreas Platymiscium pinnatum, Zygia longifolia y Piptadenia

pteroclada plantadas en suelos perturbados presentan menor riqueza de morfoespecies de

hongos que las raices de las especies arboreas plantadas en potreros.



CAPITULO Il

MARCO REFERENCIAL
2.1 Suelos
2.1.1 Suelos amazonicos

La regién amazonica del Ecuador se ubicada al este de la cordillera oriental de los Andes,
esta dividida por seis provincias, las cuales son: Sucumbios, Orellana, Napo, Pastaza, Morona-
Santiago y Zamora-Chinchipe. Los suelos en general son pobres en nutrientes, es decir, con un
bajo nivel de fertilidad, poca capacidad de absorcién y suelen ser acidos (EcoCiencia, Centro
Fatima, Jatun Sacha, & Omaere, 1996). Las condiciones climaticas de los sitios de estudio se
pueden visualizar en la Tabla 2.

Acorde con el IGM (2010), los suelos amazénicos se ubican en su mayoria en el orden de
los Inceptisoles, suelos caracteristicos de zonas hiumedas y subhumedas. Son suelos eluviales
(suelos con migracion de coloides como arcillas, humus, 6xidos de un horizonte superior del
suelo donde se acumula), con horizontes alterables y con pérdidas de bases, Fe y Al
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién [FAQ], 2017). La
mayoria de los Inceptisoles tienen un aprovechamiento forestal, aunque también son suelos de
praderas (buenos para pastos siempre que haya humedad) o tierras de cultivo (Ibafiez, Gisbert,
& Moreno, 2014).

A continuacion se hace una breve explicacién acerca de los sitios perturbados muestreados:

2.1.2 Plataformas que circunscriben a los pozos petroleros (PCPP)
Las PCPP son la base que se instala alrededor del pozo para poder extraer el petroleo. Para
su construccion se requiere varias fases tanto destructivas como contaminantes, ya sea por

ejemplo, el ingreso hacia el lugar donde sera ubicada la plataforma, desbroce de la vegetacion
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aledafa, perforacion de pozos e instalacion de infraestructura dentro de los campos petroleros

(Ulcuango, 2014).

2.1.3 Unidades de tratamiento de suelos contaminados (UTSC)

Las UTSC son areas en donde se lleva a cabo los procesos de lavado y secado de suelos,
separacion de hidrocarburos y tratamiento biolégico y/o quimico hasta lograr que el suelo
enmendado se encuentre dentro de los limites permisibles de hidrocarburos de acuerdo al

RAOHE (Ulcuango, 2014).

2.1.4 Celdas de lodos y ripios (CLR)

Las CLR son centros de acopio, generalmente piscinas o celdas de tratamiento
impermeabilizadas con geomembrana, a donde van los desechos de perforacion (ripios de
perforacion: solidos contenidos en el fluido de perforacion para controlar propiedades fisicas y
quimicas del mismo). El sustrato de las celdas tiene una alta cantidad de metales pesados (Pb,
Ni, Hg, Cu y Zn), por lo que se hacen tratamientos de desintoxicacién del suelo, siguiendo las
normas establecidas por el RAOHE, de tal manera que el suelo pueda ser utilizado en procesos

de revegetacion (Ballesteros, 2007).

2.2 Caracteristicas de las especies arboreas evaluadas

A continuacion se detallan caracteristicas de las especies arbéreas evaluadas en el estudio:

2.2.1 Guarango espinudo (Piptadenia pteroclada)

El guarango espinudo es originario de Sudameérica y alcanza los 25 m de altura'y 60 cm de
DAP (Palacios, 2011). Piptadenia pteroclada pertenece a la clase Magnoliopsida, orden
Fabales y familia Fabaceae (International Legume Database Information Service [ILDIS],
2014). Su corteza es pardo-rojiza (arboles jovenes) a palida-grisacea y la corteza interna es
fibrosa, de color crema. Su sistema radicular es profundo y pivotante, que facilita la absorcion

de agua de los horizontes inferiores del suelo y le otorga tolerancia a suelos secos (Gémez &
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Toro, 2007). Las hojas son paripinnadas, pinnadas de 12 a 15 pares. Las flores son abundantes
con menos de 10 estambres con filamentos cremas-amarillos cuando son jovenes y luego se
torna purpura-rojos. Su fruto es una vaina plana que produce de 5 a 7 semillas (Palacios, 2011).
2.2.2 Chiparo (Zygia longifolia)

Zygia longifolia es un &rbol que se distribuye desde México a Bolivia, Brasil, Colombia,
Ecuador, Las Guayanas, Per y Venezuela (Unidn Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza [UICN], 2015). Zygia longifolia pertenece a la clase Magnoliopsida, orden Fabales
y familia Fabaceae (Naturalista, 2016).

Es un arbol comuan en bosques riberefios y anegados (Arias, 2015), por lo general es ripicola,
hermafrodita y perennifolio. De tamafio pequefio a mediano, su altura va desde 6 hasta 25 m,
presenta una longevidad alta (> 60 afios). Su copa es compacta, tronco generalmente muy
ramificado desde baja altura (UICN, 2015). Las hojas a veces presentan dos pinnas con foliolos
grandes o con multiples pinnas y foliolos pequefios. La inflorescencia en un racimo, las flores
son tubulares, rosadas o cremas y el fruto es una vaina plana o engrosada con maltiples semillas
(Palacios, 2011). Se lo usa en sistemas agroforestales como arbol de sombra, cercas vivas y
cultivos mixtos. Mientras que la madera se usa en postes para cerca 'y como combustible (UICN,

2015).

2.2.3 Caoba (Platymiscium pinnatum)

La caoba es un arbol que se distribuye desde Veracruz a Yucatan en México y de Nicaragua
hasta Colombia, Venezuela, La Guayana, norte de Ecuador y Trinidad y Tobago, en bosques
himedos y muy hdmedos (UICN, 2015). Platymiscium pinnatum pertenece a la clase
Magnoliopsida, orden Fabales y familia Fabaceae (Sistema de Informacién sobre Biodiversidad
de Colombia [SIB], 2009). Es un arbol hermafrodita y caducifolio que puede llegar a medir

hasta 35 m de altura y 80 cm de DAP. Su copa es amplia, tronco recto, cilindrico y con raices
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tablares pequefias. Presenta ramas terminales opuestas-decusadas, las nuevas son verdes-
lustrosas y las adultas son pardas. Presenta hojas opuestas-decusadas, de 10 a 30 cm de largo.
La inflorescencia es una panicula estrecha o racimo de 10 a 15 cm de largo. Sus flores son
amarillas vistosas, papilonadas y el fruto es una sdmara con una semilla central aplanada
(Palacios, 2011).

Esta especie arbdrea es usada en sistemas agroforestales como arbol de sombra, bandas de
enriquecimiento (en bosques naturales), cultivos mixtos y plantaciones forestales (UICN,
2015). La madera es dura y pesada, se usa para muebles, pisos, ebanisteria, carpinteria, quillas

de barcos y construcciones pesadas (Palacios, 2011).

2.3 Asociacion de microorganismos con plantas vasculares

Muchas de las interacciones entre microorganismos y plantas suelen ser beneficiosas. Estas
interacciones se pueden dividir en dos clases que son: 1) microorganismos que habitan en la
superficie de las plantas (epifitos) y 2) microorganismos que colonizan los tejidos internos de
las plantas (endofitos) (Willey, Sherwood, & Woolverton, 2009). Los microorganismos
funcionan como poblaciones (conjunto de organismos similares) y como comunidades (mezcla
de poblaciones microbianas diferentes) (Prescott, Harley, & Klein, 2002). A su vez, el
desarrollo de los microorganismos se da con mayor facilidad en las raices de plantas, siendo las
poblaciones microbianas las de mayor asociacion.

Las zonas en rededor de las raices, en las cuales se dan asociaciones microbianas son:
rizosfera, ectorrizosfera, endorrizosfera, rizoplano y suelo no rizosférico (Cardoso & Nogueira,
2007). La rizosfera es el medio mas cercano hacia las raices de las plantas en donde ésta se
relacionan con los microorganismos del suelo, debido a los azlcares, aminoacidos, hormonas
y vitaminas que secretan las raices (Madigan, Martinko, & Parker, 2003). Los microorganismos

compiten por nutrientes y proliferan gracias a exudados que produce la raiz. Mientras que la
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ectorrizosfera comprende la parte externa de la rizosfera y la endorrizosfera los tejidos
corticales (Rosenblueth, Martinez, & Martinez, 2001).

El rizoplano es la superficie entre la raiz y el suelo, en cambio, el suelo no rizosférico viene
a ser el suelo alejado de las raices de la planta (Cardoso & Nogueira, 2007). Sin embargo, en la
rizosfera es en donde predomina la mayoria de interacciones entre microbios y plantas (Atlas
& Bartha, 2002). Siendo asi que muchas bacterias y hongos forman microcolonias en la
superficie de las raices para absorber mejor los nutrientes (Madigan M. , Martinko, Dunlap, &
Clark, 2009).

2.4 Clasificacién de los Hongos

A todo ser vivo que existe en el planeta se lo ha ubicado en reinos, en cuanto a los hongos,
se conoce dos esquemas. De acuerdo al esquema de los cinco reinos de Whittaker (1969) y
Margulis (1988 — 1996), los hongos pertenecen en parte al reino Protoctista (hongos ameboides
y hongos con zoosporas) y al reino Fungi (el resto), mientras que en el esquema de seis reinos
de Cavalier-Smith (2009), los hongos pertenecen en parte al reino Protozoa (hongos
ameboides), al reino Chromista (pseudohongos) y al reino Fungi (todos los demas) (lzco, y
otros, 2004).

A través del tiempo, la taxonomia de los hongos se ha modificado, hasta el momento la
clasificacion del 2007 es la vigente, la misma que estd basada en las secuencias de ADN que
distribuye a los hongos en siete filos. Estos filos son Microsporidia, Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota.
A su vez, se conoce otra clasificacion de los hongos, esta va de acuerdo a la morfologia de sus
hifas; estos son Hongos inferiores (dentro de ella se encuentra al filo Zigomycota) y superiores

(Bioenciclopedia, 2015).
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En la presente investigacion, se encontré solo hongos de los filos Ascomycota,
Basidiomycota y Zigomycota. Los hongos del filo Ascomycota presentan células en forma de
sacos Yy en su interior contienen ascosporas (Falconi-Saa, 1998). Este es el filo con el mayor
numero de hongos (Bioenciclopedia, 2015). Por lo general a estos hongos se los encuentra en
suelos de bosques humedos (Fried, 1990). Por otra parte, los hongos del filo Basidiomycota
forman cuerpos fructificacion en forma de clava, setas o tipo sombrilla (Fried, 1990). Los mas
conocidos son los champifiones comestibles (Bioenciclopedia, 2015). En cambio, los hongos
del filo Zigomycota produces esporas asexuales no mdviles llamadas zigosporas dentro de un
esporangio (Falconi-Saa, 1998).

2.5 Funciones de los Hongos

Una de las funciones ecoldgicas de los hongos es descomponer, esto lo hacen mediante la
secrecion de enzimas al exterior que convierten los complejos organicos en moléculas méas
simples y asimilables mediante absorcion. Asi por ejemplo, existen hongos capaces de digerir
petréleo o plastico (Nabors, 2006).

Para encontrar, degradar y absorber compuestos organicos de otros organismos, los hongos
presentan diferentes habilidades como saprétrofas, parasiticas, simbiosis mutualista y enddfitas.
Lo hongos sapréfitos colonizan material organico muerto como madera, hojarasca o animales.
También existen hongos parasitos que atacan a organismos vivos, plantas, animales u otros
hongos, produciéndoles dafos (enfermedades). Ciertos hongos en cambio obtienen nutrientes
de otros organismos y ellos les proporcionan ciertos beneficios, generando una simbiosis
mutualista o también conocidos como hongos simbiontes, como por ejemplo las micorrizas.
Asi mismo, existen hongos comensales que viven en asociacion con otro organismo Vvivo sin
causarle dafio ni tampoco ayudarle, estos son conocidos como hongos endéfitos (Piepenbring,

Lopez, & Céceres, 2016).
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2.6 Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un base nutritiva apta para el crecimiento de microorganismos,
mientras que el cultivo es el resultado del desarrollo y multiplicacion de un organismo (Totora,
Funke, & Case, 2007). Existen cuatro tipos de medios de cultivo, los cuales son: 1) medios
generales, 2) medios de enriquecimiento, 3) medios selectivos y 4) medios diferenciales. En
esta investigacion, se us6 medios generales, que permiten el desarrollo de una gran variedad de
microorganismo (Gamazo, Lopez, & Diaz, 2005).

En cuanto al aislamiento de hongos, los medios deben contener nutrientes suficientes para
el desarrollo y reproduccion de los mismos y un pH ligeramente &cido (6 — 6,3). Ademas se
puede afiadir antibidticos para inhibir el crecimiento bacteriano. Existen medios de tipo sélido,
en los cuales se deben agregar una sustancia solidificante como el agar, el mismo que no
proporciona nutrientes sino que sirve para mantener la humedad un poco mas de lo habitual. La
sustancia solidificante que se usara es el papa dextrosa agar (PDA), un medio muy usado para
asilar hongos y levaduras en donde crecen y se reproducen facilmente (Cafiedo & Ames, 2004).
2.7 Diversidad de especies

La variedad biologica se mide con indices que representan la diversidad alfa, beta y gamma,
debido a la variabilidad de las comunidades ecologicas en la estructura del paisaje. Primero la
diversidad alfa hace referencia a la riqueza de especies de una comunidad particular a la que se
considera como homogénea (Moreno, 2001), mientras que la diversidad beta o diversidad entre
habitats, hace mencién al cambio en la composicion de las especies entre diferentes
comunidades en un paisaje (Magurran & Dornelas, 2010). En cambio, la diversidad gamma es
la riqueza de especies del conjunto de comunidades que integran un paisaje (Halffter, Moreno,

& Pineda, 2001).
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Moreno (2001) menciona que medicion de la diversidad alfa, puede representarse por
riqueza especifica y por la estructura de la comunidad; la riqueza de especies, suele ser evaluada
con estimadores hipotéticos de riqueza. La estructura se evalta con indices que determinan la
diversidad (Shannon, 1-Simpson, entre otros) y la equitatividad o distribucién proporcional de
las especies (Pozo-Rivera, 2017).

La riqueza hace referencia al nimero total de especies obtenidas por un censo de la
comunidad. Para estimarla se puede usar métodos paramétricos y no paramétrico. En esta
investigacion, se usé métodos no paramétricos debido a que solo se requiere datos de presencia
y ausencia y se enfocan en las especies poco abundantes o raras, es decir, las que se presentan
solamente en una o dos muestras (Moreno, 2001). Ademas estos métodos pueden ser utilizados
en muestras pequefas (Gotelli & Colwell, 2011; Chao, 2012; Gotelli & Chao, 2013). Chao 2 es
un estimador basado en la incidencia, es decir, datos de presencia 0 ausencia de una especie en
una muestra dada (s6lo si esta la especie y cuéntas veces estd esa especie en el conjunto de
muestras (Espinosa-Escalante, 2004).

En cambio, la diversidad beta, puede ser medida en funcién al nimero de especies,
basandose en las proporciones de la presencia-ausencia de especies entre sitios, habitats o
ecosistemas. Estas pueden evaluarse con los indices de similitud, disimilitud o distancia como
el de Jaccard, Sorensen, Bray-Curtis, Braun-Blanquet, entre otros. Los indices de similitud
tienen que ver con el grado en el que dos muestras son semejantes por las especies presentes en
ellas (Moreno, 2001). En esta investigacion se uso el indice de Bray-Curtis, el mismo que es
usado en ecologia y acepta también datos cuantitativos (Nufiez-Colin & Escobedo-Ldpez,

2011).
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CAPITULO 111

METODOLOGIA

3.1 Ubicacién politica

La fase de campo se realizé en las provincias de Orellana y Sucumbios, en los campos
explotacion de Petroamazonas EP. Mientras que la fase de laboratorio se llevé a cabo en el
Laboratorio de Microbiologia de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria de la Universidad de
las Fuerzas Armadas, ubicado en la Hacienda “El Prado” (San Fernando, Sangolqui,
Rumifiahui), ESPE.
3.2 Ubicacion geografica

La ubicacion de los diferentes sitios de muestreo se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1
Ubicacion de los sitios de muestreo
PROVINCIA SITIO PARCELA COORDENADAS
PERTURBADO
Orellana UTSC Auca 02_D M0O290191 UTM9913436
Sucumbios uTSC CGP Lago 19 NO294572  UTM1014133
PCPP Cuyabeno 02 NO357023 UTM1001631
PCPP Sansahuari 02 NO356042 UTM1009231
CLR Secoya 26 NO322323 UTM1003990
CLR Shushufindi Est _40 M313661 UTM9981360
POTR (testigo) Los Riverefios NO300491 UTM1004661
POTR (testigo) Secoya 2-3 N323353 UTM1001430

UTSC = unidades de tratamiento de suelos contaminados, PCPP = plataformas que circunscriben a
los pozos petroleros, CLR = celdas de lodos y ripios, POTR = potreros (testigo)

3.3 Ubicacién ecoldgica

Las condiciones climaticas de los diferentes sitios de muestreo se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2
Condiciones climaticas de los sitios de muestreo
PROVINCIA SITIO PARCELA ALTITUD  TEMPERATURA PRECIPITACION
PERTURBADO (m snm) MEDIA ANUAL  MEDIA ANUAL
) (mm)
Orellana uTSC Auca 02 D 255 24,8 3319
Sucumbios uTSC CGP Lago 19 300 247 3477
PCPP Cuyabeno 02 205 25,6 2943
PCPP Sansahuari 02 205 25,6 2943
CLR Secoya 26 241 25,1 3202
CLR Shushufindi Est 40 259 24,8 3447
POTR (testigo) Los Riverefios 300 24,7 3477
POTR (testigo) Secoya 2-3 241 25,1 3202

Fuente: (CLIMATE-DATA.ORG, 2018)

Ambas provincias presentan una humedad relativa promedio del 85 % (Instituto Nacional
de Meteorologia e Hidrologia [INAMHI], 2015). Su formacion ecoldgica es Bosque himedo
tropical segun el Sistema de Zonas de vida de Holdridge - 1971 (IGEOGRAFOS, 2011).
Mientras que la formacion vegetacional es Bosque siempre verde de tierras bajas de la

Amazonia ecuatoriana (Sierra, 1999).
3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Seleccion de especies arboreas

En base a estudios previos (Villacis, Armas , Hang, & Casanoves, 2016; Villacis, Casanoves,
Hang, Keesstra, & Armas, 2016; Espinoza, 2018), se seleccionaron tres especies arbdreas
Piptadenia pteroclada, Zigia longifolia y Platymiscium pinnatum. Estas especies presentaron
mejor desemperfio (adaptacion y supervivencia, altura y diametro al altura del pecho), sobre los

sitios perturbados durante los primeros 5 afios de edad.
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3.4.2 Seleccion de sitios de muestreo y obtencion de la muestra

Los sitios seleccionados corresponden a los suelos afectados por los procesos de extraccion
de petroleo en la Amazonia ecuatoriana: unidades de tratamiento de suelos contaminados
(UTSC), plataformas que circunscriben a los pozos petroleros (PCPP), celdas de lodos y ripios
(CLR)) y los potreros (POTR) como testigo.

En el afio 2012, se implementaron parcelas rectangulares de 24 x 84 m en cada uno de los
sitios. En cada parcela se plantaron 5 individuos de 20 especies arboreas a una distancia de 4 x
4 m entre individuos, dando una densidad de siembra de 625 &rboles/ha. Durante los primeros
dos afios de plantacion se realizaron desbroces de malezas cada seis meses, y a partir del tercer
afio los desbroces fueron anuales. Durante los primeros cinco afios de plantacion, los arboles
no fueron fertilizados ni se aplico ningln tipo de control de plagas.

En cada sitio se tomaron cuatro muestras de raiz por arbol, en forma de cruz a una

profundidad de hasta 20 cm (Prieto, y otros, 2012) (Figura 1).

Figura 1 Puntos de coleccion de las muestras de raices,
alrededor de cada uno de los individuos de las
especies arboreas
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Posteriormente, las muestras se dispensaron en tubos de ensayo con agua destilada estéril,
se conservaron en cadena de frio y se trasladaron al laboratorio. Finalmente, las muestras fueron
almacenadas en refrigeracion a 4 °C hasta procesarlas. En total, se colectaron 60 muestras de
raiz por parcela, es decir, 480 muestras en las 8 parcelas de muestreo (Anexo 1).
3.4.3 Aislamiento e identificacion de hongos
3.4.3.1 Asepsia del material de laboratorio, preparacion de medios de cultivo y proceso
de siembra

Se usé la metodologia de asepsia y preparacion de medios de cultivo recomendado por
Cafiedo & Ames (2004). Para la desinfeccion de los segmentos de raiz, se prepar6 una solucién
de cloro al 1 %, y luego se realizaron dos enjuagues con agua destilada estéril. Por otro parte,
para la preparacion de medios de cultivo, se uso el papa dextrosa agar (PDA) mas Ampicilina
Genfar (500 mg) para inhibir el crecimiento bacteriano. Luego se us6é la metodologia de

maceracion de raices segun Mier, Toriello, & Ulloa (2002).

3.4.3.2 Proceso de purificacion y caracterizacién microscopica de hongos

Se reviso todo el material almacenado en la incubadora, 72 horas después de la siembra.
Después se purificaron las muestras en nuevas cajas Petri con PDA y se desecharon las cajas
con muestras contaminadas. Con respecto a la observacion de estructuras fungicas, se siguio la
metodologia descrita por Cafiedo & Ames (2004), para lo cual se prepar6 una solucion de KOH
al 3 %, para una mejor observacion de las esporas. Para la toma de muestras en las cajas Petri,
se usé una cinta adhesiva o impronta, para conservar la yuxtaposicion original de las esporas y
segmentos de hifas (Koneman, 1987). Finalmente, se observaron las estructuras fungicas al
microscopio (Arenas, 2008) (Anexo 1) y se identificaron utilizando la clave dicotomica
Illustrated Genera of Imperfect Fungi (Barnett & Hunter, 1998) y Fitopatologia Practica

(Falconi-Saa, 1998).
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3.4.4 Disefio experimental
El experimento se dispuso bajo un disefio en parcela dividida, en donde el tipo de suelo
(UTSC, PCPP, CLR y POTRY), constituy la parcela grande, y la especie arbérea (Platymiscium
pinnatum, Zigia longifolia, Piptadenia pteroclada) la parcela pequefia. Cada arbol representd
la unidad experimental y en total se evaluaron 120 unidades experimentales. El croquis del

experimento se muestra en la Figura 2.

ESPECIES ARBOREAS
2 4
- ® [ " Piptadenia
4 ® " | preroclada
A / 4n
- o Zigia longifolia
3@
e 1= unidades de Plagymiscium
! tratamiento de suelos pinndtum
contaminados N
f \
{ \
2= plataformas que N
circunscriben a  los
pozos petroleros
3= celdas de lodos = Tallo del arbel
ripios
P * * ®  NMuestras de raiz recolectadas
4= potreros » 2 una profundidad de hasta
20 cm, alrededor del tallo del
drbol.

Figura 2 Disposicion del experimento en las parcelas experimentales ubicadas en las
provincias de Orellana y Sucumbios, 2018

El modelo matematico del experimento fue el siguiente:
Yijk: pu+ S+ Sk(i)+Ej+ (SE)IJ + Cijk donde:
Y= Diversidad de morfoespecies fungicas

u= Media general

S; = Efecto del i-ésimo sitio perturbado

1 UTSC= unidades de tratamiento de suelos contaminados, PCPP= plataformas que circunscriben a los pozos
petroleros, CLR= celdas de lodos y ripios y POTR= potreros
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6, = Error para el sitio perturbado
E;= Efecto de la j-ésima especie arborea

(SE)ij = Efecto de la interaccion sitio perturbado x especie arborea
eij— Error para la especie arborea

3.4.5 Métricas de diversidad fungica

La diversidad de especies fungicas se evalla en términos de composicion, abundancia,
diversidad alfa y similitud de morfoespecies registradas por sitio y por especie arbdrea. La
composicion de morfoespecies se determiné dividiendo la abundancia especifica (nimero de
aislamiento encontrados) para la abundancia total (sumatoria de las abundancias especificas).

Para evaluar la abundancia se consider6 el nimero de aislamientos totales obtenidos. Se
utilizo el nimero total de morfoespecies fungicas como indicador de riqueza especifica, esta se
evalud con el estimador no paramétrico Chao 2, el mismo que estima el nimero de especies
esperadas considerando la relacion entre el nUmero de especies Unicas (que solo aparecen en
una muestra) y el numero de especies duplicadas (que aparecen compartidas en dos muestras)
(Alvarez, y otros, 2004). La diversidad de especies se estimé mediante los indices Shannon-
Wiener y 1 — Simpson. Finalmente, para la similitud de morfoespecies se realizd un analisis
cluster, basado en el indice de similitud de Bray-Curtis (McAleece, Gage, Lambshead, &
Paterson, 1997). Los indices de diversidad y similitud fueron calculados con el programa
Biodiversity Pro ® 2.0 (McAleece, Gage, Lambshead, & Paterson, 1997).
3.4.6 Andlisis de la informacion

Para comparar las variables entre sitio perturbado y especies arbéreas, se realizd un andlisis
de varianza mediante modelos mixtos. Los datos de las variables riqueza especifica,
abundancia, indice de Shannon-Wiener y 1 - indice de Simpson, fueron transformados mediante

la raiz cuadrada.
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La homocedasticidad de la riqueza especifica y abundancia se modelé utilizando una
estructura de varianzas independientes, mientras que las observaciones del indice de Shannon-
Wiener y el 1 - indice de Simpson se modelaron utilizando una estructura de varianzas Power.
La normalidad se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilks. La seleccién del modelo que
mejor se ajustd a cada una de las variables se baso en los criterios de AIC (criterio de
informacion Akaike) y BIC (criterio de informacion Bayesiana); el primer criterio escoge el
modelo mas completo y realiza predicciones mas certeras dentro de los propios datos, mientras
que el segundo criterio elige un modelo mas sencillo y sus predicciones son hechas a menor
detalle. Finalmente se realizo la prueba de Di Rienzo, Guzméan y Casanoves (DGC) al 5%, para
comparar las medias entre sitio perturbado, especies arboreas e interacciones. Todos los analisis

se realizaron en el software estadistico INFOSTAT (Di Rienzo, y otros, 2015).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

4.1.1 Composicién de morfoespecies fungicas, abundancia y riqueza (Diversidad alfa)

Considerando el sitio de perturbacion, se realizaron 220 aislamientos pertenecientes a 31
diferentes morfoespecies fungicas (Anexo 2), que forman parte de las divisiones Ascomycota,
Basidiomycota y Zigomycota. Estas morfoespecies estan distribuidas en 14 familias y 18
géneros. La familia méas representada fue Nectriaceae con dos géneros y siete morfoespecies,
seguida de la familia Trichocomaceae con tres géneros y cinco morfoespecies, la familia
Hypocreaceae con dos géneros y tres morfoespecies. Las demas familias presentaron una sola
morfoespecie.

Cuatro morfoespecies de hongos no fueron identificadas, por lo que se las nombra de
acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas. EI género Fusarium presentd seis morfoespecies
seguido de Aspergillus, Paecilomyces, Rhizoctonia y Trichoderma cada uno con dos diferentes
morfoespecies; los demas generos presentaron una sola morfoespecie. (Tabla 3).

La mayoria de individuos registrados estuvieron concentrados en la morfoespecie Fusarium
sp. 1 con 16,6 %, sequida de Fusarium sp. 3 con 12,9 %, Paecilomyces sp. 1 y Rhizoctonia sp.
1 con 8,3 % y Paecilomyces sp. 2 con 6,5 %. Por sitio perturbado, el que presentd la mayoria
de individuos fue CLR, que albergd a la morfoespecie Fusarium sp. 1 con 28,3 %; en UTSC
fue Fusarium sp. 3 con 23,4 %; en POTR fue Fusarium sp. 1 con 14,3 % y finalmente en PCPP
fue Paecilomyces sp. 1 con 13,9 % (Tabla 3). De acuerdo al sitio perturbado, los POTR
registraron 19 morfoespecies fungicas; en las PCPP y CLR se encontraron 17 morfoespecies, y
en las UTSC presentaron 13 morfoespecies. Ademas, los POTR fueron los sitios mas poblados,

con un total 77 aislamientos, en comparacion a los otros sitios (Tabla 3).
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Ademas, Fusarium sp. 1, fue la morfoespecie fungica mas numerosa con un total de 36

aislamientos registrados, seguida por Trichoderma sp. 1 con 29 aislamientos y Fusarium sp. 3

con 28 aislamientos (Tabla 3).

Tabla 3

Composicién de morfoespecies fungicas por sitio perturbado

DIVISION
Familia PCPP UTSC CLR POTR TOTAL
Morfoespecies ni(Pi) ni(Pi) ni(Pi) ni(Pi) ni(Pi)
ASCOMYCOTA
Clavicipitaceae
Beauveria sp. 1(0,028) 1(0,017) 2(0,009)
Ceratocystidaceae
Thielaviopsis sp. 1(0,028) 1(0,017) 1(0,013) 3(0,013)
Davidiellaceae
Cladosporium sp. 1(0,028) 1(0,021) 2(0,009)
Endomycetaceae
Geotrichum sp. - 1(0,013) 1(0,005)
Helotiaceae
Varicosporium sp. - 1(0,017) 1(0,005)
Hypocreaceae
Gliocladium sp. - 1(0,017) 1(0,005)
Trichodermasp. 1 4(0,111) 6(0,128) 13(0,217) 6(0,078) 29(0,134)
Trichoderma sp. 2 - 1(0,021) 3(0,05) 1(0,013) 5(0,023)
Melanconiaceae
Pestalotia sp. - 1(0,017) 6(0,078) 7(0,032)
Myxotrichaceae
Oidiodendron sp. - 1(0,017) 1(0,005)
Nectriaceae
Cylindrocarpon sp. - 1(0,021) 2(0,026) 3(0,013)
Fusarium sp. 1 2(0,056)  6(0,128)  17(0,283)  11(0,143)  36(0,166)
Fusarium sp. 2 1(0,028) 1(0,021) 1(0,017) 3(0,039) 6(0,028)
Fusarium sp. 3 - 11(0,234)  8(0,133) 9(0,117)  28(0,129)
Fusarium sp. 4 - 4(0,052) 4(0,018)
Fusarium sp. 5 - 2(0,026) 2(0,009)
Fusarium sp. 6 - 6(0,078) 6(0,028)
Sclerotiniaceae
Monilia sp. 3(0,083) 2(0,026) 5(0,023)
Trichocomaceae
Aspergillus sp. 1 2(0,056) 2(0,009)
Aspergillus sp. 2 2(0,056) 3(0,064) 5(0,023)
Paecilomyces sp. 1 5(0,139) 7(0,149) 2(0,033) 4(0,052) 18(0,083)
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Paecilomyces sp. 2 3(0,083) 6(0,128) 3(0,05)  2(0,026) 14(0,065)
Penicillium sp. 4(0,111) - - - 4(0,019)
Vibrisseaceae
Phialocephala sp. 1(0,028) - - - 1(0,005)
BASIDIOMYCOTA

Agonomicetaceae

Rhizoctonia sp. 1 3(0,083)  2(0,043) 3(0,05) 10(0,13) 18(0,083)
Rhizoctonia sp. 2 1(0,028)  1(0,021) - 1(0,013) 3(0,014)
ZYGOMYCOTA
Mucoraceae
Rhizopus sp. - 1(0,021) - - 1(0,005)
*Hongo blanco, algodonoso, - - 2(0,033) - 2(0,009)
esporas cilindricas.
*Hongo cenocitico, sin - - 1(0,017) 4(0,052) 5(0,023)
esporas.
*Hongo negro, micelio 1(0,028) - 1(0,017) 2(0,026) 4(0,019)
septado, sin esporas.
*Hongo negro, con esporas. 1(0,028) - - - 1(0,005)
S 17 13 17 19 31
N 36 47 60 77 220

S = riqueza especifica, N = abundancia, ni= nimero de individuos de la morfoespecie i,
Pi= abundancia de la i-ésima morfoespecie (abundancia proporcional); UTSC =
unidades de tratamiento de suelos contaminados, PCPP = plataformas que circunscriben
a los pozos petroleros, CLR = celdas de lodos y ripios, POTR = potreros (testigo)

La mayoria de individuos registrados estuvieron concentrados en la morfoespecie Fusarium
sp. 1 con 16,5 %, sequida de Trichoderma sp. 1 con 13,3 % y Fusarium sp. 3 con 12,9 %. En
cuanto a las especies arboreas, Piptadenia pteroclada, albergé a la morfoespecie Fusarium sp.
3enun 24,3 %; en Zigia longifolia se encontro a Fusarium sp. 1 en un 16,9 % y en Platymiscium
pinnatum se registré a Fusarium sp. 1 con 14,3 %. Ademas Zigia longifolia presentd una riqueza
de 26 morfoespecies fungicas, seguida de Platymiscium pinnatum con 19 morfoespecies y

Piptadenia pteroclada con 17 morfoespecies. (Tabla 4).



Tabla 4

Composicion de morfoespecies fungicas por especie arborea

DIVISION
Familia Pi pt Zilo Pl pi TOTAL
Morfoespecies ni(Pi) ni(Pi) ni(Pi) ni(Pi)
ASCOMYCOTA
Clavicipitaceae
Beauveria sp. - 1(0,012) 1(0,016) 2(0,009)
Ceratocystidaceae
Thielaviopsis sp. - 2(0,024) 1(0,016) 3(0,014)
Davidiellaceae
Cladosporium sp. - 1(0,012) 1(0,016) 2(0,009)
Endomycetaceae
Geotrichum sp. - 1(0,012) - 1(0,005)
Helotiaceae
Varicosporium sp. 1(0,014) - - 1(0,005)
Hypocreaceae
Gliocladium sp. 1(0,014) - - 1(0,005)
Trichoderma sp. 1 14(0,189) 8(0,096) 7(0,111) 29(0,133)
Trichoderma sp. 2 3(0,041) 2(0,024) - 5(0,023)
Melanconiaceae
Pestalotia sp. 2(0,027) 1(0,012) 4(0,063) 7(0,032)
Myxotrichaceae
Oidiodendron sp. - 1(0,012) - 1(0,005)
Nectriaceae
Cylindrocarpon sp. - 1(0,012) 2(0,032) 3(0,014)
Fusarium sp. 1 13(0,176)  14(0,169) 9(0,143) 36(0,165)
Fusarium sp. 2 1(0,014) 3(0,036) 2(0,032) 6(0,028)
Fusarium sp. 3 18(0,243) 5(0,06) 5(0,079) 28(0,129)
Fusarium sp. 4 1(0,014) 3(0,036) - 4(0,018)
Fusarium sp. 5 - - 2(0,032) 2(0,009)
Fusarium sp. 6 1(0,014) 3(0,036) 2(0,032) 6(0,028)
Sclerotiniaceae
Monilia sp. 1(0,014) 4(0,048) - 5(0,023)
Trichocomaceae
Aspergillus sp. 1 - 2(0,024) - 2(0,009)
Aspergillus sp. 2 3(0,041) 2(0,024) - 5(0,023)
Paecilomyces sp. 1 3(0,041) 7(0,084) 8(0,127) 18(0,082)
Paecilomyces sp. 2 5(0,068) 6(0,072) 3(0,048) 14(0,064)
Penicillium sp. - 2(0,024) 2(0,032) 4(0,018)
Vibrisseaceae
Phialocephala sp. 1(0,014) - - 1(0,005)
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Rhizoctonia sp. 1 3(0,041) 2(0,024) 3(0,048) 10(0,045)
Rhizoctonia sp. 2 1(0,014) 1(0,012) 1(0,005)
ZYGOMYCOTA
Mucoraceae
Rhizopus sp. - 1(0,012) 1(0,005)
*Hongo blanco, algodonoso, - 2(0,032) 2(0,009)
esporas cilindricas.
*Hongo cenocitico, sin - 4(0,048) 1(0,016) 5(0,023)
esporas.
*Hongo negro, micelio 1(0,014)  1(0,012) 2(0,032) 4(0,018)
septado, sin esporas.
*Hongo negro, con esporas. - 1(0,012) 1(0,005)
S 17 26 19 31
N 74 83 63 220

S = riqueza especifica, N = abundancia, ni= nimero de individuos de la morfoespecie i,
Pi= abundancia de la i-ésima morfoespecie (abundancia proporcional); UTSC =
unidades de tratamiento de suelos contaminados, PCPP = plataformas que circunscriben
a los pozos petroleros, CLR = celdas de lodos y ripios, POTR = potreros (testigo)

En cuanto a los sitios evaluados, dentro de las plataformas que circunscriben a los pozos

petroleros (PCPP), Zigia longifolia registrdé 13 morfoespecies asociadas a su sistema radicular

y una abundancia de 22 aislamientos (Tabla 5).

Tabla 5
Composicién de morfoespecies fungicas en plataformas que circunscriben a los pozos
petroleros (PCPP)
MORFOESPECIE FUNGICA Pi pt Zilo Pl pi TOTAL

Aspergillus sp. 1 2 - 2

Aspergillus sp. 2 2 - 2

Beauveria sp. 1 - 1

Cladosporium sp. 1 1

Fusarium sp. 1 2 - 2

Fusarium sp. 2 1 - 1

Hongo negro, con esporas. 1 - 1

Hongo negro, micelio septado, sin esporas. 1 -

1
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Monilia sp. 3 - 3
Paecilomyces sp. 1 2 3 5
Paecilomyces sp. 2 2 1 3

Penicillium sp. 2 2 4
Phialocephala sp. 1 - 1
Rhizoctonia sp. 1 2 1 3
Rhizoctonia sp. 2 1 1
Thielaviopsis sp. 1 - 1
Trichoderma sp. 1 2 1 1 4

S 3 13 7 17
N 4 22 10 36

S=riqueza especifica, N= abundancia; Pi pt=Piptadenia pteroclada, Zi lo= Zigia longifolia, y Pl pi=

Platymiscium pinnatum
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En las unidades de tratamiento de suelos contaminados (UTSC), Zigia longifolia registré 9

morfoespecies asociadas a su sistema radicular, sin embargo, Piptadenia pteroclada registrd

una abundancia de 24 aislamientos (Tabla 6).

Tabla 6
Composicién de morfoespecies fungicas en unidades de tratamiento de suelos contaminados
(UTSC)
MORFOESPECIE FUNGICA Pi pt Zilo Pl pi TOTAL

Aspergillus sp. 2 3 - 3

Cladosporium sp. 1 - 1

Cylindrocarpon sp. 1 - 1

Fusarium sp. 1 2 2 2 6

Fusarium sp. 2 1 1

Fusarium sp. 3 9 2 - 11

Paecilomyces sp. 1 1 3 3 7

Paecilomyces sp. 2 3 3 - 6

Rhizoctonia sp. 1 1 1 - 2

Rhizoctonia sp. 2 1 - 1

Rhizopus sp. 1 - 1

Trichoderma sp. 1 4 2 6

Trichoderma sp. 2 1 - 1

S 8 9 4 13

N 24 15 8 47

S=riqueza especifica, N= abundancia; Pi pt=Piptadenia pteroclada, Zi lo= Zigia longifolia, y Pl pi=

Platymiscium pinnatum
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En las celdas de lodos y ripios (CLR), Piptadenia pteroclada registr6 11 morfoespecies
asociadas a su sistema radicular y una abundancia de 26 aislamientos (Tabla 7).

Tabla 7
Composicién de morfoespecies fungicas en celdas de lodos y ripios (CLR)

MORFOESPECIE FUNGICA Pi pt Zilo Pl pi TOTAL
Beauveria sp. - - 1 1
Fusarium sp. 1 9 4 4 17
Fusarium sp. 2 1 - - 1
Fusarium sp. 3 6 - 2 8
Gliocladium sp. 1 - - 1
Hongo cenocitico, sin esporas. - 1 - 1
Hongo negro, micelio septado, sin esporas. - - 1 1
Oidiodendron sp. - 1 - 1
Hongo blanco, algodonoso, esporas cilindricas. - - 2 2
Paecilomyces sp. 1 1 1 2
Paecilomyces sp. 2 1 1 1 3
Pestalotia sp. 1 - 1
Rhizoctonia sp. 1 2 1 3
Thielaviopsis sp. 1 - 1
Trichoderma sp. 1 2 7 4 13
Trichoderma sp. 2 1 2 - 3
Varicosporium sp. 1 - - 1
S 11 7 9 17
N 26 17 17 60

S=riqueza especifica, N= abundancia; Pi pt=Piptadenia pteroclada, Zi lo= Zigia longifolia, y Pl pi =
Platymiscium pinnatum

Por ultimo, en los potreros (POTR), Zigia longifolia y Platymiscium pinnatum registraron 13
morfoespecies asociadas a su sistema radicular, a su vez, ambas especies arboreas presentaron

una abundancia de 29 y 28 aislamientos, respectivamente (Tabla 8).
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Tabla 8
Composicion de morfoespecies fungicas en potreros (POTR)

MORFOESPECIE FUNGICA Pi pt Zilo Pl pi TOTAL
Cylindrocarpon sp. 2 2
Fusarium sp. 1 2 6 3 11
Fusarium sp. 2 2 1 3
Fusarium sp. 3 3 3 3 9
Fusarium sp. 4 1 3 - 4
Fusarium sp. 5 - - 2 2
Fusarium sp. 6 1 3 2 6
Geotrichum sp. 1 - 1
Hongo cenocitico, sin esporas. 3 1 4
Hongo negro, micelio septado, sin esporas. 1 1 2
Monilia sp. 1 1 - 2
Paecilomyces sp. 1 1 2 1 4
Paecilomyces sp. 2 1 1 2
Pestalotia sp. 1 4 6
Rhizoctonia sp. 1 2 2 6 10
Rhizoctonia sp. 2 - 1 1
Thielaviopsis sp. - - 1 1
Trichoderma sp. 1 6 - - 6
Trichoderma sp. 2 1 - - 1
S 11 13 13 19
N 20 29 28 77

S=riqueza especifica, N= abundancia; Pi pt=Piptadenia pteroclada, Zi lo= Zigia longifolia, y Pl pi=
Platymiscium pinnatum

4.1.1.1 Estimador de riqueza Chao 2

Segun el estimador no paramétrico Chao 2, en los sitios perturbados se registraron entre 13
y 19 morfoespecies fungicas en las raices de las especies arboreas Piptadenia pteroclada, Zigia
longifolia y Platymiscium pinnatum, lo que representa entre el 39 y 100 % de las especies

esperadas, respectivamente (Tabla 9).
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Tabla 9
Analisis de morfoespecies fungicas segun el estimador no paramétrico de riqueza Chao 2
para el cada sitio perturbado

SITIO MORFOESPECIES MORFOESPECIES
CHAO 2 (%)
PERTURBADO REGISTRADAS ESPERADAS
PCPP 17 16 100
uUTSC 13 33 39
CLR 17 42 40
POTR (testigo) 19 43 44

UTSC = unidades de tratamiento de suelos contaminados, PCPP = plataformas que circunscriben a los
pozos petroleros, CLR = celdas de lodos y ripios, POTR = potreros (testigo)

En las raices de las tres especies arbdreas Piptadenia pteroclada, Zigia longifolia y
Platymiscium pinnatum, se registré entre 17 y 26 morfoespecies flngicas, lo que representa
entre el 53 y 83 % de las especies esperadas (Tabla 10).

Tabla 10

Analisis de morfoespecies fungicas segun el estimador no paramétrico de riqueza Chao 2
para las especies arboreas

cspecie araores  VOREOETECIS  MOREOETECIS a0z

Piptadenia pteroclada 17 21 83
Zigia longifolia 26 38 68

Platymiscium pinnatum 19 36 53

Piptadenia pteroclada=Guarango espinudo, Zigia longifolia=Chiparo, y Platymiscium pinnatum=Caoba

4.1.2 Similitud de morfoespecies fungicas (Diversidad beta)

Considerando el indice de Bray-Curtis, los sitios méas similares fueron CLR y POTR con un
55,5 %; este conglomerado presentd una similitud al 54,2 % con UTSC y a su vez este segundo
conglomerado fue similar a PCPP en un 50,6 % (Figura 4a). Por otra parte, Zigia longifolia y
Platymiscium pinnatum comparten el 68,5 % de las morfoespecies flngicas, estas especies
arbéreas conforman un conglomerado que es similar a Piptadenia pteroclada en un 62,4 % de

las morfoespecies fungicas (Figura 4b).
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Figura 3 Dendrograma de Bray-Curtis de las morfoespecies flngicas por a=sitio perturbado

(PCPP=plataformas que circunscriben a los pozos petroleros, UTSC=unidades de
tratamiento de suelos contaminados, CLR=celdas de lodos y ripios, y POTR=potreros) y b=
especie arbdrea (Pi pt= Piptadenia pteroclada, Zi lo= Zigia longifolia, y Pl pi= Platymiscium

pinnatum)

En las parcelas de PCPP, CLR y POTR, las especies arboreas Zigia longifolia y
Platymiscium pinnatum compartieron la mayor cantidad de morfoespecies fungicas (43,8
%; 52,9 %y 52,6 %; Figs. 4a, 4c, 4d; tan solo en las parcelas de UTSC, las especies arboreas
Piptadenia pteroclada y Zigia longifolia formaron un conglomerado que es similar en un

46,2 % Yy estas a su vez, presentan una similitud del 43,5 % con Platymiscium pinnatum

(Figura 4b).
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Figura 4 Dendrogramas de Bray-Curtis de las morfoespecies fungicas de a=PCPP, b=UTSC,
c=CLR y d=POTR; Pi pt=Piptadenia pteroclada, Zi lo= Zigia longifolia, y PI

pi=Platymiscium pinnatum
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4.1.3 Diferencias entre la abundancia, riquezay diversidad de las morfoespecies fungicas
La riqueza de morfoespecies fangicas no mostré un efecto significativo para el sitio
perturbado (F=2,52; p=0,062), para la especie arbdrea (F=0,54; p=0,5829), ni para la
interaccion sitio perturbado x especie arbérea (F=1,98; p=0,0763). Para las variables
abundancia (F=2,30; p=0,0404), indice de Shannon-Wiener (F=2,17; p=0,0520) e indice de
Simpson (F=2,59; p=0,0224) se encontrdé un efecto significativo de la interaccién sitio
perturbado x especie arborea. Las especies arboreas Piptadenia pteroclada y Platymiscium
pinnatum presentes en las plataformas que circunscriben a los pozos petroleros, y Zigia
longifolia y Platymiscium pinnatum presentes en las unidades de tratamiento de suelos
contaminados, mostraron menor abundancia que el resto de especies de los otros sitios. Por otro
lado, la especie Piptadenia pteroclada presente en las plataformas que circunscriben a los pozos
petroleros mostr6 menores indices de diversidad (Shannon-Wiener y de 1-Simpson) que el resto
de especies plantadas en los demas sitios (Tabla 11).
Tabla 11

Promedio * error estandar de los indices de diversidad alfa de las morfoespecies fungicas de
acuerdo al sitio perturbado y a la especie arborea

PERTUSRI-IIB_,IACI)DO ESPECIE ARBOREA S N H’ 1-D
PCPP Piptadenia pteroclada  0,40+0,16a 0,40+0,16b 0,00 £0,00b 0,00+0,00b
PCPP Zigia longifolia 200+054a 220+06la 057+02la 0,33+0/11a
PCPP Platymiscium pinnatum 0,90+0,35a 1,00+0,42b 024+0,13a 0,16+0,08a
UTSC Piptadenia pteroclada  2,25+045a 3,00x0,63a 0,68+0,18a 0,50+0,11a
UTSC Zigia longifolia 1,40+048a 160x052b 042+018a 0,25+0,11a
uTSC Platymiscium pinnatum  1,00+0,31a 1,14+0,34b 0,20%£0,13a 0,14+0,09a
CLR Piptadenia pteroclada  1,90+0,23a 2,70x0,45a 045%+0,13a 0,50+0,12a
CLR Zigia longifolia 1,40+£040a 1,70+054a 0,27+0,16a 0,22+0,12a
CLR Platymiscium pinnatum 1,56 £0,38a 2,00+047a 0,35+%0/16a 0,30+0,13a

POTR (testigo) Piptadenia pteroclada  2,25+0,65a 2,38+0,71a 063+0,25a 0,35+0,13a
POTR (testigo) Zigia longifolia 2,20+0,83a 2,70+107a 064%024a 0,34+0,12a
POTR (testigo)  Platymiscium pinnatum 2,33+0,87a 3,11+117a 0,67+0,27a 0,33+0,13a

Medias con letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente (DGC; p<0,05); S= riqueza especifica, N = abundancia, H'=

indice de Shannon-Wiener, 1 - D =1 - indice de Simpson, PCPP =plataformas que circunscriben a los pozos petroleros, UTSC= unidades

de tratamiento de suelos contaminados, CLR= celdas de lodos y ripios, POTR= potreros
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4.2 Discusién
Los resultados en este estudio proporcionan informacion sobre la presencia de ciertas
morfoespecies de hongos que habitan en las raices de tres especies arboreas que fueron
plantadas hace cinco afios, como medida de revegetacion en suelos afectados por las

actividades petroleras en la Amazonia ecuatoriana.

4.2.1 Diversidad de morfoespecies fungicas

En los 220 aislamientos se encontraron 31 morfoespecies flangicas, como hongos
fitopatdgenos, saprofitos, patogenos naturales, enddéfitos, entomopatdgenos y antagonistas. El
género Fusarium presentd mayor numero de morfoespecies, 1o que puede deberse a que los
hongos de este género tienen un amplio rango de distribucion en el suelo (Ma, y otros, 2013).
Ademas Fusarium tiene la capacidad de sobrevivir en diversos suelos en estado de latencia por
largos periodos de tiempo, en forma de clamidospora (Islam, 2015), lo ayuda a que ellos
colonicen las raices de las plantas (Ma, y otros, 2013).

En este estudio, se encontraron seis morfoespecies de Fusarium diferenciadas por las
tonalidades de color de las colonias asiladas (blanco-transparente, centro pdrpura, rosa, verde,
amarillo, negro), esto concuerda con estudios previos realizados por Villanueva-Arce y otros
(2013) quienes afirman que las diversas especies de Fusarium presentan, en medios de cultivo,
coloraciones que van desde colonias blancas, cremas, naranjas, pardas, pardo-rojizas, rojo
carmin, rosa, purpura e incluso azuladas; sin embargo, es necesario realizar un analisis
molecular para confirmar las morfoespecies registradas.

Por su parte, Aspergillus y Rhizoctonia (hongos fitopatdgenos), Paecilomyces (hongo
entomopatdgeno) y Trichoderma (hongo antagonista) presentaron cada uno dos diferentes
morfoespecies. La presencia de Aspergillus en los diferentes suelos perturbados, puede deberse

a que este género de hongo tiene la capacidad de desarrollarse en suelos contaminados por
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hidrocarburos y son capaces de sobrevivir a condiciones adversas, debido a su diverso sistema
enzimatico. Ademas es uno de los hongos mas abundantes en los ecosistemas terrestres (April,
Foght, & Currah, 2000).

Por otro lado, la presencia de Rhizoctonia puede deberse a que son fitopatdgenos comunes
en el suelo, ademas desarrollan ciertas interacciones planta — patégeno dependiendo del nicho
ecologico donde estén presentes (Herrera-Isla, 2012). Ademas, la presencia de hongos
benéficos como Paecilomyces, se explica debido a que es un hongo que habita de manera
natural en cualquier tipo de suelo; también es muy versatil ya que dependiendo del medio donde
se encuentre, puede actuar como entomopatdgeno, nemat6fago, micoparésito o saprofito
(Cafdn-Rubio & Sanabria-Ramos, 2017). También, es conocido por ser un controlador de
poblaciones de nematodos ya que ataca a huevos, juveniles y hembras (Schenck, 2004).

El género Trichoderma, agrupé a 29 aislamientos lo que puede deberse a que estos hongos
suelen desarrollarse no solamente en suelos, sino también cerca de las raices de las plantas;
también van colonizando el xilema, floema y médula de los arboles. Ademas, por ser uno de
los agentes de control bioldgico més eficaces, es capaz de controlar poblaciones o comunidades
de diversos hongos y nematodos, ayudando de esta forma al equilibrio de los ecosistemas
terrestres (Jankowiak, 2006).

Las morfoespecies fangicas negras con hifas sifonadas o cenociticas encontradas son
Ilamadas pseudohongos (reino Chromista o también conocido como Straminipila). Estos
organismos presentan un micelio filamentoso sin septos o sifonado (cenocitico), con la
excepcion de ciertos individuos que se forman en la base de esporangios y gametangios. Los
pseudohongos mas evolucionados suelen parasitar plantas vasculares (1zco, y otros, 2004).

Las morfoespecies flngicas negras septadas encontradas, que fueron de dificil

identificacién, podrian ser llamados endofitos septados oscuros (DSE). Estos hongos habitan
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de manera natural en la mayoria de suelos y presentan una relacion cercana con las raices
(Menkis, y otros, 2004). Asimismo, Jumpponen & Trappe (1998) mencionan que las especies
descritas de este grupo de hongos forman parte de la division Ascomycota, y suelen ser
enddéfitos que colonizan las células corticales y regiones intercelulares de las raices (Yu,
Nassuth, & Peterson, 2001). Ademas la presencia de estos organismos en los sitios de estudio,
puede haberse dado ya que los DSE estan distribuidos en los diversos ecosistemas con
diferentes condiciones climéaticas formando interacciones planta-endofito (Mandyam &
Jumpponen, 2005).

No se alcanzd a registrar, en todos los sitios perturbados al 100 % de las especies esperadas
con el estimador Chao 2, esto podria deberse a que en el presente estudio se evalud solamente
atres de las 20 especies arboreas plantadas como medida de remediacion de los sitios alterados
(Villacis, Casanoves, Hang, Keesstra, & Armas, 2016), por lo tanto el estimador Chao 2 podria
subir ostensiblemente si se realiza un estudio de riqueza fangica a todas las especies arboreas

involucradas en las parcelas.

4.2.2 Diferencias entre la abundancia, riquezay diversidad de las morfoespecies

La riqueza de hongos fue igual en todos los sitios y las especies evaluadas. Este resultado
difiere a lo sefialado por Uribe-Hernandez (2010), quienes manifiestan que la riqueza de la
microfauna del suelo disminuye en suelos contaminados. Con respecto a la abundancia de
morfoespecies flngicas, esta varidé de acuerdo al sitio. Esta respuesta pudo deberse a que la
microbiota del suelo es afectada por cambios en las propiedades fisico-quimicas (pH, materia
organica, conductividad eléctrica, potencial redox, textura, estructura), bioldgicas (poblaciones,
comunidades, diversas interacciones entre microorganismos 0 interacciones planta-
microrganismos) y por la presencia de contaminantes en el suelo (Neiendam-Nielsen &

Winding, 2002). Los suelos perturbados tienen propiedades fisicas y quimicas diferentes a los
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suelos no perturbados (Espinoza, 2018). De igual manera el crecimiento de los arboles de las
especies arbdreas evaluadas difiere entre sitios perturbados y no perturbados desde el primer
afio del establecimiento de la plantacion (Ulcuango, 2014; Villacis y otros 2016; Espinoza,
2018). Por lo tanto, es probable que estas diferencias en las caracteristicas del suelo y en el
crecimiento de las especies expliquen las diferencias en la abundancia y diversidad de hongos

presentes en las raices de los arboles de las especies arboéreas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Las raices de las tres especies arbdreas Platymiscium pinnatum, Zygia longifolia y
Piptadenia pteroclada presentaron un total de 220 aislamientos pertenecientes a 31
morfoespecies fungicas en todos los sitios de estudio.

Las morfoespecies fungicas registradas forman parte de las divisiones Ascomycota,
Basidiomycota y Zigomycota, distribuidas en 14 familias y 18 géneros. La familia mas
representada fue Nectriaceae con dos generos y siete morfoespecies, seguida de la familia
Trichocomaceae con tres géneros y cinco morfoespecies, la familia Hypocreaceae con dos
géneros y tres morfoespecies.

El género Fusarium presento seis morfoespecies, seguido de Aspergillus, Paecilomyces,
Rhizoctonia y Trichoderma cada uno con dos diferentes morfoespecies.

Las especies Piptadenia pteroclada y Platymiscium pinnatum de las plataformas, y Zigia
longifolia y Platymiscium pinnatum de suelos contaminados, exhibieron menor abundancia que
el resto de especies en los otros sitios.

La especie Piptadenia pteroclada de las plataformas presenté menor diversidad fungica que

Platymiscium pinnatum y Zigia longifolia presente en los demas sitios.
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5.2 Recomendaciones
Evaluar otros grupos taxondémicos indicadores de calidad ambiental en Piptadenia
pteroclada, Zygia longifolia y Platymiscium pinnatum.
Determinar la identidad genética de las morfoespecies registradas en el estudio, mediante
andlisis moleculares.
Evaluar la composicion de especies de hongos asociados a la rizsfera y rizoplano del suelo

en los sitios objeto de estudio de la presente investigacion.
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