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RESUMEN

La extraccion de petroleo y la intervencion antrépica afectan la diversidad de hongos presentes en
los suelos de la amazonia del Ecuador. Para contrarrestar estos efectos se han establecido
plantaciones forestales sobre estos suelos afectados, con especies como Platymiscium pinnatum,
Zigia longifolia y Piptadenia pteroclada. En este estudio se evalu6 la diversidad de hongos
rizosféricos presentes en estas especies arboreas de seis afios de edad. Para esto, se colectaron 480
muestras de la rizosfera de estos arboles plantados sobre tres tipos de suelos perturbados
(plataformas que circunscriben a pozos petroleros, celdas de lodos y ripios, centro de gestion de
pasivos) y un suelo no perturbado (potreros). De los aislamientos flngicos se midi6 la abundancia,
riqueza, estructura de la comunidad y similitud especifica de hongos rizosféricos por especie
arbérea y por tipo de suelo perturbado. Se registraron 35 morfoespecies de hongos, siendo
Trychoderma spp. la més abundante. En todos los sitios evaluados, Piptadenia pteroclada presento
21 morfoespecies de hongos, seguido de Zigia longifolia y Platymiscium pinnatum con 20 especies
cada una. No se encontraron efectos significativos para la especie arborea, el tipo de suelo
perturbado, ni para su interaccion. La mayoria de hongos rizosféricos estuvieron presentes en las
tres especies arboreas y en los cuatro tipos de suelos evaluados. Se concluye que la estructura de
la comunidad de hongos rizosféricos, es similar en los suelos perturbados y no perturbados.
Palabras clave:

INTERVENCION ANTROPICA
PLANTACIONES FORESTALES
SUELOS AFECTADOS
AISLAMIENTOS FUNGICOS
Trychoderma spp.
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ABSTRACT

Oil extraction and other anthropic activities affect fungal diversity on Amazon Basin soils in
Ecuador. Forest plantations with species such as Platymiscium pinnatum, Zigia longifolia and
Piptadenia pteroclada have been established on disturbed soils, to counteract these negative
effects. The fungal rhizospheric diversity on soils of tree species of 6 years old was evaluated. Four
hundred eighty samples of rhizosphere of trees of three types of disturbed soils (oil platforms, mud
and drill cutting cells, and oil liabilities management center) and non-disturbed soil (fodders) were
collected. The abundance, richness, community structure and specific similarity of fungi by tree
species and type of disturbed soil were measured. Thirty-five fungal species were recorded, and
Trychoderma spp. were the most abundant. Twenty-one fungal species on Piptadenia pteroclada,
20 on Zigia longifolia and 20 on Platymiscium pinnatum in all sites were recorded. No significant
effects for species, type of disturbed soil, and species x type of disturbed soil interaction were
found. All tree species in four soil types presented the majority of fungal rhizospheric found. It is

concluded that fungal community structure is similar between disturbed and non-disturbed soils.

Keywords:

* ANTHROPIC INTERVENTION
* FOREST PLANTATIONS

* AFFECTED SOILS

* FUNGAL ISOLATES

* Trychoderma spp.



CAPITULO |
INTRODUCCION

Segun Sevilla-Pérez (2013), la Amazonia ecuatoriana tiene una extension de 118 422 kmz2,
Esta region se caracteriza por presentar una alta diversidad bioldgica y es conocida por los
beneficios que brinda al planeta (oxigenacion, reserva de recursos biogenéticos y de otros recursos
naturales) (Lopez, Espindola, Calles, & Ulloa, 2013). La riqueza biol6gica amazonica se debe a las
abundantes precipitaciones, complejidad del suelo y abundancia de rios (Ruiz-Mantilla, 1998). En
el afio 1990, la cobertura boscosa de la Amazonia ecuatoriana era de aproximadamente de 805
millones de ha, la que se ha visto gravemente afectada debido a actividades de extraccion de crudo
(Garcia , 2005).

La produccion Ecuatoriana de petrdleo, esta a cargo de empresas publicas y privadas, entre
las cuales se encuentra la Empresa Plblica de Exploracién y Explotacion de Hidrocarburos
(Petroamazonas EP), la que tiene una producciéon anual de 148 millones de barriles (BCE,
Petroamazonas EP, & ARCH, 2018). El proceso de explotacién de crudo afecta a los bosques
himedos amazdnicos y su biodiversidad, lo que ocasiona perturbacion del suelo, disrupcion de
ciclos de vida en la fauna amazonica, derrames de crudo, etc. (Vogliano, 2009); (Yanez &
Barcenas, 2012). Esta regidn es también afectada por otros tipos de industrias asentadas en la zona
(extraccion de madera, mineria, implementacion de agrosistemas e invasion de territorios
ancestrales de sus poblaciones nativas) (Ruiz-Mantilla, 1998).

Petroamazonas EP a través del Proyecto Amazonia Viva (PAV), tiene entre sus principales
objetivos la limpieza, remediacion, reconformacion y reforestacion de &reas asumidas por
Petroamazonas EP, en virtud del Decreto Ejecutivo 1351-A, publicado en el Segundo Suplemento

del Registro Oficial No. 860, de 2 de enero de 2013, lugares donde se encuentran, fuentes de
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contaminacion derivadas de la actividad hidrocarburifera anteriores a la intervencién de

Petroamazonas EP, fundamentandose en los principios de prevencidn y precaucion consagrados en
los articulos 71y 72 de la Constitucion de la Republica del Ecuador, teniendo como resultado 1
200 098 m3 de suelo remediados, 830 fuentes de contaminacion eliminadas (Hidalgo, com. pers.)!,
disminucion de bloques de extraccion de crudo y aumento de trabajo a habitantes de las areas de
influencia (Petroamazonas EP, 2018). El Proyecto Amazonia Viva auspicia investigaciones
enfocadas al mejoramiento de procesos de remediacion en la Amazonia ecuatoriana como la
implementacién de parcelas con especies forestales idoneas para la recuperacion de los suelos
(Villacis, Armas, Casanoves, & Hang, 2016a); (Villacis, Casanoves, Hang, Keesstra, & C, 2016b).
En este proyecto se ha evaluado hasta el momento el efecto de las especies forestales sobre las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (Espinoza-Montaluisa, 2018). Sin embargo alin no se
han realizado estudios sobre los efectos sobre las comunidades organismos indicadores de calidad
de sitio como los hongos.

El reino Fungi esta conformado por organismos pluricelulares, los hongos, que cumplen la
funcion de transformar restos organicos constituidos por moléculas complejas en sustancias mas
sencillas (Recio-Herrera & Maldonado-Gonzéles , 2013). La mayoria de hongos se extienden por
medio de sus micelios para la reproduccién y creacion de esporas; estos organismos pertenecen al
grupo de degradadores aerobios de material vegetal en descomposicidn ya que pueden metabolizar
celulosa, hemicelulosa, xilosa y ligninas, permitiendo restablecer un equilibrio dentro de los
ecosistemas del suelo (Correa, 2013); ademas cuentan con habilidades saprofitas, parasiticas,

simbioticas mutualistas y enddéfitas que ayudan a degradar y absorber compuestos organicos de

! Daniel Hidalgo, Ing. en Biotecnologia, M Sc. Biothecnology in Enviromental Biothecnology,
Supervisor de Laboratorio en Petroamazonas Ecuador S.A.
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otros organismos (Piepenbring, Lopez, & Céceres, 2016). Por lo que los hongos son considerados

como uno de los principales indicadores bioldgicos del estado de la conservacion de un ecosistema
natural (Terrdn, 2008); (Cébron, y otros, 2011).

En cuanto a estudios microbioldgicos, hasta ahora Proyecto de Amazonia Viva en convenio
con la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, ha estudiado hongos presentes al interior de
las raices de arboles plantados en suelos perturbados con fines de remediacion (Sosa-Vargas,
2018); debido a la falta de informacién y a la importancia de los hongos rizosféricos, el presente
estudio pretende conocer la abundancia, riqueza y diversidad de hongos rizosféricos de las especies
arbdreas que estan presentes en suelos perturbados por la actividad petrolera en la Amazonia
ecuatoriana.

1.1  Objetivos
1.1.1 General
- Evaluar la diversidad de hongos presentes en la rizésfera de tres especies arbdreas plantadas
en tres tipos de suelos perturbados por la actividad petrolera en la Amazonia ecuatoriana.
1.1.2 Especificos
- Determinar la composicion, abundancia, riqueza y estructura de la comunidad de hongos
rizosféricos por especie arborea y por tipo de suelo perturbado.
- Analizar la diversidad beta de hongos rizosféricos de tres especies arbdreas establecidas en
el 2012 sobre suelos perturbados en la Amazonia ecuatoriana.
- Comparar la diversidad fungica de la rizésfera presentes en especies arboreas establecidas

en diferentes tipos de suelos perturbados por la actividad petrolera.



1.2 HipOtesis
H1: La diversidad de los hongos rizosféricos presentes en suelos perturbados por la presencia de
residuos de la actividad hidrocarburifera, es mayor a la diversidad presente en suelos no

perturbados.



CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
2.1 Suelos amazonicos

La region Amazédnica se compone de seis provincias (Orellana, Pastaza, Napo, Sucumbios,
Morona Santiago y Zamora Chinchipe) (Naranjo-Bautista, Calvas, & Rodriguez, 2016)

Uno de los componentes fundamentales del ambiente es el suelo, el mismo que estd
constituido por minerales, agua, aire, materia organica, macro y micro organismos que desempefian
procesos fundamentales importantes para la naturaleza y el humano (SIAC, 2017).

Los suelos Amazonicos son pobres en nutrientes, tienen un bajo potencial de retencién de Ca,
Ky P esto, sumado a las altas temperaturas y altas precipitaciones existentes, generan baja fertilidad
(Calvache-Ulloa, 2015). La mayoria del suelo de la regién amazdnica se clasifica dentro del orden
de los Inceptisoles (43 %) y Oxisoles (-1 %) los cuales son suelos minerales con alto contenido de
materia organica, con pH &cido, grandes acumuladores de arcillas que tiene malas condiciones de
drenaje (Pefia-Vanegas & Vanegas-Cardona, 2010). Ademas el suelo se divide también de acuerdo
a su uso, en el cual encontramos suelos hidrocarburiferos, suelos mineros y suelos forestales
(Calvache-Ulloa, 2015).

2.2  Sitios perturbados

Los sitios que son evaluados en esta investigacion son principalmente sitios que contienen
suelos perturbados por la actividad petrolera. Los cuales se clasifican en:

a) Celdas de lodos y ripios (CLR): Piscinas, centros de acopio o celdas de tratamiento

impermeabilizadas; en donde se acumulan los desechos de la perforacién de suelo para la

obtencion de crudo (Ballesteros & Tapia , 2007)
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b) Centro de Gestion de Pasivos (CGP): Antiguamente denominadas Unidades de Tratamiento

de Suelos Contaminados (Sosa-Vargas, 2018), es el lugar especifico donde se construyen

plataformas de tratamiento de hidrocarburos (lavado y secado de suelos) (Ulcuango,

Villacis , & Basantes, 2014).

c) Plataformas que circunscriben a los pozos petroleros (PCPP): Plataforma base implantada

alrededor del pozo para la extraccién del crudo (Ulcuango, Villacis , & Basantes, 2014).
2.3  Caracteristicas de las especies arboreas seleccionadas

Todas las especies arboreas, de las que se obtuvieron los hongos rizosféricos pertenecen al
phylum Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, orden Fabales y familia Fabaceae.
2.3.1 Caoba (Platymiscium pinnatum)

Segln la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (2015), esta especie se
distribuye desde América Central hasta el Norte de Sudameérica, incluyendo Colombia, Venezuela
y Ecuador.

Son arboles que muestran caracteristicas cilindricas en cuanto al tronco, hojas compuestas
imparipinnadas con tres a cinco foliolos ovados (IUCN, 2015). Su crecimiento ocurre en bosques
secos y humedos (Dezzeo, 2014); adaptandose a sitios colinados y laderas de las montafias con
diferentes tipos de suelo (IUCN, 2015).

Las condiciones Optimas para su establecimiento se encuentran desde 1 700 a 4 570 mm de
precipitacion por afio, temperatura media anual de 22 a 26° C y 600 m.s.n.m. (IUCN, 2015).

Segun Espinoza-Montaluisa (2018), los arboles alcanzaron 4,43 m de alturay 7,11 cm de
DAP, después de cinco afios de haber sido establecidos en suelos perturbados por la actividad

petrolera en la Amazonia ecuatoriana.



2.3.2 Chiparo (Zygia longifolia)

Esta especie se distribuye desde México hasta América del Sur (Bolivia, Brasil, Colombia,
Ecuador, las Guayanas y Venezuela) (IUCN, 2015).

Presenta un tronco ramificado y hojas alternas, compuestas y bipinnadas con foliolos de
dos a tres pinnas (Britton & Rose, 2014). Arboles que a los cinco afios de haber sido plantadas en
la Amazonia ecuatoriana, con fines de remediacion de suelo, presentaron una altura de 4,24 m y
DAP de 10,78 m (Espinoza-Montaluisa, 2018).

2.3.3 Guarango espinudo (Piptadenia pteroclada)

Es un arbol nativo de Bolivia, Norte de Brasil, Colombia, Ecuador y Peru (Forzza, Zappi, &
Souza, 2016).

Considerada como una especie heliofila durable que mantienen sus caracteristicas que
permiten mayor explotacion; ademés de que contiene capacidad intermedia de fotosintesis y
crecimiento mas rapido por lo que es usada para produccion forestal tanto en bosques naturales
como en plantaciones y sistemas agroforestales (Hernandez Benalcdzar, Gagnon, & Davidson,
2015). Presenta un crecimiento de 3,01 m de altura 'y 4,34 cm de DAP a los 5 afios de ser plantadas
en el bosque amazénico (Espinoza-Montaluisa, 2018).

2.4  Larizésfera

Hartmann & Rothballer (2008) definen a la rizésfera como el término que se deriva de la
palabra griega rhiza que significa “raiz” y esfera que significa “campo de influencia”. Zona del
suelo inmediatamente adyacente a la raiz con gran actividad microbioldgica, considerada desde los
tres a cinco centimetros de la capa superior de suelo (Lugtenberg & Kamilova, 2009).

Segun Radwan, Sorkoh, & EI-Nemr (1995), la rizésfera esta conformada por: el rizoplano

(superficie de laraiz en la cual las particulas de suelo se adhieren), endorizésfera (tejido de la raiz),
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ectorizosfera (zona externa inmediata a la raiz) y el suelo de sus alrededores; llegando a ser el area

en donde existe una relacion entre bacterias, hongos, algas, protozoos, neméatodos, insectos y
acaros.

El catabolismo de sustancias nocivas crea un ambiente complejo y dindmico que cuenta con
la presencia de exudados (aminoéacidos, carbohidratos, azlcares, vitaminas, mucilagos y proteinas)
que dan como resultado la presencia de una capa rica en nutrientes para el desarrollo de plantas y
mejoramiento del suelo (Radwan, Sorkoh, & EI-Nemr, 1995). Su importancia radica en que, al ser
un ambiente dindmico de gran interaccion de microorganismos, es capaz de eliminar del suelo
metales pesados y otros compuestos contaminantes como son los hidrocarburos derivados del
petroleo ayudando a la remediacién ambiental (Rocha-Bonilla, y otros, 2015).

2.5  Hongos rizosféricos

Los hongos son organismos heterétrofos que se dispersan en la rizésfera por medio de
esporas que favorecen una buena estructura del suelo ya que estabilizan los agregados del mismo
envolviéndoles con sus redes de micelios y evitando que sean arrastrados por el agua de lluvia u
otros agentes responsables de la erosion (Radwan, Sorkoh, & EI-Nemr, 1995).

Ademaés cuentan con habilidades saprdfitas, parasiticas, simbioticas mutualistas y enddfitas;
para poder degradar y absorber compuestos organicos de otros organismos (Piepenbring, Lépez, &
Céceres, 2016).

La incorporacién de fauna desplazada e inoculacién de hongos para la remediacién de
suelos, genera el rompimiento de la compactacion de suelo, reincorporacion de materia organica,
control del crecimiento de malezas, oxigenacion y construccion de humedales para aumentar la

biodiversidad (Rocha, 2003).
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Russell, y otros (2011), encontrd el hongo amazonico Pestalotiopsis microspora, que

genera enzimas que son capaces de degradar poliuretano (plastico comdn), obteniendo asi, una
alternativa ecoldgica de reduccién de basura en el planeta.
2.6 Diversidad

La diversidad biologia corresponde a la variedad de la vida en un ecosistema (Moreno,
2001)la biodiversidad se la puede analizar mediante componentes alfa, beta y gamma; estos
enfoques se dan por los cambios que se tienen en relacion a la estructura del paisaje; por ende: a)
la relacion que las especies tienen dentro de una comunidad homogénea, se refiere a la
biodiversidad alfa (a); b) la medida del grado de cambio de las especies entre diferentes
comunidades de un paisaje, hace alusion a la biodiversidad beta (B) y ¢) La riqueza total de especies
en una regién conformada por varias comunidades, es denominada diversidad gamma (y) (Pozo-
Rivera, 2017).

La diversidad alfa (a), se puede medir a través de: la riqueza de especies que corresponde al
namero absoluto de especies registradas y que se evallan mediante estimadores no paramétricos
(Chao 2, Jacknife de primer orden, Bootstrap); la estructura de la diversidad que se evalta con
indices de diversidad [Shannon (H"), 1-Simpson (1-D) y con indices de equitatividad Pielou (J°)]
(Pozo-Rivera, 2017).

La diversidad beta (B) puede ser medida con la ayuda de dendrogramas elaborados a partir
de indices de similitud y disimilitud de especies entre sitios (Bray-Curtis, Sorensen, Morrisita,
Jaccard, entre otros) (Pozo-Rivera, 2017).

La diversidad gamma (8) puede ser evaluada mediante los andlisis de la diversidad o de las

comunidades individuales y del grado de diferenciacion entre especies (Whittaker , 1972).
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CAPITULO 11l

MATERIALES Y METODOS
3.1  Areade estudio

El estudio se desarrolld en dos fases: una en el campo y otra en el laboratorio. La fase de
campo tuvo lugar en las provincias de Sucumbios y de Orellana, que corresponden a la zona de
vida bosque humedo tropical (Holdridge, 1957); y la formacion de vegetacion al bosque siempre
verde de tierras bajas de la Amazonia ecuatoriana (Sierra, Cerdn, & Valencia, 1999).

Mientras que la fase de laboratorio se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia de la Carrera
de Ingenieria Agropecuaria - IASA |, perteneciente a la Universidad de las Fuerzas Armadas —
ESPE.

3.2 Seleccion de especies arbdreas

Se seleccionaron tres especies arboreas de un total de veinte especies plantadas sobre suelos
perturbados de la Amazonia ecuatoriana hace seis afios (Platymiscium pinnatum, Zygia longifolia
y Piptadenia pteroclada).

Estas especies fueron las que presentaron mejor desempefio en cuanto a crecimiento y
adaptacion durante este periodo (Villacis, Armas, Casanoves, & Hang, 2016a); (Villacis,
Casanoves, Hang, Keesstra, & C, 2016b) y (Espinoza-Montaluisa, 2018).

3.3 Seleccion de sitios de recoleccion de la muestra

Los sitios seleccionados corresponden a zonas afectadas por actividades petroleras. Se
eligieron ocho parcelas de 24 x 48 m (Tablal); seis parcelas denominadas suelos perturbados (dos
en centro de gestion de pasivos [CGP], dos en plataformas que circunscriben a los pozos petroleros
[PCPP] y dos en celdas de lodos y ripios [CLR]), y dos parcelas en suelos no perturbados

(potreros) como testigo.
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Tabla 1
Ubicacion geogréfica, condiciones climaticas y tipo de suelo perturbado de las parcelas
experimentales

Provincia Sitio per-[iﬁ(l))gceién Coordenadas a‘:t;:]l;?) (o-l(-:) (um)
Orellana Auca 02_D CGP E2901091 N9913436 255 24,8 3319
GCP Lago 19 CGP E294572 N10014133 300 24,7 3477

Cuyabeno 02 PCPP E357023 N10001631 205 256 2943

Sansahuari 02 PCPP E356042 N10009231 205 256 2943

Sucumbios Secoya 26 CLR E322323 N10003990 241 251,1 3202
Shushufindi Est_40 CLR E313661 N9981360 259  248,8 3447

Los Riberefios Potreros (testigo) E300491 N10004661 300 247,7 3447

Secoya 2-3 Potreros (testigo) E323353 N10001430 241  251,1 3202

T = Temperatura; P = Precipitacion
3.4  Obtencion de la muestra de suelo

En cada parcela se escogieron cinco individuos por especie arbdrea, de cada uno se tomaron,
muestras de suelo a 20 cm de profundidad, en forma de cruz y en sentido N-S y E-O (Figura 1). En

total se obtuvieron 60 muestras en cada una de las ocho parcelas (480 muestras totales).

/"E

ESPECIE
ARBOREA

O 5

PROFUNDIDAD 20 cm

Figura 1 Puntos de coleccidn de las muestras

de suelos alrededor de las especies arboreas.
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Las muestras de suelo se colocaron en tubos de ensayo con tapa, previamente esterilizado

que contendrén 10 ml de agua destilada. Se tomd en cuenta que las muestras de suelos no presenten
raices, fauna de suelo, piedras, etc. Los tubos fueron mantenidos en una cadena de frio hasta llegar
a las instalaciones del IASA para el aislamiento y purificacion de hongos.
3.5  Aislamiento y purificacién de hongos
3.5.1 Homogenizacion de muestras

Las cuatro muestras que se obtuvieron del suelo, se unificaron en un vaso de precipitacion
de 50 ml. Estas nuevas muestras se homogeneizaron con la ayuda de un agitador Vortex Mixer de
300 rmp. Se extrajo 10 ml de la solucidn total en un nuevo tubo de ensayo y se colocé dentro del
refrigerador.
3.5.2 Esterilizacion de material de laboratorio

Todos los materiales fueron esterilizados en una autoclave durante un periodo de tiempo
aproximado de 45 minutos previos a su uso (Pérez, de Sildniz, Torralba, & Vazquez, 2010). Las
cajas Petri fueron lavadas, empaquetadas con papel periddico (5 cajas c/paquete) y selladas con
cinta adhesiva de papel; los vasos de precipitacion fueron tapados con papel aluminio, y los tubos
de ensayo fueron lavados, tapados individualmente y empaquetados en papel periédico.
3.5.3 Preparacién de medios de cultivo

Se utilizé papa dextrosa agar (PDA) en una dosis de 40 g para 50 cajas en 1 000 ml de agua
destilada estéril. Se pesé el PDA en una balanza de precisién y fue disuelto en agua tibia colocada
en el matraz de 1 000 ml. Esta solucion se trasvaso a un frasco ISO ECO tapdn azul, se adicion6
una pastilla de Ampibex ® de 500 mg y se autoclavé.

El PDA fue dispensado en las cajas Petri dentro de la camara de flujo laminar donde se

espero6 su gelificacion para luego ser almacenadas dentro de refrigerador.
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3.5.4 Siembra de muestras de suelo

Los tubos de ensayo con las muestras de suelo fueron agitados con el VVortex Mixer para su
homogenizacion. Se colocd 1 ml de la muestra de suelo en la caja Petri con el PDA gelificado, el
que fue esparcido con el asa de siembra sobre todo el medio y se dejoé reposar aproximadamente
15 minutos. La caja Petri fue flameada en el mechero de Bunsen, para su posterior sellado con
parafilm y marcado correspondiente.

Todas las cultivos fangicos resultado de la siembra fueron llevadas a la incubadora a 30°
C, para su crecimiento 6ptimo.

3.5.5 Purificacion de medios

Las cajas Petri sembradas se conservaron durante 72 h dentro de la incubadora a 30 °C. Se
purificaron los cultivos contaminados con bacterias hasta obtener hongos puros y asi facilitar su
identificacion.

3.5.6 Identificacion microscépica

Para la identificacion de los hongos se colocé una gota de la solucién de Azul de Lactofenol
o0 del reactivo KOH al 3 %, en el portaobjetos, estas soluciones ayudaron a que las esporas se
hinchen para tener una mejor observacion.

Las muestras de hongos a identificar se tomaron con cinta adhesiva transparente para
Ilevarlas al portaobjetos. La identificacion de los hongos se utilizé un microscopio compuesto y la
clave dicotdmica de Barnett & Hunter (1998).

3.6 Disefio experimental

El experimento se dispuso bajo un disefio en bloques completamente al azar en parcela

dividida, donde la parcela grande correspondié al tipo de suelo perturbado y la parcela pequefia a

las especies arboreas seleccionadas. La unidad experimental estuvo representada por cada
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individuo de cada especie arborea, dando un total de 120 unidades experimentales. El croquis

experimental se muestra en la Figura 2.

1 £GP (Cantro de gestion de
Pasivos)

2 PCPP (Plataformas que
circunscriben 3 los pozos petrolaros)

3 CLR (celdas de lodos v ripios)

4 FOTR [Potreros)

ESPECIES ARBOREAS

Piptadenio pteroclodo

Platymiscivm pinmatum

I Zigia longifolio

Figura 2 Croquis experimental de la investigacion

El modelo matematico para este arreglo se define a continuacion:

Yijk =pu+ Si + 8k(i) + E] + (SE)I] + ei]'k X

Donde:

Y;jx = iversidad de hongos de la rizésfera
u = Media general

S; = Efecto del i-ésimo tipo de suelo

8. = Error para el tipo de suelo
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E; = Efecto de la j-ésima especie arborea

(SE);; = Efecto de la interaccion Tipo de suelo x Especie arborea
eijjx = Error para la especie arborea
3.7  Meétricas de diversidad

La diversidad fue medida mediante la diversidad alfa [composicion de especies, la riqueza
y la estructura de la comunidad] y la diversidad beta [similitud de especies]. Para su evaluacion, se
obtuvieron indices que representan la diversidad alfa y beta por especie arborea y por tipo de suelo
perturbado.

La composicion de especies fungicas se evalud con la abundancia proporcional de las
especies, lo que facilitd la deteccion de las especies con mayor frecuencia, este indice se calculo
mediante la division de abundancia especifica para la abundancia total por especie arbérea y tipo
de suelo perturbado.

La riqueza especifica [total de especies obtenidas], fue evaluada con tres estimadores no
paramétricos los que estiman el total de especies esperadas frente a las obtenidas (Pozo-Rivera,
2017), estos fueron: Chao 2 [atil cuando las muestras son pequefas], Jacknife de primer orden
[estimacion del nimero de especies reduciendo la subestimacion del verdadero nimero de especies
en un ecosistema] y Bootstrap [proporcion de unidades de muestreo que contiene cada especie]
(Moreno, 2001).

La estructura de la comunidad, se analizé6 mediante el uso de los indices de diversidad
[Shannon (H") y 1-Simpson (1-D)] y de equitatividad [indice de Pielou (J°) (Pozo-Rivera, 2017).

La diversidad beta se examind mediante el porcentaje de similitud-disimilitud de especies
presentes en los tipos de especies arbdreas y tipo de suelo perturbado, se calcul6 el indice de

similitud de Bray-Curtis (McAleece, Gage, Lambshead, & Paterson, 1997), y con esta informacién
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se elaboraron dendrogramas que representan la similitud-disimilitud entre especies arboreas y sitios

perturbados.

Para los célculos de estos indices ecoldgico-matematicos se utilizaron los programas
EstimateS® 9.1.0, PAleontological STatistics® Version 3.22 y Biodiversity Pro® 2.0 (McAleece,
Gage, Lambshead, & Paterson, 1997).

3.8 Andlisis estadistico

Las variables evaluadas fueron caracterizadas con estadistica descriptiva (media, error
estandar y coeficiente de variacién). Para determinar diferencias de las variables entre tipos de
especies y tipos de suelos se realizaron andlisis de varianza para una parcela dividida, mediante
modelos lineales mixtos. Los valores de los indices de diversidad de Shannon (H"), 1-Simpson (1-
D) y de equitatividad de Pielou (J°) fueron transformados a la raiz cuadrada + 1. El supuesto de
normalidad fue evaluado usando QQ-plot y la prueba de Shapiro-Wilks. Para corregir la
homocedasticidad de las variables abundancia, riqueza y equitatividad de Pielou, se aplico la
funcién varianzas independientes. Para seleccionar el mejor modelo se usaron los criterios de
informacion AIC y BIC. Ademas se realizaron pruebas de comparacion de medias DGC al 5 %
para especies, sitios e interacciones. Todos los analisis fueron realizados en el software estadistico

INFOSTAT (Di Rienzo, y otros, 2018).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados
4.1.1 Diversidad alfa

A continuacién se detallan la composicidn de morfoespecies, riqueza especifica y estructura
de la comunidad fungica de acuerdo con la especie arborea [Platymiscium pinnatum -PI pi-, Zigia
longifolia -Zi lo-, y Piptadenia pteroclada -Pi pt-]; y por tipo de perturbacion de suelo [Plataformas
que circunscriben a los pozos petroleros -PCPP-, unidad de tratamientos de suelos contaminados -
CGP-, celdas de lodos y ripios -CLR-, y potreros -POTR-].
4.1.1.1 Composicién fungica en especies arbdreas

Se encontraron 190 aislamientos, pertenecientes a 35 morfoespecies, 16 géneros y 3
divisiones (Ascomycota, Basidiomycota y Zygomycota) (Tabla 2 y Anexo 1). La familia
Trychocomaceae con tres géneros y quince morfoespecies fue la més abundante, seguida de la
familia Hypocreaeae con tres géneros y siete morfoespecies; las familias restantes presentaron una
morfoespecie (Anexo 1).

El género Aspergillus presentdé ocho morfoespecies seguido del género Trychoderma con
cinco morfoespecies, el género Paecilomyces con cuatro y el resto de géneros presentaron entre
tres y una morfoespecie (Tabla 2 y Anexo 2).

Segun la especie arborea, Platymiscium pinnatum presentd 21 morfoespecies representados
por 62 aislamientos, mientras que Piptadenia pteroclada y Zigia longifolia presentaron 20

morfoespecies diferentes correspondientes a 53 y 75 aislamientos respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 2
Composicion de morfoespecies fungicas por especie arbdorea
DIVISION isci igi i i
e e i oo TOTAL
Morfoespecie ni(Pi) ni(Pi) ni(Pi)
ASCOMYCOTA
Hypocreaceae
Trychoderma sp. 1 22(0,355) 13(0,245) 14(0,187) 49(0,258)
Trychoderma sp. 2 3(0,048) 8(0,151) 13(0,173) 24(0,126)
Trychoderma sp. 3 - 2(0,038) 5(0,067) 7(0,037)
Trychoderma sp. 4 6(0,097) 5(0,094) 11(0,147) 22(0,116)
Trychoderma sp. 5 3(0,048) 3(0,057) 7(0,093) 13(0,068)
Acremonium sp. 3(0,048) 1(0,019) 1(0,013) 5(0,026)
Cephalosporium sp. 1(0,016) 1(0,019) - 2(0,011)
Dipodascaceae
Geotrichum sp. - - 1(0,013) 1(0,005)
Trychocomaceae
Aspergillus sp. 1 2(0,032) 4(0,075) 1(0,013) 7(0,037)
Aspergillus sp. 2 1(0,016) 1(0,019) 2(0,027) 4(0,021)
Aspergillus sp. 3 3(0,048) 1(0,019) - 4(0,021)
Aspergillus sp. 4 1(0,016) - 1(0,005)
Aspergillus sp. 5 1(0,016) 1(0,019) - 2(0,011)
Aspergillus sp. 6 1(0,016) 4(0,075) 5(0,067) 10(0,053)
Aspergillus sp. 7 - - 1(0,013) 1(0,005)
Aspergillus sp. 8 - 1(0,019) - 1(0,005)
Penicillum sp. 1 1(0,016) 1(0,019) - 2(0,011)
Penicillum sp. 2 1(0,016) 2(0,038) - 3(0,016)
Penicillum sp. 3 1(0,016) - - 1(0,005)
Paecilomyces sp. 1 3(0,048) - 3(0,040) 6(0,032)
Paecilomyces sp. 2 2(0,032) - 1(0,013) 3(0,016)
Paecilomyces sp. 3 - - 1(0,013) 1(0,005)
Paecilomyces sp. 4 1(0,016) - - 1(0,005)
Xylariaceae
Nodulosporium sp. - 1(0,019) - 1(0,005)
Plectosphaerellaceae
Verticillum sp. - - 1(0,013) 1(0,005)
Amphisphaeriaceae
Pestalotia sp. - - 1(0,013) 1(0,005)
Nectriaceae
Fusarium sp.1 - - 1(0,013) 1(0,005)
Fusarium sp.2 1(0,016) - - 1(0,005)

CONTINU A =)


http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=438443&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=92627&Fields=All
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Sclerotiniaceae
Phymatotrichum sp. 1(0,016) - - 1(0,005)
BASIDIOMYCOTA
Ceratobasidiaceae

Rhizoctonia sp. 1 4(0,065) 1(0,019) - 5(0,026)
Rhizoctonia sp. 2 - 1(0,019) - 1(0,005)
Rhizoctonia sp. 3 - 1(0,019) - 1(0,005)
ZIGOMYCOTA
Mucoraceae
Rhizopus sp. - 1(0,019) 4(0,053) 5(0,026)
Cunninghamellaceae
Cunnighamella sp. - - 1(0,013) 1(0,005)
S 21 20 20 35
N 62 53 75 190

S = Riqueza especifica, N = Abundancia, (ni) = Namero de individuos de la morfoespecie i, Pi = Abundancia de la i-
ésima morfoespecie (Abundancia proporcional), Pl pi = Platymiscium pinnatum, Zi lo = Zigia longifolia, Pi pt =
Piptadenia pteroclada.

El género Trychoderma sp. presentd la mayor cantidad de individuos aislados, es asi que la
morfoespecie Trychoderma sp. 1 representa el 25,8 % continuando con las morfoespecies
Trychoderma sp. 2 con el 12,6 %, Trychoderma sp. 4 con el 11,6 %, Trychoderma sp. 5 con el 6,8
%, Aspergillus sp. 6 con el 5,3 %, Trychoderma sp. 3 y Aspergillus sp. 1 con el 3.7 %, Paecilomyces
sp. 1 con el 3,2 % seguido de las demas morfoespecies fungicas que registran porcentajes menores
a los mencionados (Tabla 2).
4.1.1.2 Composicion fungica en tipos de suelo perturbado

En tres de los cuatro tipos de suelo perturbado se registré 19 morfoespecies diferentes
representadas en 60 aislamientos en PCPP, 48 en POTR y 44 en CLR, mientras que en CGP se
registraron 7 morfoespecies provenientes de 38 aislamientos (Tabla 3).

La morfoespecie mas numerosa en los cuatro tipos de suelo perturbado fue Trychoderma

sp. 1 (Tabla 3).


http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=93085&Fields=All
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Tabla 3
Composicion de morfoespecies fungicas por tipo de suelo perturbado
DIVISION
. PCPP CGP CLR POTR TOTAL
Familia — j(pj) ni(Pi) ni(Pi) ni(Pi) ni(Pi)
Morfoespecie
ASCOMYCOTA
Hypocreaceae
Trychoderma sp. 1 12(0,200) 16(0,421) 7(0,159) 14(0,292) 49(0,258)
Trychoderma sp. 2 7(0,117) 5(0,132) 6(0,136) 6(0,125) 24(0,126)
Trychoderma sp. 3 1(0,017) 4(0,105) 1(0,023) 1(0,021) 7(0,037)
Trychoderma sp. 4 7(0,117) 8(0,211) 2(0,045) 5(0,104) 22(0,116)
Trychoderma sp. 5 5(0,083) 3(0,079) 4(0,091) 1(0,021) 13(0,068)
Acremonium sp. 1(0,017) - 1(0,023) 3(0,063) 5(0,026)
Cephalosporium sp. - - 2(0,045) - 2(0,011)
Dipodascaceae
Geotrichum sp. 1(0,017) - - - 1(0,005)
Trychocomaceae
Aspergillus sp. 1 3(0,050) 1(0,026) 2(0,045) 1(0,021) 7(0,037)
Aspergillus sp. 2 3(0,050) - 1(0,023) - 4(0,021)
Aspergillus sp. 3 4(0,067) - - - 4(0,021)
Aspergillus sp. 4 - - - 1(0,021) 1(0,005)
Aspergillus sp. 5 1(0,017) - 1(0,023) - 2(0,011)
Aspergillus sp. 6 2(0,033) - 5(0,114) 3(0,063) 10(0,053)
Aspergillus sp. 7 - - 1(0,023) - 1(0,005)
Aspergillus sp. 8 - - - 1(0,021) 1(0,005)
Penicillum sp. 1 2(0,033) - - - 2(0,011)
Penicillum sp. 2 - - - 3(0,063) 3(0,016)
Penicillum sp. 3 - - - 1(0,021) 1(0,005)
Paecilomyces sp. 1 5(0,083) - 1(0,023) - 6(0,032)
Paecilomyces sp. 2 2(0,033) - 1(0,023) - 3(0,016)
Paecilomyces sp. 3 - - 1(0,023) - 1(0,005)
Paecilomyces sp. 4 1(0,017) - - - 1(0,005)
Xylariaceae
Nodulosporium sp. 1(0,017) - - - 1(0,005)
Plectosphaerellaceae
Verticillum sp. - - - 1(0,021) 1(0,005)
Amphisphaeriaceae
Pestalotia sp. - - - 1(0,021) 1(0,005)
Nectriaceae
Fusarium sp.1 - - 1(0,023) - 1(0,005)
Fusarium sp.2 1(0,017) - - - 1(0,005)
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Phymatotrichum sp. - - - 1(0,021) 1(0,021)
Helotiaceae
Varicosporium sp. 1(0,017) - - - 1(0,005)
BASIDIOMYCOTA
Ceratobasidiaceae
Rhizoctonia sp. 1 - 1(0,026) 2(0,045) 2(0,042) 5(0,026)
Rhizoctonia sp. 2 - - - 1(0,021) 1(0,005)
Rhizoctonia sp. 3 - - - 1(0,021) 1(0,005)
ZIGOMYCOTA
Mucoraceae
Rhizopus sp. - - 4(0,091) 1(0,021) 5(0,026)
Cunninghamellaceae
Cunnighamella sp. - - 1(0,023) - 1(0,005)
S 19 7 19 19 35
N 60 38 44 48 190

S = Riqueza especifica, N = Abundancia, (ni) = Ndmero de individuos de la morfoespecie i, Pi = Abundancia de la i-

ésima morfoespecie (Abundancia proporcional), PCPP = Plataformas que circunscriben a los pozos petroleros, CGP =

Centro de gestion de pasivos, CLR = Celdas de lodos y ripios, POTR = Potreros [testigo]

En los suelos de PCPP, la especie arb6rea con mayor nimero de morfoespecies flngicas

fue Piptadenia pteroclada, con 11 morfoespecies identificadas a partir de 26 colonias (Tabla 4).

Tabla 4

Composicion de morfoespecies dentro del tipo de suelo perturbado - Plataformas que

circunscriben a los pozos petroleros [PCPP]

MORFOESPECIES
FUNGICAS

Platymiscium
pinnatum

Zigia
longifolia

Piptadenia
pteroclada

TOTAL

Acremonium sp.
Aspergillus sp. 1
Aspergillus sp. 2
Aspergillus sp. 3
Aspergillus sp. 5
Aspergillus sp. 6
Fusarium sp. 2
Geotrichum sp.
Nodulosporium sp.
Paecilomyces sp. 1
Paecilomyces sp. 2
Paecilomyces sp. 4
Penicillum sp. 1
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Trychoderma sp. 1 3 4 12
Trychoderma sp. 2 1 6 7
Trychoderma sp. 3 - 1 1
Trychoderma sp. 4 3 4 7
Trychoderma sp. 5 - 4 5
Varicosporium sp. - 1 1

S 10 10 11 19

N 20 14 26 60

S = Riqueza especifica, N = Abundancia, Pl pi = Platymiscium pinnatum, Zi lo = Zigia longifolia, Pi pt = Piptadenia

pteroclada.

La especie arbdérea con mayor numero de morfoespecies fue Piptadenia pteroclada

plantadas en CLR, que presenta 15 morfoespecies que corresponden a 23 colonias (Tabla 5).

La morfoespecie mas numerosa dentro de este tipo de suelo perturbado fue Trychoderma

sp. 1 con siete colonias, seguido de Trychoderma sp. 2 con seis colonias y Aspergillus sp. 6 con

cinco colonias (Tabla 5).

Tabla s

Composicién de morfoespecies dentro del tipo de suelo perturbado - Celdas de lodos y ripios

[CLR]

MORFOESPECIES

FUNGICAS

Platymiscium
pinnatum

Zigia
longifolia

Piptadenia
pteroclada

TOTAL

Acremonium sp.
Aspergillus sp. 1
Aspergillus sp. 2
Aspergillus sp. 5
Aspergillus sp. 6
Aspergillus sp. 7
Cephalospsorium sp.
Cunnighamella sp.
Fusarium sp. 1
Paecilomyces sp. 1
Paecilomyces sp. 2
Paecilomyces sp. 3
Rhizoctonia sp. 1
Rhizopus sp.
Trychoderma sp. 1
Trychoderma sp. 2
Trychoderma sp. 3

1

2

1

1
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Trychoderma sp. 4 1 - 2
Trychoderma sp. 5 1 4
S 7 15 19
N 8 13 23 44

S = Riqueza especifica, N = Abundancia, Pl pi = Platymiscium pinnatum, Zi lo = Zigia longifolia, Pi pt = Piptadenia

pteroclada.

En los suelos de CGP, la especie arborea con mayor abundancia de hongos fue Piptadenia

pteroclada con cinco morfoespecies del género Trychoderma, representadas por 13 colonias, sin

embargo en Platymiscium pinnatum se registraron cuatro morfoespecies fangicas representadas

por 14 colonias (Tabla 6).

Considerando las tres especies arbdreas, la morfoespecie Trychoderma sp. 1 fue la méas

numerosa con 16 colonias seguido de la morfoespecie Trychoderma sp. 4 con ocho colonias y

Trychoderma sp. 2 con cinco colonias (Tabla 6).

Tabla 6
Composicién de morfoespecies dentro del tipo de suelo perturbado Centro de gestién de pasivos
[CGP]

MORFOESPECIES FUNGICAS P'sltm‘;fﬁ'rﬁm " fg'j?;;la Et'gﬁggf;(;g TOTAL

Aspergillus sp. 1 - 1 -

Rhizoctonia sp. 1 1 - - 1
Trychoderma sp. 1 8 6 2 16
Trychoderma sp. 2 - 3 2 5
Trychoderma sp. 3 - 1 3 4
Trychoderma sp. 4 4 - 4 8
Trychoderma sp. 5 1 - 2 3

S 4 4 5 7
N 14 11 13 38

S = Riqueza especifica, N = Abundancia, PI pi = Platymiscium pinnatum, Zi lo = Zigia longifolia, Pi pt = Piptadenia

pteroclada.

En suelos de POTR, Zigia longifolia fue la especie arbdrea con el mayor nimero de

morfoespecies fungicas, con 12 morfoespecies de 15 colonias, sin embargo en Platymiscium

pinnatum se registraron a 10 morfoespecies de 20 colonias (Tabla 7).
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La morfoespecie Trychoderma sp. 1 fue la m&s numerosa con 14 colonias, seguido de

Trychoderma sp. 2 con seis colonias y Trychoderma sp. 4 con cinco colonias (Tabla 7).
Tabla 7

Composicion de morfoespecies dentro del tipo de suelo no perturbado Potreros considerados
testigos [POTR]

MORFOESPECIES FUNGICAS Platymiscium Zigia Piptadenia TOTAL
pinnatum longifolia pteroclada

Acremonium sp. 3 - - 3
Aspergillus sp. 1 - 1 - 1
Aspergillus sp. 4 1 - - 1
Aspergillus sp. 6 1 1 1 3
Aspergillus sp. 8 - 1 - 1
Penicillum sp. 2 1 2 - 3
Penicillum sp. 3 1 - - 1
Pestalotia sp. - - 1 1
Phymatotrichum sp. 1 - - 1
Rhizoctonia sp. 1 1 1 - 2
Rhizoctonia sp. 2 - 1 - 1
Rhizoctonia sp. 3 - 1 - 1
Rhizopus sp. - - 1 1
Trychoderma sp. 1 8 1 5 14
Trychoderma sp. 2 2 2 2 6
Trychoderma sp. 3 - 1 - 1
Trychoderma sp. 4 1 2 5
Trychoderma sp. 5 - 1 - 1
Verticillum sp. - - 1 1

S 10 12 7 19

N 20 15 13 48

S = Riqueza especifica, N = Abundancia, Pl pi = Platymiscium pinnatum, Zi lo = Zigia longifolia, Pi pt = Piptadenia
pteroclada.

4.1.2 Riqueza especifica

La riqueza fungica estuvo representada por 21 especies en Platymiscium pinnatum, 20 en
Zigia longifolia, y 20 en Piptadenia pteroclada, lo que de acuerdo a los estimadores de riqueza
esperada representan entre el 40 y el 54 % segun Chao 1, entre el 62 y 67 % acorde con Jacknife

de primer orden, y entre el 79 y el 82 % de acuerdo con Bootstrap (Figura 3a, b, ¢, Anexo 1).
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Figura 3 Riqueza esperada vs. riqueza acumulada de especies fangicas presentes en la rizosfera de Pl pi =
Platymiscium pinnatum (a), Zi lo = Zigia longifolia (b), Pi pt = Piptadenia pteroclada (c).

Considerando el tipo de suelo perturbado, la riqueza fungica fue representada por 19
especies en PCPP, CLR, y POTR, mientras que en CGP se presentaron 7 especies.

Estos datos representan entre el 37 y 88 % para el estimador no paramétrico de riqueza
especifica Chao 1, entre el 62 y 79 % para Jacknife de primer orden y finalmente entre el 81 y 90

% para el estimador Bootstrap (Figura 4 a, b, c, d, Anexol).
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Figura 4 Riqueza esperada vs. riqueza acumulada de especies flngicas presentes en los tipos de suelo perturbados:
PCPP = Plataformas que circunscriben a los pozos petroleros (a), CLR = Celdas de lodos y ripios (b), POTR = potreros
(testigos) (c) y CGP = Centro de gestién de pasivos (d).
4.1.3 Estructura de la comunidad

La estructura de la diversidad fungica expresada por 1-D fue alta, ya que se comporté de

igual manera en la rizésfera de las tres especies arbdreas evaluadas (Tabla 8).
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Tabla 8
Analisis de estructura de la comunidad de acuerdo a las especies arboreas
INDICES DE Platymiscium Zigia Piptadenia
DIVERSIDAD Pinnatum Longifolia Pteroclada
S 21 20 20
N 62 53 75
1-D 0,843 0,886 0,889
H 2,457 2,552 2,496
J 0,556 0,641 0,607

S = Riqueza especifica, N = Abundancia, 1-D = indice de Simpson, H" = indice de Shannon, J° = Equitatividad de
Pielou, PI pi = Platymiscium pinnatum, Zi lo = Zigia longifolia, Pi pt = Piptadenia pteroclada.

Tomando en cuenta los tipos de suelo perturbado, los potreros presentaron menores valores
de riqueza, abundancia y diversidad (Tabla 9), la equitatividad de especies (J’) fue parecida en los

cuatro ecosistemas evaluados.

Tabla 9
Analisis de estructura de la comunidad de acuerdo a los tipos de suelo perturbado
INDICES DE
DIVERSIDAD PCPP CGP CLR POTR
S 19 19 19 7
N 44 60 48 38
1-D 0,913 0,901 0,870 0,742
H 2,669 2,603 2,475 1,588
J 0,760 0,711 0,625 0,699

S = Riqueza especifica, N = Abundancia, 1-D = indice de Simpson, H" = indice de Shannon, J* = Equitatividad de
Pielou, CGP = Centro de gestién de pasivos, POTR = potreros (testigos), PCPP = Plataformas que circunscriben a los

pozos petroleros y CLR = Celdas de lodos y ripios

4.1.4 Similitud de morfoespecies fungicas entre especies arbdreas y entre tipos de suelos
perturbados

De acuerdo a la especie arbdrea, Piptadenia pteroclada y Zigia longifolia fueron similares

en un 60,93 %, este grupo presento a su vez un 60,81 % de similitud con Platymiscium pinnatum

(Figura 5a, Anexo 4).
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En base al indice de Bray-Curtis, los tipos de suelo perturbado mas similares fueron CGP y

POTR (testigos) con 65 % de similitud, ademas este grupo fue similar en un 59 % con PCPP y en

un 56 % con CLR (Figura 5b, Anexo 4).

a

Pi pt

Zilo

Pl pi

| 50.

100

CGP

POTR

PCPP

CLR

50

100

Figura 5 Similitud de morfoespecies fangicas de la rizosfera de acuerdo a las especies arbdreas seleccionadas (a) y

segln los diferentes tipos de suelo perturbado (b). Pi Pt = Piptadenia pteroclada, Zi lo = Zigia longifolia y PI pi =

Platymiscium pinnatum, CGP = Centro de gestion de pasivos, POTR = potreros (testigos), PCPP = Plataformas que

circunscriben a los pozos petroleros y CLR = Celdas de lodos y ripios, el eje (y) representa el porcentaje de similitud

de morfoespecies flngicas y el eje (x) la clasificacion de especies arboéreas y tipos de suelo perturbados

respectivamente.

Tanto en CLR y en PCPP, las especies arboreas mas similares, en cuanto a morfoespecies

fangicas, fueron Piptadenia pteroclada y Zigia longifolia (Figuras 6a, 6b, Anexo2).
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Figura 6 Similitud de morfoespecies flngicas de la riz6sfera de especies arbéreas de acuerdo a los diferentes tipos de
suelo perturbado: CLR = celdas de lodos y ripios (a), PCPP = Pla taformas que circunscriben a los pozos petroleros
(b), POTR = Potreros (c), y CGP = Centro de gestion de pasivos (d), Pi pt = Piptadenia pteroclada, Zi lo = Zigia
longifolia y PI pi = Platymiscium pinnatum, el eje (y) representa el porcentaje de similitud de morfoespecies flngicas

y el gje (x) la clasificacion de especies arboreas y tipos de suelo perturbados respectivamente.
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Por otro lado en los tipos de suelo perturbados, POTR (testigos) y CGP, se encontrd que las

especies arboreas més similares fueron Piptadenia pteroclada y Platymiscium pinnatum en un 55
y 52 % respectivamente, que a su vez presentan similitud con Zigia longifolia en 43 y 48 % cada
uno (Figura 6c, 6d, Anexo 4).
4.1.5 Diferencias de la diversidad fungica de la rizésfera especies arbdreas en diferentes
tipos de suelos perturbados

No se encontro un efecto significativo de la interaccién tipo de suelo perturbado x especie
arbérea para las variables abundancia (F=0,90; p=0,5016), riqueza (F=0,86; p=0,5316), indice de
Shannon (F=0,79; p=0,5827), 1-Simpson (F=0,67; p=0,6742) y equitatividad de Pielou (F=1,25;
p=0,2921). Tampoco se encontrd un efecto significativo para los factores tipo de suelo perturbado
y especie arborea para ninguna de las variables de diversidad.

Los suelos de la rizésfera de los individuos de Piptadenia pteroclada de las CLR tendieron
a presentar mayores valores de abundancia, riqueza, indice de Shannon, indice de Simpson y
Equitatividad de Pielou que los suelos del resto de especies plantadas en los otros sitios perturbados
(Tabla 10 y 11).

Los valores del indice 1 — Simpson tendieron a ser mayores en los suelos de la rizésfera de
los individuos de Platymiscium pinnatum dentro de los potreros.

Finalmente el indice de equitatividad de Pielou tendi6é a ser mayor en los suelos de los
individuos de Zigia longifolia presentes sobre los cuatro tipos de suelos perturbados, y en los suelos

de los individuos de Piptadenia pteroclada de las celdas de lodos y ripios y los potreros (Tabla 11).
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Promedio + error estandar de abundanciay riqueza de las morfoespecies fungicas encontradas de
acuerdo al sitio perturbado y la especie arborea

TIPO DE SUELO

ESPECIE ARBOREA

N

S

PERTURBADO
PCPP Piptadenia pteroclada 260+0,40a 1,90+0,23 a
PCPP Zigia longifolia 2,14+0,26 a 2,00+0,31a
PCPP Platymiscium pinnatum 2,50+0,60 a 2,13+0,35a
CGP Piptadenia pteroclada 1,86+0,34a 1,71£0,29a
CGP Zigia longifolia 1,83+0,31a 1,67+0,33a
CGP Platymiscium pinnatum 2,00+£0,37a 1,50+0,22 a
CLR Piptadenia pteroclada 2,88+055a 2,75+059a
CLR Zigia longifolia 2,17+0,40 a 2,00+0,45a
CLR Platymiscium pinnatum 1,33+0,33a 1,33+0,33a
POTR [Testigo] Piptadenia pteroclada 2,00+0,45a 167+049a
POTR [Testigo] Zigia longifolia 2,00+£0,33a 1,88+0,35a
POTR [Testigo] Platymiscium pinnatum 2,86 +£0,40a 243+£0,37a

Medias con letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente (p<0,05); N = Abundancia, S = Riqueza

especifica, PCPP = Plataformas que circunscriben a los pozos petroleros, CGP = Centro de gestion de pasivos, CLR =

Celdas de lodos y ripios, POTR = potreros [testigos].

Tabla 11

Promedio + error estandar de indice de Shannon, indice de Simpson y Equitatividad de Pielou de
las morfoespecies flngicas encontradas de acuerdo al sitio perturbado y la especie arborea

TIPO DE SUELO

PERTURBADO ESPECIE ARBOREA H’ 1-D J
PCPP Piptadenia pteroclada 0,53+0,13a 0,35+0,08 a 0,96+ 0,02 a
PCPP Zigia longifolia 0,61+£0,17a 0,40+£0,11a 1,00+ 0,00 a
PCPP Platymiscium pinnatum 0,65+0,16a 042+0,10a 0,99+0,01a
CGP Piptadenia pteroclada 045+0,17a 0,30+£0,11a 0,99+0,01a
CGP Zigia longifolia 0,41+£0,19a 0,28+0,13a 1,00+ 0,00 a
CGP Platymiscium pinnatum 0,33+£0,15a 0,23+£0,10a 0,98+0,01a
CLR Piptadenia pteroclada 0,85+0,22a 049+0,11a 1,00£0,00a
CLR Zigia longifolia 0,58+0,21a 0,38+0,13a 1,00+0,00 a
CLR Platymiscium pinnatum 0,35+0,15a 0,25+0,11a 0,83+0,17a

POTR [Testigo] Piptadenia pteroclada 0,35+0,24a 0,21+0,14a 1,00+0,00 a

POTR [Testigo] Zigia longifolia 0,50+0,19a 0,31+0,12a 1,00+0,00 a

POTR [Testigo] Platymiscium pinnatum 0,79+0,17 a 0,50 £ 0,09 a 0,98 £ 0,012

Medias con letras diferentes en la misma columna difieren estadisticamente (p<0,05); 1-D = indice de Simpson, H" =

indice de Shannon, J° = Equitatividad de Pielou, PCPP = Plataformas que circunscriben a los pozos petroleros, CGP

= Centro de gestion de pasivos, CLR = Celdas de lodos y ripios, POTR = potreros [testigos].
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4.2 Discusion

La informacién obtenida en la presente investigacion, detalla las morfoespecies fungicas
encontradas en la rizosfera de tres diferentes especies arbdreas plantadas hace seis afios, en
diferentes tipos de suelo perturbado por extraccion de crudo en la Amazonia Ecuatoriana. La
diversidad de hongos de la rizosfera de Platymiscium pinnatum, Zigia longifolia y Piptadenia
pteroclada fue similar en suelos perturbados y no perturbados.

4.2.1 Diversidad alfa
4.2.1.1 Composicién de morfoespecies fungicas

Algunas de las morfoespecies flngicas encontradas en la presente investigacion, han sido
registradas en estudios previos (Arias-Cifuentes & Pifieros-Espinoza, 2008); (Zambrano-Cevallos
, 2017); (Sosa-Vargas, 2018); estas, forman una cubierta micelar alrededor de las raices de la planta
(rizosfera) (Aponte-Perales, Marafion, Garcia-Fernandez, & Gardes, 2009).

La division Ascomycota, taxon donde se agruparon la mayoria de hongos registrados, asi
como Basidiomycota y Zigomycota, agrupan a especies que participan en la relaciones benéficas
suelo-planta (Smith & Read , 2009), y en formacion de estructuras especializadas en el intercambio
de nutrientes (Taylor & Alexander, 2005); un estudio reciente con hongos presentes al interior de
raices de las especies arboreas evaluadas en esta investigacion también encontrd las mismas
Divisiones taxondmicas (Sosa-Vargas, 2018).

El 83 % de las especies flngicas registradas en este estudio fueron también reportadas
recientemente al interior de la raiz de las mismas especies arbdreas en los mismos tipos de suelos
perturbados (Tabla 10) (Sosa-Vargas, 2018). Para una adecuada determinacién especifica, en
estudios macrofingicos de la Amazonia colombiana se sugieren andlisis moleculares de las

colonias encontradas para una adecuada comprension diversidad ecoldgica y funcional de la
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microbiota (LOopez-Quintero , Straatsma , Franco-Molan, & Boekhout, 2012), por lo que un estudio

molecular de los morfoespecies registradas en este trabajo y en el de Sosa-Vargas (2018) permitiria
verificar la identidad genética de las morfoespecies.

El 61 % de las colonias aisladas pertenecen al género Trychoderma, que segin Fernandez-
Brito (2018), se encuentra cominmente en la rizosfera debido a su gran capacidad de predominar
y colonizar ecosistemas terrestres, y a tener caracteristicas micro-parasiticas y antibidticas,
convirtiéndose en un excelente controlador biolégico. Autores como Score & Palfreyman (1994),
Rivera-Cruz, Ferrera-Cerrato, Volke, Rodriguez, & Fernandez (2002) y Argumedo-Delir, Alarcén
, Ferrera-Cerrato, & Pefia-Cabriales (2009), reportan que Trychoderma spp. participa en la
degradacion de compuestos organicos contaminantes depositados en el suelo; ademas favorece la
degradacidn de hidrocarburos saturados y aromaticos presentes en aceites comestibles (Argumedo-
Delira, Alarcén, Ferrera-Cerrato, & Pefia-Cabriales, 2009). Por lo tanto, se advierte que este género
representa el mayor valor de abundancia en ecosistemas alterados por afecciones petroleras y que
mejoran la calidad del suelo en los ecosistemas evaluados (Argumedo-Delira, Alarcén, Ferrera-
Cerrato, & Pefia-Cabriales, 2009).

Los géneros Trychoderma sp. y Aspergillus sp., se han aislado con técnicas in vitro en
medio enriquecido con crudo pesado (Herndndez-Acosta, y otros, 2003) y ademas crecen
rapidamente en suelos contaminados con petréleo, formando hifas muy densas (April , Foght, &
Currah , 2000), que degradan entre el 35 % de hidrocarburos saturados y aromaticos, el 13 % de
resinas y asfaltenos (Oudot, Dupont, Haloui , & Roquebert, 1993) y otros constituyentes del
petréleo, por lo que son considerados organismos biorremediadores (Paul & Clark, 1996).
Trychoderma spp. y Aspergillus spp., aislados en la presente investigacion, provienen de suelos de

las raices de arboles plantados en suelos perturbados por actividad petrolera (Villacis, Armas,
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Casanoves, & Hang, 2016a); (Villacis, Casanoves, Hang, Keesstra, & C, 2016b), por lo tanto se

infiere que son hongos normalmente presentes en la rizésfera de especies arboreas plantadas en
suelos afectados por la extraccion de crudo, pero que sin embargo pueden degradar sus
constituyentes, por esta razon la dosificacion de estos hongos benéficos podria ser una solucién
para poder remediar no solo suelos contaminados con petroleo sino también suelos contaminados
con plaguicidas o pesticidas, etc.

Los géneros Paecilomyces sp., Penicillum sp., y Fusarium sp., también fueron registrados
en el estudio de Sosa-Vargas (2018) los que segun Radwan, Sorkoh, & EI-Nemr (1995) y April ,
Foght, & Currah (2000), son morfoespecies cuyo micelio cubren el 100 % del sustrato sembrados
en medios de cultivo con el 1 % de petréleo, lo que demuestra que en ambientes contaminados su
crecimiento puede ser mayor (Van Loosdrecht , Lyklema , Norde , & Zehnder, 1990); y
(Hernandez-Acosta, y otros, 2003).

Asi mismo la presencia Rhizopus spp. y Acremonium spp., se debe a que este tipo de hongos
también se encuentran en la rizosfera de zonas contaminadas por la accion petrolera (Radwan,
Sorkoh, & EI-Nemr, 1995); (Rivera-Cruz, Ferrera-Cerrato, Volke, Rodriguez, & Fernandez, 2002);
(Solis-Mardones , 2005); y (Vasquez, Guerrero Figueroa, & Quintero, 2010). Ademas Rhizopus
spp. puede degradar constituyentes del petr6leo (Solis-Mardones , 2005), por lo que su presencia
podria también estar favoreciendo la descontaminacion de los suelos perturbados.

4.2.2 Riqueza especifica

La rizésfera de Piptadenia pteroclada plantada en tres de los cuatro tipos de suelo
perturbado present6 la mayor riqueza fungica. Por otro lado, el hongo saprofito (Latgé, 1999),
Aspergillus sp., presento la mayor riqueza morfoespecifica, esto puede deberse a que prevalece en

nichos ecoldgicos que contienen materia organica (Latgé, 1999). Varias especies de este género
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han sido registrados en la rizésfera de pasto cabezon (Paspalum virgatum) contaminado con

petroleo (Rivera-Cruz, Ferrera-Cerrato, Volke, Rodriguez, & Ferndndez, 2002), lo que corrobora
la alta tasa de crecimiento de este hongo a casusa de que poseen potencial para la limpieza de suelos
contaminados.

Varios autores sostienen que ademdas Aspergillus sp. es considerado un hongo
hidrocarbonoclasta, es decir que es un degradador de contaminantes organicos (McCarty, 1991) ;

Paul & Clark, 1996; (Rivera-Cruz, Ferrera-Cerrato, Volke, Rodriguez, & Fernandez, 2002); y
(Hernandez-Acosta, y otros, 2003).

En los suelos de CLR, CGP y POTR, la mayor riqueza fangica fue similar tanto al interior
de las raices arboreas (Sosa-Vargas, 2018), como en la rizésfera de las especies arboreas. Sin
embargo, en los suelos de PCPP, el arbol con mayor riqueza fungica al interior de las raices fue Z.
longifolia (Sosa-Vargas, 2018), a diferencia de P. pteroclada que fue la especie con mayor riqueza
de hongos rizosféricos. Por lo tanto la riqueza de hongos puede cambiar dependiendo del sitio en
el que se tome la muestra.

Espinoza-Montaluisa (2018) demostrd que en los suelos de CGP la cantidad de TPH’s es
menor a 10mg/L, y que existe presencia de metales pesados como Ni y Pb, que reflejan la
contaminacion del suelo (Mufiz Ugarte, y otros, 2015). Cabe recordar que precisamente en los
suelos de CGP se present6 la menor riqueza absoluta, de ahi que la baja cantidad especies en estos
tipos de suelos contaminados pueden atribuirse a la presencia de estos contaminantes; razon por la
cual se debe estudiar el movimiento de estos metales pesados en los hongos rizosféricos para poder
comprobar la remediacién de los suelos contaminados.

Ninguno de los estimadores de riqueza utilizados demostraron que las especies fungicas

encontradas representaron el 100 % de especies esperadas, un estudio reciente de escarabajos en el
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Oriente Ecuatoriano (Quiloango-Chimarro, 2019), demostrd que las curvas de acumulacion de

especies observabas no llegan a la asintota, no solamente por la deficiencia en el muestreo sino
también por efectos de contaminacion ambiental. Tomando en cuenta que en los sitios evaluados
contienen suelos que fueron perturbados por la extraccion petrolera, se concuerda con Quiloango-
Chimarro (2019), que los porcentajes encontrados por los estimadores de riqueza son causadas por
la contaminacion ambiental ya que el namero de muestras fue alto (Figuras 3y 4).

El estimador de riqueza Bootstrap, fue el indicador que mejor se ajustd a la asintota,
demostrando que la riqueza de especies fungicas representan mas del 75 % y del 80 % en las
especies arbdreas y tipos de suelo perturbado respectivamente. A pesar de presentar la menor
riqueza absoluta, en CGP se encontraron los mayores porcentajes de estimacion de riqueza debido
a que la forma de las curvas dependen de la extrapolacién del nimero de especies acumuladas
(Magurran, 2005).

4.2.3 Estructura de la comunidad

Segun el indice 1-D, tanto la rizésfera de las tres especies arboreas como los de diferentes
tipos de suelo evaluados, contienen alta diversidad fungica (Moreno, 2001). Ademas el indice J',
muestra que las abundancias de las morfoespecies fueron igualmente distribuidas entre especies
arboéreas y entre sitios perturbados (Moreno, 2001).

Cuando los cambios de la estructura de la comunidad resultan complicados de interpretar
con los indices de diversidad y equitatividad (Halffert , Soberén, Melic, Koleff, & Moreno, 2005),
por lo que conviene volver a los valores de riqueza y abundancia proporcional (Moreno, 2001).
Considerando este precepto, la diversidad y equitatividad de los hongos ectorizosféricos y
endorizosféricos, son similares; riqueza comparada con el estudio de Sosa-Vargas (2018) que

registrd 31 morfoespecies dentro de las raices de arboles plantados en suelos contaminados.
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4.2.4 Similitud de morfoespecies fungicas entre especies arbdreas y entre tipos de suelos

perturbados

Considerando que la similitud de especies rizosféricas sobrepaso el 50 % (Bray & Curtis,
1957), se advierte que la mayoria de especies fungicas se comparten entre las especies arbdreas
mejor establecidas (Villacis, Casanoves, Hang, Keesstra, & C, 2016b), asi como entre tipos de
suelo perturbados.

Tan solo cuatro de cada 10 especies no fueron semejantes entre especies arboéreas, efecto
similar al trabajo de Sosa-Vargas (2018) con hongos endorizosféricos en las mismas especies
arboreas. Por lo tanto la diversidad beta de hongos rizosféricos y endorizosféricos es similar.

Cabe aclarar que, a pesar del parecido en el porcentaje de similitud entre el presente trabajo
y el de Sosa-Vargas (2018), los géneros fungicos si son diferentes. Por ejemplo en el presente
estudio el género mas comun entre especies arboreas fue Thrychoderma sp., mientras que para el
trabajo de Sosa-Vargas (2018) fue Fusarium sp.; estas diferencias pueden deberse a que el
crecimiento de las raices en la rizosfera altera las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas del
suelo cambiando la presencia de varias géneros y especies de hongos (Cunningham, Anderson,
Schwab , & Hsu, 1996), ya que existe mayor interaccion entre plantas, microorganismos y
contaminantes del suelo (Hernandez-Acosta, y otros, 2003).

Los resultados del presente trabajo demuestran que CLR fue mas disimil que el resto de
tipos de suelo perturbado. Por otra parte, tomando en cuenta los hongos endorizosféricos los tipos
de suelo mas disimiles fueron PCPP (Sosa-Vargas, 2018). Estos resultados pueden deberse a las
diferentes ecosistemas evaluados y sus cambios en las caracteristicas fisico-quimicos dentro del
suelo (Espinoza-Montaluisa, 2018). El estudio de Pérez-Hernandez, Ochoa-Gaona, Pérez-

Herndndez, & Urrieta-Saltijeral (2015) menciona que la rizésfera proporciona condiciones
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nutricionales favorables para el aumento de poblaciones y la diversidad de microorganismos del

suelo, mientras que dentro de las raices existen principalmente asociaciones raiz-planta
(micorrizas) que comparten nutrientes y azlcares para el crecimiento tanto de la planta como del
hongo (Piepenbring, Lopez, & Céceres, 2016).

Platymiscium pinnatum fue la especie arbdrea con menor similitud fungica en los
ecosistemas evaluados, a diferencia de Piptadenia pteroclada que presento tal caracteristica en
estudio de Sosa-Vargas (2018). Cabe mencionar que la riqueza fingica de P. pinnatum es
equivalente al doble de morfoespecies fungicas de P. pteroclada (Sosa-Vargas, 2018), resultados
que pueden atribuirse a los diferencias en los niveles de MO, conductividad eléctrica, N y P de los
cuatro ecosistemas evaluados (Opik, Moora , Liira, & Zobel, 2006); (Espinoza-Montaluisa, 2018).
4.2.5 Diferencias de la diversidad fungica de la rizdsfera especies arbdreas en diferentes

tipos de suelos perturbados

Tanto para el presente estudio como para el de (Sosa-Vargas, 2018) la riqueza fangica no
presentd diferencias significativas considerando la especies arbéreas ni tipo de suelo perturbado.
Los hongos endorizosféricos presentaron diferencias en los indices de abundancia y en estructura
de la comunidad fangica (Sosa-Vargas, 2018), variables que en el presente estudio tampoco fueron
diferentemente significativas.

Ademas de las diferencias microecosistémicas evidentes, los contrastes se atribuyen a
cambios en la composicion especifica de los hongos si la muestra proviene de la raiz o de la
rizosfera (Gil-Cardeza & Gomez, 2014); (Sosa-Vargas, 2018); debe recordarse que la especie
fangica méas abundante cambio dentro y fuera de la raiz de las especies arbdreas evaluadas.

Ambos estudios no encontraron efectos significativos de la interaccion sitio perturbado x

especie arbdrea; sin embargo, en el presente estudio Piptadenia pteroclada establecida en CLR
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presentd los valores més alto de riqueza, abundancia y estructura de la comunidad fangica

rizésferica (H", 1-D y J") a diferencia de los valores medios de diversidad fungica presentados
dentro de la raiz de la misma especie arborea en el mismo ecosistema (Sosa-Vargas, 2018). P.
pteroclada en PCPP present6 los valores mas bajos de la diversidad fungica (Sosa-Vargas, 2018),
lo que ratifica que el tipo de suelo perturbado influye en la respuesta de la comunidad fangica
asociada a las raices o a la rizdsfera de las especies arboreas. Esto concuerda con a Opik, Moora ,
Liira, & Zobel (2006), quienes sostienen que la composicion de las comunidades de hongos esta

ligada directamente al sitio de origen de la muestra.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

e La rizésfera de Platymiscium pinnatum, Piptadenia pteroclada y Zigia longifolia
establecidas en plataformas que circunscriben a los pozos petroleros, celdas de lodos y
ripios, centro de gestion de pasivos y potreros contienen 35 morfoespecies fungicas, de las
cuales Trychoderma spp. presentd la mayor abundancia.

e En los distintos tipos de suelo perturbado Piptadenia pteroclada es la especie arbdrea con
mayor riqueza fangica, misma que equivale entre el 75 y 80 % de las especies esperadas
por el estimador de riqueza Bootstrap.

e Laestructura de la comunidad de hongos rizosféricos esta representada por una diversidad
alta y por una abundancia proporcional equitativa entre especies arboreas y tipos de suelo
perturbado.

e Las especies arbdreas y los distintos tipos de suelo perturbado comparten un alto porcentaje
de similitud de especies fungicas de la rizésfera pero, tomando en cuenta el tipo de suelo
donde fueron establecidas las especies arboreas, dicha similitud disminuye.

e Anpesar de las diferencias de la composicion de especies, la abundancia, riqueza, diversidad
y equitatividad de los hongos de la rizésfera no cambian con el tipo de suelo perturbado

donde las especies arboreas se establecen.
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5.2 Recomendaciones

e Realizar estudios moleculares de los hongos radiculares reportados para Platymiscium
pinnatum, Zigia longifolia y Piptadenia pteroclada, establecidos en suelos perturbados por
la actividad petrolera, para determinar las identidad genética de las morfoespecies.

e Evaluar los beneficios de la inoculacién de los hongos radiculares en especies forestales,
utilizadas en procesos de remediacion de suelos afectados por actividades de la extraccion
de crudo.

e Estudiar el movimiento de TPH’s, Ni y Pb hacia los hongos endorizosféricos y rizosféricos

de las tres especies arboreas establecidas en los ecosistemas perturbados.
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