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Resumen

En la presente investigacion se identificaron hongos rizosféricos de tres especies arbéreas:
Platymiscium pinnatum, Zygia longifolia y Piptadenia pteroclada, plantadas en la zona
contaminada de Shushufindi EST_40y en la zona no contaminada de Riberefios, de la Amazonia
Ecuatoriana, mediante el uso de espectrometria de masas y la secuenciacién a partir de la
amplificacién del gen ITS. Se activaron las cepas de hongos rizosféricos pertenecientes al
programa de fitoremediacion de suelos afectados por extraccidon petrolera. Se escogieron 14
muestras, siete por localidad, seleccionando un hongo por cada género identificado
morfolégicamente. La amplificacion se llevo a cabo con los primers ITS1 e ITS4 dando como
resultados tamafios de amplicén de alrededor de 550 a 600 pb. Dichos productos de la PCR
fueron secuenciados mediante el método Sanger, las secuencias fueron ensambladas para
obtener una secuencia consenso la cual fue comparada con la base de datos GenBank mediante
el uso de la herramienta BLAST, identificando el 85,71% de las especies. Las especies
identificadas corresponden a Trichoderma spp., Fusarium sp., Mucor irregularis, Aspergillus
fumigatus, Rhizopus arrhizus, Penicilium citrinum y Geotrichum candidum. Mediante
espectofotometria de masas MALDI-TOF se identifico el 28,57% de las especies fungicas. Cabe
resaltar que tan solo la identidad de Aspergillus fumigatus coincidié con las dos técnicas de
identificacion utilizadas. La biodiversidad de hongos rizosféricos fue mayor en el sitio no

contaminado que en el sitio contaminado.

Palabras clave: GEN ITS, HONGOS RIZOSFERICOS, ANALISIS MOLECULAR,

MALDITOF.
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Abstract

In the present research, rhizospheric fungi of three tree species were identified: Platymiscium
pinnatum, Zygia longifolia, Piptadenia pteroclada, planted in the contaminated area of Shushufindi
EST_40 and in the non-contaminated area of Riberefios, in the Ecuadorian Amazon, through the
use of mass spectrometry and sequencing from the amplification of the ITS gene. The strains of
rhizospheric fungi belonging to the phytoremediation program of soils affected by oil extraction
were activated. Fourteen samples were chosen, seven per locality, selecting one fungus for each
genus identified morphologically. Amplification was carried out with primers ITS1 and ITS4,
resulting in amplicon sizes of about 550 to 600 bp. These PCR products were sequenced using
the Sanger method, the sequences were assembled to obtain a consensus sequence which was
compared with the GenBank database using the BLAST tool, identifying 85.71% of the species.
The identified species correspond to Trichoderma spp., Fusarium sp., Mucor irregularis,
Aspergillus fumigatus, Rhizopus arrhizus, Penicilium citrinum and Geotrichum candidum. By
MALDI-TOF mass spectrophotometry, 28.57% of the fungal species were identified. It should be
noted that only the identity of Aspergillus fumigatus coincided with the two identification
techniques used. The biodiversity of rhizospheric fungi was higher in the non-contaminated site

than in the contaminated site.

Keywords: ITS GENE, RHIZOSPHERIC FUNGI, MOLECULAR ANALYSIS, MALDITOF.
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CAPITULO |
INTRODUCCION
Antecedentes

La actividad petrolera en el Ecuador inicié desde la década de 1970 cuando se produjo
un boom petrolero tras el descubrimiento de yacimientos de petréleo en la region amazénica
del Ecuador. Este acontecimiento provocaria un rapido crecimiento de la industria pues se
convirtié en una de las principales fuentes de ingresos para la economia ecuatoriana y de su
PBI (Diaz y Cueva, 2017). Es asi que se han creado campos petroleros que ocupan grandes
extensiones de terreno y conforme han pasado los afios también han crecido las concesiones
de areas para esta actividad (Mateo y Garcia, 2014).

En el Ecuador, la actividad petrolera se caracteriza por no aplicar controles ambientales
pertinentes, ni realizar el mantenimiento adecuado de los pozos petroleros, ademas del uso de
tecnologia obsoleta y no llevar estadisticas del dafio producido tanto en el medio ambiente
como en la vida de las comunidades (Lessmann et al., 2016).

Se ha reportado varios impactos producidos por esta industria y sus actividades
inherentes para la obtencion del crudo, siendo uno de estos las alteraciones en la actividad de
microorganismos, su diversidad y las propiedades fisicoquimicas del suelo (Alrumman et al.,
2015).

El Proyecto Amazonia Viva de la empresa Petro Amazonas con el fin de disminuir estos
impactos producidos en la regiébn amazoénica, ha colaborado con diversos proyectos de
investigacion relacionados con la fitorremediacion forestal (Villacis Buenafio, 2016), y en lo que
corresponde a los microorganismos del suelo durante cuatro afios seguidos se ha evaluado los
efectos relacionados con la diversidad, abundancia y riqueza de hongos rizosféricos en arboles
inoculados y no inoculados, plantados en zonas contaminadas y no contaminadas de la
Amazonia ecuatoriana (Quinsasamin Armas, 2019; Remache Arequipa, 2020; Sosa Vargas,

2018; Vega Chimarro, 2021).
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Justificacion

El reino Fungi es considerado uno de los mas diversos, se estima que incluyen mas de
1,5 millones de especies, de las cuales tan solo se han identificado aproximadamente el 10%
(Hawksworth, 2001). Por este motivo la identificacion de hongos a nivel de especie es de suma
importancia tanto para estudios de base (ecologia, taxonomia) como para estudios aplicados
(gendémica) (Raja et al., 2017).

Los métodos clasicos de identificacién de hongos, que se basan principalmente en las
caracteristicas morfolégicas, se utilizan para la clasificacion de hongos a nivel de orden o de
familia, y generalmente no funcionan para identificar una especie, pues los caracteres
morfolégicos no brindan agrupaciones precisas dentro de un marco evolutivo, principalmente a
nivel de especie (Raja et al., 2017). En este sentido han surgido nuevas tecnologias mediante
el uso moderno de técnicas moleculares basadas en el ADN, y protedmicas basadas en perfiles
de proteinas que han demostrado ser muy Utiles para explorar su identidad taxonémica
(Gautam et al., 2022). La amplificacion y secuenciacion del gen ITS es una parte primordial
pues es el marcador de cédigo de barras de ADN preferido para la identificacion de taxones
Unicos proporcionando un gran material de referencia para la identificacion (Bellemain et al.,
2010).

Objetivos
Objetivo General

Caracterizar molecularmente los hongos rizosféricos presentes en tres especies
arboéreas plantadas en la zona contaminada de Shushufindi EST_40y en la zona no
contaminada de Riberefios en la Amazonia ecuatoriana.

Objetivos Especificos.

Activar las cepas de hongos rizosféricos pertenecientes al programa de fitoremediacién
de suelos afectados por procesos de extraccion petrolera en las Zonas Shushufindi EST_40y
Riberefios.
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Identificar a nivel especifico hongos rizosféricos en suelos contaminados y no
contaminados mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF MS).

Secuenciar el gen ITS para la identificacién especifica de hongos rizosféricos presentes
en suelos contaminados y no contaminados.

Comparar la riqgueza especifica entre suelos contaminados y no contaminados.
Hipotesis
Hipotesis Nula

La riqueza especifica de hongos rizosféricos no cambia entre suelos contaminados y no
contaminados por actividades inherentes a la extraccion de petréleo.
Hipotesis de Investigacion

La riqueza especifica de hongos rizosféricos cambia entre suelos contaminados y no

contaminados por actividades inherentes a la extraccion de petréleo.
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CAPITULO Il
REVISION DE LITERATURA
Suelos Amazobnicos

La regiébn amazonica ecuatoriana conformada por seis provincias: Sucumbios,
Orellana, Napo, Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe, ocupa 115 613 km? lo que
representa 45 % de todo el territorio (Huera-Lucero et al., 2020).

Existe una gran diversidad de suelos en esta region siendo los mas predominantes los
gue corresponden a los 6rdenes Andisoles, Inceptisoles, Entisoles y Oxisoles (Sanchez et al.,
2018).

Los suelos son de origen volcanico sin embargo se caracterizan por una baja
concentracion de nutrientes, baja fertilidad, ademas de elevados niveles de aluminio y mercurio
producto de las precipitaciones, actividades agropecuarias y actividades antropogénicas como
la extraccién de petréleo, mineria o deforestacion (Vargas y Calero, 2014).

Hongos Rizosféricos

El suelo es uno de los ecosistemas mas extensos, habitado por un grupo diverso de
microorganismos gue se encuentran en estrecha relacién con las raices y son responsables de
varios procesos biologicos vy fisiologicos (Pattnaik y Busi, 2019).EI suelo esta conformado por
varias zonas,siendo la rizésfera, el suelo adyacente a las raices de las plantas, incluyendo el
microambiente 0 ~ 2 mm entre la superficie de la raiz y el suelo, siendo este un nicho Unico
para la proliferacion microbiana (Hartmann et al., 2008).Los hongos que aqui habitan juegan un
papel esencial en la absorcion de nutrientes produciendo una simbiosis beneficiosa con la
mayoria de las plantas, proporcionando nitrégeno y fésforo, ademas de aumentar
significativamente la eficiencia en la utilizacion de los nutrientes del suelo (Haldar y Sengupta,
2015).Se ha reportado que los hongos rizosféricos pueden ayudar a procesos de
fitoremediacion en suelos contaminados con petréleo, degradando los hidrocarburos debido a

la produccion de enzimas hidroliticas extracelulares (Kadri et al, 2017).
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Hongos rizosféricos como indicadores de calidad de sitio

La calidad del suelo esta fuertemente influenciada por las funciones que desarrollan los
microorganismos que aqui habitan, asi como también por su diversidad. Por esta razon la
estructura de la comunidad microbiana tiene la capacidad de servir como un indicador
temprano y altamente fiable de degradacion o agotamiento del suelo (Pedraza et al., 2010). La
estructura y composicion de la comunidad microbiana rizosférica se ve muy afectada por una
serie de factores biéticos y abidticos como el contenido de MO, las caracteristicas quimicas de
los suelos, el pH, y la cantidad de contaminantes o sales (Doula y Sarris, 2016).

El petréleo es considerado como uno de los principales contaminantes que afectan a la
actividad biol6gica que desempefian los hongos rizosféricos en el suelo, aumentando la
toxicidad e interfiriendo en la disponibilidad y absorcién de nutrientes (Pattnaik y Busi, 2019).
Extraccion de ADN de hongos

El ADN de alta calidad, asi como una cantidad aceptable es esencial para la realizacién
de las técnicas moleculares como PCR y la secuenciacién del genoma (Bellemare et al.,
2018).El fundamento de la extraccién de ADN se basa en el rompimiento de las paredes
celulares para su liberacién, mediante la utilizacién de métodos fisicos y quimicos, seguido de
la separacion de las proteinas, eliminacion de desechos celulares y finalmente su precipitacién
(Gupta,2019).

La extraccion de ADN de hongos conlleva varios inconvenientes, pues los hongos
presentan una pared celular compuesta por glucanos, quitina y glicoproteinas que dificulta la
lisis celular y la cantidad de ADN obtenido (Fredricks et al., 2005).Los métodos de extraccion
convencionales emplean métodos fisicos y quimicos para asegurar la ruptura de la pared
celular y la liberacion del ADN, sin embargo los rendimientos obtenidos son bajos (Kumar y
Mugunthan, 2018), por lo cual en la actualidad existen kits comerciales disponibles, que

favorecen la lisis celular, cantidad de ADN aceptable y la purificacion del ADN, ya que suelen
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ofrecer un entorno libre de sustancias en comparaciéon con los métodos tradicionales,pero su
aplicacion suele ser costosa (Black y Foarde, 2007).
PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular, cuyas
aplicaciones se han extendido a todas las ciencias biolégicas desde que se descubrié por
primera vez (Mullis, 1990).Su principio se basa en generar un gran nimero de copias de un gen
a partir de una plantilla de ADN molde (Van Pelt-Verkuil et al., 2008).

Cada reaccion de PCR requiere la presencia de: ADN polimerasa, nucleétidos (dNTP),
primers, ADN molde, buffer e iones de magnesio.

La ADN polimerasa es la enzima que permite la replicacion uniendo los nucleétidos
individuales para formar el producto de la PCR. Los dNTP son los componentes que
proporcionan tanto la energia como los nucleétidos necesarios que utiliza la Taq polimersa para
la sintesis de ADN (Garibyan y Avashia, 2013).

Los primers o cebadores son secuencias definidas cortas de ADN utilizados para dar
inicio a la reaccion como puntos de partida, ademas de definir el fragmento a amplificar; el
primer forward reconoce de manera complementaria la secuencia del fragmento de ADN de la
cadena 5'-3' objetivo, mientras que el primer reverse, una secuencia 3'-5' del mismo fragmento
(Kadri, 2019).

El buffer de PCR asegura las condiciones éptimas de pH para que la enzima Taq
polimersa ejecute su funcion, finalmente los iones de magnesio actian como cofactor de la
polimerasa asegurando su maxima eficacia (Kadri, 2019).

El proceso de la PCR implica ciclos térmicos de desnaturalizacion, hibridacion y
extension. En la fase de desnaturalizacion el ascenso de la temperatura alrededor de 94 C°
provoca que las cadenas de ADN se dividan. A continuacion, la temperatura baja en un rango
aproximado a 55 C°, provocando que los cebadores especificos se unan por

complementariedad al ADN objetivo, proceso conocido como hibridacion, finalmente la
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temperatura se eleva huevamente a 72 C° momento en el que actla la enzima polimerasa
extendiendo los cebadores y agregando nucleétidos a la cadena de ADN (Pérez de Castro,
2011).

Cada vez que se repite este proceso el niumero de copias de ADN se duplica (Pérez de
Castro, 2011). (Figura 1).
Figura 1

Esquema del ciclo de PCR

Denaturation

Primer

TITTIIITT annealing

DNA template

B
»
Time

Nota. Representacion esquemética de un ciclo de amplificacién por
PCR.Recuperado de: (Neidler, 2017).

Espaciador transcrito interno (ITS)

La region ITS es el codigo de barras genético recomendado para hongos, pues
presenta caracteristicas favorables como: practicidad, fiabilidad de amplificacién por PCR (> 90
% de éxito), alto grado de variacion incluso entre especies estrechamente relacionadas,
ausencia de variacion extrema de longitud, la presencia de copias Unicas y baja variabilidad
intraespecifica (Schoch et al., 2012).

ITS hace referencia al ADN espaciador localizado entre los genes de ARNr de
subunidad pequefia (ARNr 18S) y ARNr de subunidad grande (ARNr 5,8S y 28S) en el

cromosoma o la region transcrita correspondiente (Sharma et al., 2023).
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En el reino Fungi, toda la region ITS tiene una longitud de aproximadamente 600 pb
(White et al., 1990). Las regiones ITS1 e ITS2 se incluyen en la regién ITS, estas se encuentran
separadas por el gen 5.8S (Bellemain et al., 2010).
Figura 2

Esquema parcial del gen ADN ribosomal y sus espaciadores internos ITS1 e ITS2.

1TS1-F
*
ITSS
->
NS7 ITS3
\-ﬁ—éﬂ—“lﬂ
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Nota. Representacion esquemaética de la region del espaciador transcrito interno

(ITS) ribosomal nuclear espaciador ITS1 (entre los genes 18S y 5.8S rRNA) y el

espaciador ITS2 (entre los genes 5.8S y 28S rRNA), con primers de uso comun

para amplificar dichas regiones. Subrayado los primers utilizados ITS1-

ITS4.Adaptado de: (Ben Hassine Ben Ali, 2016).

Los genes de ARNr 18S, 5.8S y 28S debido a sus secuencias altamente conservadas
permiten el disefio de "primers universales" (Xu, 2016). Estos primers permiten la amplificacion
de la totalidad o partes de la region ITS, dirigiéndose a diferentes sitios del gen (Martin y
Rygiewicz, 2005).

Se puede hacer uso de distintos primers universales para la secuenciacion de ADN de
acuerdo al grupo de hongos en estudio, ya que el uso de un solo par de primers puede arrojar
resultados inexactos en la determinacion de especies (Asemaninejad et al., 2016).
Secuenciacion

Todos los organismos poseen una secuencia de ADN Unica, que esta constituida por
nucleotidos. Si se conoce dicha secuencia, se puede identificar el organismo en cuestion. La
secuenciacion del ADN es una técnica para precisar cOmo se encuentran ubicados los

nucleétidos presentes en una molécula de ADN, estableciendo sus propiedades hereditarias y

bioquimicas (Shendure et al., 2017).
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Esta técnica es de gran importancia en la microbiologia pues tiene multiples
aplicaciones siendo las mas representativas la especificacion, andlisis filogenético y tipificacion
de bacterias (Salem-Bango et al., 2023).

A lo largo de los afios y con el avance de la tecnologia, se ha logrado una revolucién en
la gendmica fangica pues se puede producir secuencias de cualquier microrganismo con una
alta precision, y costos bajos. Es asi que el recurso genémico flngico en la actualidad ha
aumentado provocando la generacion de bases de datos de secuencias de hongos publicas
gue se encuentran al alcance de los investigadores para nuevos estudios (Galagan et al.,
2005).

Secuenciacion Sanger

El método de secuenciacién de Sanger denominado también como método de
terminacion de cadena fue desarrollado en 1977 (Sanger et al., 1977).

Esta técnica requiere un molde de ADN objetivo monocatenario, un cebador de ADN,
ADN polimerasa, desoxirribonucleétidos (ANTP), y nucle6tidos marcados con tinte fluorescente
(ddNTP) (Heather y Chain, 2016).

Estos ddNTPs, impiden la formacién del enlace fosfodiéster, evitando la adicion de mas
nucleétidos una vez estos se hayan incorporado (Men et al., 2008).

Cuando se une un ddNTP a la secuencia de elongacion, la base emitira fluorescencia
segun el nucleétido asociado con una longitud de onda especifica, A con fluorescencia verde, T
con rojo, G con negro y C con azul (Gomes y Korf, 2018).

Las reacciones de secuenciacion se ejecutan mediante una columna de electroforesis
capilar en donde los fluoréforos son excitados con un laser para leer la secuencia mediante la
deteccion de la intensidad fluorescente que se traduce en un "pico”, estos picos corresponden a
las bases de nucleétidos que posteriormente un software los convertira en un electroferograma

(Hagemann, 2015).
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Figura 3

Principio de secuenciacion de Sanger
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Nota. Los ddNTP marcados con fluorescencia se afiaden a los amplicones a medida

que se sintetizan. La informacion se traduce a una secuencia en un

electroferograma. Recuperado de: (Zhang et al., 2014).
Diversidad biolégica

La biodiversidad biologica representa la variedad y heterogeneidad de diferentes tipos
de organismos que se encuentran presentes y en constante interrelacién en un ecosistema,
esta abarca la diversidad de especies, la diversidad genética y la diversidad de ecosistemas
gue aqui se encuentran (Morris et al., 2014).

Se han desarrollado varios indices de diversidad utilizados, con el fin de medir los
cambios en las comunidades de acuerdo a la variable a analizar (Magurran y Dornelas, 2010).
Riqueza

La rigueza se define con el numero de individuos de distintos tipos de especies que se

encuentran en ambiente o grupo (Morris et al., 2014).
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Abundancia

La abundancia absoluta se define con el nUmero total de individuos pertenecientes a
una misma especie que se encuentran en un ambiente o grupo (Morris et al., 2014).
indices de equitatividad

La equitatividad es una medida que representa el grado de similitud haciendo uso de las
abundancias de diferentes especies y cOmo estas se encuentran distribuidas. Dentro de los
indices de equitatividad se encuentra al indice de Shannon-Wiaver (H’) el cual asume que los
individuos se muestrean aleatoriamente y que todas las especies estan representadas en la
muestra (Shannon, 1948).

Este indice muestra la heterogenidad existente tomando en cuenta la relacion entre la
rigueza de especies y la abundancia relativa de individuos, los valores bajos indican mas
diversidad, mientras que los valores mas altos indican menos diversidad (Ortiz-Burgos, 2016).

Por otra parte, el indice de Pielou mide la uniformidad de las especies y como estas se
distribuyen en una comunidad (Pielou, 1966).
indices de dominancia

Los indices de dominancia hacen referencia a una distribucién desigual, cuantificando la
dominancia de una o pocas especies (especies dominantes) las cuales tienen mayor
representatividad en una comunidad. Dentro de los indices de dominancia se encuentra el
indice de Simpson que mide la probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar de
una muestra corresponden a la misma especie (Simpson, 1949).

Filogenia

Filogenia es el estudio de la comparacion de similitudes genéticas y desarrollo evolutivo
de los diferentes grupos de organismos (Dhama, 2023).

La filogenética molecular es la ciencia que emplea datos de secuencias de genes para
inferir la historia evolutiva de los organismos mediante las relaciones filogenéticas existentes

entre especies (Dhama, 2023). Esta rama de la filogenia permite analizar las diferencias en las
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secuencias de ADN de los individuos que pertenecen a una misma especie, ya que comparten
caracteristicas en comun (Bromham, 2016).

Los resultados obtenidos mediante los analisis filogenéticos moleculares estan
representados mediante un arbol filogenético que resume por medio de una representacion
gréfica las relaciones de ancestros comunes a través de la comprension de las secuencias

mismas de los organismos y su evolucion (Hall, 2013).

UPGMA

El método UPGMA también conocido como método de grupo de pares no ponderados
con media aritmética es considerado uno de los algoritmos mas sencillos para la elaboracién de
un arbol filogenético (Drummond y Rodrigo, 2000).

Es un método de distancia para la prediccion filogenética, pues utiliza una matriz de
distancias entre pares de secuencias de los taxones estudiados, previamente realizada una
alineacién multiple, su fundamento se basa en los fragmentos en los que se ha cambiado la
secuencia, siendo un valor mas pequefio el que indica una relacién mas cercana (Hua et al.,
2017).

En este método se asume una tasa de evolucion constante denominada como hipétesis
de reloj molecular que sostiene que las secuencias de ADN mutan a un tiempo constante
durante el mismo periodo de tiempo (Hua et al., 2017).

Espectrometria de masas (MALDI-TOF MS)

La espectrometria de masas de tiempo de vuelo de ionizacién por desorcion laser
asistida por matriz, también conocida como MALDI-TOF MS, es una técnica de identificacién de
microorganismos que se basa en el perfil de proteinas ribosémicas considerado como una
huella Unica de proteinas especificas de un microorganismo y su comparacion con una base de
datos de espectros de masas de referencia (Drissner et al., 2014).

La aplicacién de esta técnica se inicié con la identificacion de bacterias, pero se amplio
a la identificacion de levaduras y hongos filamentosos importantes, siendo una técnica rapida,
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de bajo costo y de facil aplicacion, convirtiéndose asi es una herramienta utilizada ampliamente
por los investigadores (Cassagne et al., 2011).

Un espectrometro de masas esté constituido por un mecanismo de ionizacion “MALDI”
basado en un método de ionizacion suave que permite ionizar las proteinas sin su ruptura
durante el proceso, un analizador de masas “TOF” que diferencia los iones de acuerdo a los
valores establecidos mediante la relacion masa /carga y un dispositivo que logra la deteccién
de iones separados (Croxatto et al., 2012).

En el analisis en hongos es necesario un tratamiento previo con acido férmico para lisar
las células, debido a la naturaleza compleja de las paredes celulares de estos microrganismos
(Maldonado et al., 2018).

Posteriormente se transfiere la muestra a la placa conductora y se afiade una solucién
matriz de un compuesto organico, al secarse la matriz se cristaliza y fija junto a la muestra (Li et
al., 2022).

La placa se introduce en el equipo en donde la muestra se ioniza bajo la irradiacion de
un bombardeo con laser pulsado, las moléculas de la matriz absorben la energia del laser y la
transforman en energia excitada, llevando a estado gaseoso a la muestra (Maldonado et al.,
2018).

Acto seguido se produce la ionizacién de las proteinas que se van a acelerar por un
campo eléctrico a través del tubo TOF, provocando su separacién entre si de acuerdo a su
relacion masa/carga en relacion al tiempo que tarda en recorrer la longitud del tubo de vuelo
(Singhal et al., 2015).

En funcion de la informacion, se genera un espectro caracteristico denominado huella
dactilar de masa peptidica (PMF) que es Unico para cada tipo de hongo que debe ser

comparado con una base de datos para hallar similitudes (Singhal et al., 2015).
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Figura 4

Base instrumental de MALDI-TOF MS
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Nota. Metodologia para el andlisis MALDI-TOF. Adaptado de: (Li et al.,
2022).
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CAPITULO 1Il

METODOLOGIA

Ubicacion del estudio
Las muestras fueron recolectadas durante cuatro afios seguidos, en las parcelas
experimentales, de los campos de explotacidn petrolera de la empresa Petroamazonas,

ubicadas en la provincia de Sucumbios.

Zona Riberefios
La parcela del sitio Riberefios es considerada una parcela testigo, pues no ha sido
afectada por los procesos de extraccion de petréleo. Se encuentra ubicada en las coordenadas:

(NO300491, UTM1001430) (Villacis et al., 2016).

Zona Shushufindi

La parcela Shushufindi es considerada una plataforma de lodos y ripios, en donde los
desechos provenientes de la perforacion denonimados “lodos y ripios de perforacion” son
mezclados con otros componentes para disminuir metales pesados y estabilizar el material. Se

encuentra ubicada en las coordenadas: (M313661, UTM9981360) (Villacis et al., 2016).

Parte experimental

Los cultivos de los hongos, asi como los analisis de biologia molecular se llevaron a
cabo en el Laboratorio de Microbiologia y de Agrobiotecnologia de la Carrera Agropecuaria
(IASA 1) de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, respectivamente.

La cuantificacion y calidad de ADN por espectrofotometria se realiz6 en el Laboratorio
de Docencia de biologia molecular de la Carrera de Biotecnologia de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE.

Los analisis correspondientes a la parte protedmica (MALDI-TOF MS) se llevaron a
cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad Regional

Amazodnica IKIAM.

30



Los analisis de biodiversidad se realizaron en el Laboratorio de Zoologia de la Carrera

Agropecuaria (IASA 1) de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
Preparacion de medios de cultivo

Medio PDA

Se hizo uso del medio PDA de la marca BD Difco™. Se pes6 40 g del medio y se lo
colocd en un matraz con 1000 mL de agua destilada, se llevé a la plancha de
agitacién/calentamiento y se esperé su ebullicién.

La solucién se trasvaso a un frasco BOECO, se adicion6 una pastilla de amoxicilina de
500 mg y se autoclavo por 15 minutos a 121 °C.

El medio se dispens6 en cajas Petri estériles en una cabina de flujo laminar (THERMO
FORMA), finalmente se esperd su solidificacién para su almacenamiento a 4 °C y posterior uso.
Medio liquido

Se peso 20 g de dextrosa 'y 5 g de peptona y se disolvio en 1 000 mL de agua destilada.
Esta solucion se llevé a la plancha de calentamiento hasta su ebullicién y se afiadié una pastilla
de amoxicilina de 500 mg.

Se dispensé aproximadamente 5 mL de medio en tubos de ensayo con ayuda de una
pipeta Pasteur estéril, y se autoclavé por 15 minutos a 121 °C.

Una vez que estos se enfriaron fueron almacenados a 4 °C hasta su uso.

Activacion de cepas

Se activaron las cepas de hongos correspondientes a los sitios Riberefios 39 cepas y
Shushufindi 22 cepas, almacenadas en el Laboratorio de Microbiologia del IASA 1, de cuatro
trabajos de titulacion entre los afios 2018 a 2021, que se encontraban en viales a -20 °C.
Dichas cepas fueron activadas en medio sélido Papa Dextrosa Agar (PDA) con amoxicilina

(500 mg).
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Se colocé aproximadamente 1 mL de muestra del vial en la caja con PDA gelificado y
fue esparcido con la ayuda del asa de inoculacion, ademés se inoculé la porcion de agar
extraido del vial. Se incubo a 30°C durante 72 horas dentro de la incubadora.

Purificacion de medios

Transcurridas las 72 horas de la inoculacion, se observo las cajas Petri y se purifico las
muestras contaminadas hasta obtener hongos puros.

Se tomé Unicamente el hongo de interés y se lo transfirid a una nueva caja Petri con
medio PDA, dejandolo incubar nuevamente a 30°C durante 72 horas.

Seleccion de muestras

Se seleccionaron 14 muestras de hongos puros previamente identificados
morfolégicamente, siete muestras correspondientes a Riberefios (Tabla 1) y siete muestras de
la localidad Shushufindi (Tabla 2). Se escogié una cepa para cada género identificado
morfolégicamente. Esta identificacién se realizé en estudios previos en donde se utilizé las
claves dicotomicas lllustrated Genera of Imperfecte Fungi (Barnett, 1999) y Morphologies of
Cultured Fungi and key to Species (Watanabe, 2010).

Tabla 1

Muestras escogidas Riberefios

# Género

1 Aspergillus
2 Rhizopus

3 Trichoderma
4 Penicilium

5 Trichoderma
6 Paecilomyces
7 Fusarium

Nota.Autoria propia.
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Tabla 2

Muestras escogidas Shushufindi.

Género
Scopulariopsis

Geotrichum
Rhizopus
Thielauiopsis
Trichoderma
Paecilomyces

N o o b~ WN R H

Fusarium

Nota.Autoria propia.

Inoculacién en medio liguido

A partir de los cultivos puros de las muestras seleccionadas se extrajo micelio con el
asa de inoculacién y se colocé en un tubo de ensayo con 5 mL de medio liquido (peptona +
dextrosa + amoxicilina).

Los tubos de ensayo fueron flameados con el mechero Bunsen y sellados con ayuda
de Parafilm. Para favorecer su crecimiento se los llevé a la incubadora por 72 horas a 30°C.
Extraccion de ADN

Se utilizé el protocolo para la identificacion molecular de microorganismo propuesta por,
Flores. (2021) modificada de, Berrendero et al. (2008).

En tubos de 1,5 mL se colocé la muestra flngica creciendo en medio liquido, ademas
de 1,5 mL de medio. Se sometié a centrifugacion a 1 0000 rpm durante 2 min y se descarto el
sobrenadante.

Se agreg6 500 pL de buffer de extraccion (Tris HCI 100 Mm (Invitrogen), EDTA 20 mM
(JT. Baker), CTAB 2,5 % w/v, NaCl 1.4 M (EMSURE), pH 8) y se sometié a maceracion con un

pistilo estéril por 1 min hasta que el micelio se hay triturado completamente.

33



Se homogeniz6 la muestra en un vortex (DLAB) durante 5 s. Se afiadio tres perlas de
vidrio al tubo y se agreg6 2 pL de B-mercaptoetanol, se repitié el proceso de homogenizacion
con vortex por 30 s hasta que el micelio del hongo se vea macerado.

Se incub6 en un termo bloque (LABNET) a 60 °C por 30 min y se mezclé invirtiendiendo
la muestra cada 10 min. Se afadié 500 pL de cloroformo frio y se homogeniz6 una vez mas.

Las muestras se dejaron en reposo por 2 min. Para su posterior centrifugacion a
14500g por 8 min.

El sobrenadante obtenido se transfirié a un nuevo microtubo de 1,5 mL y se afiadié un
volumen igual de etanol absoluto frio, 150 uL de acetato de sodio 3 M (pH 5,2) (Baker
Analyzed) y 300 pL de etanol al 70 %.

Para favorecer la precipitacion de ADN, se dejo reposar las muestras a -20 °C durante
toda la noche. Al dia siguiente se centrifugaron las muestras a 14 500 g por 14 min, se deseché
el sobrenadante y cuidadosamente se lavé dos veces con 200 yL de etanol al 70 % para
eliminar restos de contaminantes.

Se dejo6 secar por 30 min con la ayuda del flujo de aire de una camara de flujo laminar.
El pellet se resuspendié en 50 yL de solucion de NAOH 8 mM en agua ultrapura, se afiadié 1L
de RNAsa y se dej6 incubar a 37°C por 30 min.

Las muestras fueron almacenadas a -20°C, para su posterior uso.

Determinacion de la cantidad y calidad de ADN

La calidad de ADN se determiné por medio de una electroforesis horizontal en gel de
agarosa (SeaKem ®) al 0,8% y TBE (108 g Tris (Invitrogen), 55 g Acido Bérico (AMP), 40 mL
EDTA 0,5 M, pH 8 (JT. Baker)) con 4 pL de SYBR safe (PROMEGA Diamond™), en cada
pocillo se deposité 10 uL de ADN y 2 pL de Blue Juice. La electroforesis se corrié a 100 V por
30 min. El gel de agarosa se observo en el transiluminador (ALPHA INNOTECH) y se

documentaron los resultados.
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Las muestras de ADN fueron cuantificadas por medio del espectrofotébmetro Multiskan
Sky Thermo Scientific™.

En cada pocillo de la placa uDrop™, se colocé 2 pL de cada muestra, se adecuaron los
pardmetros del protocolo y se ejecutd el programa en el software para lectura de microplacas
Skanlt™, este arroj6 los resultados de la generacion de longitudes de onda de 260 nm, 280 nm,
230 nmy 320 nm, las cuales se usaron para generar las relaciones de pureza 260/280,
260/230 asi como también la concentracion del ADN (Thermo Fisher Scientific, 2020).

La concentracion de ADN pg/ml fue obtenida mediante la siguiente férmula:

50 ug/ml
Dimension celda en cm

C = (Az60 — A320) X

Donde:
C= concentracién de ADN pg/ml
A260= valor de absorbancia a 260 nm
A320= valor de absorbancia a 320 nm
50 pg/ml = coeficiente estandar
dimensién celda= distancia por la que pasa la luz a través de la muestra (0,049 cm)
Dilucién del ADN extraido

Tras obtener la concentracién de ADN (ug/mL) se diluyeron las muestras mas
concentradas en agua ultra pura a una concentracion final de 100 ng/uL.

La dilucién del ADN se realizé mediante la formula:

CiVy = GV,

Amplificacion de laregion ITS por PCR

Las 14 muestras de ADN fueron amplificadas mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). La region ITS fue amplificada mediante el uso de los primers ITS1 e ITS4,

(White et al., 1990). (Tabla 3).
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Tabla 3

Primers utilizados para la amplificacion de la region ITS

Primer Secuencia Tamano
amplificado (pb)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 600
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 600

Nota. Pb =pares de bases. Recuperado de: (White et al., 1990).

La PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL tal como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4

Ajuste del master mix de reaccién para un volumen final de 50 pL

Reactivo Concentracion  Concentracion final ~ Volumen por
inicial reaccion (1X)
PCR Buffer con Mg?* 10X 1x 5 uL
MgSO4 25 mM 1.5mM 3L
dNTP s mixture 10 mM 0.2mM 1puL
Primer forward (ITS1) 10 uM 0.5 uM 1puL
Primer Reverse (ITS4) 10 uM 0.5 uM 1pL
Taq Polimerasa 5U/uL 1U 0,2 uL
Agua ultra pura - - 37,8 L
ADN - 100 ng 1L

Nota. dNTP's: Desoxinucle6tido trifosfato. Autoria propia.
La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador (TECHNE-TC-412) segin a lo
establecido por (White et al., 1990) cuyo programa se encuentra en la Tabla 5.
Tabla 5

Condiciones de amplificacion del gen ITS

Etapa Temperatura Tiempo NuUmero

de ciclos
Denaturalizacion 95 °C 3 min 1

inicial

Denaturalizacion 95 °C 30s 30
Hibridacion 60 °C 30s 30
Extension 72 °C 60 s 30
Extension final 72 °C 3 min 1

Nota.Recuperado de: (White et al., 1990) .
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Comprobacion del producto amplificado

Para comprobar la amplificacion de la region ITS se realizd una electroforesis horizontal
en gel de agarosa al 1 % y TBE (108 g Tris (Invitrogen), 55 g Acido Borico (AMP), 40 mL EDTA
0,5 M, pH 8 (JT. Baker)) con 4 uL de SYBR safe, (PROMEGA Diamond™), en cada pocillo se
deposité 5 pL del amplicon y 2 pL de Blue Juice. Se utilizé 2 uL de marcador (PROMEGA) de
100 pb en el primer pocillo para determinar el tamafio de los amplicones. La electroforesis se
corrié a 90 V por 1 hora. El gel de agarosa se observo en el transiluminador (ALPHA
INNOTECH) y se documentd los resultados.
Secuenciacion

Se envio6 45 uL de producto de la PCR a la empresa IDgen que posteriormente realiz6 él
envié de amplicones a MACROGEN en Korea, aqui se realizé una purificacion y secuenciacion
con el método Sanger de las dos hebras del fragmento de ADN.
Espectrometria de masas

Se recolectd micelio del hongo a analizarse y se afiadié 1 pL de acido férmico al 70 %
para la fijacion de la muestra, posteriormente se agregé 40 mg/ml de la matriz de ionizacién
CHCA (alpha-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid) en modo lineal para la lectura de los pocillos.

Se llevé la placa al espectrofotbmetro de masas. Se adecu6 los parametros y se inicio el
andlisis.

El software SARAMIS (System Version 4.1.0.9) fue empleado para la identificacion de
microorganismos presentes en la muestra.
Analisis Bioinformatico
Analisis de secuencias

Una vez que los resultados fueron remitidos se procedi6 al andlisis de las secuencias.
Se llevé a cabo el ensamblaje y limpieza de las bases con relacion a su cromatograma tanto de

la secuencia del “primer ITS1” como la del “primer ITS4” en el programa Geneious Prime.
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Figura 5

Cromatograma obtenido de una secuencia del primer ITS 1
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Nota. Cromatograma secuencia ITS1 definida por la intensidad de
los nucleétidos mediante el método de Sanger.Autoria propia.
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Alineamiento de secuencias

Se seleccionaron las secuencias tanto forward como reverse y se realizé el ensamblaje
mediante la opcidon de Novo Assemble. De esta manera se obtuvo las secuencias consenso.
(Figura 6).
Figura 6

Alineamiento de secuencias para la obtencion de la secuencia consenso

Consensus o T A T A S A I A A A BT A A A N A AT I
Coverage

AR W AW N\ AR
BeREVIBITS4.. 8 T CATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGCEMMACGTTACCAAACTGTTGC

nn

T+ FID 1B_TS1 .. "G C TGTG-ACGTTACCAAACTGTTGEC

Nota. Secuencia consenso obtenida tras la alineacién de la secuencia ITS1 e ITS4.
Autoria propia.

Limpieza de secuencias
Una vez obtenido el archivo de ensamblaje, se realizé la limpieza de los extremos de la

secuencia que se consideraron de mala calidad. (Figura 7).
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Figura 7

Secuencias tras la limpieza de ruido
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Nota. Secuencia consenso tras la Ilmpleza de Ia secuencia ITS1 e ITS4. Autoria
propia.

En caso de encontrar dos curvas de bases diferentes al mismo nivel en el

cromatograma se identificaron bases degeneradas representadas con simbolos. Estas bases

degeneradas fueron analizadas y cambiadas con las bases correspondientes, teniendo en

cuenta la secuencia en donde este pico sea de buena calidad (Figura 8). De esta manera se

obtuvo la secuencia consenso final.

Figura 8

Curvas de bases diferentes al mismo nivel en el cromatograma.

Consensus

E
Y
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[

Nota. Representacion bases
degeneradas. Recuperado de:
Autoria propia.
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Tabla 6

Codificacion de las bases degeneradas

Simbolo Bases representadas

AIG
CIT

AIC
GIT
CIG
AT
AITIC
CIGIT
AICIG
CIGIT
AICIGIT

Nota. Representacion normalizada de bases
degeneradas. Recuperado de: (Morais Oliveira et al.,
2015).

ZW<WISNXRZI<D

Identificacion de hongos

Las secuencias consenso obtenidas fueron comparadas con la base de datos del
Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI-GenBank) por medio del uso de la
herramienta Targeted Loci Nucleotide BLAST. Se cargo los datos de las secuencias consenso
en formato fasta y se inici6 el andlisis. Para la identificacion de las secuencias se tomé en
cuenta el nombre de la especie, el porcentaje de identidad, el nUmero de accesion y la longitud
de la secuencia.
Anélisis de la diversidad

Con los muestreos de los afios 2018, 2019, 2020 y 2021, se extrajo la Riqueza (S),
abundancia (Ni), indice de diversidad Simpson (1-D), indice de Diversidad de Shannon (H’) e
indice de equitatividad de Pielou (J’). Las diferencias entre los indices de diversidad de
Shannon, se buscaron a partir de la construccion de intervalos de confianza al 95 %, utilizando
el método de Bootstrap con 10 000 iteraciones (MacGregor-Fors y Payton, 2013). Ademas, se

evaluod la rigueza observada en cada tipo de ecosistema mediante el estimador no paramétrico
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Chao 1, que es un estimador del nimero de especies en una comunidad a partir del nUmero de
especies raras en la muestra. El Software utilizado para estos andlisis fue Past ® (Hammer,
2020).
Andlisis filogenético

Para la construccién del arbol filogenético, se realizé un alineamiento de las secuencias
con el programa MEGA X. La historia evolutiva se evalu6 mediante el método de distancia
UPGMA, se utilizo6 la interfaz Construct/Test/UPGMA tree en el mismo programa,
adicionalmente se utilizé el método Bootstrap con 1000 iteraciones que se muestra junto a las

ramas y permite evaluar la confiabilidad del arbol (De Moraes Russo y Selvatti, 2018).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Activacién de cepas

Se activaron 61 cepas de hongos pertenecientes al programa de fitoremediacién de
suelos afectados por procesos de extraccion petrolera. De la localidad Riberefios 39 cepas y 22
cepas correspondientes a la localidad Shushufindi (Quinsasamin Armas, 2019; Remache
Arequipa, 2020; Sosa Vargas, 2018; Vega Chimarro, 2021).

De acuerdo a Nakasone et al., (2004) mantener y preservar los cultivos de hongos son
elementos esenciales de los estudios de sistemética y biodiversidad, por tal motivo se
encuentran disponibles una amplia variedad de métodos. Las condiciones de conservacion de
los hongos pertenecientes al programa de fitoremediacion de suelos afectados por la extraccion
petrolera del laboratorio de Microbiologia IASA fueron: micelio en viales con agua destilada,
almacenado a -20 °C, y aislamiento continuo. Segun Nakasone et al., (2004) el
almacenamiento de micelio en agua destilada, es un método barato, ya que el agua destilada
suprime los cambios morfoldgicos de la mayoria de los hongos. Este método ha sido usado con
éxito para conservar muestras de distintintos tipos de hongos por largos periodos de tiempo.
Marx y Daniel, (1976) hizo uso de este método para conservar hongos provenientes de las
raices en donde no se vio afectada la viabilidad de ninguna especie, se conservaron las tasas
de crecimiento inicilaes y su capacidad de inferir en las raices, luego de tres afios de ser
almacenados a -20°C.

Concentracion y pureza de ADN

De las 14 muestras de hongos correspondientes a las localidades de Riberefios y
Shushufindi se obtuvo valores de concentracion de ADN altos. En la zona Riberefios estos
valores oscilaron entre 120 pg/mL a 1060 pug/mL, mientras que en la zona de Shushufindi los

valores se encontraron entre 30,41 pg/mL a 673 pg/ml (Tabla 7).
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La concentracion de ADN esta influenciada directamente por el método de extraccion
del ADN (Fredricks et al., 2005). Sin embargo, con el método utilizado se obtuvieron
concentraciones adecuadas, para su posterior uso.

La muestra dos del sitio Shushufindi obtuvo la menor concentracién de ADN. Segun,
Chen et al. (2002),esto puede indicar una lisis celular incompleta, o la ruptura no exitosa de la
pared celular debido a sus caracteristicas. También se menciona que la concentracion
disminuye por la mala conservacién de la muestra provocando que el ADN se degrade
(Matange et al., 2021). La mala manipulacién de los microtubos puede llegar a ser otra causa
ya que produce la lixiviacion de ADN afectando las lecturas espectrofotométricas (Lewis et al.,
2010).

Los valores de pureza de ADN de la relacion A260/A280 variaron en rangos de 1,7 a
2,42. El 7,14 % de las muestras (1/14) posee una pureza aceptable. El 35,71 % (5/14) muetras
poseen pureza 6ptima, finalmente el 57,14 % (8/13) se encuentran posiblemente contaminadas
con ARN (Tabla 7).

De acuerdo a lo expuesto por Lucena-Aguilar et al., (2016) las lecturas
espectrofotométricas de la relacién de pureza A260/A280 se ven afectados por el disolvente
utilizado para resuspender el pellet de ADN, las soluciones acidas disminuiran los valores
mientras que una solucion basica sobreestimara la relacién de 0,2 a 0,3 decimales en ambos
casos. En este estudio se resuspendio el pellet con NAOH 8 mM considerado una soluciéon
basica por lo cual muchos de los valores obtenidos se encuentran sobre el rango considerado
como pureza Optima 1,8-2,1 ya que los espectros de absorcién de los nucleétidos del ADN
dependen en gran medida del pH debido al grado de ionizacion, reduciendo asi la sensibilidad
a detectar la contaminacion por proteinas o ARN (Wilfinger et al., 2018).

En cuanto se refiere a la relacién A260/A230 todos los valores muestran la presencia de
contaminantes fendlicos y/u otras moléculas al encontrarse en rangos menores a dos (Tabla 7).
Segun, Niu et al., (2008) la presencia de contaminantes puede ser efecto del proceso de
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extraccion manual por el exceso de manipulacién durante la realizacion de la extraccion de
ADN. Dichos contaminantes son inhibidores comunes en la PCR (Lorenz, 2012). Para disminuir
la concentracidén de estos contaminantes y la generacién de lecturas quiméricas en el proceso
de la secuenciacion, se realiza de forma rutinaria la dilucién del ADN previo a la técnica de
PCR (Schrader et al., 2012).

Tabla 7

Resultados de concentracion y pureza de ADN

Localidad Muestra Concentracion Pureza Pureza
ug/ mL (A260/A280) (A260/A230)

1 422 2,12 1,48
2 539,9 2,42 1,56
3 1060 2,20 1,95

Riberefios 4 120 2,28 1,09
5 373,3 2,12 1,91
6 58,37 1,7 0,81
7 704,7 2,13 1,7
1 673 2,24 1,56
2 30,41 1,9 0,39

Shushufindi 3 145 2,23 127
4 212,2 2,21 1,27
5 236,6 2,17 1,41
6 463,3 2,21 1,37
7 273,4 2,25 1,79

Nota. pg/mL: microgramo/mililitro. Autoria propia.
Amplificaciéon del gen ITS mediante PCR
La region ITS de los 14 aislados de hongos de la localidad Riberefios y Shushufindi
fueron amplificados con éxito con el uso de los primers ITS1 e ITS4, mediante PCR
convencional.
Los tamafios de amplicén de fueron de alrededor de 550-600 pb. Esto se puede

evidenciar en la Figura 9,10 y 11 respectivamente.
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Estos resultados fueron similares a los obtenidos en estudios previos, Al-Dhabaan.
(2021) amplifico fragmentos del gen ITS con el uso de primers ITS1 e ITS4 con tamafios de
amplicén aproximados de 500 a 600 pb para cepas de hongos con potencial de degradar
petréleo crudo en suelos contaminados.
Figura 9

Amplificacion region ITS

Marcador

100 pb
I () ) 1 2 3 4 5 6

Nota. Amplificacién por PCR de hongos rizosféricos en
gel de agarosa al 1% utilizando los primers (ITS1/ITS4).
De izquierda a derecha: Marcador molecular, (-) control
negativo, (+) control positivo,1 Trichoderma harzianum,2
Aspergillus  fumigatus,3 Trichoderma asperellum,4
Fusarium sp, 5 Rhizopus arrhizus, 6 Geotrichum

candidum. Autoria propia.
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Figura 10

Amplificacion region ITS

Marcador

1000 —

200 -
100-

100 pb
| 7 8 9 10 1"

Nota. Amplificacion por PCR de hongos rizosféricos en gel
de agarosa al 1% utilizando los primers (ITS1/ITS4). De
izquierda a derecha: Marcador molecular,7 Trichoderma
virens,8 y 9 Mucor irregularis,10 y 11 Trichoderma

asperellum. Autoria propia.
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Figura 11

Amplificacion region ITS

Marcador

100 pb
| () (+) 12 13 14

Nota. Amplificacion por PCR de hongos rizosféricos
en gel de agarosa al 1% utilizando los primers
(ITS1/ITS4). De izquierda a derecha: Marcador
molecular, (-) control negativo, (+) control
positivo,12 Fusarium sp,13, Penicillium citrinum,14
Rhizopus arrhizus. Autoria propia.
Identificacion molecular de hongos
Se recibieron 28 secuencias,14 secuencias del primer forward y 14 secuencias del
primer reverse. De las cuales se generaron secuencias consenso de alta calidad, permitiendo
identificar el género y especie del 85,71 % (12/14) especies de hongos pertenecientes a suelos
contaminados y no contaminados (Tabla 8).
Las secuencias consenso generadas de la muestra siete de la localidad Riberefios y

siete de la localidad Shushufindi no arrojaron secuencias especificas para la identificacion a

nivel de especie. Segun, O’Donnell et al., (2022) estos resultados se deben a que, para la
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identificacion molecular a nivel de especies del género Fusarium se hace uso de secuencias de
nucleotidos de porciones de genes que codifican proteinas, siendo el factor de elongacién de la
traduccion TEF1-a el mas utilizado para estos aislamientos. Del mismo modo de acuerdo a,
Zarrin et al., (2016) este gen tiene un alto nivel de polimorfismo de secuencia entre las especies
estrechamente asociadas de Fusarium a comparacion del gen ITS cuya funcién dentro de este
género esta limitada y es poco fiable. Su uso en este género produce secuencias discrepantes
con lo cual no se puede distinguir los limites de las especies de Fusarium (O’Donnell et al.,
2015).

Tras la identificacion molecular se obtuvieron siete géneros de hongos. En el sitio no
contaminado Riberefios se encontraron especies del género: Trichoderma, Mucor, Aspergillus,
Penicilium y Fusarium. (Tabla 8).

Mientras que en el sitio contaminado Shushufindi se encontraron especies del género
Mucor, Geotrichun, Rhizopus, Trichoderma y Fusarium. (Tabla 8).

De las 14 muestras de hongos, cinco secuencias pertenecen al género Trichoderma,
distribuidas en tres especies T. asperellum, T. virens y T. harzianum. Segun, Tysekie et al.,
(2022) el género Trichoderma representa a hongos filamentosos ampliamente encontrados en
las raices de varios ecosistemas del suelo. Se ha reportado el uso de Trichoderma como
agente de control biol6gico, bioestimulante, y bioremediador de suelos contaminados con
agroquimicos e hidrocarburos de petroleo (Yao et al., 2023).Varias especies de este género
poseen la capacidad para metabolizar diferentes tipos de hidrocarburos incluso en la presencia
de metales pesados (Zafra y Cortés-Espinosa, 2015). En este sentido se ha evaluado la
capacidad de degradacion de hidrocarburos de Trichoderma virens siendo exitosa en un 100%
en compuestos como pireno y un 74% en fenantreno. Ademas de degradar preferentemente
hidrocarburos de cadena mas larga (c20-c40) (Ainon Hamzah et al., 2012). En los estudios
realizados por, Zafra et al., (2015) se demostré que cepas de Trichoderma asperellum

degradaron hidrocarburos arométicos policiclicos como: pireno fenantreno, y benzopireno de
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suelos con altas cantidades de HAP gracias a la produccion del hongo de enzimas hidroliticas
oxidantes como: dioxigenasa, lacasa y peroxidasa, convirtiéndolo en un gran potencial para
bioremediacion. Finalmente, Dacco et al., (2020) report6 la eficiencia de cepas de Trichoderma
harzianum para la reduccion de la fraccion BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y los tres
isdbmeros de xileno considerados compuestos organicos volatiles, asi como la degradacion de
hidrocarburos aromaticos del petréleo como el fenantreno y pireno, debido a sus mecanismos
enziméaticos.

Tanto en el sitio contaminado y no contaminado se identificé el hongo Mucor irregularis
Segun Actor, (2012) el género Mucor se caracteriza por hongos filamentosos cosmopolitas que
se encuentran comunmente en el suelo y son considerados patégenos que causan pudricién
en:frutas,flores y granos de maiz .Por otro lado Asemoloye et al., (2020) evidencié que el hongo
Mucor irregularis, posee la capacidad de producir enzimas ligninoliticas: lignino peroxidasa,
ligninoliticas manganeso peroxidasa y lacasas asociadas a la degradacion de hidrocarburos
mostrando una actividad de degradacion significativa de alcanos de cadena larga y BTEX.

Se identificaron dos secuencias de Rhizopus arrhizus en el suelo contaminado de la
localidad Shushufindi. Segin, Mohammed et al., (2023) también se lo conoce como R. oryzae
considerado un hongo oportunista pues, esta asociado a la infeccion por mucormicosis en
humanos inmunodeprimidos, no obstante, tiene aplicaciones biotecnolédgicas y en la industria
alimentaria, lo que le ha convertido en un hongo econémicamente importante. Autores han
reportado su uso para la absorcion de metales pesados en suelos contaminados (Tobin et al.,
1984).También tienen una gran capacidad para degradar el petréleo crudo e hidrocarburos de
fraccion ligera (Mohammed et al., 2023).

Se identificaron dos secuencias del género Fusarium tanto en el suelo contaminado
como no contaminado. Este género es considerado como un hongo saprofito y uno de los
patdégenos fungicos que afectan a las producciones agricolas (Smith,2007). En suelos

contaminados se ha estudiado varias cepas de este género y su capacidad de produccién de
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biosurfactantes que solubilizan contaminantes ademas de su actividad lacasa, capaz de
eliminar la contaminacién por hidrocarburos del suelo, convirtiéndolos en un recurso
prometedor para ser usado en biorremediacion (Al-Otibi et al., 2023).

El hongo Penicillium citrinum se identificé en el suelo no contaminado de la localidad
Riberefos, este es un hongo enddfito que otorga varios beneficios como: promover la
supervivencia de las plantas al mejorar la absorcién de nutrientes, producir metabolitos que
promueven el crecimiento y la produccién de enzimas quitinasas, asi como también proteasas,
capaces de restringir el crecimiento de varios fitopatégenos (Hakim y Yuwati, 2020).También se
han realizado estudios de su capacidad de degradacion de hidrocarburos siendo esta
satisfactoria al degradar 70% de contaminantes tras 72 horas (Costa et al., 2022).

En la localidad Riberefios se identifico el hongo Aspergillus fumigatus, hongo
saprotrofico que habita en el suelo, considerado uno de los principales hongos que producen
infecciones humanas en pacientes cuyo sistema inmunoldgico esta debilitado (Latgé, 1999).
Pese a esto se ha estudiado Aspergillus fumigatus como potencial para su uso en suelos
contaminados. Segun Ye et al., (2011) demostrd que aislados de Aspergillus fumigatus exhiben
una capacidad excepcional para degradar antraceno siendo la enzima lignino peroxidasa la que
desempefiaba el papel principal en la biodegradacion de este compuesto.

El hongo Geotrichum candidum se identificd en la localidad Shushufindi. De acuerdo a,
Kamilari et al., (2023) es un hongo levaduriforme con un sin fin de aplicaciones biotecnoldgicas
ya que produce enzimas y metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana siendo
utilizado en diferentes industrias. Estudios también reportan su potencial uso para degradar
contaminantes de petréleo (Ezekoye et al., 2018).

Los % de identidad variaron entre 99,51 % a 100 %. (Tabla 7). La identidad de
secuencia se refiere a al numero de bases de nucleétidos idénticas y en la misma posicion tras
la alineacion de secuencias, entre la secuencia consultada y la secuencia obtenida
(Pertsemlidis y Fondon, 2001). Segun, Gostincar. (2020) un % de identidad porcentual de = 97
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% es aceptable para identificar un microorganismo en género y especie, confirmando que los %
de identidad obtenidos en esta investigacion son aptos.
Tabla 8

Microorganismos identificados por secuenciacion del gen ITS

, , . % N° Accesion
Localidad Muestra Longitud Organismo Identidad

1 535 Trichoderma virens 99,81 MH857855.1

2 888 Mucor irregularis 100 JX076993.1

3 614 Trichoderma harzianum 99,51 KF201295.1

Riberefios 4 604 Aspergillus fumigatus 99,49 OP526905.1
5 609 Trichoderma asperellum 99,61 NR_130668.1

6 462 Penicillium citrinum 99,78 MF185963.1

7 565 Fusarium sp. 100 KY363354.1

1 907 Mucor irregularis 99,53 ON927081.1

2 666 Geotrichum candidum 100 MH153587.1

o 3 625 Rhizopus arrhizus 100 MW785832.1
Shushufindi . . -
4 554 Rhizopus arrhizus 100 D0O641279.1

5 595 Trichoderma asperellum 100 MK210562.1

6 608 Trichoderma asperellum 99,84 MKO027313.1

7 531 Fusarium sp. 99,81 MT549849.1

Nota. N° Accesién: Namero de acceso de GenBank para las secuencias obtenidas. Autoria
propia.

De los 14 hongos identificados molecularmente tanto en la zona no contaminada
Riberefios como en la contaminada Shushufindi, el 50 % (7/14) pertenecen a la especie
arbdrea caoba Platymiscium pinnatum. El 28,57 % (4/14) a la especie arbdrea chiparo Zygia
longifolia, y finalmente el 21,42 % (3/14) a la especie guarango espinudo Piptadenia pteroclada.
(Tabla 9).

De acuerdo a Stepanova et al., (2022) el suelo es uno de los ecosistemas mas
sensibles a la contaminacion producto de las actividades inmersas a la extraccion de petrdleo.
En estos suelos contaminados se ven alteradas las propiedades como: textura, conductividad
eléctrica, cantidad de nutrientes, pH, entre otros, debido a la presencia de hidrocarburos de

estructuras alifaticas (de cadena lineal) y aromaticas (ciclicas) (Daéssi y Qabil Almaghribi,
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH857855.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0F93SM8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX076993.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C0F964Z1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF201295.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8HKBXWTS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP526905.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8HKBXWTS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_130668.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8HKARV39016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF185963.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=B14K5RMG013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY363354.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8HKBXWTS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON927081.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0F964Z1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH153587.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8HKBXWTS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW785832.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8HKBXWTS013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ641279.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=B14K2U8B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK210562.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0F964Z1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK027313.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0F964Z1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT549849.1

2022).Por tal motivo se resalta la aplicacion de estrategias de restauracion siendo la
reforestacion una alternativa viable debido.

Las especies arboreas: Platymiscium pinnatum, Zygia longifolia y Piptadenia pteroclada.
fueron seleccionadas como las mas adecuadas para la recuperacion de suelos contaminados
en la Amazonia ecuatoriana, debido a que presentaron los mejores rendimientos durante su
establecimiento en un periodo de cinco afos (Villacis et al., 2016).Asimismo Espinoza
Montaluisa, (2018) destaca que estas especies favorecieron la disminucién de la concentracion
de hidrocarburos y metales pesados.En este sentido Stepanova et al., (2022) menciona que se
puede tener efectos favorables en la restablecimiento de suelos contaminados gracias a la
asociacion planta-microorganismo,siendo los hongos quienes cumplen el papel principal en la
degradacién de contaminantes, gracias a la colonizacion de grandes voliumenes de suelo a
través del crecimiento de hifas, mientras que las plantas son responsables de su crecimiento y
mejorar el suelo.

Estas tres especies arbéreas pertenecen a la familia Fabaceae, varios autores han
reportado el uso de plantas de esta familia para la degradacion de hidrocarburos (Riskuwa-
Shehu et al., 2017); (Udom y Nuga, 2015). Esto se debe a que estas plantas ocupan mayor
superficie de sus raices (G. Kumar et al., 2021). Sin embargo Meistininkas et al., (2023)
considera que esta capacidad de las leguminosas se debe a que las especies pertenecientes a
esta familia son independientes del nitrégeno, fijando este elemento directamente de la
atmosfera con la ayuda de las bacterias que se encuentran en sus nédulos.Siendo el nitrégeno
uno de los principales nutrientes que permiten la degradacion de contaminantes de petroleo
debido a que actiia como aceptor de electrones provenientes de los hidrocarburos.(Liu et al.,
2023).Debido a este fendmeno estas especies no compiten con otras plantas por este nutriente
para el proceso de remediacion del suelo.De ahi que al mismo tiempo la fertilidad del suelo y el
contenido de nutrientes en estos suelos aumente considerablemente (Meistininkas et al.,

2023).Por lo cual Espinoza Montaluisa, (2018) report6 que Piptadenia pteroclada, Platymiscium

52



pinnatum y Zygia longifolia favorecieron el aumento de los niveles de nutrientes en suelos

contaminados.

Tabla 9

Hongos identificados molecularmente y la especie arbérea a la que pertenecen

Localidad Muestra Especie arbérea Organismo
1 Platymiscium pinnatum Trichoderma virens
2 Platymiscium pinnatum Mucor irregularis
3 Zygia longifolia Trichoderma harzianum
Riberefios 4 Platymiscium pinnatum Aspergillus fumigatus
5 Platymiscium pinnatum Trichoderma asperellum
6 Piptadenia pteroclada Penicillium citrinum
7 Platymiscium pinnatum Fusarium sp
1 Platymiscium pinnatum Mucor irregularis
2 Zygia longifolia Geotrichum candidum
- 3 Piptadenia pteroclada Rhizopus arrhizus
Shushufindi 4 Piptadenia pteroclada Rhizopus arrhizus
5 Zygia longifolia Trichoderma asperellum
6 Platymiscium pinnatum Trichoderma asperellum
7 Zygia longifolia Fusarium sp

Nota. Platymiscium pinnatum: caoba, Piptadenia pteroclada: guarango espinudo, Zygia longifolia:
Chiparo.Autoria propia.

Filogenia

Las secuencias conceso obtenidas tras la secuenciacion de la region ITS, permitieron la
construccion de dos cladogramas tanto para el sitio no contaminado Riberefios como el
contaminado Shushufindi que se visualizan en la Figura 12 y Figura 13 respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la localidad Riberefios podemos identificar la
presencia de dos Phylum: Ascomycota conformado por el 85,71 % de hongos identificados
(6/7) y Mucoromycota conformado por el 14,28 % de hongos identificados (1/7). Dentro del
Phylum Ascomycota se encuentran dos clados: Hypocreales y Eurotiales. El orden Hypocreales
esta conformado por el género Trichoderma y Fusarium. Del género Trichoderma se
identificaron las especies: Trichoderma harzianum, Trichoderma virens y Trichoderma

asperellum. En lo que respecta al orden Eurotriales se encuentra el género Penicilium con la
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especie Penicilium citrinum. Finalmente, el Phylum: Mucoromycota presenta el género Mucor

con la especie Mucor irregularis. (Figura 12).

Figura 12

Arbol filogenético de las secuencias del sitio no contaminado Riberefios
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Nota. Dendograma que representa la proximidad filogenética entre las secuencias
alineadas de la regiéon ITS. Las distancias evolutivas se dedujeron bajo el método UPGMA.

Autoria propia.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la localidad Shushufindi se identifica la

presencia de dos Phylum: Ascomycota conformado por el 57,14 % de hongos identificados

(4/7) y Mucoromycota conformado por el 42,85 % de hongos identificados (3/7). Dentro del

Phylum Ascomycota se encuentran dos clados: Hypocreales y Saccharomycetales. El orden

Hypocreales esta conformado por el género Trichoderma y Fusarium. Del género Trichoderma

se identifico la especie, Trichoderma asperellum. En lo que respecta al orden

Saccharomycetales, se encuentra el género Geotrichum con la especie Geotrichum candidum.

Finalmente, el Phylum: Mucoromycota presentd el género Mucor con la especie Mucor

irregularis y el género Rhizopus con la especie Rhizopus arrhizus. (Figura 13).
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Figura 13

Arbol filogenético de las secuencias del sitio contaminado Shushufindi
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Nota. Dendograma que representa la proximidad filogenética entre las secuencias
alineadas de la regién ITS.Las distancias evolutivas se dedujeron bajo el método
UPGMA. Autoria propia.

De acuerdo a, Egidi et al., (2019) los hongos pertenecientes al Phylum Ascomycota son

hongos cosmopolitas y dominantes que se encuentran en todos los suelos alrededor del
mundo, aislandose con mas facilidad, esto puede explicar porque se identific6 en mayor
porcentaje la presencia de hongos pertenecientes a este Phylum.

Segun, Efron et al., (1996) los niveles de confianza con el método de Bootstrap en la
construccion de arboles filogenéticos proporcionan evaluaciones de "confianza" para cada
clado de un arbol. En esta investigacion los valores se encontraron en un 100 % a excepcion
de un clado que obtuvo 93 %. Se considera que un clado es fiable si su valor de bootstrap es
superior al 50 % (Ojha et al., 2022).

Identificacion por MALDITOF

Solo cuatro muestras de hongos de las catorce analizadas (28,57 %) pudieron ser

identificados por medio de espectrometria de masas MALDITOF. Tres correspondientes a la

localidad Riberefios y una de la localidad Shushufindi. (Tabla 10).
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Esto puede deberse a que el andlisis MALDI-TOF es mas especifico para la
identificacion de bacterias, existiendo mas estudios y reportes de éxito en este campo

(Schubert y Kostrzewa, 2017). En los ultimos tiempos se ha aplicado para la identificacion de

hongos filamentosos, sin embargo, presenta un gran desafio debido a las complejas relaciones

filogenéticas entre especies, ademas de que no existe de un protocolo estandarizado para la

obtencion de los perfiles de proteinas para lograr espectros de calidad, pues los hongos

presentan paredes celulares mas complejas que las bacterias, adicionalmente son limitados los

estudios que proponen procedimientos de extraccion de perfiles de proteinas en hongos

concluyentes para mejorar asi el porcentaje de identificacion en estos organismos (Maldonado

et al., 2017).
Tabla 10

Identificacion de microrganismos mediante el andlisis MALDI-TOF

%

Localidad Muestra Organismo Identidad
1 No identificado -
2 Paecilomyces lilacinus 86,50
3 No identificado -
Riberefios 4 Aspergillus fumigatus 92,40
5 No identificado -
6 Trichophyton verrucoum 82,40
7 No identificado -
No identificado -
No identificado -
Aspergillus fumigatus 83
Shushufindi

No identificado

No identificado
No identificado

N O 0o b~ WON P

No identificado

Nota. % de identificacion: Corresponde al porcentaje de datos de
masas moleculares identificadas en la muestra, que coinciden con

la base de datos. Autoria propia.
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Los resultados del analisis se compararon con los resultados obtenidos con la
identificacion molecular mediante secuenciacion del gen ITS. Se utilizaron los siguientes
criterios de clasificacion: sin identificar, identificacion a nivel de especie, y a nivel de género.
(Tabla 11).

De las cuatro muestras que se identificaron por MALDI-TOF, tres no coincidieron a nivel
de especie o0 género con la molecular, solo una muestra correspondiente a Aspergillus
fumigatus en la region Riberefios coincidié por medio de identificacion MLADI-TOF y molecular.

Segun, Verwer et al., (2014) la base de datos SARAMIS tiene la capacidad de
diferenciar especies de Aspergillus, identificando con precision las especies estrechamente
relacionadas de A. fumigatus, con lo cual se obtiene una tasa identificacion particularmente alta
para Aspergillus spp.

Trece aislamientos no pudieron ser identificados correctamente (92,85 %) debido a que
los espectros de los hongos a analizar no se encontraban en la base de datos SARAMIS
(System Version 4.1.0.9) por lo cual no se gener6 una identificacion.

Segun, Rychert, (2019) los resultados de la identificacion por MALDI-TOF dependen en
gran medida de la base de datos de los espectros de organismos con la que se va a comparar
las muestras. De este modo es un aspecto clave la utilizacion de una biblioteca espectral del
organismo que sea lo suficientemente sélida por cada especie (Kostrzewa y Maier, 2016).En
este estudio se utilizé la biblioteca SARAMIS (System Version 4.1.0.9) sin embargo esta base
de datos no se ha actualizado ni ampliado con una mayor cantidad de espectros
correspondientes a hongos. De esta manera, McMullen et al., (2016) recomienda que para el
andalisis de hongos filamentosos se haga uso de las bases de datos como: Bruker Biotyper y las
bibliotecas asociadas como Spectral Archive y bioMerieux 2 después de un analisis SARAMIS
ya que de esta manera se incrementa el % de identificacion mejorando el rendimiento del

andlisis. El porcentaje de identificacion de hongos tanto en género como especie en el estudio
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realizado por, Schulthess et al., (2014) con la biblioteca Bruker Biotyper, alcanzé el 79,0 %,
mientras que con la biblioteca SARAMIS fue de 32,4 %.
Tabla 11

Comparacion de identificacién molecular y MALDI-TOF

Identificacion Aislamientos Identificacion Identificacion

Localidad molecular analizados No- Genero Especie correcta
MALDITOF

0

[EEN
X

Trichoderma virens
Mucor irregularis
Trichoderma harzianum
Riberefios Aspergillus fumigatus
Trichoderma asperellum
Penicillium citrinum
Fusarium sp.
Total

Nk PR R R R
o X X X X X
R OO ORrR OO

Mucor irregularis
Geotrichum candidum
Rhizopus arrhizus
Rhizopus arrhizus
Trichoderma asperellum
Trichoderma asperellum
Fusarium sp.
Total

Shushufindi

NPk R R RPRRER
N X X X X X X X
OO0 OO0 O0OOoOOo

Nota.Autoria propia.
Evaluacién de la diversidad

En el sitio no contaminado (Riberefios) se activaron 39 cepas pertenecientes a 7
especies mientras que en el sitio contaminado (Shushufindi) se activaron 22 cepas
pertenecientes a 5 especies. (Tabla 12).

Segun Walz, (2011) el grado de perturbacién producto de las activides humanas que
alteran y ocasionan cambios en el habitat, tienen un impacto en la riqueza asi como en la
abundacia de especies, lo que explicaria que el sitio no contaminado presente mayor

abundancia y riqueza que el sitio contaminado.
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De acuerdo con el indice 1-Simpson tanto el sitio no contaminado Riberefios como el
contaminado Shushufindi tienen una diversidad alta (0,83) y (0,79) respectivamente. (Tabla 12).
Resultados similares fueron obtenidos por Borowik et al., (2017) al reportar una
diversidad alta en suelos contaminados por petrdleo y sus derivados. Segun Bidja Abena et al.,

(2020) esto puede deberse a que el estrés generado por los contaminantes del petréleo, sus
derivados y todas las actividades inherentes a su proceso de extraccion, provoca una seleccién
natural de la comunidad de microorganismos presentes en el suelo, lo que conduce al aumento
de la diversidad con poblaciones microbianas que alteren sus mecanismos metabdlicos para
aumentar sus posibilidades de supervivencia en su entorno, degradando o descomponiendo
estos contaminantes con el fin de prosperar en esas adversas condiciones. De acuerdo a
Alrumman et al., (2015). estos cambios en la diversidad se producen por que los hidrocarburos
presentes en estos suelos proporcionan una fuente de carbono para el crecimiento microbiano.

Los dos sitios evaluados presentan una distribucién homogénea de sus poblaciones
(Riberefios J' = 0,96; Shushufindi J'= 0,99). (Tabla 11). Estro demuestra que los dos
ecosistemas comparados presentan similitudes en la distribucion de la abundancia entre las
especies, ademas de que dichas especies se encuentran en proporciones iguales, Pielou.
(1966), esta caracteristica podria deberse a que posiblemente el sitio no contaminado
Riberefios podria contener residuos de contaminantes, producto de filtraciones de crudo, ya
gue de acuerdo a Anton-Pardo, (2019) dos sitios presentan una distribucién homogénea
cuando no son diferentes por completo.

El estimador Chao-1 indico que se registro el 100 % de las especies esperadas,
encontrandose dentro de un rango aceptable que demuestra que se ha realizado un muestreo

exitoso (Chao,1984). (Tabla 12).
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Tabla 12

Resultados andlisis de diversidad

indices Riberefios  Shushufindi
Riqueza especifica 7 5
Abundancia 39 22
Diversidad de Simpson (1-D) 0,83 0,79
Diversidad de Shannon (H’) 1,87 1,59
Equitability de Pielou (J') 0,96 0,99
Chao-1 100 % 100 %

Nota.Autoria propia.

El valor mas alto del indice de Shannon se presento en los sitios no contaminados
(1,87) presentando diferencias significativas (p< 0,05) al ser comparados con este indice de los
sitios contaminados (1,59). Figura (14).

Resultados similares fueron reportados por, Galitskaya et al., (2021) en donde el indice
de Shannon fue ligeramente mayor en los suelos no contaminados que en los suelos
contaminados presentando diferencias significativas.

Esto se debe a que este indice depende de la riqueza de especies y esta puede variar
por varios factores, por lo cual en sitios contaminados sera menor. Segun Echeverria Molinar,
(2017) las comunidades de hongos estan influenciadas por factores abiéticos y biéticos, como
las propiedades del suelo, las practicas de manejo, pH, cantidad de nutrientes, entre otros. En
este sentido Espinoza Montaluisa, (2018) reportd que los suelos correspondientes al sitio
Shushufindi mostraron un incremento de pH, P y la presencia de elementos téxicos como Niy
Cd caracteristicas que pueden alterar la riqueza en este sitio y con esto presentaran valores

menores en el indice de Shannon.
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Figura 14
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Molecularmente se identificaron el 85,71% (12/14) muestras de hongos a nivel de
género y especie.En el sitio no contaminada Riberefios se identificaron las siguientes
especies: Trichoderma virens, Trichoderma harzianum, Trichoderma asperrellum, Mucor
irregularis, Aspergillus fumigatus, Penicilium citrinum y Fusarium sp., mientras que el
sitio contaminado Shushufindi se identificaron especies de los géneros: Mucor
irregularis, Geotrichum candidum, Rhizopus arrhizus, Trichoderma asperellumy
Fusarium sp. Los hongos identificados son considerados como potenciales
degradadores de diferentes tipos de hidrocarburos, mediante la actividad enzimatica
extracelular, ademas de formar un complejo planta-microorganismo con las especies
arboreas: Platymiscium pinnatum, Zygia longifolia y Piptadenia pteroclada para la
degradacioén de hidrocarburos.

Se activé el 100 % (39/39) de cepas de hongos rizosféricos de la zona Shushufindi y

100 % (22/22) de la zona Riberefios, pertenecientes al programa de fitoremediacion de
suelos afectados por procesos de extraccion petrolera.

La identificacion por espectorometria de masas MALDITOF permiti6 identificar el
(28,57%) (4/14) de las muestras de hongos. De las cuatro muestras que se identificaron
por MALDI-TOF, tres no coincidieron a nivel de especie o género con la molecular, solo
una muestra correspondiente a Aspergillus fumigatus coincidi6 tanto por el método
molecular y protedbmico, de esta manera el &nalisis MALDITOF tuvo menor rendimiento
al molecular.

La estructura de la comunidad de hongos rizosféricos tanto del sitio contaminado
Shushufindi como el no contaminado Riberefios, esta representada por una diversidad

alta y una equitatividad homogénea. El valor mas alto del indice de Shannon se
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presento en los sitios no contaminados (1,87) presentando diferencias significativas (p<
0,05).
Recomendaciones
e Evaluar la capacidad de degradacion de petroleo en los aislados fangicos y su actividad
enzimatica, para su potencial uso biotecnolégico.
o Amplificar genes que codifican proteinas pues ha demostrado ser una herramienta
poderosa para la delimitacion de especies estrechamente relacionadas a comparacion

del gen ITS.
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