FHESPE N, ¢

UNIVERSIOAD DE LAS FUERZAS ABMADAS 1/7 /S
INNOVAGION FPARA LA EXCELENEGIA .\

&

plantadas en la zona contaminada (Shusufindi EST _40) y no contaminada (Ribereios) por
actividades inherentes a la extraccion de Petroleo en la Amazonia ecuatoriana

Chiriboga Segovia, Belén Alejandra

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura
Carrera Agropecuaria
Trabajo de integracion curricular, previo a la obtencion del titulo de Ingeniera Agropecuaria
Lic. Chiriboga Novillo, Carlos Eduardo, Dr.

30 de agosto del 2023

|:. E L. ! \ . ——
. ’ >



INTRODUCCION

Actividad Petrolera en el Ecuador

Caracteristicas:

La actividad petrolera en
el Ecuador inicid desde la
década de 1970.

Rapido crecimiento de la
industria convirtiéndose.

Campos petroleros que
ocupan grandes

extensiones de terreno. S Uso de tecnologia obsoleta. $ Estadisticas del dafio producido.
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(Diaz y Cueva, 2017; Mateo y Garcia, 2014; Lessmann et al., 2016)



INTRODUCCION

Impactos producidos

Fitorremediacion forestal.

\\

PETROAMAZONAS EP
Evaluacion de los efectos
relacionados con la
Alteraciones en la diversidad, abundancia vy
actividad de Propiedades riqueza de  hongos
microorganismos, y su fisicoquimicas rizosféricos en drboles.
diversidad. del suelo.
—
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Nivel de orden o

de familia.
MORFOLOGICA
Generalmente no
permiten
identificar, a nivel
Identificacion especifico.

de hongos
Identificacion

molecular

NUEVAS TECNOLOGIAS

MALDITOF

Mass

Solo se han identificado
aproximadamente el 10%.
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(Raja et al., 2017; Gautam et al., 2022)



OBIJETIVOS:

Objetivo General

Caracterizar molecularmente los hongos rizosféricos presentes en tres especies
arboreas plantadas en la zona contaminada de Shushufindi EST 40 y en |la zona no
contaminada de Riberefios en la Amazonia ecuatoriana.

Objetivos Especificos

 Activar las cepas de hongos rizosféricos pertenecientes al programa de
fitorremediacion de suelos afectados por procesos de extraccion petrolera en
las Zonas Shushufindi EST_40 y Riberenos.

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

* Identificar a nivel especifico hongos rizosféricos en suelos contaminados y no
contaminados mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF MS).

* Comparar la riqueza especifica entre suelos contaminados y no

contaminados.
@ESPE
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HIPOTESIS:

La riqueza especifica de hongos rizosféricos cambia entre suelos contaminados y no
contaminados por actividades inherentes a la extraccidon de petrdleo.
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METODOLOGIA

Ubicacion del estudio

Parcelas experimentales,
de los campos de
explotacion petrolera de la
empresa Petroamazonas

ESPPE
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METODOLOGIA

Activacion de cepas

Tabla 1 Muestras escogidas Riberenos.

Género
Aspergillus

PDA con amoxicilina (500 mg). Rhizopus

#
1
2

= 3 Trichoderma
4 Penicilium
5 Trichoderma
6

Paecilomyces
7 Fusarium

Seleccion de muestras Tabla 2 Muestras escogidas Shushufindi.

14 muestras de hongos puros:1 de cada género,
previamente identificado morfolégicamente.

Género
Scopulariopsis

Geotrichum
Rhizopus
Thielauiopsis
lllustrated  Genera of Morphologies of
Imperfecte Fungi Cultured Fungi and

key to Species

Trichoderma

Paecilomyces

= @ th = O kM =3

Fusarnum

®ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION FARA LA EMCELENMCIA

(Barnett, 1999; Watanabe, 2010)




METODOLOGIA

Identificacion molecular Medio liquido :peptona +

Extraccion de ADN (1)
8

s /

Muestra fungica +1,5
mL de medio

4
> | >y
500 uL

=y u

© Kl ﬁj
— @ ESPE

(Berrendero et al. 2008) T?.‘..”Eﬁié‘."f..“. .




Extraccion de ADN

14500 g
8 min

w
o
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>
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500 pL

J i
f

l

(Berrendero et al. 2008)

{Etanol 0%

30 Min 37 °C

" 50

- NaOH 8mM

ML

U

ESPPE

UNIVERSIDAD DE LAS FIJE AZAS ARMADAS
lllllllllllllllllllllllll




METODOLOGIA

Identificacion molecular

CD Calidad de ADN - 5 L
w MU qopL
.

B fBIueJuice ADN
* Agarosa 0.8 % \ 30 Minutos
e 4 uL de SYBR l
safe

(Thermo Fisher Scientific, 2020)

Determinacion de la cantidad y calidad de ADN

CD Cantidad de ADN
l lll-. w
o,
= :

- [ 2 uL
ADN
Espectrofotdmetro
Multiskan Sky Thermo
Scientific™ l

e 260 nm, 280 nm, 230
nmy 320 nm

Skanlt
Software

50 ug/mi

C = (Azgp — Az20) ¥

Dimension celda en cm

Concentracion ADN
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METODOLOGIA

Identificacion molecular Amplificacion de la region ITS

Tabla 3 Primers utilizados para la amplificacion de la region ITS.

Primer Secuencia Tamano
amplificado (pb)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 600
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 500

Nota. Pb =pares de bases. Recuperado de: (\White ef a/_, 1990).

Tabla 4 Ajuste del master mix de reaccion para un volumen final de 50 uL.

Reactivo Concentracion Concentracion final Volumen por
inicial reaccion (1X)
PCR Buffer con Mg+ 10X 1x 5 L
MgSOs 22 mM 1.2mM 3 ML
dNTPs mixture 10 mi 0.2 mM 1L
Primer forward (ITS1) 10 pM 0.5 pM 1L
Primer Reverse (IT34) 10 pM 0.5 pM 1L
Taqg Polimerasa aU/pL U 0,2 pL
Agua ultra pura - - 37,8 pL
ADN - 100 ng 1L

(Neidler, 2017; White et al., 1990)

Tabla 5 Condiciones de amplificacion del gen ITS.

Inicial 95 °C,3 min 1 ciclo

A Final 95 °C,30 s,30 ciclos

Inicial 72 °C,60 s ,30 ciclos

TrTTIIrrrrr
Sl AT R R

Final 72 °C,3 min,1 ciclo
Denaturation 7

TITTTTTITIT I/Q
i, ‘,I

Extension

Primer
annealing

TIITTIITIOT

60 °C,30s,30 ciclos

DNA template

Time
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METODOLOGIA

Identificacion molecular

Comprobacion del producto amplificado
2 ulL 5uL

3

BIue Juice Amplicon

 Agarosal% N

* TBE

60 Minut
4 ulL de SYBR safe \9 NUtos

90 v

s
100 pb
P T V<) 12 3 4 5 6

(Macrogen. 2023)

CD Secuenciacion y analisis bioinformatico

\/ .. )
Humanizing Genomics

macrogen

e Secuenciacion Sanger
* BLAST
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METODOLOGIA

Software SARAMIS (System Version)

Analisis MALDITOF
- 4.1.0.9)
.
,’f: ¥y F
;“" . - .\\\_,/ ’ 200 400 . 600 800 1000
',f

lAcido formico al 70 %

' |
1ul

Matriz de ionizacion
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CHCA (alpha-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid,

(MacGregor-Fors y Payton, 2013; Hammer, 2020)

CD Analisis diversidad

* Riqueza (S)

* Abundancia (Ni)

* indice de diversidad Simpson (1-D),

* indice de Diversidad de Shannon (H’)
* indice de equitatividad de Pielou (J’)

Rigueza observada en cada tipo de ecosistema
—CHAO 1

HHESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Activacion cepas

39 cepas Ribereinos ,Shushufindi 22 cepas.
100 % ACTIVACION

PDA.

Agua destilada

DESPE
@ UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracién y pureza de ADN

Tabla 6 Resultados de concentracion y pureza de ADN.

“ Concentracion de ADN

Método de extraccion del ADN.

 Lisis celular incompleta.

- e Mala conservacion de |la
muestra.
e Mala manipulacion de los
microtubos.

9 Pureza de ADN
Relacion A260/A280

Disolvente utilizado para
resuspender el pellet de ADN.

Relacion A260/A230

Localidad  Muestra E““ﬁ;},“";‘i'_"""" t A:ﬁ‘;f:ﬂm { A:Palflr.rizmm
1 422 212 1,48
2 539.9 2 42 1,56
3 1060 290 1,95
Riberefios 4 120 2 28 1.09
5 173,3 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 3041 W 1.9 0,39
| 3 145 723 1,27
Shushufind 4 212,2 791 1,27
5 236.6 517 1.41
6 463,3 2 91 1,37

7 2734 225 179 —

Proceso de extraccion.

Nota. pg/mL: microgramo/mililitro. Autoria propia.

ESP?

F o 1
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(Fredricks et al., 2005 ; Chen et al. 2002; Matange et al., 2021; Lewis et al., 2010; Lucena-Aguilar et al., 2016; Niu et al., 2008) \u'/ UNIVERSIDAD DE LAS FUEAZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion del gen ITS mediante PCR

Tamarios de amplicon:: cf> Al-Dhabaan. (2021) 500 a 600 pb.

550-600 pb

an 3 Amp//flcaaon region ITS.

Fig. 2 Amplificacion region ITS.
Fig. 1 Amplificacion region ITS. Marcador

100 pb
Marcador I 7 8 9 10 11

100 pb
' )

@ F ‘2 3 & &/ %

& ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion molecular de hongos

Tabla 7 Microorganismos identificados por secuenciacion del gen ITS

Se identifico el género y especie del
85,71 % de muestras.

Localidad Muestra Organismo : du:t{; dad N® Accesion
1 535 Trichoderma virens 99,81 MHES 855, 1

2 888 Mucor irrequiaris 100 JAD/5993.1

3 614 Trichoderma harzianum 99,51 KF201295.1

Riberefios 4 604 Aspergillus fumigatus 99.49 OPS526905.1
5 609 Trichoderma asperellum 99,61 NR_130668.1

6 462 Penicillium citrinum 99,78 MFE185963.1

7 565 Fusarium sp- 100 KY363354.1

1 907 Mucor irregularis 99,53 OMN927081.1

2 666 Geotrichum candidum 100 MH153587 .1

, 3 625 Rhizopus arrhizus 100 MWT7B5832.1
Shushufindi 554 Rhizopus arrhizus 100 DQE41279.1
5 595 Trichoderma aspereflum 100 MK210562.1

6 BOB Trichoderma asperellum 99 84 MKD27313.1

T 531 Fusarium sp. 99 81 MT549849.1

Nota. M* Accesion: NOmero de acceso de GenBank para las secuencias obtenidas. Autoria

propia.

(O’'Donnell et al., 2022; Gostincar. 2020; Zarrin et al., (2016)

Factor de elongacion de
la traducciéon TEF1-a.

297 %

HHESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION FARA LA EMCELENMCIA




RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion molecular de hongos

Tabla 8 Microorganismos identificados por secuenciacion del gen ITS

Localidad Muestra Organismo

1 Trichoderma virens

2 Mucor irregularis

3 Trichoderma harzianum
Riberefios 4 Aspergillus fumigatus

4] Trichoderma asperefium

] Penicillium citrinum

T Fusarium sp.

Mucor irregularis
Geotrichum candidum
Rhizopus armizus
Rhizopus armizus

Trichoderma asperefium
Trichoderma asperefium
Fusarium sp.

Shushufindi

= OF N P L 3 =

(Mohammed et al., 2023; Smith,2007; Al-Otibi et al., 2023; Hakim y Yuwati, 2020; Ye et al., 2011)

ENZIMAS LIGNOLITICAS

v
* Lignino peroxidasa,
* Manganeso
peroxidasa
* Lacasasas
* Dioxigenasa

'

Asociadas a la degradacion de hidrocarburos
de alcanos de cadena larga, fraccion BTEX,HAP.

BIOSURFACTANTES

'

e Fusarium

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 9 Hongos identificados molecularmente y la especie arbdrea a la que pertenecen

Localidad Muestra Especie arborea Organismo
1 Flatymiscium pinnatum Trichoderma virens
2 Flatymiscium pinnatum Mucor irregulars
3 Zygia longifolia Trichoderma harzianum
Riberefios 4 Flatymiscium pinnatum Aspergillus fumigatus
) Flatymiscium pinnatum Trichoderma asperelium
6 Fiptadenia pterociada Penicillium citrinum
7 PFlatymiscium pinnatum Fusarium sp
1 Flatymiscium pinnatum Mucor irmegularis
2 Zvaia lonaifolia Geotrichum candidum
L 3 Piptadenia pteroclada Rhizopus arrhizus
Shushufind 4 Pipiadenia pterociada RAiZOpUS armhizus
) ~ Zygia longifolia Trichoderma asperelium
6 Platymiscium pinnatum Trichoderma asperelium
[ Zyaia lonaifolia Fusarium sp

Nota. Platymiscium pinnatum: caoba, Piptadenia pteroclada: quarango espinudo, Zygia longifolia:

Chiparo_Autoria propia.

(Villacis et al., 2016; Espinoza Montaluisa, 2018; Stepanova et al., (2022)

El 50 % caoba Platymiscium
pinnatum .

El 28,57 % chiparo Zygia longifolio %

El 21,42 % guarango espinudo P
Piptadenia pteroclada ;

Asociacion planta-microorganismo

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
HHHHHHHHHHHHHH LA ENCELENCIA




RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion por MALDITOF
Tabla 10 /dentificacion de microrganismos mediante el andlisis

MALDI-TOF

Localidad Muestra Organismo

%
ldentidad
Mo identificado -
| Paeciiomyces lilacinus | 86,50 =
Mo identificado -
Aspergillus fumigatus 92,40
Mo identificado -

Trichophyton verrucour 82,40
MO identificado - -

Riberefios

= g oWn o R o=

Mo identificado -
Mo identificado -
Aspergillus fumigatus 83
Mo identificado -
Mo identificado -
Mo identificado -
Mo identificado -

Shushufindi

=l T o W R =

Nofa. % de identificacion: Corresponde al porcentaje de datos de
masas moleculares identificadas en |a muestra, que coinciden con
la base de datos. Autoria propia.

(Schubert y Kostrzewa, 2017; Maldonado et al., 2017)

28,57 % pudieron ser identificados por medio
de espectrometria de masas MALDITOF.

El analisis MALDI-TOF es mas especifico para la
identificacion de bacterias.

Identificacion de hongos filamentosos por MALDITOF

Estrechas relaciones Protocolo  estandarizado
entre especies. para la obtencion de los
perfiles.

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 11 Comparacion de identificacion molecular y MALDI-TOF

, _ La base de datos SARAMIS tiene la
Identificacion __ Identificacion

Localidad Identificacion Alslamientos — ™ " Epece. correcta capacidad de diferenciar especies de

molecular analizados .
MALngﬂF Aspergillus.

»

— Trichoderma virens
- Mucor irregularis

et

>

—Trichoderma harzianum
Riberefios Aspergilius fumigatus
—Trichoderma asperelium

El (92,85 %) de los espectros de los
hongos generaron una identificacion.

- Penicillium citrinum
Fusarium sp.
Total

=] =2 =2 =% |-&| 2 2
2R G G
= O O O = O O

Base de datos de los espectros de

organismaos.
—  Mucorirregularis

Geofrichum candidum
Rhizopus arrhizus
Rhizopus arrhizus

Trichoderma asperelium
Trichoderma asperelium
- Fusarium sp.
Total

Shushufindi | Biblioteca Bruker Biotyper 79,0 %,

SARAMIS 32,4 %.

=] =& =& =1 =% =3 =% =i
=~ O X XX
o o O O O 9O O O

Nota Autoria propia.

®ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de diversidad

Tabla 12 Evaluacion de la diversidad

indices Riberefios  Shushufindi
Rigueza especifica 7 ]
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.

Borowik et al., (2017) diversidad alta en suelos
contaminados por petroleo y sus derivados.

* Seleccidon natural
* Fuente de carbono

Similitudes en la distribucion de la abundancia
entre las especies.

 E| sitio no contaminado Riberenos
podria contener residuos de
contaminantes

ESP?

®
(Borowik et al., 2017; Walz, 2011; Alrumman et al., 2015 ; Pielou. 1966; Galitskaya et al., 2021) \ﬁ’j e



Fig. 4 Indice de Shannon.

1.9
1.8 1,87
1.74
57 1,59

r 154
1.4 =1
1349
1.2

1.1+

i
Nota. NC=no contaminado, C=contaminado. Autoria

propia.

(Galitskaya et al., 2021; Echeverria Molinar, 2017)

Depende de la rigueza de especies y esta puede
variar por varios factores, por lo cual en sitios
contaminados sera menor.
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CONCLUSIONES

»» Se activd 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 fitoremediacidn de suelos afectados por procesos de extraccion petrolera.

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.

»» Molecularmente se identificaron el 85,71% (12/14) de hongos a nivel de género y especie. En el sitio no contaminada Riberefios se

fumigatus coincidié tanto por el método molecular y proteémico, de esta manera el analis MALDITOF tuvo menor rendimiento al

»» La identificaciéon por espectrometria de masas MALDITOF permitié identificar el (28,57%) de las muestras de hongos. solo Aspergillus
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.

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RECOMENDACIONES

Evaluar la capacidad de degradacion de petrdleo en los aislados fungicos y su actividad
enzimatica, para su potencial uso en suelos contaminados en la Amazonia ecuatoriana .

Para el caso de la identificacidon a nivel de especie del género Fusarium amplificar el gen TEF1-
Q.

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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