
 

1 
 

 

Caracterización proteómica y molecular de hongos rizosféricos presentes en tres 

especies arbóreas plantadas en la zona de gestión de pasivos (Lago 19) y en la zona 

de plataformas que circunscriben a los pozos petroleros (Cuyabeno 02) en la 

Amazonía ecuatoriana 

Carátula 

Guevara Chávez, William Santiago  

 

Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura 

 

Carrera Agropecuaria 

 

Trabajo de integración curricular, previo a la obtención del título de Ingeniero Agropecuario 

 

Lic. Chiriboga Novillo, Carlos Eduardo, Dr. 

 

06 de septiembre del 2023 

 

 

 

 

 

 

 



 

2 
 

 

Certificación:



 

3 
 

 

Resultados de la herramienta para verificación y/o análisis de similitud de contenidos 
 

 

 

 



 

4 
 

 
Responsabilidad de Autoría 

 



 
 

5 
 

 

Autorización de Publicación 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

6 
 

Dedicatoria 

A mi madre, por ser mi gran apoyo y por brindarme todo su amor y dedicación a lo largo de mi 

vida. Gracias por ser mi inspiración, por enseñarme a nunca rendirme y por ser una fuente de 

motivación. A mi hermana, por ser testigo de todo mi proceso académico y por estar siempre a 

mi lado en los momentos más difíciles. Gracias por tu apoyo incondicional. 

 

William Santiago Guevara Chávez 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

7 
 

Agradecimientos 

A ti mamá, por enseñarme que con disciplina y perseverancia se puede alcanzar el cielo. 

Gracias por ser mi guía y apoyarme en todo momento. 

A mi hermana Mariana, por el apoyo brindado y por estar siempre pendiente de mí. 

A mi hermano Javier, por convertirse en mi mejor amigo y enseñarme a ver la vida desde otra 

perspectiva, gracias por tu sabiduría.  

A mis hermanos José, Fernando, Fabiola, Patricio y Margarita, por la confianza, apoyo y por ser 

parte de mi crecimiento, los llevo en el corazón. 

A mis compañeras de tesis, Belén, Jennifer y Bertha, por ser cómplices de todos los desafíos 

que se presentaron y de los logros obtenidos. 

Al Dr. Carlos E. Chiriboga-Novillo, por su amistad, paciencia y por ser parte fundamental del 

proyecto. 

Al Dr. Wilmer E. Pozo-Rivera y al Ing. Xavier Paredes, por su confianza y amistad, además por 

su colaboración en el proyecto. 

Al Dr. Darwin A. Rueda-Ortiz, por su confianza y paciencia, y por la colaboración con el 

laboratorio de Biotecnología. 

Al Dr. Francisco Flores-Flor y a la Lic. Silvana Granda, por su gran acogida en el laboratorio y 

por el apoyo brindado. 

A la Ing. Gabriela Morales y a la Ing. Ariana Drouet, por su amistad, confianza y carisma, por 

compartirnos su conocimiento y por guiarnos en todo el proceso experimental. 



 
 

8 
 

A Liz Tituaña, por su amistad, confianza, consejos y apoyo incondicional brindado, por ser mi 

amiga y compañera de mi vida universitaria. 

A mis grandes amigos Nando, Paúl, Lucho, Sam, Dani y Adrián, por todas las aventuras 

compartidas y por acompañarme en el proceso educativo. 

A la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, especialmente a la Carrera de Ingeniería 

Agropecuaria, por su participación en el proceso de formarme como profesional. 

 

William Santiago Guevara Chávez 

 

  



 
 

9 
 

Índice de contenidos 

Carátula ..................................................................................................................................... 1 

Certificación ............................................................................................................................... 2 

Resultados de la herramienta para verificación y/o análisis de similitud de contenidos .............. 3 

Responsabilidad de Autoría ....................................................................................................... 4 

Autorización de Publicación ....................................................................................................... 5 

Dedicatoria ................................................................................................................................. 6 

Agradecimientos ........................................................................................................................ 7 

Índice de contenidos .................................................................................................................. 9 

Índice de tablas .........................................................................................................................13 

Índice de figuras ........................................................................................................................14 

Resumen ..................................................................................................................................15 

Abstract.....................................................................................................................................16 

CAPÍTULO I .............................................................................................................................17 

INTRODUCCIÓN ......................................................................................................................17 

Antecedentes .......................................................................................................................17 

Justificación ..........................................................................................................................18 

Objetivos ..............................................................................................................................20 

Objetivo general ................................................................................................................20 

Objetivos específicos ........................................................................................................20 

Hipótesis ..............................................................................................................................20 

Hipótesis nula ...................................................................................................................20 

Hipótesis de investigación ................................................................................................20 

CAPÍTULO II ............................................................................................................................21 

MARCO REFERENCIAL ..........................................................................................................21 

Generalidades ......................................................................................................................21 



 
 

10 
 

Amazonía ecuatoriana ..........................................................................................................22 

Hongos .................................................................................................................................22 

Técnicas de identificación de organismos ............................................................................24 

MALDI-TOF ......................................................................................................................25 

Caracterización molecular ................................................................................................26 

Extracción de ADN ...............................................................................................................27 

Herramientas moleculares ....................................................................................................27 

Cuantificación de ácidos nucleicos ...................................................................................27 

Electroforesis ....................................................................................................................28 

Reacción en Cadena de la Polimerasa - PCR ......................................................................29 

Secuenciación ..................................................................................................................31 

Método de secuenciación de Maxam-Gilbert ....................................................................31 

Método de secuenciación de Sanger ................................................................................32 

Identificación de especies .................................................................................................32 

Bioinformática ...................................................................................................................33 

BLAST (Basic Local Aligment Search Tool). .....................................................................33 

Filogenia ...............................................................................................................................33 

Diversidad ............................................................................................................................34 

Índices de diversidad ............................................................................................................35 

Índice de Simpson (1-D) ...................................................................................................35 

Índice de Shannon (H’) .....................................................................................................35 

CAPÍTULO III............................................................................................................................36 

METODOLOGÍA .......................................................................................................................36 

Sitio de estudio .....................................................................................................................36 

Activación de las muestras ...................................................................................................36 

Selección de géneros por localidad. .....................................................................................37 



 
 

11 
 

Espectrometría de masas MALDI-TOF .................................................................................37 

Extracción de ADN ...............................................................................................................38 

Preparación del medio líquido ...........................................................................................38 

Cultivo de muestras en medio líquido ...............................................................................38 

Procedimiento de extracción de ADN ...............................................................................38 

Electroforesis ........................................................................................................................39 

Calidad y cantidad de ácidos nucleicos ................................................................................40 

Amplificación de ADN ...........................................................................................................40 

Bioinformática .......................................................................................................................42 

Tratamiento de datos ........................................................................................................42 

Análisis de biodiversidad ......................................................................................................45 

Análisis filogenético ..............................................................................................................46 

Análisis estadístico ...............................................................................................................46 

CAPÍTULO IV ...........................................................................................................................48 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN .................................................................................................48 

Activación de cepas ..............................................................................................................48 

Identificación de especies mediante MALDI-TOF .................................................................48 

Calidad y cantidad de ácidos nucleicos ................................................................................50 

Integridad de ADN ................................................................................................................52 

Amplificación de gen ITS ......................................................................................................53 

Identificación molecular mediante productos de PCR ...........................................................54 

Especies fúngicas y su relación con las especies arbóreas ..................................................57 

Comparación de la identificación fúngica por espectrometría de masas MALDI-TOF y por 

secuenciación de productos de PCR ....................................................................................58 

Análisis filogenético ..............................................................................................................59 

Diversidad fúngica en los suelos contaminados ...................................................................61 



 
 

12 
 

CAPÍTULO V ............................................................................................................................64 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ............................................................................64 

Conclusiones ........................................................................................................................64 

Recomendaciones ................................................................................................................64 

Bibliografía ..............................................................................................................................66 

 

 

 



 
 

13 
 

Índice de tablas 

Tabla 1 Relación de absorbancias y rangos de aceptación de la pureza de ADN .....................28 

Tabla 2 Componentes del mix de reacción (mastermix) para realizar la PCR ...........................40 

Tabla 3 Condiciones de la PCR para una Taq ADN polimerasa ...............................................41 

Tabla 4 Orden de carga de las muestras en el gel de agarosa de las dos localidades .............42 

Tabla 5 Identificación de las especies por espectrometría de masas MALDI -TOF ...................49 

Tabla 6 Concentración y pureza de la extracción de ADN fúngico ............................................51 

Tabla 7 Especies fúngicas encontradas en las localidades Lago 19 y Cuyabeno 02 ................55 

Tabla 8 Especies fúngicas asociadas a las especies arbóreas .................................................58 

Tabla 9 Índices de diversidad determinados en el software Past ..............................................62 

 



 
 

14 
 

Índice de figuras 

Figura 1 Esquema de las fases principales de MALDI-TOF .....................................................25 

Figura 2 Gel de agarosa para observar la integridad de ADN ..................................................29 

Figura 3 Ciclo de una Reacción de Cadena de la Polimerasa (PCR) .......................................30 

Figura 4 Cromatograma del ensamblaje de las secuenciaciones de una muestra de ADN ......43 

Figura 5 Secuencia consenso con una base nitrogenada desconocida ....................................43 

Figura 6 Secuencia de nucleótidos en el programa informático BLAST ...................................44 

Figura 7 Similitud de especies identificadas con el algoritmo BLAST .......................................45 

Figura 8 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% ...................................................................53 

Figura 9 Gel de agarosa de amplicones de los géneros fúngicos de Lago 19 ..........................53 

Figura 10 Gel de agarosa de amplicones de los géneros fúngicos de Cuyabeno 02 ................54 

Figura 11 Árbol filogenético de las especies fúngicas identificadas en Lago 19 .......................59 

Figura 12 Árbol filogenético de las especies fúngicas identificadas en Cuyabeno 02 ...............60 

Figura 13 Significancia del Índice de Shannon (H’) de los dos tipos de perturbación CGP y 

PCPP ........................................................................................................................63 

 

 



 
 

15 
 

Resumen 

 

La contaminación causada por combustibles fósiles es considerada como una amenaza para el 

ambiente, por ello, ha incrementado el interés del estudio de microorganismos, en particular por 

los hongos rizosféricos presentes en suelos contaminados con petróleo, ya que estos 

microorganismos pueden mejorar la resistencia de las plantas al estrés ambiental, además 

contribuir con la remediación de suelos. El propósito del presente estudio fue identificar a nivel 

de especie, hongos rizósféricos presentes en tres especies arbóreas Piptadenia pteroclada, 

Zygia longifolia, Platymiscium pinnatum, aislados de dos zonas con distinto tipo de 

contaminación de suelo por extracción de petróleo (Plataformas que circunscriben a los pozos 

petroleros PCPP y Centro de gestión de pasivos CGP) mediante dos técnicas: MALDI-TOF MS 

y secuenciación a partir de amplicones obtenidos de la amplificación del gen ITS por PCR. Las 

muestras conservadas en anteriores investigaciones sirvieron para activar las cepas, el método 

de cultivo fue, por siembra directa en Potato Dextrosa Agar (PDA). Para el análisis, fueron 

seleccionados 16 géneros entre las zonas de estudio. Con el método MALDI-TOF MS se 

reportó una especie con bajo porcentaje de identificación. La caracterización molecular permitió 

identificar las 16 muestras con un porcentaje de identificación mayor al 98 %, el análisis 

filogenético permitió agruparlos en siete especies, mismos que se encuentran dentro de los 

órdenes Eurotiales, Hipocreales, Sacaromicetales pertenecientes al Phylum Ascomycota y en 

el orden Mucorales que forman parte del Phylum Zygomycota. los índices de diversidad 

determinaron que la zona PCPP posee una mayor diversidad en relación al CGP. 

 

Palabras clave: IDENTIFICACIÓN, ADN, SECUENCIACIÓN, DIVERSIDAD.  
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Abstract 

 

Pollution caused by fossil fuels is considered as one threats to the environment, therefore, 

interest in the study of microorganisms, particularly rhizospheric fungi present in oil-

contaminated soils, has increased, since these microorganisms can improve plant resistance to 

environmental stress, in addition to contributing to soil remediation. The purpose of this study 

was to identify at the species level, rhizospheric fungi present in three trees species Piptadenia 

pteroclada, Zygia longifolia, Platymiscium pinnatum, isolated from two areas with different types 

of soils contamination, due to actions related to oil extraction (Platforms that circumscribe oil 

wells PCPP and Center for management of liabilities CGP) using two techniques: MALDI-TOF 

MS and sequencing from amplicons obtained from the amplification of the ITS gene by PCR. 

The simples preserved in previous research was used to activate the strains, the cultivation 

method was by direct sowing in Potato Dextrose Agar (PDA). For the analysis, 16 genders were 

selected from the two study areas. With the MALDI-TOF MS method, one specie with low 

identification percentage were reported. Molecular characterization allowed to identifying the 16 

samples with an identification percentage greater than 98 %, the phylogenetic analysis allowed 

grouping them into seven species, which are within the orders Eurotiales, Hiprocreales, 

Saccaromicetales belonging to the Phylum Ascomycota and in the order Mucorales that are part 

of the Phylum Zygomycota. The diversity indices were analyzed, determining that the PCPP 

zone has a greater diversity in relation to the CGP. 

 

Keywords: IDENTIFICATION, DNA, SEQUENCING, DIVERSITY. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

Antecedentes 

La sensibilidad mundial por el respeto hacia el medio ambiente se ha fortalecido con el 

pasar del tiempo. En las últimas décadas, la contaminación ambiental con petróleo y sus 

derivados ha obtenido mucha atención, ya que dichos contaminantes presentan una elevada 

persistencia tanto en el agua como en el suelo, convirtiéndose en una amenaza para la vida 

cuando ingresan al medio ambiente (Roshandel et al., 2021). Por ello, a la extracción petrolera 

se le ha considerado como un factor relevante de contaminación, ya que es una de las 

industrias que han generado a nivel local y global, impactos ambientales y en la biodiversidad 

(Bravo, 2007). 

En consecuencia, desde 1972, empresas petroleras internacionales y locales, han 

extraído alrededor de 2000 millones de barriles de petróleo sólo en Ecuador, provocando 

contaminación tanto por el derrame de millones de galones de crudo, así como por la 

eliminación de desechos tóxicos directamente al medio ambiente (San Sebastián et al., 2001). 

Por otro lado, en América Latina, el Ecuador es considerado como uno de los grandes 

exportadores de petróleo y la región Amazónica es la principal fuente de producción, puesto 

que abarca los yacimientos de Shushufindi, Sacha, Libertador, Cononaco, Cuyabeno, Lago 

Agrio y Auca (Azqueta y Delacámara, 2008), dichos yacimientos se localizan en zonas en las 

que predominan los bosques primarios, que se caracterizan por su alto valor tanto de 

endemismo, así como de biodiversidad (Falconí y Larrea, 2003). 

La extracción petrolera en el Ecuador ha llevado consigo severos impactos ambientales, 

pues la construcción de carreteras y la expropiación de grandes áreas en la región Amazónica 

del país, ha causado la deforestación de aproximadamente una sexta parte del área que 

originalmente componía a la selva amazónica (Larrea, 2020). Además, las actividades 
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operacionales de extracción del crudo perturban el equilibrio ecológico y alteran a las 

comunidades biológicas (Bravo, 2007). 

Justificación 

Los suelos contaminados por hidrocarburos son un problema de gran interés mundial 

(Bedoya y Estupiñan, 2018). Dicha contaminación ha provocado cambios dentro de la 

composición y funcionamiento del suelo, siendo las plantas y microrganismos los primeros en 

sufrir las afectaciones provocadas (Aguilar, 2020). 

Varias investigaciones han mostrados que ciertos microorganismos son capaces de 

metabolizar productos como combustibles o disolventes, mismos que pueden ser perjudiciales 

tanto para la salud del hombre como para los ecosistemas donde son derramados (Martín et 

al., 2004). 

Por ello, de las comunidades microbianas, las especies fúngicas son de gran interés, ya 

que la salud de un ecosistema está relacionada directamente con la presencia de estos 

microorganismos en su entorno, así mismo, sus funciones en el ecosistema son de vital 

importancia, tanto por los procesos bioquímicos que desarrolla, así como por los procesos de 

degradación que desempeñan (Recalde y Sánchez, 2017). Además, el reino Fungi simboliza 

uno de los más grandes grupos de diversidad con acciones ecológicas importantes en todos los 

ecosistemas. Este reino posee gran variabilidad tanto de los ciclos de vida como de su 

morfología (Aguirre et al., 2014). 

Los hongos son capaces de mediar las conexiones entre diferentes organismos y 

ecosistemas, debido a que logran alterar las relaciones tanto ecológicas y evolutivas como 

biogeográficas de los organismos con los que se relaciona (Bahram y Netherway, 2022). Así 

mismo, ofrecen un potencial que se basa en las características enzimáticas y a través del 

desarrollo del micelio, son capaces de establecerse en diferentes tipos de sustratos y acceder a 

los compuestos que forman parte de los contaminantes del suelo (Martín et al., 2004). 
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Por otro lado, existen varias especies de hongos beneficiosos, las levaduras, por 

ejemplo, producen muchos metabolitos, mismos que pueden ser utilizados tanto para pruebas 

bioquímicas como para perfiles metabolómicos (Chalupová et al., 2014). Mientras que los 

hongos filamentosos tienen la capacidad de desarrollarse bajo condiciones de estrés ambiental 

y su forma de crecimiento permite la colonización de extensas áreas (Sifuentes, 2014). 

Para determinar el género y la especie de un hongo, es necesario el uso de varios 

métodos para su identificación, por ello, se han empleado técnicas fenotípicas y moleculares, 

puesto que dichos organismos presentan gran variación morfológica dentro de un mismo 

género (Garzón, 2013). 

La identificación de hongos generalmente se ha basado en la morfología, sin embargo, 

las comparaciones con la caracterización molecular, han demostrado que algunas 

identificaciones que se basan en el fenotipo no son precisas (Chen et al., 2011), esto se debe a 

que presentan limitaciones asociadas con procesos metabólicos, requieren un adecuado 

crecimiento del cultivo fúngico, además se necesita tiempos mínimos de incubación para 

alcanzar un resultado fiable (Maldonado et al., 2018). 

La ventaja de utilizar técnicas de biología molecular para la identificación de 

microrganismos, es que son consideradas específicas, sensibles, además de eficientes, 

permitiendo de esta forma, diferenciar especies que se encuentran relacionadas entre sí, desde 

un punto de vista taxonómico (Mendoza, 2005). 

Por lo mencionado, el proyecto de investigación propone realizar el análisis molecular 

de hongos rizosféricos de cepas de hongos pertenecientes al programa de fitorremediación de 

suelos, mismas que se encuentran identificadas morfológicamente en estudios anteriores. 

Conjuntamente, se secuenciará el gen ITS de los hongos rizosféricos para la identificación 

molecular de las especies fúngicas en cuestión. Además, se realizará una comparación tanto 

de la riqueza absoluta como de los índices de diversidad, entre los sitios con diferentes tipos de 

perturbación por acciones relacionadas a la extracción de petróleo. 



 
 

20 
 

Objetivos 

Objetivo general  

Caracterizar proteómica y molecularmente a los hongos rizosféricos de especies 

arbóreas plantadas en la zona de gestión de pasivos (Lago 19) y en la zona de plataformas que 

circunscriben a los pozos petroleros (Cuyabeno 02) en la Amazonía ecuatoriana. 

Objetivos específicos 

Activar las cepas de hongos rizosféricos pertenecientes al programa de fitorremediación 

de suelos afectados por procesos de extracción petrolera en las zonas Lago 19 y Cuyabeno 02 

de la Amazonía ecuatoriana. 

Identificar las especies de los hongos rizosféricos mediante espectrometría de masas 

(MALDI-TOF). 

Secuenciar el gen ITS de hongos rizosféricos para la identificación molecular de 

especies fúngicas.  

Comparar la riqueza específica entre tipos de suelos contaminados por actividades 

asociadas a la extracción petrolera. 

Hipótesis 

Hipótesis nula 

La riqueza de especies fúngicas rizosféricas no cambia con los tipos de contaminación 

de suelos perturbados por actividades asociadas a la extracción de petróleo. 

Hipótesis de investigación 

La riqueza de especies fúngicas rizosféricas cambia con los tipos de contaminación de 

suelos perturbados por actividades asociadas a la extracción de petróleo. 
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CAPÍTULO II 

MARCO REFERENCIAL 

Generalidades 

Los hidrocarburos son compuestos integrados por átomos de carbono e hidrógeno y se 

encuentran en grandes cantidades en la naturaleza. A nivel global, los hidrocarburos 

establecen una economía activa importante, pues son utilizados como combustible y como 

materia prima para la elaboración de varios compuestos (Peláez et al., 2016).  

En el Ecuador, el petróleo compone una importante fuente de ingresos económicos, 

pues la economía de este Estado se respalda en dicho hidrocarburo, el mismo que se 

encuentra reposando en la Amazonía ecuatoriana (Torres, 2019). 

Sin embargo, se les ha atribuido a los derrames de petróleo, como la contaminación 

ambiental más extendida en todo el mundo, dicha contaminación se da generalmente por: 

derrames en las explotaciones, tuberías averiadas, existencia de fugas en los contenedores de 

almacenamiento y por el transporte de petróleo extraído.  

Los daños originados en el suelo, agua, flora y fauna son irreversibles, pues los 

procesos de remediación usualmente se realizan después de que el ecosistema se encuentra 

contaminado por el crudo (Ugaz et al., 2020). Los derrames de petróleo generan problemas de 

productividad, puesto que afectan la fertilidad del suelo (Montero, 2015).  

En las últimas décadas, las investigaciones relacionadas con la diversidad biológica, 

han brindado mayor comprensión tanto de la composición como del funcionamiento de los 

ecosistemas, además han explicado la forma en que los organismos interactúan con otros en 

su entorno; esto ha llevado a profundizar el conocimiento sobre la historia de vida de los 

organismos y han contribuido con información para realizar evaluaciones de conservación de 

especies y comunidades (Toapanta et al., 2022). 



 
 

22 
 

Amazonía ecuatoriana 

El área que compone la Amazonía ecuatoriana es de 118 442 km2, esta región es 

conocida por los beneficios que ofrece al planeta Tierra, entre los que se pueden mencionar 

están: la oxigenación y la reserva de recursos naturales. En 1990, la Amazonía ecuatoriana se 

componía de 805 millones de hectáreas (ha), las mismas que se fueron perdiendo gracias a la 

intensificación de las actividades relacionadas a la extracción de crudo (Quinsasamín, 2019). 

El suelo de la Amazonía ecuatoriana se caracteriza por: ser franco, poseer un color 

rojizo (presencia de hierro en forma de óxido o hidróxido), ser arcillosos y por tener un pH ácido 

(Villacreces, 2013). 

Los sitios que se han analizado en investigaciones anteriores son áreas que contienen 

suelos perturbados por actividades relacionadas a la extracción de petróleo, las mismas que 

fueron clasificadas en: Celdas de lodos y ripios (CLR), Centro de gestión de pasivos (CGP) y 

Plataformas que circunscriben a los pozos petroleros (PCPP) (Quinsasamín, 2019). 

• Centro de gestión de pasivos: se denomina así al lugar donde se montan plataformas 

para el tratamiento de hidrocarburos, es decir, lavado y secado de suelos. 

• Celdas de lodos y ripios: Son centros de depósito de los desechos que se generan al 

momento de perforar el suelo para la extracción de petróleo. 

• Plataformas que circunscriben a los pozos petroleros: Son la base que se instala 

alrededor del pozo para extraer el petróleo, la misma que para realizar su construcción 

tiene que pasar por etapas que son tanto destructivas como contaminantes, (Sosa, 

2018). 

Hongos 

Uno de los grupos de organismos más diversos que habitan en el planeta tierra, son los 

hongos, puesto que desempeñan un papel importante en los ecosistemas, se caracterizan por 

ser descomponedores, mutualistas y patógenos, además están constituidos por células 
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eucariotas. Investigaciones recientes han reportado que existen alrededor de 2.2 millones de 

especies de dichos organismos (Wu et al., 2019).  

Los hongos pertenecen al reino Fungi y su principal fuente de energía es la materia 

orgánica. Parte de estos organismos son patógenos de plantas, mientras que otros participan 

en la degradación de compuestos orgánicos (Cando, 2011). 

Por otro lado, las especies fúngicas del suelo se componen por especies saprobias y 

simbiontes. Las saprobias obtienen los nutrientes necesarios a partir de restos inertes tanto 

animales como vegetales. Como resultado de dicha actividad, aportan CO2 a la atmósfera, así 

como también, ayudan a limpiar los ecosistemas, mientras que las especies que se 

caracterizan por ser simbiontes se encargan de formar micorrizas (Heredia y Arias, 2008).  

Las especies fúngicas microscópicas se dividen en dos grupos: las levaduras y los 

hongos filamentosos (Zaragoza, 2018). Las levaduras se caracterizan por ser hongos 

unicelulares, inmóviles, forman colonias húmedas, pastosas y opacas, además tienen la 

capacidad de dividirse generalmente por gemación (Martí et al., 1998). Se han reportado 

alrededor de 130 especies de levaduras presentes en el suelo, sin embargo, aún no se ha 

entendido por completo el papel que desempeñan estos organismos en el suelo, lo que se 

conoce de las levaduras es que utilizan carbono proveniente de varias fuentes (Mašínová et al., 

2017). 

Por otro lado, los hongos filamentosos se caracterizan por ser microorganismos 

eucariotas, heterótrofos (no sintetizan clorofila), cuya reproducción puede ser sexual o asexual, 

sus cuerpos son alargados (filamentosos), ramificados y son capaces de aumentar de tamaño 

por crecimiento apical. Los filamentos de estos organismos pueden ser septados o no y se las 

conoce como hifas, el conjunto de hifas de denomina micelio (Moreno, 2000). 

Por lo general, los microorganismos que habitan en el suelo se encuentran en 

comunidades heterogéneas, por lo que se desconoce el comportamiento individual de dichos 

organismos, ya que no se han desarrollado técnicas apropiadas de identificación (Viaud et al., 
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2000). Además, los estudios que se relacionan con hongos resultan ser complicados, esto se 

debe a una comprensión incorrecta de toda la especiación fúngica que se relaciona con la 

biología, ecología, evolución y la filogenia de las poblaciones (Chalupová et al., 2014). 

El desarrollo de diferentes técnicas moleculares, principalmente las que se basan en el 

análisis de ácidos nucleicos, han contribuido con herramientas para la resolución de problemas 

que presentaba la taxonomía clásica (Lurá et al., 2003). 

Técnicas de identificación de organismos  

La identificación de cepas es una etapa irreemplazable en la investigación de cualquier 

agente biológico, por ello, la correcta elección de las herramientas y mecanismos de 

caracterización repercutirá en la confiabilidad de la información que se desea obtener (Suárez y 

Peñaranda, 2022). 

El desarrollo de distintas técnicas ha permitido conocer nuevas fuentes de evidencia, un 

ejemplo claro, es la funcionalidad que se les ha atribuido a las técnicas moleculares, pues han 

permitido el estudio tanto de proteínas como de ácidos nucleicos. Se han utilizado formas 

distintas para la identificación de microorganismos, para ello se han desarrollado a través del 

tiempo diferentes métodos que ayudan a la identificación de especies: 1) métodos fenotípicos o 

tradicionales, 2) métodos basados en proteómica y 3) métodos moleculares (Fernández et al., 

2010). 

Para la identificación de algunos microorganismos, las metodologías que se basan en el 

análisis fenotípico, en la asimilación de carbohidratos o los métodos automatizados, han 

presentado inconvenientes, tales como la lentitud del proceso, la limitación en la base de datos, 

además, de imprecisiones en las identificaciones (Relloso et al., 2015).  

Los métodos relacionados con la proteómica para la identificación de especies, se 

basan en la espectrometría de masas, en varios estudios de identificación de microorganismos 

se ha utilizado la espectrometría de masas con ionización por desorción con láser asistida por 

una matriz y con un analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) (Pitarch et al., 2010). 
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MALDI-TOF 

Es un método analítico de identificación de microorganismos, se fundamenta en la 

espectrometría de masas conocida como matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-fligt 

(MALDI-TOF MS) (Relloso et al., 2015). Se emplea en muchos campos de investigaciones 

relacionadas al análisis de proteínas, péptidos y ácidos nucleicos (Welker et al., 2002). Es 

reconocida como una de las herramientas más confiables para una fácil y rápida 

caracterización, diferenciación y categorización de microorganismos (Chalupová et al., 2014). 

Figura 1 

Esquema de las fases principales de MALDI-TOF 

 

Nota. La figura muestra las fases que 

componen a la técnica de MALDI-TOF. 

Adaptado de (Welker et al., 2002). 

Esta técnica permite la identificación de microorganismos a través el estudio de 

proteínas ribosómicas y mediante la creación de un espectro de masas que está determinado 

para cada especie (Relloso et al., 2015). Otra utilidad de esta técnica, es que ayuda a producir 

patrones de masas de proteínas rápidamente, sin la necesidad de muestras preparadas 

laboriosamente (Posteraro et al., 2013). 
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La espectrometría de masas inicia designando una matriz, la misma que facilita la 

desorción de proteínas de la muestra a través de la energía laser (Patel, 2019). Posteriormente, 

las moléculas quedan ionizadas y se aceleran frente a un campo electromagnético, mismo que 

se forma entre la placa de muestra con el electrodo de rejilla que se sitúa a unos pocos 

centímetros (Welker et al., 2002). 

A continuación, las moléculas ionizadas migran a un tubo de vacío a una velocidad 

proporcional a la relación masa-carga de la muestra, este tubo detecta y mide tanto el tiempo 

de vuelo como la abundancia en lo largo del tiempo (Cassagne et al., 2016).  

Luego, el análisis del espectro obtenido, se compara con una base de datos de 

espectros de referencia ya conocidos, basado en el porcentaje de semejanza del espectro 

analizado con el de referencia, se identifica al microorganismo como perteneciente al género, 

especie o subespecie del espectro más semejante (Cassagne et al., 2016). 

Para la obtención de resultados confiables, es primordial contar con una base de datos 

bien organizada y completa, puesto que esto ha sido la principal limitación de la base de datos 

de hongos dimórficos y filamentosos (Patel, 2019). Se le ha considerado a MALDI-TOF como 

una técnica revolucionaria, puesto que cumple con los requerimientos esenciales para un 

eficiente análisis de microorganismos, además, tiene un potencial de alto rendimiento, requiere 

mínimos costos de operación y posee flexibilidad para identificación, así como también 

especificidad y rapidez de análisis (Posteraro et al., 2013). 

Caracterización molecular 

La caracterización molecular se basa en el uso de varias técnicas como la Reacción en 

Cadena de la Plomerasa o Polymerase Chaing Reaction (PCR) cuyo objetivo es amplificar 

fragmentos de ADN por medio de cebadores (primers) como los espaciadores trascritos 

internos (ITS) (Suárez y Peñaranda, 2022), así como la secuenciación a partir de 

amplificaciones de los genes de interés, que en el caso de los hongos encontramos al gen ITS, 
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el cual es usado para la explicación de las relaciones entre taxa a niveles inter e intra genéricos 

(Quijada et al., 1997). 

Además, se le ha atribuido importancia a la caracterización molecular, ya que permite 

establecer las relaciones filogenéticas existentes entre los microorganismos, dando como 

resultado un sistema de clasificación actual, permitiendo identificar taxonómicamente de una 

forma rápida y precisa (Muñoz, 2015). 

Extracción de ADN  

La extracción del material genético radica en el aislamiento y purificación de moléculas 

de ADN, además se fundamenta en las características fisicoquímicas que posee la molécula 

(Alejos et al., 2014). Por lo general, el procedimiento de extracción de ADN se basa en tres 

fases que se producen consecutivamente: desintegración de las células, inactivación de las 

nucleasas intracelulares y separación de los ácidos nucleicos de otros componentes celulares 

(Orfao et al., 2011). 

Para analizar el genoma, existen varias técnicas que se aplican en la biología 

molecular, dichas técnicas dependen en gran medida de la habilidad para la extracción de 

ADN, pues estos varían dependiendo del tipo de tejido que se va a analizar (Velasco, 2005). 

Las técnicas útiles en ecología microbiana a nivel molecular, ha mejorado gracias al desarrollo 

de la PCR, pues se le ha considerado una herramienta específica y sensible para caracterizar 

microorganismos (Viaud et al., 2000). Por lo mencionado, los diferentes procedimientos de 

extracción de ADN han llegado a formar una parte importante en las investigaciones, por ello, 

dichos procedimientos de extracción de ADN deben proveer de calidad, concentración y pureza 

suficiente para realizar los estudios moleculares (Plaza et al., 2004). 

Herramientas moleculares 

Cuantificación de ácidos nucleicos 

El ADN se caracteriza por absorber la luz ultravioleta (UV) a 260 nanómetros (nm), esto 

ayuda a determinar la concentración a través de espectrometría (Alejos et al., 2014).  
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El espectrofotómetro es una herramienta que permite proyectar un haz de luz a través 

de una muestra y medir la absorbancia (García, 2018). Por lo general, esta herramienta es muy 

útil en los campos de Biología Molecular y Bioquímica, puesto que posee varias aplicaciones, 

entre las que se puede mencionar: el análisis cualitativo de la integridad de las muestras, la 

cuantificación de ADN, proteínas y otros reactivos (Tuya et al., 2016).  

Para evaluar la pureza y la concentración de ácidos nucleicos de una muestra, se 

requiere conocer la absorbancia en diferentes longitudes de onda, cabe destacar que la 

absorbancia no tiene la capacidad de distinguir ADN de ARN (Gallagher y Desjardins, 2006).  

La concentración de ADN se calcula a partir del valor de absorbancia obtenido a una 

longitud de onda de 260 nm, mientras que, para evaluar la pureza, se utilizan las relaciones de 

absorbancias A260/A280 y A260/A230 (Banco Nacional de ADN, 2020) (Tabla 1). 

Tabla 1 

Relación de absorbancias y rangos de aceptación de la pureza de ADN 

Razón Rango aceptado Menor valor del rango 

260/280 
~1.8 ADN                          
~2.0 ARN 

Presencia de proteínas, fenoles 

260/230 2.0 -2.2 Presencia de EDTA, carbohidratos, 
fenoles 

Nota. La tabla muestra los rangos aceptados para determinar la pureza de 

las muestras de ADN. Adaptado de Berrendero et al. (2008). 

Electroforesis 

La electroforesis se basa en la migración de las moléculas a través de un gel, mediante 

la acción de un campo eléctrico, esta acción, separa a las moléculas de acuerdo a su tamaño o 

peso molecular (Yábar, 2003).  

Mediante la electroforesis se puede visualizar los fragmentos de ADN mediante una 

tinción sencilla, además se determina el contenido de ácidos nucleicos de una muestra, 
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teniendo de esta forma, una estimación de su concentración y grado de integridad (Fierro, 

2014). Para la electroforesis de ácidos nucleicos se emplea como material de soporte al gel de 

agarosa, la agarosa es un polisacárido que se extrae de las algas de los géneros Gellidium y 

Gracillaria y es soluble en agua a temperaturas mayores a 65°C (Pérez y Gómez, 2018).  

Se puede observar la integridad de ADN mediante electroforesis, si el ADN está íntegro, 

se visualizará una banda estrecha cerca del pocillo de donde se colocó la muestra, mientras 

que, si se encuentra fragmentado, se observará un fragmento de más de un centímetro de 

ancho, se debe tener en cuenta que el ADN que se encuentra fragmentado, dificulta la 

amplificación de productos de PCR (Alejos et al., 2014). 

Figura 2 

Gel de agarosa para observar la integridad de ADN 

 

Nota. Carril 1 y 2 muestras íntegras, carril 6 

muestra con poca fragmentación, carril 3, 4 y 5 

muestras fragmentadas. Autoría propia. 

Reacción en Cadena de la Polimerasa - PCR   

La PCR (Polymerase Chain Reaction) o Reacción en Cadena de Polimerasa es una 

técnica que se ha transformado en la actualidad en uno de los pilares fundamentales de la 

Biología Molecular, puesto que es una de las más versátiles y posee variada aplicabilidad en 

los laboratorios biológicos (Reinosoe et al., 2022). 
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La técnica se basa en la propiedad de las ADN polimerasa para replicar fibras de ADN, 

mediante dicha reacción se consigue multiplicar el número de copias de un fragmento de ADN, 

a lo cual se llama amplificación (Díaz et al., 2013). Cuando se realiza una reacción de PCR, se 

produce una simulación similar a lo que sucede dentro de una célula cuando se sintetiza el 

ADN, para su preparación se mezclan varios reactivos que hacen posible dicha reacción (ADN, 

Taq polimerasa, primers, dNTPs, MgCl2 y otras sales) (Espinosa, 2007). 

Para imitar lo que ocurre dentro de la célula durante el proceso de replicación, la técnica 

de PCR realiza un proceso que se basa en tres fases: desnaturalización del molde por acción 

de altas temperaturas, hibridación de los primers al ADN (Annealing) y extensión de los primers 

mediante una ADN polimerasa termoestable (Reinoso et al., 2022). 

Figura 3 

Ciclo de una Reacción de Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 

Nota. La figura muestra los ciclos que se cumplen en la PCR. Adaptado de 

Reinoso et al. (2022). 

La PCR es un método utilizado en biología molecular, que amplifica material genético a 

partir de un pequeño segmento de ADN con el fin de detectar generalmente la presencia de 

hongos y bacterias (Pérez, 2014). En los últimos tiempos la técnica de PCR se ha aplicado en 
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distintas áreas de las ciencias biológicas y de la salud, llegando a ser considerada una 

herramienta primordial de los laboratorios de investigación, cuyas funciones principales son las 

de expresión génica, genotipificación, análisis de malformaciones y detección de patógenos 

(Tamay de Dios et al., 2013). 

Secuenciación 

Se conoce que la molécula de ADN se compone de una doble hélice, en la cual cada 

hebra es un polímero conformado por miles de nucleótidos, estos últimos están compuestos 

por un azúcar (desoxirribosa), una base nitrogenada (A: adenina, C: citocina, T: timina, G: 

guanina) y un grupo fosfato, el orden de estos nucleótidos en el ADN se denominan secuencia 

(Márquez et al., 2014).  

La secuenciación de ADN ayuda a determinar la disposición de las bases nitrogenadas 

(A, G, C, T) de una molécula de ADN, el orden en el que se encuentran los nucleótidos, 

determina la información genética para el funcionamiento de los seres vivos (Ongay y Códiz, 

2021). A partir de lo mencionado, la secuenciación del genoma se ha convertido en un método 

útil para la rápida identificación de genes en un organismo determinado (Aguilar y Falquet, 

2015) y consiste en determinar el orden de las bases nitrogenadas en un fragmento de ADN 

(Angarita et al., 2017). 

Desde que se expuso la estructura de la molécula de ADN por Watson y Crick, ha 

aumentado el interés de estudio de dicha molécula, para lo cual se han establecido varios 

métodos de secuenciación de ácido nucleicos, de todos los métodos propuestos, dos fueron los 

de mayor éxito: el método de modificación y escisión química propuesto por Allan Maxam y 

Walter Gilbert y el método de secuenciación enzimática de Frederick Sanger (Valderrama et al., 

2020). 

Método de secuenciación de Maxam-Gilbert 

También conocido como método de degradación química, pertenece a los métodos de 

la primera generación (Orta, 2021). Se basa principalmente en la fragmentación específica de 
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las bases nitrogenadas en la cadena de ADN (Valderrama et al., 2020) y consiste en cinco 

pasos: el marcaje del extremo 5’ con 32P, alteración de una base, expulsión de la base 

modificada, fractura de la cadena de ADN y el análisis por electroforesis en gel de 

poliacrilamida (Gómez et al., 2013). 

Método de secuenciación de Sanger  

También conocido como método de secuenciación por terminación de la cadena, a 

través de este método se puede determinar la secuencia del ADN molde a medida que se 

sintetiza su hebra complementaria (Reinoso et al., 2022). Se fundamenta en la irrupción de la 

replicación de ADN en condiciones controladas in vitro, por acción enzimática (ADN 

polimerasa). Este método se ha utilizado ampliamente en diferentes campos de investigación 

(Márquez et al., 2014). 

Identificación de especies 

En los últimos años, las investigaciones relacionadas con la biología, principalmente los 

que se basan en estudios de la estructura molecular de ADN, se han encontrado con 

limitaciones para el manejo de una gran suma de datos, mismos que aumentan de manera 

exponencial tanto en dimensión como en complejidad (Meneses et al., 2011).  

Por ello, dichas investigaciones han tenido que incorporar nuevas metodologías 

informáticas, estas metodologías han sido desarrolladas para el análisis de un gran volumen de 

datos, que se generan a partir de metodologías sofisticadas aplicadas en el área biológica 

(Barreto, 2008). 

Para la caracterización de organismos, una vez obtenida la secuencia de ADN, se 

procede a comparar y buscar la secuencia desconocida a través de secuencias de especies 

conocidas que se encuentran almacenadas en una base de datos, posteriormente, se calcula 

un rango de similitud entre las secuencias comparadas y finalmente se asigna la especie que 

más similitud posea (Posik et al., 2014).  
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El uso de herramientas informáticas y métodos estadísticos permite analizar una gran 

cantidad de datos relacionados con los ácidos nucleicos, secuencias, estructuras e 

interacciones de proteínas y perfiles de expresión genética (Meneses et al., 2011).  

Bioinformática 

La bioinformática se conoce como un área compuesta tanto de la Biología como de las 

ciencias de la Computación, que tiene como objetivo el uso de técnicas matemáticas y 

computacionales para resolver problemas relacionados con la Biología Molecular (Pelta, 2002). 

El desarrollo de herramientas relacionadas con la bioinformática, se enfoca en la 

creación de sistemas de almacenamiento eficientes, además de nuevos modelos para el 

análisis de los distintos tipos de datos biológicos. Estos deben ser rápidos y confiables en 

cuanto a los resultados estadísticos que generan, un ejemplo claro de esto es el algoritmo 

BLAST (Barreto, 2008). 

BLAST (Basic Local Aligment Search Tool). Es un algoritmo que permite comparar 

información primaria de secuencias biológicas. Los investigadores pueden hacer uso de esta 

herramienta para comparar una secuencia de consulta con una base de datos de secuencias y 

encontrar secuencias en la biblioteca que se parecen a la secuencia de consulta por encima de 

un cierto umbral (Altschul et al., 1990). Además, se ha convertido en los últimos tiempos, en la 

herramienta bioinformática favorita para la realización de investigaciones relacionadas con la 

determinación de la filogenia, secuenciación genética, estudios patológicos, entre otros (Barrios 

et al., 2011). 

Filogenia  

La filogenia es una forma de representar la historia evolutiva de un grupo de 

organismos, mostrando cómo han cambiado y diversificado a lo largo del tiempo. El análisis 

filogenético consiste en estimar un árbol filogenético que refleje esta historia (Peña, 2011) y 

mediante la aplicación de un conjunto de técnicas y metodologías, se puede obtener hipótesis 

sobre las relaciones genealógicas o evolutivas entre los organismos estudiados (Arnedo, 1999) 



 
 

34 
 

El objetivo de la sistemática filogenética es determinar el parentesco entre especie y 

grupos biológicos, que forman grupos naturales, de esta forma, se trata de encontrar grupos 

monofiléticos o naturales, que incluyan a una especie ancestral y todas sus especies 

descendientes o hijas (Castillo y Goyenechea, 2007). 

La sistemática filogenética se beneficia de utilizar secuencias de ADN por varios 

motivos, uno de ellos es que se puede obtener muchos caracteres que depende del tamaño del 

genoma, ya que cada base es un carácter que no se ve afectado por el ambiente. También, 

como el genoma tiene regiones que evolucionan a distintas velocidades y todos los seres vivos 

tienen algunas regiones de ADN en común, se pueden comparar organismos de diferentes 

dominios (Márquez et al., 2014). 

Diversidad 

La diversidad de especies es un tema de interés en áreas como la ecología de 

comunidades, así como también en biología de la conservación, por ello se mide la diversidad, 

como en cualquier ciencia ya que, estas medidas permiten describir los componentes del 

sistema bajo estudio, hacer comparaciones entre sistemas, además contribuyen con datos para 

generar nuevas teorías (Moreno et al., 2011).  

En la última década, la pérdida de la biodiversidad ha sido considerada una de las 

problemáticas ambientales de mayor interés a nivel mundial, esto como consecuencia directa e 

indirectamente de las actividades causadas por el hombre (Moreno, 2001). 

Un gran número de individuos abarca el reino Fungi, dichos organismos se encuentran 

distribuidos en una gran diversidad de especies, la mayoría de dichas especies son 

desconocidas, sobre todo las levaduras y mohos (Aguirre et al., 2014).  Por ello, los estudios de 

diversidad permiten comprender cómo los microorganismos y las alteraciones ambientales 

influyen en la diversidad microbiana, la diversidad de las plantas y los ecosistemas, además de 

los procesos biológicos que ocurren en ellos (de Souza et al., 2013). 
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Índices de diversidad 

Índice de Simpson (1-D) 

Es un promedio ponderado de la abundancia proporcional y se encarga de medir la 

posibilidad de que dos individuos elegidos al azar de una muestra sean de la misma especie. El 

valor de D de Simpson tiene un rango de 0 a 1, por lo que, a mayor D, menor es la diversidad. 

Por eso, se suele utilizar el inverso o el complemento del índice de Simpson (1-D) (Kiernan, 

2023). 

Índice de Shannon (H’) 

Para cuantificar la biodiversidad, el índice más empleado es el de Shannon (H’), este 

índice permite mostrar la heterogeneidad de una comunidad basada principalmente en dos 

factores, el número de especies presentes y su abundancia relativa (Ávila y Quito, 2019). El 

índice de Shannon se ha utilizado en varias investigaciones para comparar la diversidad entre 

distintas comunidades mediante pruebas como la t modificada de Hutcheson o mediante 

análisis de confianza al 95% obtenidos a través de técnicas de muestreo (Bootstrap) (Moreno 

et al., 2011).



 
 

36 
 

CAPÍTULO III 

METODOLOGÍA 

El estudio se realizó los Laboratorios de Microbiología y de Agrobiotecnología de la 

Carrera Agropecuaria (campus IASA I) y el de Microbiología de la Carrera de Biotecnología 

(campus Matriz) todos del Departamento de Ciencias de la Vida y de la Agricultura de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. Además, se obtuvo la colaboración de los 

Laboratorios de Biología Molecular y Biotecnología de la Universidad Regional Amazónica 

IKIAM y de Zoología de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. 

Sitio de estudio 

Los sitios estudiados fueron Lago 19 y Cuyabeno 02, los mismos que presentan 

distintos tipos de perturbación por actividades relacionadas a la extracción de petróleo, 

denominados como Centro de gestión de pasivos (CGP) al primero y Plataformas que 

circunscriben a los pozos petroleros (PCPP) a Cuyabeno 02. Las zonas se encuentran en la 

Provincia de Orellana, región Amazónica ecuatoriana. 

Activación de las muestras 

Los materiales utilizados y medios de cultivo fueron esterilizados con la ayuda de la 

autoclave (All American®) durante 15 minutos a 121°C. Se utilizó medio Papa Dextrosa Agar 

(PDA) más Amoxicilina (500mg) para inhibir el crecimiento bacteriano (Sosa, 2018). Luego de 

descongelar los viales, en la cámara de flujo laminar (Thermoforma) se realizó una siembra en 

superficie, siguiendo lo establecido por Santambrosio et al. (2009) y se dejó incubar a 29°C por 

72 horas. 

Pasado ese tiempo, se revisaron los cultivos, se resembraron y desecharon las cajas 

que presentaron cultivos contaminadas. Además de lo indicado, se realizó una base de datos 

con los códigos de cada muestra, con el fin de saber las muestras que se activaron y las que 

no se activaron. 
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Selección de géneros por localidad. 

Todas las cajas Petri con los cultivos fúngicos puros, se separaron  por localidades y se 

escogió los géneros sin repetirlos, para la localidad de Lago 19 se seleccionó siete géneros 

(Geotrichum sp., Cephalosporum sp., Rhizoctonia sp. , Paecilomyces sp., Aspergillus sp., 

Trichoderma sp., Botryoderma sp.) mientras que para Cuyabeno 02 fueron nueve géneros 

(Trichoderma sp., Rhizopus sp., Cunnighamella sp., Thielaviopsis sp., Botryotrichum sp., 

Paecilomyces sp., Chaetomium sp., Penicillium sp., Aspergillus sp.). 

Espectrometría de masas MALDI-TOF 

Una vez obtenidas las cepas purificadas de las dos localidades, se procedió a 

resembrar en cajas Petri de plástico estériles con PDA los 16 géneros que fueron 

seleccionados previamente, se dejaron incubar por 48 horas a 29°C, se revisó que estén libres 

de contaminantes y se procedió a trasladar los cultivos al Laboratorio de Biología Molecular y 

Bioquímica de la Universidad Regional Amazónica IKIAM. 

Se inició preparando la muestra, que consistió en tomar con un asa estéril parte del 

cultivo fúngico de la muestra a analizar y se depositó sobre los pocillos de la tarjeta de análisis, 

para dejarlo secar a temperatura ambiente. A continuación, los pocillos con las muestras, se 

cubrieron con la matriz de ionización CHCA (Alpha-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid) 40 mg/ml; 

para fijar la muestra se empleó ácido fórmico al 70%. Para la caracterización de los 

microorganismos se utilizó dos softwares: MALDI-MS aplication (2.9.4.1) y SARAMIS (System 

Version 4.1.0.9). 

Se utilizó una prueba estándar para calibrar el espectrómetro. Esta prueba consiste en 

el perfil proteico de una cepa de Escherichia coli DH5 péptido alfa, que posee proteínas 

adicionales y se utiliza como control positivo para validar la corrida (Palencia y Romero, 2019). 

Finalmente, se comparó automáticamente el espectro obtenido con la base de datos 

existente. Se expresó el resultado junto a un porcentaje de identificación (Relloso et al., 2015). 
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Extracción de ADN 

Preparación del medio líquido 

El medio líquido se realizó con dextrosa (20g/L), peptona (5 g/L) y amoxicilina (500 mg), 

esta última, previamente triturada con la ayuda de un mortero de cerámica. En la cámara de 

flujo laminar previamente limpia y estéril, con una pipeta se dispensó 5ml del medio líquido en 

tubos de ensayo con fondo redondo y tapa rosca, para luego colocarlos en una gradilla y 

esterilizarlos en autoclave.  

Cultivo de muestras en medio líquido 

En la cámara de flujo laminar limpia y estéril, se dejó ambientar los tubos con medio 

líquido estériles que se encontraban refrigerados. Para la siembra, se esterilizó en la flama del 

mechero el asa antes y después de realizar la siembra, la boca del tubo se flameó después de 

abrir y antes de cerrarlo. Después de haber sembrado se puso a incubar a 28°C durante 72 

horas (Santiago, 2009). 

Procedimiento de extracción de ADN 

Se modificó el protocolo propuesto por la empresa de identificación molecular IDgen 

modificado de Berrendero et al. (2008). 

a) Con un asa, se extrajo el hongo del medio líquido y se colocó en un microtubo de 1.5 

ml. Luego, se añadió 1.5 ml del medio líquido y se sometió a centrifugación (Thermo 

Scientific™) de 10 000 revoluciones por minuto (rpm) durante dos minutos. 

b) Se eliminó el sobrenadante, se adicionó 500 μl de Buffer de extracción (CTAB al 2.5%, 

NaCl (EMSURE®) a 1.4M, Tris-HCl (Invitrogen™) a 100mM y EDTA (J.T. BAKER®) a 

20mM) y se usaron pistilos (maceradores) estériles para triturar el tejido. Después de 

triturarlo por un minuto se agitó en vórtex. 

c) Se colocó tres perlas de vidrio estériles en cada tubo y se dio vórtex por 30 segundos. 

d) Dentro de una cámara de extracción de gases, se procedió a colocar dos μl de β-

mercaptoetanol y se dio vórtex una vez más por cinco segundos. 
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e) Se incubó en el bloque térmico (ACCUBLOCK™) a 60°C por 30 minutos y se mezcló 

cada diez minutos invirtiendo el tubo al menos cinco veces. 

f) Se añadió 500 μl de cloroformo frío y se homogeneizó en el vórtex por 30 segundos, se 

dejó reposar por dos minutos. 

g) Se centrifugó a 14500g por ocho minutos. 

h) Se transfirió 300μl del sobrenadante a un microtubo de 1.5 ml y se adicionó 300 μl de 

etanol absoluto frío, 150 μl de acetato de sodio y 300 μl de etanol al 70%.  

i) Se dejó reposar a -20°C por 24 horas. 

j) Se centrifugó a 14500g durante 15 minutos, en la cámara de flujo laminar se descartó el 

sobrenadante y se lavó cuidadosamente dos veces con 200 μl de etanol al 70% para 

eliminar contaminantes. 

k) Se dejó secar por 30 minutos con el flujo de aire de la cámara de flujo laminar. 

l) Se resuspendió en 50 μl de agua ultra pura más NaOH al 8mM, si no se visualizaba el 

pellet y en 75 μl si se visualizaba el pellet. Se adicionó 1 μl de RNAsa y se dejó incubar 

en el bloque térmico por 30 minutos a 37°C. 

m) Se almacenaron las muestras a -20°C. 

Electroforesis 

Se utilizó la técnica de electroforesis horizontal en gel de agarosa, se realizó el gel con 

TBE 1x [108 g de Tris (Invitrogen), 55 g de ácido bórico (AMP) y 40 ml de EDTA (JT. Baker)] 

más agarosa, a una concentración de 0.8% y se adicionó el visualizador Diamond™ Nucleic 

Acid Dye (Promega), el mismo que debe estar a temperatura ambiente y protegido de la luz.  

Para cargar las muestras, se utilizó 2 μl de bluejuice como tampón de carga más 10μl 

de la solución de ADN extraído. Se dejó migrar las muestras a 100 voltios por 45 minutos. 

Finalmente, se verificó la integridad de las muestras con la ayuda del transiluminador 

UV (Alpha Innotech), que permite observar bandas fluorescentes a una misma distancia 

(Campaña, 2016). 



 
 

40 
 

Calidad y cantidad de ácidos nucleicos 

En el μDrop™ plate, se cargó en columna en el primer espacio 2 μl de la solución de 

NaOH al 8mM en agua ultra pura, el mismo que actuó como blanco, seguido de 2 μl de cada 

muestra de ADN extraído destinadas a analizar, luego se introdujo en el Multiskan™ para la 

respectiva lectura, el informe se generó en un documento de Excel para su posterior análisis.  

Amplificación de ADN 

Para la identificación molecular se amplificó la región ITS (Espaciador Interno 

Transcripto), los primers utilizados fueron los ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 

(5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’), (White et al., 1990), que son específicos para la 

amplificación de la región ITS de hongos (Saltos, 2012). 

Para amplificar el ITS de la región de ADNr se utilizó la técnica de PCR (de Souza et al., 

2013) para lo cual se realizó el mix de reacción (mastermix) (Tabla 2).   

Tabla 2 

Componentes del mix de reacción (mastermix) para realizar la PCR 

Reactivo Conc. inicial Conc. final Volumen por 
reacción (1X) 

PCR Buffer  10X 1x 5 µL 

MgSO4 25 mM 1.5mM 3 µL 

dNTP`s mixture 10 mM 0.2 mM 1 µL 

Primer forward (ITS1) 10 µM   0.5 µM 1 µL 

Primer Reverse (ITS4) 10 µM   0.5 µM 1 µL 

Taq Polimerasa 5U/µL 1U 0,2 µL 

Agua ultra pura - - 37,8 µL 

ADN - 100 ng 1 µL 

Nota. Conc: Concentración. *El valor de los componentes que muestra la 

tabla es para obtener un volumen final de 50 μl. Autoría propia.  

En primera instancia, se procedió a realizar los cálculos del volumen requerido de cada 

uno de los componentes del mix de reacción para obtener un volumen final de 50 μl. En la 
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cámara de flujo laminar limpia y estéril, en una gradilla refrigerante se preparó el mix de 

reacción, pipeteando de mayor a menor el volumen de los reactivos. 

Posteriormente, se distribuyó en los microtubos de PCR (200 μl), 49 μl del mix de 

reacción más 1 μl de la solución de ADN extraído, se verificó que todos los tubos estén 

correctamente etiquetados y sellados, y se dio vórtex por aproximadamente 15 segundos, 

además antes de colocarlos en el termociclador (TECHNE™ TC-412), se revisó que no haya 

presencia de burbujas creadas al momento de dar vórtex.  

Finalmente, se cerró el termociclador y se configuró con el programa denominado “ITS 

micro” previamente configurado, dicho programa se ajustó según lo descrito por (White et al., 

1990) (Tabla 3). 

Tabla 3 

Condiciones de la PCR para una Taq ADN polimerasa 

Etapa Temperatura Tiempo  Ciclos 

Desnaturalización inicial 95 °C 3 minutos 1 

Desnaturalización  95 °C 30 segundos 

30 Hibridación 60 °C 30 segundos 

Extensión 72 °C 60 segundos 

Extensión final 72 °C 3 minutos 1 

Nota. La tabla presenta las diferentes etapas de la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa. Autoría propia. 

 

Una vez obtenido los productos de la PCR, se dejó migrar las muestras por 

electroforesis en gel de agarosa al 1%, utilizando 2 μl como tampón de carga bluejuice. Se 

colocó en los tres primeros pocillos: el marcador, control positivo y control negativo 

respectivamente, seguido de las muestras a analizar (Tabla 4). Finalmente, se observó la 

amplificación de ADN mediante el transiluminador UV. 
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Tabla 4 

Orden de carga de las muestras en el gel de agarosa de las dos localidades 

Lago 19 Cuyabeno 02 

N° de 
pocillo 

Especie N° de 
pocillo 

Especie 

4 Rhizoctonia sp. 4 Rhizopus sp. 

5 Geotrichum sp. 5 Botryotrichum sp. 

6 Cephalosporium sp. 6 Chaetomium sp. 

7 Botryoderma sp. 7 Trichoderma sp. 

8 Paecilomyces sp. 8 Aspergillus sp. 

9 Aspergillus sp. 9 Penicillium sp. 

10 Trichoderma sp. 10 Paecilomyces sp. 
 

 11 Thielaviopsis sp. 

  12 Cunninghamella sp. 

Nota. La tabla muestra el orden en el que fueron cargadas 

las muestras para la corrida electroforética de los 

amplicones obtenidos mediante PCR. Autoría propia. 

Las muestras que amplificaron fueron enviadas al laboratorio Macrogen (Corea) en 

microtubos que previamente se selló con tiras Parafilm y se etiquetó correctamente cada una 

de las muestras. 

Bioinformática 

Tratamiento de datos 

Los resultados obtenidos de las secuenciaciones de las muestras (datos crudos), se 

analizaron y limpiaron con la ayuda del software Geneious Prime (Versión 2023.1.2) de 

Biomatters, para ello se inició copiando las secuencias crudas en una nueva carpeta. Se 

seleccionó las secuencias forward y reverse de la muestra a analizar y se eligió en la 

herramienta Alineamiento/Ensamblaje la opción De Novo Assemble, dentro de la ventana De 

Novo Assemble se seleccionó Trim sequence, la misma que desplegó otra ventana y se aceptó 

la configuración preestablecida por el software. Una vez realizado el ensamblaje correcto, 

aparecieron dos archivos, en el primero se reportó el ensamble y el segundo nos indicó que se 
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obtuvo un contig. Se abrió el archivo que contenía el ensamblaje, el mismo que nos permitió 

observar las bases de la secuencia consenso además del cromatograma (Figura 4). 

Figura 4 

Cromatograma del ensamblaje de las secuenciaciones de una muestra de ADN 

 

Nota. Las letras de la parte superior indican las bases nitrogenadas (secuencia 

consenso), cada una representado por un color específico. La línea inferior de color 

rojo muestra la secuencia de los extremos considerada de mala calidad. Adaptado 

de Geneious Prime.   

En algunos ensambles, la secuencia consenso puede reportar bases desconocidas, es 

decir, asigna un color y una letra diferente a las establecidas para las cuatro bases 

nitrogenadas (Figura 5).  

Figura 5 

Secuencia consenso con una base nitrogenada desconocida 

 

Nota. La figura muestra la secuencia con una base nitrogenada no 

reconocida. Adaptado de Geneious Prime. 
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Cuando se presentó el caso, se analizó observando en el cromatograma que el pico que 

forma la base nitrogenada posea buena calidad, una vez identificada la base correspondiente, 

se procedió a cambiar por la letra de la base nitrogenada correspondiente aceptando las dos 

ventanas de dialogo que se despliegan, las mismas que se refieren a la autorización tanto para 

la edición como para realizar cambios en el cromatograma.  

Se revisó toda la secuencia consenso y se realizó el procedimiento antes descrito 

cuando se encontró bases nitrogenadas desconocidas, una vez corregido se copió la secuencia 

consenso en BLAST para identificar al microorganismo de interés (Figura 6).  

Figura 6 

Secuencia de nucleótidos en el programa informático BLAST 

 

Nota. La figura muestra en el recuadro rojo el consenso de una 

muestra a analizar mediante el algoritmo de BLASTn. Adaptado 

de National Center for Biotechnology Information [NCBI], 

(1988). 

Luego, se procedió a buscar las coincidencias de todas las muestras analizadas en la 

base de datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI), lo que cuestión de 

segundos arroja la similitud de la especie analizada, el porcentaje de cobertura, el porcentaje 

de identidad, y la accesión (Figura 7). 
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Figura 7 

Similitud de especies identificadas con el algoritmo BLAST 

 

Nota. La imagen muestra las similitudes encontradas de la muestra analizada, 

asignando un porcentaje de cobertura e identificación. Adaptado de NCBI (1988). 

Análisis de biodiversidad 

Se realizó una base de datos considerando la localidad, el tipo de perturbación, la 

cantidad de géneros identificados morfológica y molecularmente de las cepas seleccionadas, 

para este último se utilizó los datos de trabajos antes realizados, mismos que fueron 

contabilizados.  

Consecuentemente, se realizó una tabla dinámica, en donde muestre la interacción 

entre el tipo de perturbación, las especies caracterizadas molecularmente y la cantidad de 

géneros encontrados. 

Con estos datos se procedió a copiarlos en el software Past (4.03), se seleccionó los 

datos y con la herramienta Diversity se eligió la opción Diversity indices, consecuentemente se 

configuró el Bootstrap type en percentiles para recalcular los índices.  

Finalmente, con la información obtenida se procedió a graficar el índice de Shannon (H’) 

con la ayuda de la herramienta Plot del software Past (4.03), configurando la opción de Index 

además seleccionando la opción Error bars, para que aparezcan las barras (en caso de 

requerirlo). 
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Análisis filogenético 

Para la construcción del árbol filogenético, se inició separando por localidades las 

secuencias de ADN de cada especie determinada, se copiaron en el editor de texto Bloc de 

notas de Microsoft con sus respectivas identificaciones y se guardó en formato fasta. 

A continuación, se abrió el documento con el programa MEGA 11 y se seleccionó la 

opción Align que se presenta antes de que se abra el documento de interés. Una vez dentro del 

software, se presentan las secuencias de los organismos a analizar y mediante la herramienta 

Aligment se seleccionó la opción Align by MUSCLE y se aceptó las configuraciones ya 

establecidas.  

Luego, se exportó las secuencias alineadas en formato Mega y con la herramienta 

Phylogeny de MEGA 11, se seleccionó la opción Construct/Test UPGMA Tree. Se utilizó el 

método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Aritmetic) puesto que es considerado 

como el método más sencillo para la obtención de árboles filogenéticos. 

Finalmente, se abrió el documento antes exportado y se configuró el Test de Filogenia 

ya establecido por Bootstrap method con 10 000 replicaciones.  

Análisis estadístico 

Mediante las bases de datos que se ha recopilado de estudios realizados en los años 

de 2018 a 2021 consecutivamente, se determinó la riqueza (S), abundancia (Ni), índice de 

diversidad Simpson (1-D), índice de Diversidad de Shannon (H’).  

Se analizó las diferencias entre los índices de diversidad de Shannon (H´) a partir de 

intervalos de confianza al 95%, para lo cual, se utilizó el método de Bootstrap con 10 000 

interacciones, que determina la riqueza específica mediante la proporción de muestras que 

contienen a cada especie (Álvarez et al., 2004).  

La riqueza observada fue evaluada mediante el estimador no paramétrico Chao 1 en 

cada tipo de ecosistema, puesto que este estimador proporciona información para conocer si 

se necesita realizar un segundo estudio en un área determinada, además se basa en la 
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abundancia y no asume ningún tipo de distribución particular ni una serie de supuestos que los 

ajusten a un modelo determinado (Escalante, 2003).  

Se utilizó el software Past® para realizar los análisis. 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Activación de cepas 

Las cepas de las dos localidades se activaron en medio PDA, repartidas en 32 cepas 

para la zona de CGP y 33 cepas en la zona de PCPP.  Murrieta et al. (2014) señala que el 

medio PDA es el más utilizado para hongos micorrícicos, pues ha sido probado con diferentes 

especies en donde se ha obtenido éxito en el desarrollo del micelio, además, Narrea y 

Malpartida (2006), mencionan que el medio PDA es tradicionalmente empleado para la 

propagación de una gran cantidad de hongos por la facilidad de prepararlo en el laboratorio. 

Identificación de especies mediante MALDI-TOF 

De las 16 muestras analizadas en el laboratorio de Biología Molecular y Bioquímica de 

la Universidad IKIAM, se logró identificar una especie, con un porcentaje de identificación 

menor al 90 % (Tabla 5). 

En comparación con las muestras enviadas, se obtuvo coincidencias únicamente con el 

género Geotrichum, con un porcentaje de identidad del 84%, según Ruiz (2022) Geotrichum 

posee una gran diversidad tanto genotípica como fenotípica que dificulta su identificación, por 

lo que existen debates abiertos si considerarlo como una levadura o como un hongo con 

apariencia de levadura. Con relación a lo anterior, Jordana et al. (2012) mencionan que la 

tecnología basada en el análisis proteico mediante espectrometría de masas MALDI-TOF 

ofrece una identificación confiable tanto de bacterias como de levaduras, lo que explicaría el 

porcentaje de identificación (84%) de este género.  

Maldonado et al. (2018) mencionan que la base de datos SARAMIS tiene una categoría 

de probabilidades para una correcta identificación de 60 al 99 %. Si los valores obtenidos son 

cercanos a 99.9 % indican una aproximación exacta, mientras que valores obtenidos por 

debajo de 60 % se considera al microorganismo como no identificado. Además, Leyer et al. 

(2017) señalan que los intervalos de confianza para la identificación de microorganismos 
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mediante SARAMIS, varían desde alto (>98%), medio (85-98%) y bajo (75-85%), del mismo 

modo, Patel (2019) menciona que la base de datos microbiana SARAMIS, es una versión 

anterior a las bases de datos existentes, la versión actual de SARAMIS es VITEK MS. Por lo 

mencionado, la caracterización de Geotrichum mediante MALDI-TOF presenta un porcentaje 

de identificación bajo (Tabla 5). No fue posible la identificación del resto de especies analizadas 

por este método. 

Tabla 5 

Identificación de las especies por espectrometría de masas MALDI -TOF 

No. 
Código de 
muestra 

Microorganismo 
Identificado 

Porcentaje de 
Identificación 

(%)  
Observaciones  

1 Penicillium - - N/I 

2 Thielaviopsis - - N/I 

3 Paecilomyces - - N/I 

4 Aspergillus - - N/I 

5 Rhizopus - - N/I 

6 Penicillium - - N/I 

7 Trichoderma - - N/I 

8 Geotrichum 
Geotrichum 

clavatum 
84 N/A 

9 Paecilomyces - - N/I 

10 Rhizoctonia - - N/I 

11 Cephalosporium - - N/I 

12 Botryoderma - - N/I 

13 Botryotrichum - - N/I 

14 Chaetomium - - N/I 

16 Cunninghamella - - N/I 

15 Trichoderma - - N/I 

Nota: *Corresponde al porcentaje de datos de masas moleculares 

identificadas en las muestras fúngicas, que coinciden con la base de datos 

pertenecientes al laboratorio de Biología Molecular y Bioquímica de IKIAM. 

Autoría propia. 

Por otro lado, Maldonado et al. (2017) en su estudio mencionan que, los hongos 

filamentosos se caracterizan por poseer la pared celular robusta y más rígida que las bacterias 
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y que las levaduras, razón por lo que en estos microorganismos requieren procesamientos más 

complejos de las muestras para ser analizados por MALDI-TOF. Del mismo modo, Siller et al. 

(2017) establecen que se han encontrado varios estudios en los cuales los resultados de 

identificación de hongos filamentosos mediante la técnica de MALDI-TOF han sido erráticos, 

haciendo de esta técnica poca práctica si se trata de identificar dichos microorganismos.  

Además, Prieto (2018) señala que varias cepas de hongos filamentosos patógenos no 

se identificaron, debido a la ausencia de espectros de referencia en la base de datos, del 

mismo modo, Patel (2019) menciona que, para obtener resultados fiables, es primordial contar 

con una base de datos bien organizada y completa, pues esto ha sido la principal limitación de 

la base de datos de hongos dimórficos y filamentosos. Lo antes mencionado, explica la causa 

del bajo porcentaje de identificación de la cepa caracterizada y que el laboratorio de Biología 

Molecular y Bioquímica de IKIAM posee una base de datos limitada para hongos filamentosos.  

Calidad y cantidad de ácidos nucleicos  

Los valores correspondientes a la concentración y pureza de la extracción de ADN, de 

los diferentes géneros de hongos rizosféricos de la localidad de Lago 19 y Cuyabeno 02, se 

presentan en la Tabla 6. 

Se encontró que los géneros Geotrichum, Cephalosporium y Aspergillus de la localidad 

de Lago 19, presentaron concentraciones de ADN bajas de 30,41; 33,47 y 33,78 μg/ml 

respectivamente, sin embargo, Alejos et al. (2014) señalan que para una reacción de PCR se 

necesitan de 10 a 200 ng, además, es necesario obtener al menos 5 ng/μl de ADN en cada 

muestra.  

Del mismo modo, Ávila y Quito (2019) mencionan que el rango exigido por las empresas 

que se encargan de realizar la secuenciación de ácidos nucleicos es de 10 ng/μl y según Chen 

et al. (2011), la eficiencia de la extracción de ADN, está relacionado con el tiempo de cultivo de 

los hongos, pues el uso de micelio joven es el factor más importante para obtener un 

aislamiento exitoso de ADN fúngico. En comparación con lo mencionado, todas las muestras 
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de las dos localidades presentaron suficiente concentración de ADN, permitiendo de esta 

manera el respectivo análisis mediante herramientas moleculares.  

Tabla 6 

Concentración y pureza de la extracción de ADN fúngico 

Localidad Género 
Concentración 

(μg/ml) 
Pureza 

(A260/A280) 
Pureza 

(A260/A230) 

Lago 19 

Geotrichum 30,41 1,91 0,398 

Cephalosporium 33,47 1,952 0,372 

Rhizoctonia 664,1 2,025 1,826 

Botryoderma 169,8 2,216 1,183 

Paecilomyces 638,5 2,039 1,889 

Aspergillus 33,78 1,924 0,578 

Trichoderma 559,3 2,298 1,555 

Cuyabeno 02 

Rhizopus 834,8 2,249 2,073 

Botryotrichum 781,4 2,106 1,793 

Chaetomium 788 2,108 1,545 

Trichoderma 470,2 2,268 1,689 

Aspergillus 286,7 2,111 1,826 

Penicillium 106,7 2,059 0,832 

Paecilomyces 666,5 2,036 1,349 

Thielaviopsis 181,1 2,267 0,973 

Cunningamella 231,3 2,417 1,463 

Nota. La pureza está relacionada con la absorbancia medida a diferentes 

longitudes de onda (230, 260 y 280 nm). Autoría propia. 

El nivel de pureza del ADN de los géneros fúngicos de Lago 19 y Cuyabeno 02 en la 

relación de absorbancia A260/A280 se encuentran dentro de los rangos establecidos en la 

Tabla 1. Mohammadian et al. (2015) mencionan que si la relación A260/A280 se encuentra 

dentro del rango de 1,8 – 2,1 son considerados aceptables para los procedimientos basados en 

la PCR, además, Huang et al. (2018) establecen que si la relación de absorbancia A260/A280 

se encuentra en el intervalo de 1,8 a 2,0 es un indicativo de buena calidad de ADN y Sarkanj et 

al. (2018) señalan que en la actualidad la relación A260/A280 es el procedimiento más 
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empleado para la evaluación de la pureza del ADN. Por lo mencionado, las muestras de las dos 

localidades presentaron buena calidad de ADN y fueron aptas para realizar la PCR. 

En cuanto a la pureza basada en la relación A260/A230, según lo establecido en la 

Tabla 1, únicamente Rhizopus de la localidad de Cuyabeno 02 (Tabla 6), se encuentra dentro 

del rango establecido, las otras muestras presentan contaminación por EDTA, carbohidratos o 

fenoles. Sin embargo, Koetsier y Cantor (2019) indican que en la práctica de laboratorio tanto 

las muestras de ADN como de ARN con relaciones de absorbancia de A260/A280 y A260/A230 

mayores a 1,8 se consideran limpias y adecuadas para su uso en aplicaciones posteriores.  

Adicionalmente, Hayati et al. (2019) manifiestan que existen varias investigaciones 

donde se demuestra que los protocolos de extracción de ADN que manejan bromuro de 

cetiltrimetilamonio (CTAB) presentan bajas tasas de inhibición enzimática, pero que los 

resultados de dicha extracción son suficientes y cumplen con las condiciones para ser 

empleados en biología molecular, además Koetsier y Cantor (2019) expresan que los índices 

de pureza de ADN deben tomarse como indicadores relativos de contaminación, ya que estos 

índices están relacionados con el rango de concentración de ADN que se investiga.  

Integridad de ADN 

Se observó mediante corrida electroforética la integridad de ADN que presentaron las 

diferentes muestras de la localidad de Lago 19 (Figura 8), se pude observar que las muestras 

de los carriles 3, 4 y 5 presentan degradación.  

Alejos et al. (2014) mencionan que el ADN fragmentado dificulta la amplificación de 

productos de PCR de alto peso molecular, además, afecta la reproductibilidad de las técnicas. 

Por lo mencionado, se repitió el proceso de extracción de ADN de las muestras que 

presentaron degradación. 
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Figura 8 

Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% 

 

Nota. Los carriles 3, 4, 5 presentan degradación. Autoría 

propia. 

Amplificación de gen ITS 

La identificación más detallada de los 16 géneros antes descritos se basó en la 

secuenciación del ITS, mediante la amplificación por PCR utilizando los primers ITS1-ITS4 

como lo mencionan Viaud et al. (2000), el tamaño de los productos de amplificación varió de 

500 a 650 pares de bases (pb) (Figuras 9 y 10). 

Figura 9 

Gel de agarosa de amplicones de los géneros fúngicos de Lago 19 

 

Nota. Carril 1: marcador, carril 2: control negativo, carril 3: 

control positivo. El orden de carga de las muestras se 

encuentra en la Tabla 4. Autoría propia. 
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Figura 10 

Gel de agarosa de amplicones de los géneros fúngicos de Cuyabeno 02 

 

Nota. Carril 1: marcador, carril 2: control negativo, carril 3: control 

positivo. El orden de carga de las muestras se encuentra en la 

Tabla 4. Autoría propia. 

En ellas se observa bandas claras sobre los 600 pb, por lo tanto, en concordancia con 

el estudio de Chen et al. (2011), se logró amplificar la región ITS de los 16 géneros de hongos, 

mostrando así, que la cantidad de ADN obtenido fue suficiente para la amplificación de todas 

las muestras. 

Identificación molecular mediante productos de PCR 

Con los amplicones de las muestras obtenidas de la PCR, se envió a Macrogen 

(Corea), que fue la institución encargada de realizar la secuenciación de ácidos nucleicos 

mediante el método de Sanger, y como mencionan Suárez y Peñaranda (2021) en su trabajo, 

se empleó las regiones internas transcritas ITS1-5.8S-ITS2, utilizando el ITS1-ITS4 como el par 

de iniciadores de secuencias.  

Se compararon los pares de bases resultantes con las secuencias existentes en la base 

de datos del GenBank de NCBI mediante el software BLAST. De las 16 cepas analizadas se 

identificaron siete géneros fúngicos: Geotrichum, Mucor, Penicillium, Trichoderma, 

Paecilomyces, Aspergillus y Cunninghamella (Tabla 7). 
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Tabla 7 

Especies fúngicas encontradas en las localidades Lago 19 y Cuyabeno 02 

Localidad  Caracterización 
Morfológica 

Caracterización 
Molecular 

Longitud % de 
identidad 

N° de 
Accesión 

Lago 19 

Geotrichum 
Geotrichum 
candidum 

666 100 MH153587.1 

Cephalosporium Mucor irregularis 653 99,54 MH153587.1 

Rhizoctonia Mucor irregularis 606 98,06 KX349458.1 

Botryoderma 
Penicillium 
janthinellum 

480 98,33 MW113607.1 

Paecilomyces 
Penicillium 
janthinellum 

559 100 MK450697.1 

Aspergillus Mucor sp. 500 99,6 MG751198.1 

Trichoderma 
Trichoderma 
asperellum 

605 100 MK790040.1 

Cuyabeno 
02 

Rhizopus Mucor irregularis 907 98,2 JX976257.1 

Botryotrichum 
Paecilomyces 
lagunculariae 

532 99,62 OW985620.1 

Chaetomium 
Penicillium 
janthinellum 

511 100 MT192717.1 

Trichoderma 
Trichoderma 
asperellum 

596 100 MF871569.1  

Aspergillus 
Aspergillus 
fumigatus 

573 100 MT597427.1 

Penicillium 
Penicillium 
crustosum 

205 100 ON204057.1 

Paecilomyces 
Penicillium 
janthinellum 

551 100 MK307848.1 

Thielaviopsis Mucor irregularis 645 98,24 MF356572.1  

Cunninghamella 
Cunninghamella 
phaeospora 

583 100 JN205864.1 

Nota. El N° de Accesión es un hipervínculo que redirige a la accesión con mayor 

porcentaje de identidad encontrada en el GenBank. Autoría propia. 

En el estudio de Li et al. (2020), señalan que existen investigaciones en los que se han 

reportado géneros de hongos que incluyen Amorphoteca, Neosartorya, Talaromyces, 

Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium y Graphium con potencial para degradar 

hidrocarburos de petróleo. De los cuales, tres géneros (Aspergillus, Paecilomyces y Penicillium) 

se han descrito en el presente estudio, mismos que a nivel de especie se caracterizaron como 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH153587.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8HKBXWTS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH153587.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=8HKBXWTS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX349458.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=CSS7EUAD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW113607.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0F964Z1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK450697.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CSSDWWHZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG751198.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CSSMRMJ8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK790040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8HKBXWTS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX976257.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0F93SM8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW985620.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=CSSSDTSH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT192717.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CSSZC7SE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF871569.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8HKBXWTS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597427.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CST8CR6K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON204057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8HK45PBA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK307848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=CSTD5AAF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF356572.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=8HKBXWTS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN205864.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CSRWZWZ2016
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Aspergillus fumigatus, Paecilomyces laguncularie, Penicillium janthinellum y Penicillium 

crustosum, los cuatro pertenecientes a la zona de PCPP y Penicillium janthinellum 

perteneciente al CGP. 

En el trabajo de investigación realizado en Nigeria por Ezekoye et al. (2018), afirman 

que los hongos que utilizan hidrocarburos fueron identificados como Aspergillus spp., 

Geotrichum candidum, Paecilomyces variotti, Gliocladium sp. Mientras que, Idowu y Ijah, 

(2018), en su investigación relacionada con la microrremediación en suelos contaminados con 

Diesel, reportan que encontraron hongos con diferentes frecuencias de manifestación entre los 

microorganismos aislados: Aspergillus niger apareció con 32.35%, Penicillum verrucosum, 

Geotrichum candidum y Mucor mucedo con 11.76% cada uno y Aspergillus fumigatus con 

5.88%. En contraste con lo mencionado, el presente estudio identificó los cuatro géneros 

reportados, sin embargo, a nivel de especie coincidió con Geotrichum Candidum en la localidad 

de Lago 19 y Aspergillus fumigatus en Cuyabeno 02, los dos con un porcentaje de 

identificación del 100%. 

Del mismo modo, en el estudio de Bedoya y Estupiñan (2018), que evaluaron la 

capacidad biorremediadora de hongos filamentosos sobre petróleo crudo, revelaron que a 

través de muestras de suelo contaminado, se pudo identificar mediante la amplificación del gen 

ITS, hongos pertenecientes a siete géneros (Aspergillus sp., Penicillium sp., Neosartorya sp., 

Phoma s.p, Rhizomucor sp., Mucor sp., y Absidia sp.), coincidiendo nuevamente con tres 

géneros (Aspergillus, Penicillium y Mucor) identificados en suelos perturbados por acciones 

relacionadas a la extracción de petróleo en las dos localidades estudiadas. 

Aunque Argumedo et al. (2009) y Zafra et al. (2015), señalan que las especies de 

Trichoderma son usadas comúnmente para la producción comercial de enzimas líticas y como 

agente de control biológico y que los estudios relacionados con la interacción de dicha especie 

con los contaminantes presentes en el suelo han recibido atención limitada. Sin embargo, Zafra 

et al. (2015) en su estudio mostraron que Trichoderma asperellum es un eficiente degradador 
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de hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA) presentes en el suelo, además T. asperellum es 

capaz de tolerar altas cantidades de HPA. Así mismo, en el estudio de Pesántez y Castro 

(2016) aseguran que entre las especies de Trichoderma que se caracterizan por su capacidad 

de degradación de HPA son: T. harzianum, T. virens, T. hamatum, T. reseei, T. koningii, T. 

viride y T. asperellum. Ambos estudios respaldan la presencia de T. asperellum en suelos con 

perturbación por acciones relacionadas a la extracción de petróleo, puesto que dicha especie 

fúngica se encontró tanto en el CPG Lago 19, así como también en la zona de PCPP 

Cuyabeno 02. 

Finalmente, Valenzuela et al. (2006) en su estudio de hongos aislados desde suelos 

contaminados por petróleo, mencionan que, de todas las cepas aisladas Penicillium tuvo mayor 

abundancia, mientras que los géneros de Beauveria, Cunninghamella, Mucor, Pithomyces y 

Ulocladium presentaron menor predominancia. Del mismo modo Contreras y Carreño (2018), 

reportaron que los hongos filamentosos aislados de suelo contaminado por crudo que 

alcanzaron mayor biomasa fueron: Aspergillus sp., Penicillium sp., Bipolaris sp., 

Cunninghamella sp., Periconia sp. y Paecilomyces sp. En este estudio también se reportó a 

Cunninghamella el mismo que a nivel de especie fue identificado como C. phaeospora, 

además, se observó que las especies con mayor predominancia fue Penicillium janthinellum y 

Mucor irregularis, puesto que, estuvieron presentes en las dos localidades estudiadas. 

Especies fúngicas y su relación con las especies arbóreas 

Las especies arbóreas implementadas en suelos con perturbación por acciones 

relacionada a la extracción de petróleo fueron: Piptadenia pteroclada, Zygia longifolia, 

Platymiscium pinnatum. Sosa (2018) señala que en su estudio la rizósfera de Piptadenia 

pteroclada presentó menor diversidad fúngica, sin embargo, Quinsasamín (2019) y Remache 

(2020) mencionan que P. pteroclada fue la especie arbórea que presentó mayor diversidad 

fúngica. Del mismo modo, el presente estudio muestra que P. pteroclada fue la especie arbórea 

con más especies fúngicas encontradas (Tabla 8). 
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En cuanto a la especie arbórea Zygia longifolia, Sosa (2018) y Remache (2020), 

reportaron que esta especie presentó menor diversidad fúngica, el presente estudio coincidió 

con lo mencionado por los autores, pues mostró que en la rizósfera de Z. longifolia únicamente 

se encontraron dos especies fúngicas (Mucor irregularis, Trichoderma asperellum) (Tabla 8). 

Tabla 8 

Especies fúngicas asociadas a las especies arbóreas 

Localidad Especie fúngica Especie arbórea 

Lago 19 

Geotrichum candidum Piptadenia pteroclada 

Mucor irregularis Piptadenia pteroclada 

Mucor irregularis Zygia longifolia 

Penicillium janthinellum Platymiscium pinnatum 

Penicillium janthinellum Platymiscium pinnatum 

Mucor sp Piptadenia pteroclada 

Trichoderma asperellum Zygia longifolia 

Cuyabeno 02 

Mucor irregularis Piptadenia pteroclada 

Paecilomyces laguncularie Platymiscium pinnatum 

Penicillium janthinellum Piptadenia pteroclada 

Trichoderma asperellum Piptadenia pteroclada 

Aspergillus fumigatus Platymiscium pinnatum 

Penicillium crustosum Piptadenia pteroclada 

Penicillium janthinellum Piptadenia pteroclada 

Mucor irregularis Piptadenia pteroclada 

Cunninghamella phaeospora Platymiscium pinnatum 

Nota. La tabla se muestran las especies de hongos caracterizadas 

molecularmente y su asociación con las especies arbóreas utilizadas 

en la remediación de suelos contaminados por petróleo. Autoría 

propia.  

Comparación de la identificación fúngica por espectrometría de masas MALDI-TOF y por 

secuenciación de productos de PCR 

Al comparar los resultados de la identificación de hongos por los métodos de MALDI-

TOF (Tabla 5) con la caracterización molecular (Tabla 7), se aprecia que se obtuvo únicamente 

una similitud en la identificación de Geotrichum a nivel de género. La identificación proteómica 
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MALDI-TOF lo identificó como G. clavatum con un porcentaje de identificación del 84 %; 

mientras que con la caracterización molecular se lo identificó como G. candidum. con un 

porcentaje de identificación del 100 % (Tabla 7). 

Análisis filogenético 

Tolas las secuencias obtenidas fueron analizadas en el software MEGA, utilizando Test 

UPGMA. El árbol filogénico para los distintos géneros de cada localidad se presenta en la 

Figura 11 y en la Figura 12. 

Figura 11 

Árbol filogenético de las especies fúngicas identificadas en Lago 19 

 

Nota. La figura muestra el árbol filogenético realizado mediante 

UPGMA, con Bootstrap de 10 000 interacciones. Adaptado de 

Tamura et al. (2021). 

En las zonas estudiadas de los 16 géneros identificados a nivel de especie en esta 

investigación, la mayoría son pertenecientes al Phylum Ascomycota y en menor cantidad al 
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Phylum Zygomycota. Contreras (2017), encontró que el total de hongos y levaduras aislados de 

suelos contaminados por petróleo, el 83 % pertenecen al Phylum Ascomycota, el 10 % a 

Zygomycota, el 6 % a Glomeromycota y el 1 % a Basidiomycota.  

Figura 12 

Árbol filogenético de las especies fúngicas identificadas en Cuyabeno 02 

 

Nota. La figura muestra el árbol filogenético realizado mediante 

UPGMA, con Bootstrap de 10 000 interacciones. Adaptado de 

Tamura et al. (2021). 

Del mismo modo, Padilla et al. (2021) señalan que, los hongos encontrados en suelos 

contaminados por hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs), en su mayoría pertenecen al 

Phylum Ascomycota. También De la Cruz (2019), afirma que los contaminantes ambientales 

pueden ser degradados por especies de hongos de los Phyla Ascomycota y Zygomycota, 

puesto que tienen un mayor potencial que los hongos de la podredumbre blanca. Los 

antecedentes presentados muestran que Ascomycota es el Phylum más común en SCPP. 
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En el presente estudio, el Phylum Ascomycota asoció a órdenes como: Eurotiales, 

Hipocreales y Sacaromicetales en las especies encontradas en CGP Lago 19, mientras que en 

PCPP Cuyabeno 02 solo se asoció a los órdenes Eurotiales e Hipocreales. Loayza (2017) 

señaló que los hidrocarburos presentes en el suelo pueden ser degradados eficazmente por 

hongos de los órdenes Eurotiales (Aspergillus niger, Trichoderma harzianum) e Hipocreales 

(Paecilomyces lilacinus). 

Por otro lado, Marín (2018) menciona que existen investigaciones que han mostrado 

que los hongos del orden Mucorales tienen la capacidad para producir enzimas implicadas en 

la degradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos.  

En este estudio el Phylum Zygomicota abarcó únicamente el orden Mucorales, en el 

cual a nivel de género se encontró con Mucor y Cunninghamella, los mismos que a nivel de 

especies fueron identificados como M. irregularis en las dos localidades de estudio y C. 

phaeospora en la zona PCPP. Estas especies aún no han sido reportadas en estudios 

relacionados con la diversidad fúngica de suelos contaminados por hidrocarburos, sin embargo, 

existen investigaciones que han reportado los géneros Mucor y Cunninghamella en suelos 

perturbados por actividades relacionadas con la extracción de petróleo (Valenzuela et al., 2006; 

Bedoya y Estupiñan, 2018; Contreras y Carreño, 2018). 

Diversidad fúngica en los suelos contaminados  

La Tabla 9 muestra los resultados de los índices de diversidad utilizados en el presente 

estudio. 

Autores como  Borowik et al. (2017) sostienen que la diversidad de comunidades de 

hongos presentes en suelos contaminados por hidrocarburos es insipiente, por lo que, la 

información presentada en este trabajo, aporta al conocimiento de la diversidad fúngica de 

rizosferas de Fabaceas utilizadas en procesos de fitorremediación de suelos contaminados por 

actividades inherente a la explotación de petróleo. 
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Tabla 9 

Índices de diversidad determinados en el software Past 

Índices CGP PCPP 

Riqueza específica 5 7 

Abundancia 32 33 

Diversidad de Simpson (1-) 0,69 0,80 

Diversidad de Shannon (H´) 1,38 1,77 

Chao-1 100 % 100 % 

Nota. CGP: Centro de gestión de pasivos. PCPP: Plataformas 

que circunscriben a los pozos petroleros. 1- representa a 1-D. 

Autoría propia. 

En el CGP se encontraron 32 individuos mismos que pertenecen a cinco especies, 

mientras que en PCPP se registraron 35 individuos que corresponden a siete especies (Tabla 

7). Cabe señalar que Mucor irregularis, Penicillium janthinellum, y Trichoderma asperellum, son 

especies comunes para los dos tipos de suelos contaminados evaluados (Tabla 7). 

Acorde al índice Simpson (1-), tanto CGP como PCPP presentaron una diversidad alta 

(Tabla 9), esto se determinó según lo establecido por Kiernan (2023), pues mencionan que el 

índice de Simpson toma valores entre 0 y 1, valores cercanos a uno, se establece una 

comunidad con diversidad alta.  

El índice de Shannon (H’) tendió a ser mayor en PCPP (1,77) en comparación a CGP 

(1,38), estas diferencias fueron significativas con índice de confiabilidad (IC) al 95% (Figura 13). 

Según Espinosa (2019), el índice de Shannon típicamente toma valores entre 1 y 4.5; si este 

índice toma valores sobre tres son generalmente interpretados como diversos, además, Álvarez 

et al. (2004) señalan que el índice toma el valor de cero cuando la comunidad analizada está 

compuesta por solo una especie. 

Del mismo modo, Pernía et al. (2012) mostraron que la mayor diversidad suele 

registrarse en suelos perturbados con crudo, esto debido a la presencia de carbono orgánico 

que se mantiene en este tipo de suelo (Li et al., 2020). Por otra parte, la presencia de metales 
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pesados como el Ni y Pb presentes en CGP podrían disminuir la diversidad de las 

comunidades fúngicas en estos ecosistemas (Quinsasamín, 2019). Por lo tanto, las diferencias 

de cantidades de metales pesados presentes entre los ecosistemas evaluados influyen en la 

diferencia de diversidad registrada. 

Figura 13 

Significancia del Índice de Shannon (H’) de los dos tipos de perturbación CGP y PCPP 

 

Nota. CGP: Centro de gestión de pasivos. PCPP: 

Plataformas que circunscriben a los pozos 

petroleros. Adaptado de Hammer et al. (2001). 

El estimador de riqueza esperada Chao 1, tanto en el CGP como en la PCPP, reveló 

que se colectaron el 100% de las especies observadas, esto demuestra que, si se aumentase 

los muestreos en este tipo de suelos, no se espera aumento de riqueza de especies (Chao y 

Chiu, 2016) (Tabla 9). 
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Conclusiones 

• Con la reactivación en medio nutritivo PDA se obtuvieron un total de 65 cepas, 32 cepas 

pertenecientes a Lago 19 y 33 cepas pertenecientes a Cuyabeno 02. 

• Mediante la técnica de espectrometría de masas MALDI-TOF se identificó una especie 

fúngica (Geotrichum clavatum) de un total de 16 muestras, sin embargo, el porcentaje 

de identificación fue bajo (84%), debido a la que la base de datos microbiana SARAMIS 

es una versión anterior a VITEK MS, la base de datos actual. 

• La amplificación del gen ITS permitió identificar la presencia de las especies: Penicillium 

janthinellum, Penicillium crustosum, Mucor irregularis, Paecilomyces laguncularie, 

Trichoderma asperellum, Aspergillus fumigatus, Cunninghamella phaeospora y 

Geotrichum candidum en CGP (Lago 19) y PCPP (Cuyabeno 02). 

• La diversidad fúngica entre las dos zonas contaminadas evaluadas fue diferente, siendo 

significativamente mayor en PCPP que en GCP, mostrando así el desarrollo de una 

biorremediación natural. 

Recomendaciones 

• Para obtener resultados fiables en la identificación de organismos mediante MALDI-TOF 

MS, se recomienda conseguir una base de datos organizada, completa y actualizada. 

• Para conseguir una adecuada concentración y pureza de ADN fúngico, se recomienda 

utilizar micelio joven, pues este es el factor que limita obtener un aislamiento exitoso de 

ADN. 

• Se recomienda realizar estudios posteriores relacionados con la metabolómica de las 

especies con potencial biorremediador identificadas en el presente estudio, con el fin de 
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conocer los metabolitos secundarios que estos pueden producir y aplicarlos en las 

ciencias agropecuarias. 

• Se recomienda usar primers específicos para secuenciar otros fragmentos de genes 

que permitan la identificación a nivel de especies de la cepa Mucor sp.  
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