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(Thapa et al., 2012; Garces-Ruiz et al., 2019; Garcés-Ruiz et al., 2019; Flayyih, 2014)



INTRODUCCION
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OBJETIVOS

Caracterizar a nivel protedmico y molecular a los hongos rizosféricos de tres especies arboreas plantadas en suelos
perturbados y no perturbados por actividades relacionadas a la extraccion petrolera en la amazonia ecuatoriana.

Activar las cepas de hongos rizosféricos pertenecientes al programa de fitorremediacion de suelos afectados por

procesos de extraccion petrolera en las zonas Secoya 26 y Secoya 2-3 en la Amazonia ecuatoriana.

Identificar los hongos rizosféricos mediante espectrometria de masas con el equipo MALDI-TOF MS.

Secuenciar el gen ITS para la identificacion taxondmica de hongos endorizosféricos a nivel de especie.

« Comparar la rigueza especifica entre suelos perturbados y no perturbados. /

LLa rigueza de especies fungicas rizosféricas no es afectada entre suelos perturbados y no perturbados.
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METODOLOGIA
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METODOLOGIA Activacion y purificaciéon de hongos

Tabla 1. Cepas seleccionadas de Secoya 2-3 Tabla 2.Cepas seleccionadas de Secoya 26

Cepa Género* Cepa Género*®
0 Scopulariopsis 7 Rhizopus
1 Aspergillus 8 Acremonium
2 Gliocladium 9 Rhizoctonia
3 Trichoderma 10 Rhizopus
4 Scopulariopsis 11 Trichoderma
5 Fusarium 12 Scopulariopsis
13 Paecilomyces
14 Geotrichum
23;;{’:'::,5;;.‘;‘;2“‘ (FDA) g\ldentificadas previamente a partir de J
claves dicotomicas.

|

lllustrated Genera of Imperfecte Fungi
Morphologies of Cultured Fungi and key to Species
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METODOLOGIA

Caracterizacion protedomica

(]
r.v,.v,.\  Los softwares MALDI-MS Application i
] O0C et ,
A\"A"A" 4 | . |

I SARAMIS (System Version 4.1.0.9)

Universidad Regional Amazonica ~ Femmmmmmmmmosdmomommo oo

Extraccion de proteinas para la
identificacion de hongos rizosféricos.
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METODOLOGIA

| ©

|
- 500 pL

Buffer de
extraccion

p-mercaptostanol

)
<

Transferencia de *
hongo en medio 5
liquide -

4 <

X * o
9‘ Transferencia de Adicién de Buffer y

hongo en PDA macerado

Homogeneizacion y adicion
de B-mercaptoetanol

Centrigugar a 10 000 rpm por 2 min

. 30 seg 14 500 rpm
) | 2 min reposo
E_— E 8 min
o
o
o
= — 'S
- \
F T _30 I'a ‘
Adicién de Agitacion y reposo Centrifuga

cloroformo

(Modificado de Flores 2021; Berrendero, 2008)

Extraccion de ADN

—
o & T le—_
- (]
[ ] ...
Incubacion
T [

2 B £
g2 am -
2 58 =
£ i)

300 p\_ 150 500 L
300 pL \\ ¢

o e N\

~1 Sobrenadante

\'

Adicion de sobrenadante, etanol absoluto,
acetato de sodio 3M y etanol 70%

@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
""" INNOVACION FARA LA EMCELENMCIA




METODOLOGIA
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Extraccion de ADN

Multiscan Sky
Concentraciones (pug/mL)
Purezas A260/280 - A260/230

Integridad del ADN en gel
de agarosa al 0,8%

HHESPE
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METODOLOGIA

Tabla 3. Componentes de la MasterMix

Volumen por

Reactivo Concentracién inicial Concentracion final reaccion (1X)
PCR Buffer con

Mg2* 10X 1X 5L
MgSQO4 25 mM 1,5 mM 3 L
dNTP's mixture 10 mM 0,2 mM 1L
Primer forward

(ITS1) 10 uM 0,5 uM 1L
Primer Reverse

(ITS4) 10 uM 0,5 uM 1L
Taq Polimerasa SU/pL 1U 0,2 uL
Agua ultra pura - 37,8 L
ADN 100 ng 1L

Tabla 4. Condiciones de la PCR

Etapa Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizaciéon 95 °C 3 min y

inicial

Denaturacion 95 °C 30s

Hibridacién 60 °C 30s 30
Extension 72 °C 60 s

Extension final 72°C 3 min 1

Temperatura (°C)
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. WL L | LA
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K\
T
60 B0 °C
EH TR
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METODOLOGIA Electroforesis

Electroforesis en gel de agarosa 1%

£ . I . . { .
'h_u Cargar amplicones f;zj Aplicar corriente :_\E;I Analizar gel
)
\:
: |
Marcador de
2 uL de BlueJuice™ | 70 voltios O beso molecular
4 pL de producto de PCR 80 minutos de 100 bp
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METODOLOGIA

Envio de productos PCR ldentificacion de secuenciaciones Evaluacion de diversidad

geneiousg

Ver. 2023.2
PAST

. Ver. 4,04

Huranizing Genomics :

qcrogen National
n‘ (ér_antterhforl Riqueza (S)
10tec an Ogy Abundancia (Ni)
- Information indice de diversidad Simpson (1-D)

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

Se determind la identidad de los organismos Chao-1

mediante la comparacion de las secuencias
con la base de datos del GenBank del NCBI.

HESP

(Quinsasamin, 2019; Remache, 2020; Sosa, 20187; Vega, 2021) 7= UNIVERSIDAD OF LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5. Datos de cepas activadas.

Secoya 2-3 Secoya 26

Cepas activadas 22 39
El medio PDA contiene una rica fuente Ayuda al crecimiento de micelio y ademas
de nutrientes, como hidratos de es un medio versatil para la investigacion
carbono, aminoacidos y vitaminas. microbioldgica.

DESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 6. Identificacion de hongos rizosféricos mediante
MALDI-TOF

Zona Cepa Especie % de identificacién
Secoya 2-3 7] Geotrichum clavatum a4
13  Aspergillus flavus/oryzae S0
Secoya2s 4, Penicillium sp. 75

Cepas identificadas:

Geotrichum clavatum, Aspergillus favus/oryzae y
Penicillium sp.

La base de datos para la identificacion por MALDI-
TOF tiene limitados espectros de referencia.

(Taverna, 2021; Maldonado et al., 2017)

Identificacion MALDI-TOF

El rango de identificacion optimo es de 60-99 %,
siendo los del 99 % un resultado mas exacto.

La base de datos utilizada para la identificacion
de microorganismos es SARAMIS (System
Version 4.1.0.9), sin embargo, existe una
version diferente, VITEK® MS IVD V3.0.

HHESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 7. Resultados Multiscan Sky

Concentracion Pureza Pureza
Cepa  Zona (ng/mL) (AosolAzso)  (AgsolAgso)
0 Secoya 2-3 316.,5 2,079 1,58* -
1 Secoya 2-3 115,6 1,981 1,056" qumm
2 Secoya 2-3 148,8 1,989 1,6" ¢
3 Secoya 2-3 351,5 2,07 1.7 ¢
4 Secoya 2-3 1452 2,124 1,8
5 Secoya 2-3 92,86 2,027 1, 5* a—
7 Secoya 26 576,3 2,175 2, 0
8 Secoya 26 4723 2,173 2.1
9 Secoya 26 158,2 2,18 2.1
10 Secoya 26 189,1 2,043 1, ?* ==
11 Secoya 26 531,6 2,103 1,8
12 Secoya 26 446 4 2,086 1,8
13 Secoya 26 126,7 2 1,375" ¢uum
14 Secoya 26 98,88 1,982 11" ¢

Nota. *Valores de pureza de ADN contaminado.

Pureza ADN:
A260/A280: > 1,8

A260/230: >1,8y <1,7 92,86 — 576,3 pg/mL

(BancoADN, 2020; Rache-Cardenal et al.,

Concentracion de ADN:;

2022)

Concentracion y calidad de ADN

Integridad del ADN

2 ) e e

Presenma de |mpurezas :
: ' (sales, fenol, hidratos de :
'+ carbono) :

%Aumento en la relacién
i AseolAsgo, Y UNa disminucion
ren la relacion  Aygel/Assg
| (BancoADN 2020)

i@)jESpE
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RESU LTA DOS Y DlSCUSlON Amplicones ITS mediante PCR

Electroforesis en gel de agarosa al 1 %

bp MC+C- 01 2 3 4 5 7 8 9 1013 bp M C+ C- 11 12 14

Cebadores
ITS1elITS4
1000 1000 Tamano
500 il Ranlh o ey 500 0,3-0,7 kb
200 200

Carriles: M: Marcador molecular. Control (+); control (-).

HHESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion por secuenciacion SANGER.

Tabla 8. Identificacion y porcentaje de identidad de cada secuencia analizada

utilizando la base de datos de BLAST.

Cepas Organismo % de identidad N° Ascensién
0 Mucor irregularis 100 ON927130.1
1 Aspergillus fumigatus 100 MT597427 .1
2 Mucor irregularis 99.65 ON927130.1
3 Trichoderma virens 99.83 KC576740.1
4 Mucor irregularis 99.67 ON927130.1
5 Mucor irregularis 100 MG751198.1
[ Mucor irregularis 99.58 ON927082.1
8 Rhizopus arrhizus 100 MNO75516.1
9 Mucor irregularis 99.84 ON927130.1
10 Mucor irregularis 100 ON927130.1
11 Trichoderma sp. __ 99.84 KM066570.2
12 Trichoderma sp. | 99.84 KM066570.2
13 Penicillium citrinum | 99.79 MT582768.1
14 Geotrichum candidum | 100 OR122285.1

v

e,
|
|

| identificacion molecular, pero puede generar sesgos, lo !

| que llevaria a resultados erréneos o incompletos.

_ e —— o —— - - ———— - - - ————————————_—————_——_—E— e —

(Suarez & Penaranda, 2021; Bellemain et al., 2010)

Cepas identificadas:

Aspergillus fumigatus, Geotrichum
candidum, Mucor irregularis,
Penicillium citrinum, Rhizopus
arrhizus, Trichoderma sp. y
Trichoderma virens

Porcentaje de identidad:
Superior al 99%

Indica la similitud entre la
secuencia consenso
obtenida de los
ensamblajes y las
secuencias blanco.

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
llllllllllllll LA EXCELENMCIA
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RESU LTADOS Y D|SCUS|ON Comparacion de las metodologias

Tabla 9. Resultados de secuenciacion y MALDI-TOF

Cepa Zona Secuenciacion MALDI-TOF
0 Mucor irregularis Sin identificar o
1 Aspergillus fumigatus Sin identificar Secuenciacion SANGER
2 cocovan.a Mucor iregularis Sin identificar 92,8 % identificado
3 ya e Trichoderma virens Sin identificar
4 Mucor irregularis Sin identificar
35 Mucor irregularis Geotrichum clavatum MALDI-TOF
7 Mucor irregularis Sin identificar 21 % identificado
8 Rhizopus arrhizus Sin identificar
9 Mucor irregularis Sin identificar
10 Mucor irregularis Sin identificar
1 Secoya 26 Trichoderma sp. Sin identificar
12 Trichoderma sp. Sin identificar
13 Penicillium citrinum  Aspergillus flavus/oryzae
14 Geotrichum candidum Penicillium sp.

D ESPE
@j UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

llllllllllllll LA EXCELENMCIA

(Leyer et al., 2017)



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 11. Especies arbodreas asociadas a hongos rizosféricos

Zona Especie fungica Especies arboéreas
Mucor irregularis Platymiscium pinnatum
Aspergillus fumigatus  Platymiscium pinnatum

Secoya ﬂ.r_:i‘ucn::r frregu.l'.faris Pfatymis‘fcﬁum ;:.j:'nr_rarum _
2.3 Tnchﬂdejrma virens Z}fgra _fﬂngrfﬂha _
Mucor irregularis Platymiscium pinnatum ]
Mucor irregularis Claro _
Mucor irregularis Piptadenia pteroclada _

Rhizopus arrhizus Zyqia longifolia
Mucor irregularns Zyqgia longifolia _
Secoya Mucor irreqularis Piptadenia pteroclada

26 Tn:ch::rderma sSp.
Trichoderma sp.
Penicillium citninum
Geotrichum
candidum

Piptadenia pteroclada
Claro

Piptadenia pteroclada

Piptadenia pteroclada

(Quinsasamin, 2019; Remache, 2020)

| 35,7% pertenecen a la especie de Piptadenia

pteroclada (Guarango espi

28,5% pertenecen a la especie de
Platymiscium pinnatum (Caoba).

Especies fungicas y su relacion con las especies
arboreas

nudo)

| 21,4% pertenecen a la especie de Zygia

| longifolia (Chiparo).

| 14,4% pertenecen a zonas sin especies

| arboreas.

®

ESPPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Mucor |rregular|s

Crecimiento en PDA. B: Esporangios con
esporangiosporas; C: Esporangiosporas elipsoidales; D:
Esporangio liberando esporangiosporas y presencia de
columelay collarete.

yen et al., 2016; Cruz-Lachica et al., 2017; Jafar et al., 2016, Tankeshwar, 2022; Valdes et al., 2018)

Caracteristicas morfolo

Aspergillus fumigatus

o\¢

"s,' %‘,Q ok

nu\\ \\A ,'

D

A: Crecimiento en medio PDA; B: Conidioforos; C: Vesicula; D:
Fialide y Conidios. Bajo microscopio (40x).

HHESPE
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INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




RESULTADOS Y DISCUSION Caracte

Trichoderma virens Penicillium citrinum

' )
',""“..',.:t‘ -
; ' - . .A
c s 250 . 3
A: Crecimiento en medio PDA; B: Ramificacion de A: Crecimiento en medio PDA; B: Crecimiento en PDA
conidioforos; C: Fialide; D: Fialospora. reverso; C: Conidiéforos; D:Fiélides y conidios.

UNIVERSIDOAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

S T T R ;HESPPE
g et al., 2021; Houbraken et al., 2011; Nguyen et al., 2023) @



RESULTADOS Y DISCUSION

Rhizopus arrhizus

Caracteristicas morfologicas

Trichoderma sp.

Geotrichum candidum

q/ » . .
A: Crecimiento en medio PDA; B: Esporangioforo y A: Crecimiento en medio PDA: B: Fialide C A: Crecimiento en medio PDA, B: Antrosporas C:
esporangio; C: Columela; D: Esporangio con esporas

Ramificacion de conidi6foros; D: Conidios. Ramificacion de hifas.
liberadas E: Esporangiospora.

(Dolatabadi et al., 2014; Zheng et al., 2007; Samuels et al., 2006; Loo et al., 2006) U ESI E

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PFARA

LA EMCELENCIA



= Diferencias entre abundancia, riqueza, diversidad y
RESU I—TA DOS Y DISCUSION equitabilidad de las zonas contaminadas y no contaminadas.

Suelos contaminados a una
profundidad de 0-30 cm existe una

\ 4

Tabla 12. indice de diversidad determinados por el

Software PAST alta  disponibilidad de carbono
organico.

Indice ecolégico PTR CLR

Rigueza especifica 3 )

Abundancia 18 34

Diversidad de Simpson (1-D) 0,56 0,72 Valores cercanos a 1 representan
Diversidad Shannon (H") 0,93 1,41 » una distribucién uniforme con una
Equitabilidad de Pielou (J7) 0,85 0,88 alta equitabilidad

Chao-1 100 % 100 %
CLR: Celda de lodos y ripios (Secoya 26) No se espera el registro de

A 4

especies adicionales en futuros
muestreos.

ESP?

F o1
(del Val MUﬁOZ, 2000, Castellanos et al., 2015, Marin, 2018, Salazar et al., 2019, Gotelli & COIWe", 2010, @j UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
MacGregor-Fors & Payton, 2013; Mora-Donjuan et al., 2017) T rmmemmenmmomame ShmmeRmEme

POTR: Potreros (Secoya 2-3).




= Diferencias entre abundancia, riqueza, diversidad y
RESU I—TADOS Y DISCUSION equitabilidad de las zonas contaminadas y no contaminadas.

Indice de Shannon

1.50

1,41
1.354

: .. 1.20-
Intervalos de confianza separados indican que

existen diferencias de diversidad entre 1.05-
ecosistemas. I
0,93

0.90+

.75

060+

CLR

POTR

CLR: Celda de lodos y ripios (Secoya 26)

POTR: Potreros (Secoya 2-3). @:}
(del Val MUﬁOZ, 2000, Castellanos et al., 2015, Marin, 2018, Salazar et al., 2019, Gotelli & COIWe", 2010, \_\_/,,/ UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

MacGregor-Fors & Payton, 2013; Mora-Donjuan et al., 2017) T mmewnenam mams Th nmeRnEmens
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CONCLUSIONES

( )
Con la reactivacion de las cepas fungicas en medio PDA se logré un total de 57 hongos, 35 hongos

pertenecen a la zona de Secoya 26 y 22 hongos a la zona de Secoya 2-3.
\ J

4 )
La técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF identifico 3 hongos rizosféricos de un total de 14, que
corresponden a las especies Geotrichum clavatum, Penicillium sp. Y Aspergillus favus/oryzae. Las demas
cepas no fueron identificadas por desactualizacion en la base de datos SARAMIS (System Version 4.1.0.9).

4 )
La secuenciacion SANGER identifico 14 cepas de hongos rizosféricos que correspondieron a las especies:

Aspergillus fumigatus, Geotrichum candidum, Mucor irregularis, Penicillium citrinum, Rhizopus arrhizus,

\Trichoderma sp. y Trichoderma virens. )

4 )
Los suelos afectados por la actividad petrolera presentaron una mayor abundancia, riqueza y diversidad

fungica con relacion a los no afectados; lo que indica que en estas zonas contaminadas se inicid un proceso

de biorremediacion natural.
\_ J

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RECOMENDACIONES

Se recomienda usar la tecnica de secuenciacion SANGER para futuras
Identificaciones moleculares de hongos.

Con el propdsito de mejorar los resultados utilizando protedomica (MALDI-TOF
MS), es recomendable la actualizacion constante de la base de datos.

Para futuros trabajos de biorremediacion se recomienda utilizar los géneros
fungicos identificados morfologica y molecularmente en este estudio.

Se recomienda secuenciar otros fragmentos de gen para la identificacion de las
cepas de Trichoderma sp.

DESPE
@ UMIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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