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Resumen 

 

Con el creciente impacto de la explotación petrolera en la región Amazónica, la comprensión del 

cómo los microorganismos del suelo pueden influir en la adaptación de las plantas a las 

condiciones cambiantes del entorno, se ha vuelto crucial. Por ello el presente trabajo se estudió 

la identidad específica y la biodiversidad de hongos rizosféricos presentes en tres especies 

arbóreas leguminosas, plantadas dos áreas de interés ecológico en la Amazonía ecuatoriana: el 

Centro de Gestión de Pasivos Auca 02 y la plataforma que circunscribe al pozo petrolero 

Sansahuari 02. Se recuperaron cepas aisladas de estudios anteriores, del total de aislamientos 

activados se seleccionaron 10 para el análisis avanzado de secuenciación genómica y 

proteómica. La caracterización proteómica MALDI-TOF permitió identificar a Aspergillus niger y 

Aspergillus terreux que presentaron un 76 y 77.90 % de similitud, respectivamente. Dentro del 

proceso de caracterización molecular se estableció un protocolo para realizar la extracción del 

ADN genómico con el que se logró la extracción del 90% de las 10 cepas seleccionadas. 

Posteriormente, se amplificó la región ITS ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 

(TCCTCCGCTTATTGATATGC) cuyos amplicones se enviaron a secuenciar a Macrogen por el 

método Sanger. Las secuencias crudas del ADN obtenidas fueron ensambladas y curadas, las 

cuales se compararon con las depositadas en el GenBank utilizando la herramienta BLAST de la 

National Center for Biotechnology Information (NCBI). Se obtuvo valores entre 99,29 y 100 % de 

similitud mismos que corroboraron la identidad de las cepas. Los análisis ecológico-matemáticos 

mostraron que la diversidad está estrechamente ligada a la especie arbórea y no al nivel de 

contaminación. 

 

Palabras clave: ADN, SECUENCIACIÓN, DIVERSIDAD, CONTAMINACIÓN  
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Abstract 

 

With the increasing impact of oil exploitation in the Amazon region, understanding how soil 

microorganisms can influence plant adaptation to changing environmental conditions has become 

crucial. Therefore, the present work studied the specific identity and biodiversity of rhizospheric 

fungi present in three leguminous tree species, planted in two areas of ecological interest in the 

Ecuadorian Amazon: the Auca 02 Liability Management Center and the platform surrounding the 

Sansahuari 02 oil well. Strains isolated from previous studies were recovered; from the total 

number of activated isolates, 10 were selected for advanced genomic and proteomic sequencing 

analysis. MALDI-TOF proteomic characterization allowed the identification of Aspergillus niger 

and Aspergillus terreux, which showed 76 and 77.90 % similarity, respectively. As part of the 

molecular characterization process, a protocol was established for the extraction of genomic DNA, 

with which 90% of the 10 selected strains were extracted. MALDI-TOF proteomic characterization 

allowed the identification of Aspergillus niger and Aspergillus terreux with 76 and 77.90% 

similarity, respectively. As part of the molecular characterization process, a protocol was 

established for the extraction of genomic DNA, with which 90% of the 10 selected strains were 

extracted. Subsequently, the ITS region ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) and ITS4 

(TCCTCCGCTTATTGATATATGC) were amplified and the amplicons were sent to Macrogen for 

sequencing by the Sanger method. The raw DNA sequences obtained were assembled and 

curated, which were compared with those deposited in GenBank using the BLAST tool of the 

National Center for Biotechnology Information (NCBI). Values between 99.29 and 100 % similarity 

were obtained, which corroborated the identity of the strains. Ecological-mathematical analyses 

showed that diversity is closely linked to the tree species and not to the level of contamination.  

 

 Keywords: DNA, SEQUENCING, DIVERSITY, CONTAMINATION  
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

Antecedentes 

La región amazónica es considerada como una zona con presencia de una gran 

biodiversidad y recursos naturales (Bravo-Medina et al., 2017). Debido a los hallazgos 

petroleros hicieron de ella un punto cardinal de la economía del Ecuador. En el proceso de 

extracción petrolera, las empresas multinacionales han utilizado prácticas tecnológicas poco 

amigables con el medio ambiente, lo que trajo consigo serios problemas de contaminación 

ambiental (Pino et al., 2019), siendo éstos la deforestación y pérdida de biodiversidad (Del 

Pozo, 2002). 

En los ecosistemas terrestres existen especies vegetales mismas que en ocasiones 

establecen relaciones simbióticas con los diversos microorganismos presentes en la rizósfera. 

La rizosfera es considerada como un reservorio fúngico de importancia en el que se encuentra 

micro hábitats, mismos tienen efecto sobre la diversidad de hongos favoreciendo a su 

incremento  Ferrera et al., (2006) menciona que, debido a las actividades ligadas a el proceso 

de explotación de crudo y sus derivados la contaminación del suelo y agua ha aumentado 

considerablemente. 

Una de las técnicas de biorremediación es la utilización de microorganismos que 

transforman diferentes compuestos nocivos en otros de menor impacto ambiental. La 

biorremediación es un proceso en el que tiene lugar la degradación de compuestos tóxicos 

presentes en el suelo por diversas actividades que pueden llegar a modificar su estructura y 

para ello estudios previos han empleado con mayor frecuencia bacterias sin embargo es 

posible usar otros organismos como hongos, algas, cianobacterias y actinomicetos para la 

(Torres, 2003). Ferrera et al., (2006) establece que la capacidad para degradar residuos que 

posee el microorganismo es uno de los factores a tomar en cuenta para ser usado dentro de un 
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método de tratamiento biológico cabe mencionar que en los últimos años la biorremediación ha 

presentado avances tecnológicos mismos que han permitido su optimización.  

La biorremediación con hongos se basa en su metabolismo, el cual tiene la capacidad 

de degradar hidrocarburos que tengan un peso molecular superior, como los hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (HAPS), cuyos compuestos son altamente tóxicos y complejos de 

degradar (Luna, 2013). Además, Simbaña (2016) establece de acuerdo a estudios previos que 

hongos del género Aspergillus tienen la capacidad de crecer, desarrollarse y aportar a la 

desintoxicación de los suelos perturbados. 

Investigaciones previas realizadas en suelos contaminados por hidrocarburos (Sosa, 

2018; Quinsasamín, 2019; Remache, 2020; Vega, 2021), evaluaron diversas especies arbóreas 

como parte del proceso de fitorremediación, aislaron e identificaron morfológicamente hongos 

encontrados en la rizósfera. Es conocido que la identificación morfoespecífica puede conllevar 

errores, por lo se vio la necesidad de una identificación de las especies a nivel molecular, para 

de esta manera corroborar la identidad de los microorganismos encontrados y que están 

actuando en el proceso de biorremediación del suelo contaminado por hidrocarburos. 

Justificación  

Las zonas Sansahuari 02 y Auca 02 ubicadas en la provincia de Orellana representa un 

sitial de importancia económica para el Ecuador ya que alberga varios pozos petroleros. Sin 

embargo, las repercusiones de la actividad petrolera y sus actividades anexas requieren de 

estrategias y alternativas eficientes e innovadoras que contribuyan a mitigar los efectos 

producidos por los derrames petroleros y conservar el medio ambiente.  Entre estos procesos, 

la interacción simbiótica entre las plantas y los microorganismos del suelo desempeña un papel 

esencial en la salud y la productividad de los ecosistemas. En particular, los hongos rizosféricos 

asociados a las plantas leguminosas han demostrado tener un impacto significativo en la 
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nutrición de las plantas, la disponibilidad de nutrientes en el suelo y la resistencia a estrés 

biótico y abiótico. 

La explotación petrolera en la Amazonía del Ecuador ha llevado a un crecimiento 

industrial y una mayor presión sobre los ecosistemas naturales en la región. La extracción de 

petróleo y las actividades asociadas pueden tener un impacto negativo en la biodiversidad y la 

calidad del suelo, afectando así la salud de los sistemas ecológicos locales. En este contexto, 

es fundamental comprender cómo los microorganismos del suelo, en particular los hongos 

rizosféricos, pueden contribuir a la adaptación y resiliencia de las especies vegetales en estas 

áreas impactadas. 

Este proyecto de investigación se enfoca la identificación de hongos rizosféricos de tres 

especies arbóreas leguminosas plantadas tanto en el Centro de Gestión de Pasivos (CGP) 

Auca 02, como en la Plataforma que Circunscribe el Pozo Petrolero (PCPP) Sansahuari 02, 

ubicados en la Amazonía del Ecuador. Los enfoques principales de este trabajo fueron la 

caracterización a nivel molecular y proteómico de los hongos registrados, así como la 

evaluación de la diversidad fúngica en estos dos tipos de suelos contaminados (CGP y PCPP). 

Los resultados de esta investigación podrían tener implicaciones importantes para la 

restauración y manejo sostenible de ecosistemas impactados por la industria petrolera en la 

Amazonía ecuatoriana. Además, contribuirían al conocimiento general de los procesos de 

simbiosis planta-microorganismo y su relevancia para la ecología y la conservación de los 

ecosistemas tropicales.  

Objetivos 

Objetivo general 

Caracterizar molecular y proteómicamente los hongos rizosféricos de tres especies 

arbóreas leguminosas plantadas en el centro de gestión de pasivos Auca 02 y en la plataforma 

que circunscribe el pozo petrolero Sansahuari 02 Amazonía del Ecuador. 
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Objetivos específicos 

Activar las cepas de hongos rizosféricos provenientes de suelos afectados por procesos 

de extracción petrolera de las zonas Auca 02 y Sansahuari 02 de la Amazonía del Ecuador. 

Extraer proteínas de las cepas de hongos rizosféricos para la posterior lectura en el 

espectrómetro de masas (MALDI-TOF). 

Amplificar el ADN ribosómico (región ITS, Internal Transcribed Spacer) mediante la 

técnica de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) para cada una de las muestras 

provenientes de dos tipos de contaminación del suelo. 

Comparar la abundancia riqueza y diversidad de especies entre tipos de suelos 

contaminados por actividades asociadas a la extracción petrolera. 

Hipótesis 

Hipótesis Ho 

El tipo de perturbación del suelo no altera la abundancia, riqueza y diversidad de 

especies de hongos rizosféricos de los árboles leguminosos. 

Hipótesis Hi 

El tipo de perturbación del suelo altera la abundancia, riqueza y diversidad de especies 

de hongos rizosféricos de los árboles leguminosos. 
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CAPÍTULO II 

MARCO TEÓRICO 

Amazonía Ecuatoriana 

La región amazónica del Ecuador está conformada por las seis provincias: Morona 

Santiago, Napo, Orellana, Pastaza, Sucumbíos, y Zamora (Secretaría Técnica de la 

Circunscripción Territorial Especial Amazónica [STCTEA], 2021); además, representan el 1,5% 

de la macrocuenca amazónica (López, 2013) y en ella se encuentra establecida un sin número 

de especies que la hacen una zona megadiversa. 

Esta región al ser muy extensa presenta alturas diferentes  que dan lugar a un abanico 

de nichos ecológicos en los que varían las especies de acuerdo a las condiciones que este 

hábitat presenta  (Valdez, 2003). La Amazonía es una de las fuentes más importantes de agua 

dulce y posee una gran diversidad tanto en flora como en fauna (López et al., 2013), en donde 

se encuentran registrados 7 000 especies de plantas vasculares, 183 especies de mamíferos, 

761 de aves, 219 de reptiles, 285 de anfibios y 655 de peces (Instituto Nacional de 

Biodiversidad [INABIO], 2021).  

La Cuenca Amazónica posee recursos estratégicos para el abastecimiento energético 

que impulsan la economía del Ecuador (STCTEA, 2021) como lo es el crudo de petróleo que es 

explotado y comercializado (López et al., 2013). Diferentes hidrocarburos, o moléculas 

compuestas principalmente de carbono e hidrógeno, forman el petróleo, un tipo de combustible 

natural. Estas moléculas pueden tener una variedad de estructuras y pueden estar formadas 

por cadenas largas o cortas de átomos de carbono (Simbaña, 2016). 

El proceso que se lleva a cabo para la explotación petrolera ha generado impactos 

dentro del ecosistema, de acuerdo con Bravo (2007) la contaminación de suelo generada por 

derrames de petróleo, residuos y sus compuestos asociados deja como consecuencia un 

sustrato inerte debido a que suprime los microorganismos del suelo, produciéndose un 
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desequilibrio ecológico general ya que los compuestos solventes se filtran, y los sólidos y 

grasas permanecen en la superficie. 

Hernández et al., (2003) mencionan que, en suelos con una estructura afectada debido 

a la impregnación de petróleo, se crea un hábitat idóneo para ciertos microorganismos que 

emplean al compuesto como fuente de carbono, para sus funciones metabólicas. 

Zonas de estudio  

Dentro de las Zonas de estudio se tiene CGP que es lugar específico donde se 

construyen plataformas de tratamiento de hidrocarburos (lavado y secado de suelos) conocido 

como AUCA 02 y PCPP que es una plataforma base implantada alrededor del pozo para la 

extracción del crudo denominado Sansahuari 02 (Ulcuango et al., 2014). 

Especies arbóreas estudiadas 

Las especies arbóreas de donde provienen las cepas de hongos corresponden a 

Platymiscium pinnatum, Zygia longifolia y Piptadenia pteroclada (Sosa, 2018; Quinsasamín, 

2019; Remache, 2020; Vega, 2021). Estas especies pertenecen al phylum Magnoliophyta, 

clase Magnoliopsida, orden Fabales y Familia Fabaceae.  

Hongos rizosféricos 

La rizósfera comprende el área alrededor de la raíz de la planta misma que cuenta con 

la presencia de una comunidad de microorganismos dependientes de los compuestos liberados 

por la raíz. Se divide en tres partes: la endorizósfera, comprendida por el córtex y la endodermis 

de la raíz; el rizoplano, con media directamente adyacente a la raíz y la ectorizósfera que es la 

zona más externa y se extiende hacia el suelo (Guerrero, 2018). 

En la actualidad el hombre usa los hongos en diversas actividades como en la industria 

alimenticia, farmacéutica y biotecnológica. Debido a su abundancia y diversidad, los hongos 

desempeñan un papel ecológico muy importante (Cepero et al., 2012). Para que un ecosistema 

mantenga su equilibrio, este depende en gran medida de los microorganismos presentes y su 
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actividad en el suelo, ya que estos son los protagonistas de diversas acciones benéficas, 

neutrales e incluso perjudiciales, aunque estas últimas en menor medida. 

Las interacciones entre microorganismos (bacterias y hongos) y el sistema radicular de 

las plantas han jugado un papel determinante en la adaptación y productividad de las especies 

vegetales a través del tiempo (Velasco et al., 2020). Los microorganismos poseen capacidades 

importantes dentro del ecosistema, las más importantes son la simbiosis que se genera entre 

planta y hongo que facilita la captación de nutrientes, mejora la estructura del suelo, 

descompone sustancias nocivas en el ecosistema, defiende a las plantas de los patógenos y 

producen hormonas vegetales que promueven la formación de raíces, (Jaizme-Vega y 

Rodríguez, 2008). 

Medina et al., (2014), menciona que las asociaciones microbianas, al estar integradas 

por varias cepas de diferentes géneros, tienen la capacidad enzimática necesaria para realizar 

el proceso de transformación de las diferentes moléculas constitutivas de los hidrocarburos, 

transformando las moléculas con características de peligrosidad (inflamabilidad, toxicidad, 

ecotoxicidad, volatilidad) en subproductos y metabolitos con  capacidad de ser reincorporados 

a los ciclos biogeoquímicos naturales, generando un menor impacto al ambiente. Según 

Guerrero (2018) las cepas más comunes de hongos, que han sido aisladas de suelos 

perturbados pertenecen al grupo Ascomycota y Sordariomycetes. 

Técnicas moleculares 

 De acuerdo con Zambrano (2020) las técnicas moleculares permiten detectar el 

material genético de forma indirecta con los análisis de proteínas, o de forma directa mediante 

un análisis de ADN.  

Caracterización proteómica 

Un método rápido y sencillo para identificar microorganismos es la espectrometría de 

masas, también conocida como matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
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spectrometry (MALDI-TOF), este método crea espectros basados en perfiles de proteínas 

específicos (Bonifaz et al., 2014; Relloso et al., 2015). 

Caracterización molecular 

La identificación molecular se basa en la composición constitutiva de los ácidos 

nucleicos más que en los productos de su expresión (Rodríguez-Lázaro y Hernández, 2006). 

Según Stamboulian (2019) estas técnicas permiten la detección de material genético (ácidos 

nucleicos), tanto ADN como ARN, que constituyen la característica inequívoca de especie y 

dentro de la microbiología la caracterización molecular permite la detección de porciones de 

ácidos nucleicos (ADN o ARN) que son específicos de cada microorganismo á (Diz, 2020). 

PCR 

Una secuencia de ADN específica puede amplificarse millones de veces a lo largo de 

numerosos ciclos repetitivos durante la reacción en cadena de la polimerasa, es una reacción 

enzimática in vitro creada de acuerdo con los principios naturales de la replicación del ADN 

(Roche, 2019; Tamay de Dios et al., 2013). Para dar lugar a la reacción de cadena de 

polimerasa se da un proceso comprendido de tres pasos (Desnaturalización, Alineación, 

Extensión) designado como un ciclo, que se repite un número específico de veces de acuerdo 

a lo establecido, se lo realiza en un termociclador, esta es un equipo que controla y cambia 

automáticamente la temperatura durante los ciclos programados (Roche, 2019) Después de 

este método se utiliza un gel de agarosa con un intercalador fluorescente no específico para la 

detección de amplificación (Diz, 2020). 

Elementos para la reacción PCR  

Master Mix 

La preparación de esta solución tiene como objetivo minimizar las etapas de 

manipulación y reducir el riesgo de contaminación (Biotools, 2009). 

La preparación de una “Master Mix” (mezcla de componentes) que se adiciona a todas 
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las muestras y en un orden específico (del componente que aporta mayor cantidad al de menor 

cantidad) agua bidestilada, buffer 10X, MgCl2, primers forward y reverse del gen del interés, 

ADN y Taq polimerasa (Márquez et al., 2014). 

ADN 

 Para PCR es conocido también como templado o ADN molde, que es la muestra de 

ADN a partir del cual se va a obtener una copia de un fragmento, en otras palabras, es el ADN 

que queremos amplificar (Pérez, 2015). 

Taq ADN polimerasa 

Es una enzima termoestable, proviene de una bacteria Gram negativa, termófila llamada 

Thermus aquaticus (Tamay de Dios et al., 2013), una eubacteria aeróbica extremadamente 

termófila que se desarrolla a temperaturas superiores a 70, debido a esto la actividad 

enzimática óptima de la ADN Taq polimerasa se expresa aproximadamente a 72 °C (QIAGEN, 

2023b). 

Primers o cebadores 

 Son oligonucleótidos conocidos también como cebadores (Rodríguez, 2009). Son 

segmentos de ADN complementarias de 15 a 30 bases de cadena simple, diseñados 

específicamente para la secuencia de ADN molde a investigar (Mendeluk y Palaoro, 2020). 

 Cabe mencionar que para la reacción de PCR se usan un par de cebadores para definir 

los extremos del producto que va a amplificarse, y a partir de ellos la ADN polimerasa inicia la 

adición de nucleótidos en dirección 5'-3'. Estos cebadores son denominados forward (iniciador 

hacia adelante) y reverse (iniciador reverso) según los extremos con que hibridan en la 

secuencia molde (González et al., 2023).  

ITS 

La región espaciadora transcrita interna del ADN ribosómico (ITS) es ampliamente 

utilizada en taxonomía y análisis de filogenia molecular, principalmente en hongos y plantas 
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(Andrade et al., 2020). 

El ITS1 forward (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) se refiere a una región del ADN 

que se encuentra entre los genes ribosomales 18S y 5.8S (Hurtado et al., 2023), el ITS-4 

reverse (5´-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3´) corresponde al gen 28S ADNr (Ramirez y De 

La Torre, 2008) en el ADN ribosomal de los organismos eucariotas. Esta región se utiliza para 

identificar especies de hongos y plantas. 

dNTPs  

Son los desoxirribonucleótidos trifosfatados (adenina, timina, citocina y guanina) que 

usan la ADN polimerasa para generar la hebra de ADN hija a partir del molde (Mendeluk y 

Palaoro, 2020). 

Ión magnesio (Mg +) 

Los iones Mg2+ en conjunto con dNTP forman complejos solubles que son de 

importancia para la incorporación de compuestos; aumenta la temperatura de fusión de la 

interacción cebador/molde de ADN, estabiliza la interacción entre las dos cadenas y estimula la 

actividad de la polimerasa (Ibian Tech, 2023). 

Buffer  

Solución amortiguadora que aporta principalmente a la regulación del pH óptimo para la 

funcionalidad de la enzima ADN polimerasa, y el ion Mg (Mendeluk y Palaoro, 2020). 

Agua ultrapura  

Stamboulian (2019)  establece que para la PCR el agua (H20) debe estar libre de 

DNAsas y RNAsas y esta se obtiene mediante un proceso que a partir de un desionizador que 

presenta un cartucho depurador y una lámpara UV que permite la eliminación de la materia 

orgánica presente en el agua. 
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Fases de la PCR 

Desnaturalización 

Es la primera fase de un ciclo de PCR, consiste en denaturalizar mediante 

calentamiento ( tipicamente a 95°C durante 1 minuto) las dos cadenas de ADN (Oliva y Vidal, 

2006). En esta etapa  los enlaces hidrógeno que unen  las cadenas  y que individualmente son 

débiles, se rompen debido al incremento de temperatura. Las dos cadenas de ADN ahora 

disociadas permanecen libres en la solución hasta que la temperatura sea reducida para 

favorecer el alineamiento de los primers (Piedra, 2002). 

Alineamiento 

La segunda fase  de un ciclo de PCR consiste  en hibridar  dos oligonucleótidos 

(primers) diseñados de tal forma que sean complementarios a los extremos de la región que se 

quiere amplificar (ADN molde). La hibridación suele realizarse típicamente a una temperatura  

entre 37 °C y 60 °C  durante 1 minuto (Oliva y Vidal, 2006). 

Elongación 

Es la última fase y suele durar típicamente 1 minuto a una temperatura de 72°C (Oliva y 

Vidal, 2006) para favorecer la actividad de la Taq polimerasa, la misma que a continuación 

realiza la extensión de la cadena nueva, produciendo una cadena complementaria a la cadena 

de ADN molde en la región determinada por los primers incorporando desoxirribonucleótidos a 

partir de cada terminal 3’ de los cebadores (Piedra, 2002). 

Secuenciación del genoma 

La identificación de microorganismos resulta de la comparación de la secuenciación de 

los productos amplificados mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con 

secuencias ya conocidas que reposan en la base de datos del National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (Diz, 2020). El orden de las bases nitrogenadas que presenta 

la muestra determina la secuencia de ADN con la que se realiza la comparación y resulta en un 



 

28 

 

% de identidad y semejanza a secuencias de la base de datos.  

Secuenciación sanger 

  Es una de las técnicas más usadas para el análisis que emplea la electroforesis 

capilar, permitiendo la determinación del orden de las bases nitrogenadas mediante la 

separación de colores, implica una previa reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

(Márquez et al., 2014).  Este método se basa en la capacidad de la ADN polimerasa para 

generar cadenas de diferentes tamaños de ADN complementario a una cadena patrón, esto 

debido a que en la mezcla de reacción son incluidos los cuatro dideoxinucleótidos (ddNTP) 

marcados con fluorescencia diferencial, que al ser incorporados a la cadena en crecimiento 

detienen la polimerización.   

Utilizando la técnica de Sanger en sistemas automatizados de tecnología capilar y de 

fluorescencia, que mediante la separación de colores distintivos para cada base nitrogenada 

que mediante un equipo que determina el color se describe la cadena de ADN y por medio de 

un software, se descifra la secuencia de un fragmento de ADN (Laboratorio de Servicio 

Genómico [LabSerGen], 2022). 

Figura 1  

Secuenciación sanger 

 

Nota. Descripción de la secuenciación sanger. Autoría Propia 
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Análisis filogenético 

Este es un proceso de evaluación que permite sacar conclusiones sobre las relaciones 

evolutivas o historia ancestral entre las especies analizadas. Las relaciones genealógicas están 

indicadas por rasgos encontrados en varias especies que se heredan de un ancestro común. 

(Márquez et al., 2014). 

Índice de diversidad Simpson (1-D)  

Rushtone (2008) menciona que el índice de diversidad de Simpson es un índice 

probabilístico que permite medir la diversidad dentro de una comunidad, además comparar la 

diversidad entre comunidades diferentes, cuyo resultado oscila entre 0 y 1, siendo 0 

homogeneidad total y 1 diversidad perfecta en donde se manejó los siguientes rangos de 

diversidad: diversidad alta (0,67-0,99), diversidad media (0,34-0,66) y baja (0-0,33).   

Índice de Diversidad de Shannon (H’)  

Basado en la cantidad de especies presentes y su abundancia relativa, el índice 

representa la heterogeneidad de la comunidad. Conceptualmente, es un indicador del nivel de 

incertidumbre involucrado en la selección aleatoria de miembros de una comunidad (Pla, 2006). 

Índice de equitatividad de Pielou (J’) 

Mide la diversidad en término de la abundancia proporcional y su representación en la 

comunidad (Moreno, 2001). Calcula la proporción de diversidad observada con respecto al nivel 

más alto posible de diversidad. Acepta un valor entre 0 y 1, donde 1 representa un entorno en 

el que todas las especies son iguales y 0 representa una ausencia de homogeneidad (Valdez et 

al., 2018). 

Chao 1 

Estimador no paramétrico que permiten detectar la precisión del inventario de especies. 

Compara la riqueza observada frente a la esperada (Moreno, 2001) mediante la formula 

detallada a continuación. 
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Chao 1 = S +
a2

2b
 

Donde: 

S: el número de especies en una muestra  

a: es el número de especies que están representados solamente por un único individuo 

en esa muestra 

b: número de especies representadas por exactamente dos individuos en la muestra  
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CAPÍTULO III 

METODOLOGÍA 

Zonas de estudio  

Zona Sansahuari 

En el presente estudio se determinó la zona de Sansahuari como una parcela 

experimental de suelo perturbado, ubicada en la provincia de Orellana (E356042, N10009231) 

(Vega, 2021) su altitud es 205 m, presenta una temperatura promedio de 25,6° C y 2 943 mm 

de precipitación (Quinsasamín, 2019). Lugar en donde fueron establecidas las especies 

arbóreas. 

Zona Auca 

Se le conoce como Auca a una parcela experimental de suelo perturbado (Vega, 2021), 

ubicada en la provincia de Orellana (E2901091, N9913436), a 255 m snm, su temperatura 

promedio de 24,8 °C, y presenta 3 319 mm de lluvia (Quinsasamín, 2019). 

Dentro de las zonas fueron establecidas las especies arbóreas Platymiscium pinnatum, 

Piptadenia pteroclada y Zygia longifolia además se tomó un área denominada Claro en donde 

no se sembró ninguna especie arbórea. De estas rizosferas se aislaron e identificaron 

morfológicamente las cepas para los estudios previos. 

Fase de Laboratorio 

La parte experimental correspondiente a la activación de hongos y sus purificaciones, 

técnicas moleculares como la extracción de ADN, PCR (amplificación del gen ITS) y 

electroforesis, así como análisis de biodiversidad, se realizaron en los Laboratorios de 

Microbiología, Agrobiotecnología y de Zoología de la Carrera Agropecuaria del IASA I, 

respectivamente. Mientras que los análisis de la concentración y calidad del material genético 

(ADN) se realizó en los Laboratorios de Docencia de la Carrera de Biotecnología de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. Finalmente, la caracterización proteómica se 
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realizó en el Laboratorio de Biología Molecular y Bioquímica de la Universidad Regional 

Amazónica IKIAM. 

Preparación de medios de cultivo 

Medio sólido  

Se preparó medio PDA (Agar Papa Dextrosa) en un matraz Erlenmeyer a una 

concentración de 40 g/L con 500 mg de amoxicilina usando como solvente agua destilada, éste 

fue colocado sobre una plancha de agitación (Hot y Stirrer ®) en donde se llevó a ebullición,  

posterior a esto se vertió la solución en un envase  BOECO ® y se autoclavó por 15 min a 

121oC, culminado el proceso de esterilización, en un ambiente estéril en la cámara de flujo 

laminar (Termoforma) previamente desinfectada con sablón, alcohol (96%) y 15 min con luz 

UV, se procedió a dispensar, en donde 1 L de medio de cultivo rindió para 50 cajas Petri. 

Medio Líquido 

El medio líquido se elaboró a base de dextrosa (20 g/L), peptona (5 g/L) y un antibiótico 

(amoxicilina 500 mg/L) para evitar contaminación por bacterias. Para lo cual se colocaron en un 

matraz todos los componentes a las concentraciones mencionadas y se adicionó agua 

destilada, éste fue colocado sobre una plancha de agitación, hasta su ebullición. En un 

ambiente estéril, se tomaron los tubos de ensayo limpios y secos y se dispensaron 5 mL del 

medio de cultivo en cada uno, se taparon con sus respectivas tapas, y se esterilizó mediante 

autoclave (All american®).  

Acondicionamiento de hongos rizosféricos del cepario 

Activación de muestras del cepario 

Las muestras de hongos ectorrizosféricos recolectados en investigaciones previas en 

zonas con diferente tipo de contaminación producto de los derrames de petróleo en la 

Amazonía ecuatoriana, los cuales fueron conservados a -20 °C en el cepario del Laboratorio de 

Microbiología de la Carrera Agropecuaria “IASA I” contenidas en viales y rotuladas con 



 

33 

 

información de la zona proveniente, fecha y género identificado. Se llevó a cabo la activación 

de cepas en la cámara de flujo laminar con el mechero encendido y aplicando las normas de 

bioseguridad, se pasó el contenido del vial a una caja Petri con medio de cultivo PDA con 

antibiótico. 

Las cajas Petri sembradas y selladas con parafilm se conservaron durante 72 horas 

dentro de una incubadora (Rebelk ®) a 30°C según a lo establecido por Quinsasamín (2019), 

posterior a ello se observaron y verificaron la activación de las cepas constando la pureza. 

Selección de cepas  

De las 70 cepas activadas, se escogió una cepa por cada género identificado 

morfológicamente en tesis anteriores (Sosa, 2018; Quinsasamín, 2019; Remache, 2020; Vega, 

2021) resultando 6 cepas en PCPP y 4 en CGP, las cuales se detallas en las Tablas 1 y 2.  

Tabla 1 

Muestras seleccionadas de la zona PCPP 

Código de muestra Género 

1 S Rizopus 

2 S Oidiodendro 

3 S Rizoctonia 

4 S Acremonium 

5 S Geotrichum 

6 S Peaecilomyces 

Nota: Cepas identificadas a nivel de género por 
investigaciones previas. Autoría propia 

Tabla 2  

Muestras seleccionadas de la zona GCP 

Código de muestra Género 

1 A Paecilomyces 

2 A Botrioderma 

3 A Aspergillus 

4 A Trichoderma 

Nota: Cepas identificadas a nivel de género por 

investigaciones previas. Autoría propia 
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Siembra en medio líquido  

Los hongos activados, aislados e identificados mediante la comparación con las claves 

dicotómicas Illustrated Genera of Imperfecte Fungi (Barnett y Hunter, 1998) y Morphologies of 

Cultured Fungi and key to Species (Watanabe, 2010), fueron inoculados en medio líquido en un 

ambiente estéril, los cuales se dejaron incubar por 72 h para obtener una cantidad considerable 

de los micelios, mismos que se usaron en la extracción de ADN. 

Figura 2  

Medios líquidos inoculados 

 
Nota. A: Tubos con medio de cultivo líquido con el inoculo de interés B: 

Micelio crecido a las 72 h en medio liquido. Autoría propia 

 

Identificación de microorganismos mediante Espectrometría De Masas (MALDI-TOF).  

La identificación mediante MALDI-TOF se efectuó a partir de aislamientos en agar PDA 

incubados a 30 °C durante 72 h. La extracción de proteínas se realizó según el protocolo 

establecido previamente por la Universidad IKIAM en donde se utilizó ácido fórmico al 70% para 

la fijación de la muestra y la matriz de ionización CHCA (alpha-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid) 

40 mg/mL en modo lineal para la lectura de los pocillos. Los softwares MALDI-MS Aplicación 

(2.9.4.1) y SARAMIS (System Versión 4.1.0.9) fueron empleados para la identificación de 

microorganismos presentes en la muestra.  
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Identificación molecular de los hongos seleccionados.  

Extracción de ADN 

Para la extracción del material genético (ADN) se modificó el protocolo establecido por 

(Berrendero et al., 2008) para lo cual se utilizaron hongos cultivados en medio líquido por 72 

horas. En un ambiente estéril se trasladaron los micelios a microtubos y se añadieron 1,5 mL 

del medio cultivo de cada hongo, se centrifugaron a 10 000 rpm durante 2 min y posterior a ello 

se descartaron los sobrenadantes. Se agregaron 500 μL del buffer de extracción [Tris HCl 100 

Mm (Invitrogen), EDTA 20 mM (J.T. Baker), CTAB 2,5 % w/v, NaCl 1.4 M (EMSURE), pH 8] y 

con la ayuda de micropistilos estériles se realizaron una vigorosa disrupción manual.  

Se homogenizaron las muestras en un vórtex durante 5 seg. Se incorporaron 3 perlas 

de vidrio y se añadieron 2 µL de β-mercaptoetanol a cada microtubo, posteriormente se 

homogenizaron nuevamente por vórtex durante 30 seg. Las muestras se incubaron en un 

termobloque a 60 ºC por 30 min invirtiendo los tubos cada 10 min.  Se añadieron por muestra, 

500 µL de cloroformo frío y se homogenizaron por 30 seg utilizando un vórtex, posterior a esto 

se dejó en reposo por 2 min para después centrifugar a 14 500 g por 8 min, finalizada la 

centrifugación se visualizaron en los microtubos las separaciones de los compuestos como se 

muestra en la Figura 3. 

Figura 3  

Sobrenadante del procedimiento para extracción de ADN  

 
Nota. Tubos de eppendorf de 1,5 

mL después de la centrifugación, 

donde se observa el sobrenadante. 

Autoría propia. 
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Se transfirieron los sobrenadantes a nuevos microtubos de 1,5 mL y se añadieron un 

volumen igual de etanol absoluto frío, se colocaron 150 µL de acetato de sodio 3M, pH 5,5 

(Baker Analyzed),  y 300 µL de etanol 70 % para estimular la precipitación de ADN después se 

dejaron en reposo a -20ºC por 24 H para favorecer la precipitación, se centrifugaron a 14 500 g 

por 14 min, posterior a esto se eliminaron los sobrenadantes y cuidadosamente se lavaron dos 

veces con 200 µL de etanol al 70 % con ello se eliminaron los restos de detergentes y sales. 

Se dejaron secar por 30 min bajo la cámara de flujo laminar con el flujo prendido para 

favorecer al secado. Se resuspendieron los pellets entre 50 y 100 µL de la solución de NaOH (8 

mM) en agua ultra pura, se agregaron 1 µL de RNAsa (20 mg/mL) y se incubaron a 37 °C 

durante 30 min, finalmente los tubos se almacenaron a -20 °C.  

Determinación de la Integridad, concentración y pureza de ADN 

Con el equipo MultisKan Sky Thermo Scientific™ se determinó la concentración y 

calidad de ADN, mediante espectrofotometría emite resultados instantáneos de las 

concentraciones medidas en ng/µL y para las purezas mide la transmitancia a ondas de 230, 

260 y 280 nm mismos que al realizar la relación de absorbancias de 260/280 y 260/230 nm se 

compararon con los valores de referencia citados en la Tabla 3 con los que ese determina la 

pureza optima o la presencia de posibles contaminantes que pueden afectar en la reacción en 

cadena de la polimerasa.  

Para la concentración se tomó como aceptables a los valores iguales o mayores de 100 

ng/ µL, con la finalidad de tener una buena concentración de secuencia molde de ADN para la 

PCR, en cuanto a la pureza medida a una onda de 260 a 280 nm los valores aceptados fueron 

mayores a 1,8 y para la pureza a una onda de 260 a 230 nm los valores aceptados fueron 

mayores de 1,5 (Tabla 3). 
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Tabla 3  

Valores referenciales de pureza 

Relación 

de ondas 
Rango Criterios de Validez 

260/280 

≥1,8-2,1 Pureza óptima 

≥1,6-1,7 Pureza aceptable  

<1,6 ADN contaminado con compuestos aromáticos 

>2,1 ADN contaminado con ARN 

   

260/230 

>2-2,2 Pureza óptima 

>1,8 Pureza aceptable  

<1,8 
ADN contaminado con sales, fenol, hidratos de 

carbono  

<1,5 
ADN altamente contaminado con sales, fenol, hidratos 

de carbono 

Nota. Medidas por espectrofotometría para determinar los valores indicativos de pureza 

en las muestras de ADN. Recuperado de Tomás (2021) 

Para observar la integridad de las muestras de ADN extraídas, se realizó una 

electroforesis con gel de agarosa al 0,8 % w/v con buffer TBE 1x [108 g deTris (Invitrogen), 55 

g de ácido bórico (AMP) y 40 mL de EDTA (JT. Baker)] y 4 µL de Diamond Nucleic Acid Dye) 

(Promega), para ello en cada pocillo se cargaron 10 µL de las extracciones de ADN más 2 µL 

de Blue juice, y se corrió a 100 V por 45 minutos. Finalmente se observaron los resultados en 

un transiluminador (Alpha Innotech).   

Dilución del material genético extraído 

Para las muestras que registraron concentraciones mayores a 100 ng/μL se realizó una 

dilución en 8 mM de NaOH en agua ultra pura, mediante la fórmula de diluciones para obtener 

una solución con dicha concentración  

(C1V1 = C2V2) 

En donde: 

C1: Concentración conocida de ADN  
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C2: Concentración deseada de ADN (50μg - 100μg)  

V1: Volumen de ADN a tomar 

V2: Volumen deseado (5 μL - 10μL) 

Amplificación de la región ITS mediante PCR 

Mediante la técnica PCR se realizó la amplificación de una región específica del ADN 

llamada Espaciador Interno Transcrito (ITS, por sus siglas en inglés), para lo cual se realizó un 

mastermix tal como se detalla en la Tabla 4, en donde se usaron los primers ITS-1 (forward) e 

ITS-4 (reverse). La amplificación se realizó mediante el protocolo establecido por (Berrendero 

et al., 2008) el cual se detalla en la Tabla 5 en un termociclador (TECHNE TC-412).  

En la Tabla 4 se encuentran detalladas las cantidades de los reactivos utilizadas para 

una reacción de 50 µL. 

Tabla 4  

Cantidades utilizadas para la Master Mix 

Reactivo 
Concentración 

inicial 

Concentración 

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: Modificado de Flores (2021) 
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Tabla 5  

Condiciones para la amplificación del gen ITS 

Etapa Temperatura Tiempo  
Número de 

ciclos 

Desnaturalización inicial 95 °C 3 min 1 

Desnaturalización  95 °C 30 s 

30 Hibridación 60 °C 30 s 

Extensión 72 °C 60 s 

Extensión final 72 °C 3 min 1 

Almacenamiento 4 Indefinido  

Nota: Modificado de Flores (2021) 

Determinación del tamaño de los amplicones 

Se corrió la electroforesis con gel de agarosa al 1%, con buffer TBE 1x y 4 µL de 

Diamond Nucleic Acid Dye, tomando en cuenta los pocillos para el control positivo y negativo 

mismos que sirvieron para confirmar la amplificación, por lo que se cargaron en el gel 2 µL de 

Blue Juice con 5 µL de cada amplicón tanto de muestras como de los controles y 2 µL de 

marcador molecular 100 pb (promega). La migración se realizó a 70 voltios por 80 minutos. 

Finalmente se observaron los resultados en un transiluminador.  

Secuenciación  

Los amplicones obtenidos fueron etiquetados y sellados con parafilm, los cuales 

mediante la empresa IDgen se enviaron al laboratorio Macrogen (Corea del Sur) en donde se 

realizó la secuenciación por el método Sanger.  

Obtención de las secuencias consenso 

Las secuencias crudas obtenidas se alinearon con el programa Geneious Prime 

2023.1.2, en donde se realizó su ensamblaje, obteniendo como resultado las secuencias 

consenso curadas, dichas secuencias se contrastaron con la base de datos del Centro 
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Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI) empleando BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool). 

Figura 4  

Secuencias Consenso en el software Geneious Prime 

 
Nota. Secuencias alineadas para la obtención de la secuencia consenso. Autoría propia 

Análisis filogenético   

Para el análisis filogenético las secuencias consenso obtenidas fueron guardadas en 

formato FASTA y se realizó un alineamiento múltiple con el programa MUSCLE incluido en el 

software MEGA11. Para la determinación de las relaciones evolutivas basados en las 

similitudes de las secuencias se usó el método de agrupamiento UPGMA. 

Figura 5  

Secuencias alineadas en el software MEGA 11 

 
Nota. Secuencias de los aislados de las Zonas PCPP y CGP, se observa diferencias entre 

secuencias. * Bases conservadas (100% idénticas en todas las especies). Autoría propia 

Análisis de la abundancia riqueza y diversidad 

Se extrajeron datos de la Riqueza (S), abundancia (Ni), índices de diversidad Simpson 

(1-D), Shannon (H’) y equitatividad de Pielou (J’). Las diferencias entre los índices de 

diversidad de Shannon, se buscaron a partir de la construcción de intervalos de confianza al 95 
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%, utilizando el método de Bootstrap con 10 000 iteraciones (MacGregor-Fors y Payton, 2013; 

Peña et al., 2012) La riqueza observada en cada tipo de ecosistema se evaluó mediante el 

estimador no paramétrico Chao 1, mismo que estima el número de especies en una comunidad 

a partir del número de especies raras en la muestra. El Software utilizado para estos análisis 

fue Past (Hammer, 2023). 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

Activación de cepas 

En la Tabla 6 se aprecia el número de viales activados de los hongos provenientes de 

las dos zonas de estudios, cuyas cepas fueron cultivadas en PDA el cuál proporcionó una 

fuente de carbono y nitrógeno a las cepas en crecimiento, dicho medio se utiliza para aislar 

todo tipo de hongo (Pedroza, 2015). Por otra parte, los componentes de los medios de cultivo 

líquidos permitieron el crecimiento de los hongos purificados. Becton (2015), menciona que 

tanto la dextrosa (20 g/L) y peptona (5 g/L) son componentes que favorecen su crecimiento. 

Tabla 6  

Datos de cepas activadas 

 PCPP CGP 

Viales activados  36 34 

Nota. CGP Centro de gestión de pasivos AUCA 

02; PCPP Plataforma que circunscribe al pozo 

petrolero Sansahuari 02. Autoría propia 

Caracterización proteómica  

De las 9 cepas seleccionados correspondientes a las zonas PCPP y GCP, se 

identificaron solo 2 especies siendo éstas Aspergillus niger y Aspergillus terreux mediante el 

análisis de MALDI-TOF, tal como se detalla en la Tabla 7, cuyos porcentajes de identificación 

fueron menores al 77,9 %.  

Tabla 7  

Especies identificadas con MALDI-TOF 

Zona 
Código de 

muestra 
MALDI-TOF 

    %           

Identificación 

PCPP 3 S Aspergillus niger 76 

CGP 2 A Aspergillus terreux 77,90 

Nota. Especies identificadas por espectrofotometría de masas de PCPP Y CGP, zonas 
con diferente tipo de contaminación. Autoría propia  
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Relloso et al., (2015) evaluaron la espectrometría de masas MALDI-TOF para la 

identificación rápida y confiable de levaduras, encontrando que esta metodología constituye una 

herramienta útil, confiable y práctica para identificar nivel de especie cepas de hongos 

levaduriformes aislados, sin embargo, como se observa en la Tabla 7 los porcentajes de 

identidad de las dos cepas identificadas fueron inferiores al 78 %, siendo éstos aceptables a nivel 

de género. Alegría (2021) menciona que, para una identificación fiable a nivel de especie, es 

aceptable resultados con puntuaciones del 99,9%, mientras que resultados de identificación con 

valores de confianza entre 50% y 99,8% se consideraron como aceptables a nivel de género.  

La identificación de apenas dos especies por MALDI-TOF se debe a que la 

implementación de esta técnica para identificación de hongos filamentosos se ha retrasado 

debido a las dificultades para estandarizar un método de extracción de proteínas eficiente, así 

como a las limitaciones en las bases de datos disponibles (Maldonado et al., 2017).  

Por otra parte, la base de datos utilizada para la caracterización proteómica por fue 

SARAMIS la cual es característico en la identificación de bacterias y hongos. Sin embargo, 

existen algunas limitaciones ya que esta base de datos se encuentra desactualizada, provocando 

que no se pueda identificar correctamente a las especies estudiadas (Salas, 2020) por lo que se 

sugiere el uso del sistema MALDI-TOF-Vitek MS TM, lo que concuerda con lo establecido por 

(Ruiz, 2021), quien recomienda esta base de datos ya que es más actualizada.  

Caracterización molecular  

Obtención del material genético 

El buffer [CTAB 2,5 %, 100 mM Tris HCl, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl 1.4 M, pH 8] 

permitió lisar las células para su posterior extracción del ADN, por lo que concuerda con lo 

establecido por Berrendero et al., (2008), quienes utilizaron la misma composición del buffer de 

extracción de ADN. A su vez, Huanca-Mamani et al., (2014), extrajeron ADN de hongos 

cultivados en PDA con la misma composición de la solución utilizada en esta investigación, a 
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excepción del porcentaje de CTAB, el cual fue del 2% CTAB, y adicional a éste se añadió 1% 

de PVP, y 0.2% LiCl, obteniendo concentraciones de ADN que oscilaron de 400 a 900 ng/uL.  

Pureza y cuantificación del ADN  

Los valores de calidad del ADN extraídos son dados por la pureza que es la relación de 

las ondas medidas (A260/A28 y A260/A230) así como las concentraciones son detallados en la 

Tabla 8. 

Tabla 8  

Resultados de calidad del ADN 

Zona 

Código 

de 

muestra 

Concentración 

(µg/mL) 

Pureza 

(A260/A280) 

Pureza 

(A260/A230) 

PCPP 1 S 201,3 2,001 1,149 

PCPP 2 S 406,7 2,072 1,564 

PCPP 3 S 101,6 2,029 1,458 

PCPP 4 S 209 2,149 1,784 

PCPP 5 S 721,4 2,089 1,789 

PCPP 6 S 95,41 1,985 1,159 

CGP 1 A 74,18 1,822 0,7928 

CGP 2 A 303 2,066 1,463 

CGP 3 A 129 1,281 0,327 

CGP 4 A 155,9 2,057 1,397 

Nota. PCPP (Plataforma que Circunscribe el Pozo Petrolero Sansahuari 

02) CGP (Centro de Gestión de Pasivos Auca 02). Concentración y 

pureza de las muestras de ADN analizadas. Autoría propia.  
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De acuerdo con Tomás (2021), los valores indicativos de pureza de las muestras de 

ADN de la relación 260/280 mayores o iguales a 1,8-2,1 se consideran óptimos, mientras que 

para la relación 260/230, se aceptan valores de 1,8 a 2,2; en el presente estudio valores 

obtenidos en la relación de 260/280 fluctuaron entre 1,822 a 2,072, es decir que se encontraron 

en el rango de pureza óptima, a excepción de una muestra, por lo que valores inferiores a 1,6 

son considerados como ADN contaminado con compuestos aromáticos.  

Mientras que para la relación 260/230 el valor de pureza mínimo fue 0,792 y el máximo 

de 1,789, por tanto, valores menores a 1,5 se consideran altamente contaminados con sales, 

fenoles e hidratos de carbono, los cuales pueden ser altamente inhibitorios en la PCR, razón 

por la cual las muestras con valores muy inferiores se realizaron diluciones para disminuir los 

contaminantes presentes en las muestras de ADN de acuerdo con lo mencionado con 

(QIAGEN, 2023a).  

Evaluación de la integridad 

En la Figura 6 se presenta la integridad de las muestras de ADN extraídas, en donde 

podemos apreciar bandas definidas que representan una buena calidad, lo que concuerda con 

Cordero (2016), quién establece que se presenta una banda bien definida e integra cuando su 

perfil en una electroforesis en gel de agarosa corresponde a una banda discreta.  

Por otra parte, se observó un carril sin banda de ADN la cual perteneció a la cepa 3 de 

la zona CGP, indicando la ausencia del material genético, lo que concuerda con los valores 

obtenidos de las relaciones 260/280 y 260/230, siendo éstos de 1,281 y 0,327, respectivamente 

(Tabla 8), por lo cual no posee los valores de pureza aceptables y por ello al realizar la 

electroforesis para determinar la integridad (Figura 6) no se visualizó la presencia de ADN en el 

carril identificado como NI.  

Huanca-Mamani et al., (2014) señalan que los problemas más comunes en la extracción 

del ADN de hongos aislados del suelo, es que éstos poseen paredes celulares conformadas 
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por estructuras complejas como quitina, glucanos, lípidos y otros polímeros que impiden la fácil 

ruptura de su pared celular y extraer ADN de calidad, mismo que ha sido un gran desafío para 

generar resultados de PCR aceptables. Adicional se encuentra la degradación del ADN debido 

a la presencia de endonucleasas, la alta producción de polisacáridos y la presencia de 

compuestos inhibidores como metabolitos secundarios que pueden reducir el rendimiento de la 

pureza al unirse covalentemente con el ADN extraído.  

Figura 6  

Integridad del ADN extraído 

 
Nota. Corrida electroforética en gel de agarosa 0,8% 

de las muestras de ADN. A=1S, B=2S, C=3S, D=4S, 

E=5S, F=6S, G=1A H=2B, I=4B NI= 3A (No 

extraído). Autoría propia 

Amplificación de la región ITS 

Para la PCR según Méndez y Pérez-Roth, (2004) la calidad y cantidad de ADN molde, se 

debe partir de una concentración de 50 a 100 µg/mL y sin la presencia de residuos inhibidores 

que puedan causar alteraciones en la reacción. Para lo que se realizaron diluciones para llegar 

a dichas concentraciones y garantizar buenos resultados en la PCR.  

En la Figura 7, se presentan las amplificaciones de la región ITS con los cebadores ITS 1 e 

ITS 4, en donde se obtuvieron amplicones cuyos tamaños oscilaron entre 400 y 600 pb.  
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Figura 7  

Resultados de la corrida electroforética 

 
Nota. Corrida electroforética de PCR de las muestras amplificadas con el ITS 1 e ITS 

4. M Marcador molecular, C- Control Negativo, C+ Control Positivo, A Mucor 

irregularis B Gongronella butleri C Aspergillus fumigatus D Rhizopus arrhizus E 

Geotrichum candidum F Purpureocillium lilacinum G Penicillium pulvillorum H 

Fusarium oxysporum I Trichoderma asperellum. Autoría propia 

Martin y Rygiewicz, (2005) mencionan que los cebadores de PCR que obtuvieron una 

amplia aceptación para el trabajo con secuencias de transcripción interna (ITS) de hongos 

fueron "ITS1" y "ITS4". Estos cebadores amplifican una amplia gama de objetivos fúngicos y 

funcionan bien para analizar ADN aislado de organismos individuales. Concidiendo con los 

resultados presentados por Huanca-Mamani et al., (2014) quienes en su investigación 

generaron fragmentos de 300 a 400 pb para Penicillium sp corroborando la presencia del ADN 

hibridado, a su vez Mohankumar et al., (2010) obtuvieron un producto de aproximadamente 600 

pb, lo que coincide con los resultados obtenidos (Figura 6) cuyo promedio de tamaños fue de 

567 pb. Según lo establecido por Vanegas et al., (2014) la variación de los tamaños de los 

amplicones se debe a que las muestras pertenecen a diferentes especies.  
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Identificación molecular de las cepas de hogos rizosféricos  

Se recibieron 18 secuencias en total, de las cuales 8 correspondieron al cebador 

forward y 8 al reverse, mediante el ensamblaje de dichas secuencias se obtuvieron 9 

secuencias consenso cuyos porcentajes de identidad oscilaron entre 99,29 y 100 % respecto a 

las secuencias registradas en el NCBI. Estos porcentajes permitieron la identificación a nivel de 

especie que de acuerdo con Bou et al., (2011), se puede definir una especie cuando los valores 

de identidad sean mayores o iguales a 98,5 por el contrario, valores entre el 95 y 98,5 % define 

género. La longitud del fragmento y el código de accesión, y la especie identificada para cada 

aislado se muestra en la Tabla 9. 

Tabla 9 

Especies de hongos identificados de acuerdo con la secuenciación en las zonas PCPP y CGP  

Zona 

Código 

de 

muestra 

Nombre científico 
% de 

identidad 
Longitud Accesión 

PCPP 1 S Mucor irregularis 99,29 636 ON927130.1 

PCPP 2 S Gongronella butleri 100 707 ON927136.1 

PCPP 3 S Aspergillus fumigatus 100 573 MT597427.1 

PCPP 4 S Rhizopus arrhizus 100 607 MT279283.1 

PCPP 5 S Geotrichum candidum 99,65 282 MT353978.1 

PCPP 6 S Purpureocillium lilacinum 100 560 AY213665.1 

CGP  1 A Penicillium pulvillorum 100 559 MK450709.1 

CGP  2 A Fusarium oxysporum 100 515 MN944513.1 

CGP  4 A Trichoderma asperellum 100 596 MF871569.1 

Nota. PCPP (Plataforma que circunscribe el Pozo Petrolero Sansahuari 02) CGP (Centro de 

Gestión de Pasivos). Autoría propia 
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Mediante la caracterización molecular en la Zona Sansahuari 02 se identificaron seis 

especies (Mucor irregularis, Gongronella butleri, Aspergillus fumigatus, Rhizopus arrhizus, 

Geotrichum candidum y Purpureocillium lilacinum); mientras que, en la zona Auca 02 se 

identificaron tres especies (Penicillium pulvillorum, Fusarium oxysporum y Trichoderma 

asperellum).  

Según lo señalado por Qianwei et al., (2020) los hidrocarburos de petróleo pueden ser 

utilizados por varias especies de hongos como fuente de carbono y energía, materiales que son 

asimilados a la biomasa fúngica. Taxones fúngicos que incluyen a Aspergillus, Fusarium, 

Paecilomyces, Sporobolomyces, Cephalosporium y Penicillium son capaces de degradar los 

hidrocarburos del petróleo secretando enzimas (p. ej., lacasas, tirosinasas, peroxidasas de 

manganeso, monooxigenasas del citocromo P450, dehalogenasas reductoras) y afectando la 

especiación de metales mediante la excreción de una variedad de otros metabolitos (p. ej., 

ácidos orgánicos, aminoácidos, sideróforos, proteínas extracelulares, etc.). 

En el estudio de Asemoloye et al., (2020) en donde se evaluó la degradación de 

hidrocarburos y actividades enzimáticas de Aspergillus oryzae y Mucor irregularis aislados de 

sitios contaminados por petróleo crudo en Nigeria demostró que la cepa aislada Mucor 

irregularis posee la capacidad de producir enzimas ligninolíticas. Por otra parte, Gongronella 

butleri presenta resistencia ante la exposición a diferentes concentraciones de uranio, por lo 

que Antunes (2019), destaca su potencial uso en procesos de biorremediación. 

Latgé (1999) determina que Aspergillus fumigatus es un hongo saprófito y su 

importancia radica en su capacidad de reciclar el carbono y el nitrógeno en el medio ambiente. 

Su nicho ecológico natural es el suelo donde sobrevive y crece sobre desechos orgánicos.  

Esta especie puede producir lovastatina, un metabolito secundario del hongo utilizado 

frecuentemente en productos farmacéuticos, así como enzimas celulasa, β-xilosidasa, FPasa, 

xilanasa, peptidasa y amilasa, que se utilizan en una variedad de industrias manufactureras. El 
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aislamiento de microorganismos con potencial celulolítico es crucial porque la creciente 

industrialización de estas zonas ha provocado una importante cantidad de residuos que no han 

sido tratados adecuadamente cabe mencionar que los residuos agrícolas o agroindustriales 

han sido objeto de extensas investigaciones sobre su producción (Suárez y Peñaranda, 2021). 

Por otro lado, en un estudio realizado por Maciel et al., (2006) en el que evaluaron la 

toxicidad del queroseno degradado por Geotrichum candidum, concluyen que especie fúngica 

tiene el potencial de degradar los constituyentes del queroseno, reduciendo su toxicidad, y 

puede usarse en biorremediación de ambientes contaminados por este petroderivado  

Purpureocillium lilacinum interviene positivamente en el crecimiento, el contenido de 

clorofila y participa en el control de fitopatógenos como Botrytis en ciertas especies vegetales. 

Además de contar con la capacidad solubilizar fósforo, producir sideróforos y IAA estas 

características hacen que se lo considere como un candidato para uso como biofertilizante. 

Tamayo y Cariga (2021) sostienen que P. lilacinum posee la capacidad de biodegradación 

sobre los suelos contaminados con aceite, diésel y crudo, además destacan que son capaces 

de crecer en aceites de petróleo. 

 Valenzuela et al., (2006) evaluaron la facultad degradativa para petróleo de aislados de 

Penicillium en laboratorio durante 36 días y tuvieron como resultado de acuerdo a los análisis 

establecidos que estos presentaron la capacidad de degradar algunos de sus constituyentes. 

Por otra parte Bou et al., (2011) señala que Trichoderma asperellum son ampliamente 

utilizados en la biorremediación de metales pesados, tanto en forma activa como inactiva. 

Cervantes et al., (2001) analizaron la interacción del Cromo con microorganismos y plantas, y 

afirman que Rhizopus arrhizus presenta una considerable compatibilidad con este metal 

revelando potencial absorbente. 

De acuerdo con Hernández et al., (2003); Maciel et al., (2006); Bou et al., (2011); García 

Cuan et al., (2017); Qianwei et al., (2020); Tamayo y Cariga (2021), las especies identificadas 
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en el presente trabajo mantienen en común su potencial uso dentro de los procesos de 

biodegración de residuos y derivados del petróleo.   

En el estudio de Suárez y Peñaranda (2021)  que identificaron molecularmente especies 

de hongos con potencial de interés en aplicaciones biotecnológicas distribuidos en los géneros 

Trichoderma, Geotrichum, Purpureocillium, Penicillium y Aspergillus, mismos que son parte de 

los géneros identificados en esta investigación que provienen de suelos contaminados por 

hidrocarburos. 

Hernández et al., (2003) estudiaron la relación de bacterias hidrocarbonoclastas 

(HCT´s) y hongos (HCT’s) aisladas de rizósferas de plantas que crecen en suelos de Minatitlán, 

Veracruz, registrando también a Trichoderma sp., Aspergillus sp. y Mucor sp., de los que 

Aspergillus sp. y Trichoderma sp. son reconocidos como hongos hidrocarbonoclastas.  

García et al., (2017) sostienen que estos géneros fúngicos también presentan un 

sistema enzimático bastante diverso, formado por complejos oxidativos, lipolíticos, 

biosurfactantes y son hongos aerobios estrictos. Cabe recordar que estos géneros también 

fueron registrados en CGP y de PCPP y, por lo tanto, estos suelos han iniciado un proceso de 

biorremediación bajando la carga de contaminación dada la acción enzimática de estos tres 

géneros mencionados. 

Análisis de biodiversidad de la zona Auca 02 y Sansahuari 02 

En el centro de gestión de pasivos se activaron 34 individuos pertenecientes a 6 

géneros mientras que en las plataformas que circunscriben a los pozos petroleros se activaron 

36 individuos pertenecientes a 7 géneros identificados morfológicamente en investigaciones 

previas. 

En los dos niveles de contaminación se encontraron diversidades altas de acuerdo a las 

escalas de valor del índice de Simpson 0,78 y 0,74 en CGP y PCPP, respectivamente. El índice 

de Shannon demostró que la diversidad entre los sitios tendió a ser ligeramente más alto en 
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CGP (H´= 1,64) que en PCPP (H´= 1,58). De acuerdo con el índice de Equitatividad de Pielou 

(J’) CGP es ligeramente más homogéneo (0,91) que PCPP (0,81). 

Tabla 10  

Análisis de la Biodiversidad según el nivel de contaminación  

Índices PCPP CGP 

Riqueza específica 7 6 

Abundancia 36 34 

Diversidad de Simpson (1- λ) 0,74 0,78 

Diversidad de Shannon (H’) 1,58 1,64 

Equitability de Peilou (J’) 0,81 0,91 

Chao-1 100 100 

Nota: Índices de diversidad determinados en el Software PAST. 

Autoría propia 

Con el análisis de diversidad de Shannon (H’) se demostró que la diversidad no 

depende del nivel de contaminación (Figura 7) sino más bien de la especie arbórea leguminosa 

de la que fueron colectados (Figura 8) (Tabla 11). Esto concuerda con Maldonado-Chávez et 

al., (2010) quienes evaluaron la interacción petróleo–planta–consorcio [constituido por bacterias 

(Pseudomonas sp. y Serratia marcescens) y hongos (Aspergillus sp. y Trichoderma sp.)], 

reportando que la asociación leguminosa+consorcio microbiano estimuló el mayor porcentaje 

de degradación.  

Dado que la fitorremediación aumenta la aireación del suelo, aumenta también la 

transpiración y mejora el flujo de agua en el perfil del suelo, por lo tanto, es crucial que las 

plantas formen asociaciones con consorcios microbianos en el proceso de descontaminación 

de suelos afectados por petróleo además, las raíces de Platymiscium pinnatum, Piptadenia 

pteroclada y Zygia longifolia penetran a través del suelo y rompen los agregados del suelo 

contaminado, esto facilita que una mayor superficie quede expuesta a la degradación 

microbiana. 
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El índice de Chao 1 arrojo el valor de 100 lo que de acuerdo con Moreno (2001) se 

infiere que se obtuvo para los dos niveles de contaminación el 100 % de la riqueza observada 

frente a la esperada. 

Figura 8  

Índice de Shannon (H’) de las dos zonas de estudio PCPP Y CGP 

 
Nota. Plot del índice de Shannon. 

CGP Centro de Gestión de Pasivos; 

PCPP Plataforma que Circunscribe al 

Pozo Petrolero. Autoría propia  

Tabla 11  

Especies fúngicas localizadas por especie Arborea 

Zona Especie Arborea Especie Fúngica 

PCPP 

Zygia longifolia Mucor irregularis 

Zygia longifolia Gongronella butleri 

Zygia longifolia Aspergillus fumigatus 

Zygia longifolia Rhizopus arrhizus 

Zygia longifolia Geotrichum candidum 

Zygia longifolia 

  

Purpureocillium lilacinum 

  

CGP 

Piptadenia pteroclada Penicillium pulvillorum 

Claro Fusarium oxysporum 

Piptadenia pteroclada Trichoderma asperellum 

Nota. Especies fúngicas localizadas por especie arbórea y por zona de 

contaminación. Autoría propia  
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Figura 9  

Índice de Shannon según la diversidad por especie arbórea 

 

Nota: Diversidad fúngica de acuerdo a las especies 

arbóreas plantadas siendo Claro (Cl), Platymiscium 

pinnatum (Pla pi), Piptadenia pteroclada (Pip pt) y Zygia 

longifolia (Zig lo). Autoría propia  

Considerando que la diversidad no presentó diferencias entre los sitios evaluados 

(Figura 8), se comparó el comportamiento del índice se Shannon (H´) entre especies arbóreas 

de las que provienen los hongos (Figura 9). Así, el índice de Shannon fue diferentemente 

significativo en los claros (p≤ 0,0001). La diversidad de la comunidad fúngica rizosférica difiere 

significativamente al comparar las cepas que provienen de Platymiscium pinnatum con las que 

provienen de Piptadenia pteroclada (p≤ 0,05), y al ser comparadas con las que provienen de 

Zygia longifolia (p≤ 0,001). Sin embargo; la diversidad de las cepas de hongos rizosféficos que 

provienen de Piptadenia pteroclada y Zygia longifolia no presentan diferencias significativas 

entre ellas. Lo que concuerda con Vega (2021) que menciona que dentro de las Plataformas 

que Circunscribe a los Pozos petroleros (PCPP) de Sansahuari 02, la abundancia registrada en 

Zigia longifolia tendió a ser mayor en relación a Piptadenia pteroclada y Platymiscium pinnatum. 
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Conclusiones 

• Se activaron el 100% de las 36 cepas provenientes de la zona Sansahuari 02 al igual 

que de las 34 cepas de la zona Auca 02. 

• Se realizó la extracción de proteínas de 10 cepas de hongos rizosféricos; 6 

pertenecientes a la zona PCPP y 4 de la zona GCP. Con la técnica de MALDI-TOF se 

identificó una especie de la zona PCPP con un 76% de similitud y correspondiente a 

Aspergillus niger; y para la zona CGP también se logró identificar una especie con un 

77,90% de similitud correspondiente a Aspergillus terreux. 

• Mediante la secuenciación Sanger, obtenida a partir de amplicones de regiones de ITS 

de hongos rizosféricos, se logró identificar un total de nueve cepas diferentes, seis 

especies de la zona PCPP (Mucor irregularis, Gongronella butleri, Aspergillus fumigatus, 

Rhizopus arrhizus, Geotrichum candidum y Purpureocillium lilacinum) y tres especies de 

zona CGP (Penicillium pulvillorum, Fusarium oxysporum y Trichoderma asperellumy). 

• En los dos niveles de contaminación se encontraron diversidades altas, sin embargo, la 

abundancia, riqueza e índice de diversidad de Shannon, no presentaron diferencias 

significativas entre niveles de contaminación, pero si entre especies arbóreas. 

Finalmente, se colectaron el 100 % de la riqueza esperada en los dos tipos de suelos 

contaminados evaluados.  
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Recomendaciones 

• Estandarizar un protocolo para extracción de proteínas de hongos y mejorar la base de 

datos del MALDI-TOF. A fin de que se logre similitudes de altos porcentajes, caso 

contrario los estudios moleculares continuarán siendo los más fiables. 

• Estandarizar un protocolo para extracción de ADN con nitrógeno líquido de la especie 

que no se pudieron identificar en el presente estudio. 

• Realizar un análisis del perfil enzimático de las cepas para conocer el mecanismo de 

acción dentro del proceso de biorremediación y así estimar la asociación de 

microorganismos más adecuada para la digestión de hidrocarburos. 
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