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INTRODUCCION

Antecedentes

COLOMBIA

Respeto hacia el medio
ambiente (Roshandel et al.,

2021) 2000 millones de barriles
de petréleo (San @K
Sebastian et al., 2001) Region Amazodnica fuente

de produccion(Falconi y
Larrea, 2001)

Extraccion petrolera en el
Ecuador(Larrea, 2020)
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INTRODUCCION

Justificacion

Cambios en la composicidn Especies fungicas de gran Género y especie de un
del suelo (Aguilar., 2020) interés (Recalde y Sanchez, hongo (Garzén, 2013)
2017), (Martin et al., 2004)

Especificas sensibles y
eficientes (Mendoza, 2005)
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OBJETIVOS

General
e Caracterizar protedOmica y molecularmente a los hongos rizosféricos de especies arboreas plantadas en la
zona de gestion de pasivos (Lago 19) y en la zona de plataformas que circunscriben a los pozos petroleros

(Cuyabeno 02) en la Amazonia ecuatoriana.

Especificos

e Activar las cepas de hongos rizosféricos pertenecientes al programa de fitorremediacion de suelos afectados
por procesos de extraccion petrolera en las zonas Lago 19 y Cuyabeno 02 de la Amazonia ecuatoriana.

e Identificar las especies de los hongos rizosféricos mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF).

e Secuenciar el gen ITS de hongos rizosféericos para la identificacion molecular de especies fungicas.

e Comparar la rigueza especifica entre tipos de suelos contaminados por actividades asociadas a la extraccion
petrolera.
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HIPOTESIS

La riqueza de especies fungicas rizosfericas cambia con los tipos de
contaminacion de suelos perturbados por actividades asociadas a la
extraccion de petroleo.
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Laboratorio de Microbiologia y de Agrobiotecnologia de la Carrera Agropecuaria
(campus IASA 1)

Laboratorio de Microbiologia de la Carrera de Biotecnologia (campus Matriz)

Colaboracion:

Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia de la Universidad Regional

Amazodnica IKIAM.

Laboratorio de Zoologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE

Sitio de estudio

Tipos de perturbacion por actividades relacionadas a la extraccion de petréleo

e Centro de Gestidn de Pasivos — CGP.

« Plataformas gque Circunscriben a los Pozos Petroleros — PCPP.

METODOLOGIA
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METODOLOGIA

Activacion y seleccion de muestras

Tabla 1

Especies fungicas seleccionadas

Localidad Especie Localidad Especie
Rhizoctonia sp. Rhizopus sp.

Botryotrichum sp.

Chaetomium sp.

Trichoderma sp.
Cuyabeno 02 Aspergillus sp.
Paecilomyces sp. Penicillium sp.
Aspergillus sp. Paecilomyces sp.
Thielaviopsis sp.
Cunninghamella sp.

Geotrichum sp.
Cephalosporium sp.

Lago 19 Botryoderma sp.

Trichoderma sp.

(Morphologies of Cultured Fungi and key to Species, Watanabe, 2010) &/




Espectrometria de masas MALDI-TOF

T - Ikiam s =

Universidad Regional Amazdnica

MALDI-MS application (2.9.4.1)
SARAMIS (System version 4.1.0.9)
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EXTRACCION DE ADN

Procedimiento:




Integridad
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4.- Verificacion de la integridad

3.- Migracion de muestras

2.- Carga de muestras en el gel

1.- Electroforesis horizontal

en gel de agarosa.
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CALIDAD Y CANTIDAD DE ACIDOS NUCLEICOS

Carga de muestras

Tabla 2

METODOLOGIA

Relacion de absorbancias y rangos de aceptacion de la pureza de ADN

Razén Rango aceptado  Menor valor del rango
~1.8 ADN : .
260/280 ~20 ARN Presencia de proteinas, fenoles
260/230 20-2.2 Presencia de EDTA, carbohidratos,
fenoles
|
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AMPLIFICACION DE ADN

Se amplificé la region ITS (Espaciador

Interno Transcripto),.

Secuencias: ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-

3') e ITS4 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3)

Tabla 4

Configuracion del termociclador.

METODOLOGIA

Tabla 3

Reactivo Conc. inicial Conc. final Volumen por

reaccion (1X)

PCR Buffer 10X 1x 5L
MgSoa 25 mM 1.5mM 3 uL
dNTFP s mixture 10 mM 0.2 mM 1L
Primer forward (ITS1) 10 pM 0.5 uM 1L
Primer Reverse (ITS4) 10 pM 0.5 uM 1L
Taq Polimerasa S5U/uL 1U 0.2 uL
Agua ultra pura - - 37,8 pL
ADN - 100 ng 1L

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 °C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 95 °C 30 segundos
Hibridacion 60 °C 30 segundos 30
Extension 72°C 60 segundos
Extension final 72°C 3 minutos 1
s
B =
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TRATAMIENTO DE DATOS

geneiousg
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ANALISIS DE DIVERSIDAD

Riqueza (S)
Abundancia (Ni)
indice de diversidad Simpson (1-D)

indice de Diversidad de Shannon (H’)

Shannon (H") a partir de intervalos de
confianza al 95%, con el método de

Bootstrap con 10 000 interacciones.

La rigueza observada fue evaluada
mediante el estimador no paramétrico
Chao 1

Software PAST®

METODOLOGIA

®
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RESULTADOS Y DISCU-

ACTIVACION DE CEPAS

Se activaron en medio PDA.

32 cepas para la zona de CGP y

33 cepas en la zona de PCPP

Murrieta et al. (2014); Narrea y Malpartida (2006) ré :) E S p E
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RESULTADOS Y DISCUSION

IDENTIFICACION DE ESPECIES MEDIANTE MALDI-TOF  Tabla 5

Ruiz (2022) diversidad genotipica 'y Microoreanismo Porcentaje de
No. Codigo de muestra e Identificacion  Observaciones

fenotipica de Geotrichum Identificado (%)
MALDI-TOF MS identificacion bacterias y 1 Penicillium ) ' N/l
2 Thielaviopsis - - N/I
levaduras Jordana y colaboradores (2012). 3 Paecilomyces . ) N/I
4 Aspergillus - - N/I
Maldonado et al. (2018); Leyer et al. (2017) la g Rhizopus - . N/I
base de datos SARAMIS. Patel (2019) 6 Penicillium - - N/I
7 Trichoderma - . N/
Maldonado et al. (2017), procesamientos :
. 8 Geotrichum Geotrichum 84 N/A
complejos para MALDI-TOF. clavatum
il | (2017 tad 9 Paecilomyces - - N/I
ller etal. ( ) resultados 10 Rhizoctonia - - N/I
erraticos MALDI-TOF. 11 Cephalosporium _ i N/
12 Botryoderma - - N/
Prieto (2018) ausencia de 13 Botryotrichum ) i N/I
espectros 14 Chaetomium - - N/I
15  Cunninghamella - - N/I
Patel (2019) base de datos 16 Trichoderma - - N/I
organizada Nota: N/I: No identificado. N/A: Ninguna
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RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracion

EVALUACION DE LA CALIDAD DE ADN
Tabla 6

Concentracion y pureza de la extraccion de ADN fungico

Alejos y colaboradores (2014) para
PCR al menos 5 ng/ul de ADN.

Localidad Género  Concentracion Pureza Pureza
(Hg/ml) (A260/A280) (A260/A230)
Geotrichum 3041 191 0,398 Avila y Quito, (2019) secuenciacion
Cephalosporium 41 1952 0312 de acidos nucleicos es de 10 ng/ul
Rhizoctonia 664,1 2,025 1,826 : Pureza (A260/A230)
Lago 19  Botryoderma 1698 2.216 1,183
Paecilomyces 6385 2,039 1,889 Koetsier y Cantor (2019) A260/A280 y A260/A230
Aspergillus 33,78 1,924 0,578 Pureza (A260/A280) mayores a 1,8. Uso en aplicaciones posteriores
Trichoderma 5593 2,298 1,555
Rhizopus 834,8 2,249 2,073 Mohammadian et al. (2015); Huang
Botryotrichum 7814 2,106 1,793 et al. (2018) rango de 1,8 — 2,1 son
Chaetomium 788 2,108 1,545
Trichoderma 470,2 2,268 1,689
Cuyabeno 02 Aspergillus 286,7 2,111 1,826 Sarkanj et al. (2018) evaluacion de la

Penicillium 106,7 2,059 0,832 '
Paecilomyces 666,5 2,036 1,349 pureza del ADN.
Thielaviopsis 181,1 2,267 0,973
Cunningamella 2313 2417 1,463

Nota. La pureza esta relacionada con la absorbancia medida a diferentes longitudes

de onda (230, 260 y 280 nm). Fuente: Autor.
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RESULTADOS Y DISCUSION

INTEGRIDAD

T GO ([ R 1 314 ADN esta integro, se visualizara una banda estrecha (Alejos et al., 2014)

.
. —

Fragmento de un centimetro de ancho, ADN fragmentado (Yabar, 2003)
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AMPLIFICACION DEL GEN ITS
Tabla 6

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

Lago 19 Cuyabeno 02
N°® de Especie N° de Especie
pocillo pocillo
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.

Viaud et al., (2000), el tamario de los productos de

amplificacion vario de 500 a 650 (pb)..

hongos

Chen et al. (2011), se logré amplificar la region ITS de los 16 géneros de

RESULTADOS Y DISCUSION

Electroforesis en gel de agarosa dg amglicones de los géneros fungicos de Lago 19
M C- C+

Electroforesis en gel de agarosa de amplicones de los géneros fungicos de Cuyabeno 02
M C- C+

|

1000 pb—

500 pb—
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IDENTIFICACION MOLECULAR MEDIANTE

RESULTADOS Y DISCUSION

SECUENCIACION Tabla7
Localidad Caracterizacion Caracterizacion Longitud % de N° de
Li et al. (2020) géneros de hongos Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces y Penicillium Morfolégica Molecular identidad Accesion
. Geofrichum
Geotrichum candidum 666 100 MH153587.1
Cephalosporium Mucor irregularis 653 99,54 MH153587.1
Ezekoye et al. (2018), los hongos: Aspergillus spp., Geotrichum candidum Rhizoctonia ’;’”CP;:T"EQU’E”S 606 98,06 KX349458.1
ernicnium
Lago 19 Botryoderma janthinelium 480 98,33 MW113607.1
. Penicillium
_ - _ _ Paecilomyces janthinelium 559 100 MK450697.1
Idowu y ljah, (2018) : Penicillum verrucosum, Geotrichum candidum, Mucor mucedo Aspergillus Mucor sp. 500 99.6 MG751198.1
. . . Trichoderma
y Aspergillus fumigatus. Trichoderma asperellum 605 100 MK790040.1
Rhizopus Mucor irregularis 907 98,2 JX976257.1
. Paecilomyces
| | _ Botryotrichum lagunculeriae 532 99,62 QOW985620.1
Argumedo et al., (2009) Trichoderma agente bioldgico. Chaetomium ;i?rﬁggjﬁm 511 100  MT192717.1
Zafr l., (2015) T. rellum n eficien r r HPA). i
afra et al., (2015) T. asperellum es un eficiente degradador de ( ) Trchodarme Trichoderma 506 100  ME&71S86.1
asperellum -
Cuyabeno . Aspergillus
02 Aspergillus fumigatus 573 100 MT597427.1
Valenzuela et al. (2006) Penicillium mayor abundancia que Cunninghamella, Mucor. Penicillium f;’;’g’:ﬁ: 205 100 ON204057.1
Paecilomyces | cnicillium 551 100  MK307848.1
Jjanthinelium
Thielaviopsis Mucor irregularis 645 98,24 MFE356572.1
. Cunninghamella
~ . . - C hamell 583 100  JN205864.1
Contreras y Carrefio (2018), mayor biomasa: Aspergillus sp., Penicillium sp., unningnamer’® phaeospora —

Cunninghamella sp., y Paecilomyces sp.

MNota. El N® de Accesion es un hipervinculo que redirige a la accesion con mayor

porcentaje de identidad encontrada en el GenBank. Fuente: Garrido (2023).
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RESULTADOS Y DISCUSION

ESPECIES FUNGICAS Y SU RELACION

CON LAS ESPECIES ARBOREAS Tabla 8

Especies fungicas asociadas a las especies arboreas

Localidad Especie fungica Especie arborea
Sosa (2018) Piptadenia pteroclada menor diversidad Geafncﬁum r:aqd:dum P fpfaden.-_a pterociada
Mucor irregularis Piptadenia pteroclada
Mucor irregularis Zygia longifolia
Lago 19 Penicillium janthinellum Platymiscium pinnatum
Quinsasamin (2019) y Remache (2020) P. Penicillium janthinellum Platymiscium pinnatum
pteroclada (Guarango espinudo) y Platymiscium Mucor sp Piptadenia pteroclada
) _ _ Trichoderma asperellum Zygia longifolia
pinnatum (Caoba) mayor diversidad. Mucor irregularis Piptadenia pteroclada
Paecilomyces laguncularie  Platymiscium pinnatum
Penicillium janthinellum Piptadenia pteroclada
Zygia longifolia (Chiparo), Sosa (2018) y Remache Trichoderma asperellum Piptadenia pteroclada
(2020) menor diversidad fingica Cuyabeno 02 Aspergillus fumigatus Platymiscium pinnatum
Penicillium crustosum Piptadenia pteroclada
Penicillium janthinellum Piptadenia pteroclada
Mucor irregularis Piptadenia pteroclada

Cunninghamella phaeospora Platymiscium pinnatum
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DIVERSIDAD FUNGICA EN LOS SUELOS

CONTAMINADOS

Tabla 9
indices de diversidad determinados en el Software PAST

indices CGP PCPP
| Abundancia 32 33|
Diversidad de Simpson (1-A 0.69 0.8
Diversidad de Shannon (H") 1,38 1,77
Chao-1 100 % 100 %

Nota: CGP: Centro de gestion de pasivos. PCPP: Plataformas

que circunscriben a los pozos petroleros. 1-i representa a 1-D.

Fuente: Hammer et al. (2001).

Borowik et al. (2017) diversidad insipiente.

Mucor irregularis, Penicillium janthinellum, y

Trichoderma asperellum, comunes CGP y PCPP.

Acorde al indice Simpson (1-A), tanto CGP
como PCPP presentaron una diversidad alta.
Kierna (2023).

RESULTADOS Y DISCUSION

Significancia del indice de Shannon (H) de los dos tipos de perturbacién CGP y PCPP

1.80

x50

1.20

1.05

El indice de Shannon (H’)

(GP

PCPP

Espinosa (2019) Rango 1y 4,5 . Si la abundancia una especie, (H’) = 0 (Kierna, 2023).

Pernia et al. (2012); (Li et al., 2020) esto debido a la presencia de carbono organico

Chao 1, revel6 que se colectaron el 100% de las especies observadas
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CONCLUSIONES

Con la reactivacion en medio nutritivo PDA se obtuvieron un total de 65 cepas, de las cuales 32 correspondieron al Centro de Gestion de

Pasivos y 33 a la zona de Plataformas que Circunscriben a los Pozos Petroleros PCPP.

Mediante la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF se identifico una especie fungica (Geotrichum clavatum) de un total de 16
muestras, sin embargo, el porcentaje de identificacion fue bajo (84%), debido a la que la base de datos microbiana SARAMIS es una

version anterior a VITEK MS, la base de datos actual.

La amplificacion del gen ITS permitié 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 fungica entre las dos zonas contaminadas evaluadas tendié a ser mayor en PCPP, mostrando asi el desarrollo de una
biorremediacion natural.

®ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION FARA LA EMCELENMCIA




RECOMENDACIONES

Para obtener resultados fiables en la identificacion de organismos mediante MALDI-TOF MS, se recomienda usar una base de datos

organizada, completa y actualizada.

Para conseguir una adecuada concentracion y pureza de ADN fungico, 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 metabolomica de las especies con potencial biorremediador identificadas
en el presente estudio, con el fin de conocer los metabolitos secundarios que estos pueden producir y aplicarlos en las ciencias

agropecuarias.

Se recomienda usar primers especificos para secuenciar otros fragmentos de genes que permitan la identificacion a nivel de especie de

la cepa Mucor sp.
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