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“La ciencia no es solo una disciplina
de razon, sino también de

’
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1. RESUMEN

Se evalud la capacidad de 133 aislados fingicos endofitos para biodegradar
hidrocarburos. Los hongos endoéfitos se aislaron de hojas y tallos de 23 plantas que crecian
en un habitat natural contaminado con petroleo crudo localizado en la localidad “Las
minas”, provincia del Napo, centro norte ecuatoriano. La aptitud de biodegradacion fue
evaluada mediante un ensayo cualitativo colorimétrico in vitro durante 10 dias, empleando
el medio de sales al minimo y petréleo crudo como fuente de carbono. La identificacion
taxonomica de los aislados que presentaron bioactividad en los bioensayos se realizd
mediante analisis del gen ITS de la region 18S del ADNr. Con los endéfitos de mejores
resultados en los ensayos cualitativos previos, se realizaron ensayos cuantitativos in vitro
durante 30 dias. Los hidrocarburos residuales se cunatificaron mediante espectroscopia
infrarroja y cromatografia de gases con FID. La tasas méaximas de remocion de
hidrocarburos totales de petréleo fueron del 99.6% (IR) y 99.8% (CG), correspondiente a
los hongos del género Verticillium sp. y Aspergillus sp. respectivamente. Este es el primer
reporte de biodegradacion de hidrocarburos de petroleo crudo por hongos endoéfitos y se
sugiere que estos aislados fingicos son potenciales degradadores de hidrocarburos que

pueden ser utilizados en procesos de biorremediacion.

Palabras Clave: Hongo endéfito, biodegradacion, biorremediacion, espectroscopia

infrarroja, cromatografia de gases, hidrocarburo.



2. ABSTRACT

The capacity of 133 endophytes fungal isolates for degrading petroleum
hydrocarbons was evaluated. The endophytes were isoltaed from leaf and stem tissues
from 23 plants collected in a natural habitat contaminated with crude oil in north-center
Ecuador. Their capacity for hydrocarbons biodegradation was tested by in vitro
colorimetric qualitative test for 10 days, using the Minimal Salt Medium and crude oil as
carbon source. Isolates taxonomic identification showed bioactivity in the qualitative test
was carried out by the analysis of the ITS gene of the region 18S of the rDNA. The
endophytes that showed the best results in the previous qualitative test where selected for a
quantitative in vitro test for 30 days. Residual hydrocarbons were tracked by infrared
spectroscopy (IR) and gas chromatography (GC) with a flame ionization detector. The
maximun removal rates of total petroleum hydrocarbons were 99.6% (IR) and 99.8% (GC),
corresponding to fungi of the genus Verticillium sp. and Aspergillus sp. respectively. This
is the first report of biodegradation of crude oil hydrocarbons by endophytic fungi, the
results suggest these fungal isolates are potential hydrocarbon biodegraders that could be

used in bioremediation processes.

Keywords: Fungal endophyte, biodegradation, bioremediation, hydrocarbon,

infrared spectroscopy, gas chromatography.



3. INTRODUCCION

El petroleo constituye un recurso no renovable de importancia econdmica para
varios paises y muchas economias cimientan sus politicas de desarrollo y programas
sociales en la explotacion de crudo (Fontaine, 2013), entre ellos el Ecuador. La explotacion
de este recurso trae consigo graves problemas ambientales (Samanta, Singh y Jain, 2002).
Entre los principales dafios ocasionados por este tipo de contaminacion esta la disminucion
de la calidad del agua y suelos, que a su vez produce afectacion directa a la flora y fauna
silvestre. Ademads, los hidrocarburos contienen numerosos compuestos que pueden
producir efectos irreparables en la salud de las personas (San Sebastian y Hurtig, 2004;

Jadoon, Amin, Malik y Khalel, 2016).

Entre los compuestos que conforman el petroleo estan los hidrocarburos: estos a su
vez se pueden clasificar en alifaticos y aromaticos. Los hidrocarburos alifaticos
corresponden a cadenas hidrocarbonadas lineales o ciclicas de tamafio y estructura
variable. Ampliamente estudiados por su utilidad como combustibles y solventes. Mientras
que los hidrocarburos aromaticos abarcan desde compuestos de estructura monociclica
hasta compuestos conformados por cadenas largas y complejas, constituidas por anillos
aromaticos (Tisot y Welte, 2013). Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) han
sido mayormente estudiados debido a que algunos de ellos constituyen una amplia
variedad de productos de importancia biologica, quimica e industrial (Van Hamme, Singh
y Ward, 2003). Adicionalmente, los hidrocarburos se encuentran entre los contaminantes
de mayor impacto biologico debido a sus efectos cancerigenos y mutagénicos (Peltonen y
Kuljukka, 1995; Hurtig y San Sebastian, 2002; Cuadras, Ramirez, Rovira, Marcé y Borrull,
2012).

Para tratar los dafios provocados por contaminacion con hidrocarburos se han
desarrollado técnicas de limpieza que emplean organismos con metabolismos particulares
que pueden utilizar hidrocarburos como fuente de carbono (Hammel, 1995). Generalmente,
se emplean microorganismos bacterianos debido a sus ciclos rapidos de reproduccion, por
la facilidad que ofrecen para el estudio de sus vias metabolicas y su voracidad (Pieper y

Reineke, 2000; Reda, 2009).



Sin embargo, las bacterias no son los unicos microorganismos empleados para
procesos de biorremediacion ambiental. En los ltimos afios se han reportado hongos que
exceden las capacidades bacterianas para biodegradar hidrocarburos (Al-Nasrawi, 2012).
Los hongos se utilizan debido a sus particulares capacidades metabolicas, las cuales
median la transformacion de una amplia variedad de compuestos organicos en compuestos
de menor complejidad que posteriormente son incorporados a sus metabolismos (Cerniglia,
1997; Pointing, 2001); estos procesos se faciltan debido a las caracteristicas de su
complejo sistema enzimdtico y al vigoroso crecimiento de sus hifas (Hammel, 1995;
Cerniglia, 1997; Drevinskas et al., 2016). Debido a su alto grado de efectividad tanto
bacterias como hongos son empleados exitosamente en procesos de biorremediacion
ambiental de hidrocarburos (Cerniglia, 1997; Timmis y Pieper, 1999; Potin, Rafin y
Veignie, 2004). Por lo tanto, el estudio de la diversidad e identificacion de especies y cepas
fungicas de utilidad biotecnoldgica marcan prioridad en un sector avido de innovacion

constante como el de la biorremediacion ambiental.

Entre los hongos que mayor atencion han generado en la comunidad cientifica en
los ultimos afios, debido a su amplia diversidad y sus particulares capacidades, se
encuentran los hongos endoéfitos (Schulz, Boyle, Draeger, Rommert y Krohn, 2002). Estos
son microorganismos que colonizan los tejidos de las plantas, sin causar dafio o sintomas
aparentes de enfermedad sobre su hospedero (Arnold, 2007; Khan, Shahzad y Choudhary,
2010; Kusari, Hertweck y Spiteller, 2012). Se localizan tanto en los espacios intercelulares
de los tejidos vegetales como en el simplasto (Strobel y Daisy, 2003). Planta y hongo
coexisten, estableciendo entre ellos una interaccion mutualista, dependiente de la
virulencia del hongo y de las defensas de la planta. Ambos elementos se encuentran
influenciados por factores ambientales y por la etapa de desarrollo de cada organismo
(Schulz, Rommert, Dammann, Aust y Strack, 1999; Rodriguez, White, Arnold y Redman,
2009; Kusari et al., 2012).

Como consecuencia de la interaccion planta-endofito, se ha determinado diversos
efectos que mejoran la adaptacion ecoldgica de la planta, incrementando su tolerancia al
estrés, a cambios de temperatura y salinidad, desarrollo de resistencia frente a
enfermedades, herbivoria, insectos, nematodos, bacterias, y otros hongos patogenos y
contaminantes (Kaul, Gupta, Ahmed y Dhar, 2012). El desarrollo de resistencia a

contaminantes normalmente letales o altamente perjudiciales como el petréleo crudo se



produce cuando las plantas consiguen metabolizar los compuestos perjudiciales mediante
enzimas extracelulares secretadas por los hongos endofitos, este proceso se puede
desarrollar tanto en el interior de la planta como a nivel de sustrato por la secrecion de

enzimas a través de la raiz (Jordahl, Foster, Schnoor y Alvarez, 1997).

En la amazonia ecuatoriana existen zonas con suelos en los que, a pesar de estar
contaminados con petroleo crudo, crecen diversas especies vegetales que han logrado
colonizar, adaptarse y proliferar con éxito en este habitat inhdspito (Arellano, Tansey,
Balzter y Tellkamp, 2017). Por lo tanto, la exploracion e identificacion de la diversidad
fungica endofita que estas plantas albergan podrian dar lugar al hallazgo de hongos con
con productos metabdlicos capaces de biodegradar el petroleo y aprovecharlo como fuente
de carbono, facilitando la adaptaciéon y supervivencia de las plantas hospederas a
condiciones adversas. Hallazgos de este tipo podrian contribuir en la innovaciéon y

desarrollo de nuevas tecnologias en la biorremediacion ambiental.

Los objetivos de este estudio comprenden el aislamiento de hongos endéfitos de
plantas adaptadas a habitats contaminados con petrdleo crudo, la idenficacion de aquellos
que presentan capacidad para biodegradar hidrocarburos y cuantificar la cantidad de
hidrocarburo que estos endofitos son capaces de metabolizar mediante ensayos en
condiciones controladas de laboratorio. Todo esto permitird conocer si los organismos
fungicos endofitos pueden ser empleados en procesos de biorremediacion de

hidrocarburos.



3.1 OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad de los diferentes aislados fingicos, obtenidos de plantas de la
amazonia ecuatoriana, para la biodegradacion de hidrocarburos presentes en petrdleo crudo

mediante ensayos en condiciones controladas de laboratorio.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar hongos endofitos de tejidos vegetales de plantas que crecen en habitats
contaminados con petroleo crudo y analizar la capacidad de hongos endofitos para

biodegradar hidrocarburos mediante ensayos in vitro.

Determinar la capacidad especifica de remocion de los hidrocarburos presentes en el medio
de cultivo por parte de hongos endofitos, mediante el uso de espectroscopia infrarroja (IR)

y cromatografia de gases (CG).

Identificar hasta la maxima categoria taxondomica posible, mediante andlisis molecular de
ADN, a los hongos endofitos que presenten cualidades sobresalientes para la

biodegradacion de hidrocarburos.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 SITIO DE MUESTREO Y COLECCION DE MUESTRAS VEGETALES

El sitio en el cual se realiz6 la colecta se encuentra en la localidad “Las Minas” Km
10.1 via El Hollin - Loreto, Provincia del Napo, Ecuador (0°42'39.63"; S 77°44'33.13"0).
El 4rea se encuentra contaminada con petrdleo crudo proveniente de vertientes naturales.
Se colectaron muestras de plantas que se encontraron creciendo sobre sustrato
contaminado para su posterior identificacion taxonémica y ademas, se tomaron muestras
de hojas y tallos de cada planta para el aislamiento de hongos endéfitos en el Laboratorio

de Biotecnologia Vegetal de la PUCE.

4.2 AISLAMIENTO DE HONGOS ENDOFITOS DE TEJIDO VEGETAL

Para el aislamiento de los hongos endoéfitos las muestras de tallos se sometieron a
esterilizacion superficial y posteriormente, se removieron segmentos del tejido del tallo por
medio de cortes longitudinales que se incubaron en cajas Petri con los medios de cultivo
Agar Agua (AA) y Agar de Papa y Dextrosa (APD 1:10), a temperatura ambiente (Strobel,
Dirkse, Sears y Markworth, 2001). Las muestras de hojas se esterilizaron superficialmente
y se cortaron en pequefios fragmentos cuadrangulares (0.5 mm?) y se incubaron en cajas
Petri con el medio de cultivo Agar Extracto de Malta (AEM 1:10) a temperatura ambiente
(Rodriguez, White, Arnold y Redman, 2009). Cada crecimiento fungico aislado de los
tejidos de tallo y hojas fue transferido a una caja Petri con el medio de cultivo APD 1X
mediante el método de hifa terminal (Strobel, Dirkse, Sears y Markworth, 2001), cada
aislado fue subcultivado hasta la obtencion de cepas puras y permanecieron en cultivo
durante siete dias. Los endofitos aislados fueron agrupados en morfotipos, basados en
homologias de caracteres morfologicos (Arnold, Maynard y Gilbert, 2001).
Adicionalmente, se depositaron dos muestras de cada aislado en la Coleccion de Endofitos

Quito-Catdlica (CEQCA) para su criopreservacion a -80°C.



4.3 ENSAYOS CUALITATIVOS DE DEGRADACION DE PETROLEO POR
HONGOS ENDOFITOS

Para determinar si los aislados fungicos endofitos obtenidos tienen algun tipo de
bioactividad para la degradacion de hidrocarburos se realizaron ensayos colorimétricos en
matraces Erlenmeyer de 125 ml, con 50 ml del medio de cultivo Medio de Sales al Minimo
(MSM) enriquecido con petréleo crudo al 1% (Al-Nasrawi, 2012; Maddela, Scalvenzi,
Pérez, Montero y Gooty, 2015) como fuente de carbono, Tween®80 como surfactante y el
compuesto Diclorofenol Indofenol (DCFIF) como indicador de actividad metabdlica (Al-
Nasrawi, 2012). Al medio de cultivo se le afiadieron tres porciones (1 cm?) de hongo
endofito proveniente de un cultivo axénico de siete dias de crecimiento. Este ensayo se
incubo a temperatura ambiente y con agitacion continua a 180 rpm durante la totalidad del
ensayo (Al-Nasrawi, 2012). Se evalu6 el nivel de reduccion del medio de cultivo,
evidenciado por el cambio gradual en la coloracién durante 10 dias y los resultados fueron
tabulados, segun lo propuesto por Al-Nasrawi (2012). Adicionalmente, se realizd un
ensayo control negativo con un hongo no tolerante al medio de cultivo. Todos los ensayos

se efectuaron por triplicado.

4.4 ENSAYOS CUANTITATIVOS Y EVALUACION DE HIDROCARBUROS
TOTALES DE PETROLEO (HTP) MEDIANTE ESPECTROSCOPIA
INFRARROJA (IR) Y CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)

Los hongos endo6fitos que mostraron el mayor aclaramiento del medio de cultivo en
los ensayos cualitativos fueron seleccionados para este ensayo. Matraces Erlenmeyer de
125 ml con 50 ml del medio MSM enriquecido con petréleo crudo al 1% y Tween®80
(Maddela, Scalvenzi, Pérez, Montero y Gooty, 2015) se afiadi6 tres porciones (1 cm?) de
hongo endoéfito proveniente de un cultivo axénico de siete dias de crecimiento. El ensayo
se incubd a temperatura ambiente con agitacion continua a 180 rpm durante la totalidad
del ensayo. Se evaluo la cantidad de hidrocarburo persistente en el medio después de 30
dias (Maddela, Scalvenzi, Pérez, Montero y Gooty, 2015). Adicionalmente se realizé un
ensayo control sin endofito. Todos los ensayos se efectuaron por triplicado. Para
determinar la cantidad de hidrocarburos biodegradados (tasa de remocion de

hidrocarburos), los ensayos fueron sometidos a un analisis de Hidrocarburos Totales de



Petroleo (HTP) mediante espectroscopia infrarroja (IR) en el Centro de Servicios

Ambientales y Quimicos de la PUCE (CESAQ-PUCE).

Se seleccionaron a los cinco enddfitos de mejores resultados de este ensayo para
efectuar un nuevo andlisis para corroborar los resultados previamente obtenidos. Este
nuevo ensayo de biodegradacion de hidrocarburos se realizé con las misma condiciones ya
descritas (Maddela, Scalvenzi, Pérez, Montero y Gooty, 2015). Una vez concluido el
experimento, se retird el micelio de la fase liquida del medio de cultivo. Se realiz6 una
extraccion liquido-liquido asistida con ultrasonido por duplicado, para lo cual 6 ml de
diclorometano (DCM) fueron afiadidos a 5 ml del medio de cultivo, sonicado en un bafio
maria Branson®3800 por tres periodos de 5 min cada uno y se recuper6 la fase organica
posteriormente a la decantacion de la mezcla, con dos porciones adicionales de DCM
(Boonchan, Britz y Stanley, 2000). La fase recuperada fue secada con sulfato de sodio
anhidro, concentrada con un evaporador rotatorio y el volumen resultante se aforé a 2 ml
con DCM. Los extractos finales fueron analizados mediante cromatografia de gases (CQG)
(cromatografo de gases Agilent 7890A), con detector de ionizacion de flama (FID, siglas
en inglés), columna capilar Agilent DB-TPH (30 m x 320 pm x 0.25 pum). Las
temperaturas del inyector y del detector fueron de 250°C y 320°C, respectivamente. Los
parametros programados fueron 40°C por 1 min, una rampa desde los 40°C a 220°C con
incrementos de 8 °C/min. La temperatura final de 220°C se mantuvo durante 1 min. La

muestra blanco se prepar6 con 2 ml de DCM.

4.5 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE HONGOS ENDOFITOS

Se determind la identidad taxondémica mediante andlisis de secuencias de la region
del espaciador transcrito interno (ITS, siglas en inglés) del gen 5.8S del ADN ribosémico
(ADNIr) de los endéfitos identificados como degradadores en los ensayos cualitativos. Para
ello se realizaron extracciones de ADN con el reactivo Chelex® 100 siguiendo los
protocolos de Bucheli y colaboradores (2000) y Camacho y colaboradores (1997).
Posteriormente, se amplifico el ADN extraido mediante PCR empleando los promotores
universales ITS1 e ITS4 (White, Bruns, Lee y Taylor, 1990) bajo las condiciones descritas
por Bascom-Slack y colaboradores (2012); los amplicones resultantes fueron secuenciados

por Macrogen® (Seul, Corea del Sur).
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Para la identificacion filogenética de los hongos endofitos se analizaron las
secuencias consenso comparandolas con otras secuencias ITS de la base de datos del
GenBank® empleando la herramienta de busqueda y alineamiento local bésico de
secuencias nucleotidicas (BLASTn, siglas en inglés). Para la identificacion taxondmica se
seleccionaron las secuencias que mayor homologia mostraron en BLAST para ser
alineadas con las secuencias consenso empleando el programa bioinformatico Muscle
(Edgar, 2004). Finalmente, con 130 secuencias se construyé un arbol filogenético de
maxima verosimilitud con el programa bioinformatico RAXML (Stamatakis, 2006) con el
modelo GTR vy de sustituciéon de nucledtidos y 1000 réplicas bootstrap (Gladden et al.,
20006), Spizellomyces punctatus del phylum Chytridiomycota fue utilizado como grupo

externo.

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Inicialmente se transformaron los datos resultantes de la cuantificacion de HTP
(ppm) a logaritmo base 10 y se les aplico una prueba Shapiro-Wilk (p<0.05) para
determinar la normalidad de la distribucion de los datos. Posteriormente, se realizd un
analisis de varianza (ANOVA) con los resultados obtenidos en los ensayos cuantitativos
mediante IR. Con los resultados del ANOVA se realizd un analisis de comparaciones
multiples Tukey (p<0.05). Todos los andlisis fueron elaborados en el programa SPSS

(version 22).
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5. RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACION DE MUESTRAS VEGETALES

Se colectaron en total 23 plantas en la localidad de “Las Minas”. Las plantas
colectadas representan una muestra de las especies vegetales presentes en la zona
contaminada, todas desarrollandose sobre sustrato rocoso contaminado con petréleo crudo
o sobre fango (mezcla de petréleo crudo, tierra y agua) (figura 1). Las 23 plantas se
clasifican dentro de 12 familias de angiospermas, una gimnosperma y una briofita (tabla
1). Las muestras botanicas fueron identificadas taxondomicamente en el Herbario de la
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (HQCA). Entre las angiospermas, las familias
Melastomataceae, Boraginaceae y Poaceae son predominantes en la zona, llegando juntas a
abarcar un 70% de la vegetacion presente, mientras que el resto de vegetacion se encuentra
representada por las familias Rubiaceae, Gunneraceae y Urticaceae, entre otras (tabla 1).
Dos muestras botanicas no fueron identificadas debido al escaso material colectado; en

ambos casos las plantas eran individuos unicos y de tamafio reducido.

5.2 AISLAMIENTO DE HONGOS ENDOFITOS

De las muestras de tallo y hojas provenientes de los 23 especimenes vegetales
colectados se aislaron un total de 156 hongos endoéfitos, que, posteriormente fueron

agrupados en 133 morfotipos.

5.3 ENSAYOS CUALITATIVOS DE DEGRADACION DE PETROLEO POR
HONGOS ENDOFITOS

Los ensayos cualitativos realizados con 133 hongos demostraron que varios de los
endofitos aislados presentan capacidades degradadoras de petroleo crudo (40% de los
aislados) mientras que el resto de los individuos al ser puestos en contacto directo con el
contaminante no presentaban crecimiento (60% de los aislados). El parametro evaluado en
este ensayo fue el grado de aclaramiento del medio segiin observacion visual (figura 2). En
estos ensayos se destacaron 10 hongos, los cuales aclararon totalmente el medio antes de
los 10 dias establecidos para la finalizacion del ensayo. El resto presentaron cambios

parciales o nulos (tabla 2).
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5.4 ENSAYOS CUANTITATIVOS Y EVALUACION DE HIDROCARBUROS
TOTALES DE PETROLEO (HTP) MEDIANTE ESPECTROSCOPIA
INFRARROJA (IR) Y CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)

Los 10 individuos de mejor desempeiio en los ensayos cualitativos fueron
sometidos a un ensayo que permita cuantificar la cantidad de hidrocarburos totales de
petréleo (HTP) tanto al inicio del ensayo como al final del mismo. Entre los hongos con
mejor rendimiento se encuentran Clonostachys sp. 2, Aspergillus sp., Verticillium sp.,
Colletotrichum sp. 1, Phomopsis sp. 1 y Xylaria sp. 1, todos ellos con un porcentaje de
degradacion promedio superior al 90% de los hidrocarburos presentes al inicio del ensayo.
Sin embargo, también se determinaron individuos con capacidades degradadoras menores
como Clonostachys sp. 1, Colletotrichum sp. 2, Colletotrichum sp. 3 y Saccharicola sp. 1;
con niveles de degradacion que pueden descender a valores de hasta el 31% (tabla 3 y
figura 3). Los resultados de HTP obtenidos por cuantificacion IR fueron corroborados por
un nuevo andlisis de HTP cuantificados por CG, efectuado con cinco hongos que

exhibieron los mejores resultados por IR (tabla 3).

La evaluaciéon de HTP por cromatografia de gases permitio la identificacion de
compuestos alifaticos (octano, nonano, undecano, dodecano y tetradecano) y aromaticos
(1,2,3-trimetil benceno, trans-decahidro naftaleno, 1,2,4,5-tetrametil benceno y pentametil
benceno) en las muestras control. Mientras que el andlisis de los medios de cultivo donde
se incubaron los hongos endo6fitos mostraron que la mayor parte de los compuestos
detectados en los controles fueron degradados de forma total por parte de los hongos
Aspergillus sp. y Xylaria sp. 1. Los aislados Clonostachys sp. 2, Verticillium sp. y
Colletotrichum sp. 1 mostraron degradacion total de los compuestos identificados en los
controles con excepcion de n-nonano (C9) que presentd degradacion parcial con respecto

de los controles (14%, 15% y 19% respectivamente) (tabla 4 y anexo 1).

5.5 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE HONGOS ENDOFITOS

Se realizd el andlisis filogenético de los 53 hongos endofitos aislados que
presentaron algin grado de bioactividad degradadora de hidrocarburos en los ensayos

cualitativos. Para esto se generd un arbol filogenético de maxima verosimilitud (figura 4),
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el andlisis de este mostrd una diversidad total de tres phyla, subdivididos en cinco clases,
12 ordenes, 17 familias y 14 géneros (tabla 5). La mayoria de los hongos aislados
pertenecen al phylum Ascomycota (94,3%), que representa el linaje dominante. La clase de
mayor abundancia es Sordariomycetes, con una representacion del 81% de individuos. Los
ordenes Diaporthales y Xylariales aglutinan la mayor cantidad de hongos con 26% y 22%,
respectivamente (figura 5). Dentro del orden Diaporthales, la familia Diaporthaceae es
mayormente representada por el género Diaporthe, con un 4,5% de hongos. Dentro del
orden Xylariales, la familia Xylariaceae se destaca como Unica representante, cuyos
miembros pertenecen al género Xylaria. Colletotrichum, género perteneciente a la familia
Glomerellaceae, se destaca por ser el de mayor representacion con un 5,3% de los hongos
aislados. Dos aislados solo pudieron ser identificados hasta nivel de orden, uno a nivel de
clase y uno a nivel de familia. El hongo endoéfito Sordariomycetes sp. no mostrd
homologia cercana a ninglin espécimen identificado a mayor nivel taxondémico que clase;
igualmente los individuos Xylariales sp., Pleosporales sp. y Pyriculariaceae sp. muestra un

nivel de homologia del 90%, 94% y 91% de acuerdo al BLAST, respectivamente.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO

La prueba Shapiro-Wilk demostré una distribucion normal de los datos
transformados a logaritmo base 10, por lo que se procedid a realizar un analisis de varianza
(ANOVA) (anexo 2), demostrando la existencia de diferencias altamente significativas

(p<0.01) entre grupos (endofitos versus control).

El analisis de comparaciones multiples Tukey (anexo 3) evidenci6 diferencias entre
endofitos, constituyendo subgrupos homogéneos en base al grado de variabilidad de las
medias de cada tratamiento. Se establecieron tres subgrupos, el primer subgrupo integrado
por los cinco endofitos de mejor rendimiento fue seleccionado para un ensayo adicional

con CG.
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6. DISCUSION

6.1 COLECCION DE MUESTRAS VEGETALES

La adaptacion de plantas a habitats altamente contaminados se encuentra
restringida a un pufiado de especies tolerantes a tales condiciones (Lundberg et al., 2012).
Evidencia ha demostrado que los endofitos benefician la adaptacion de la planta a
condiciones de estrés, éstos estimulan el crecimiento, productividad, captacion de carbono

y tolerancia a contaminantes (Deng y Cao, 2017).

Deng y Cao (2017) demostraron que la diversidad y la abundancia de especies
vegetales son afectadas negativamente por el nivel de contaminacion del sustrato por
hidrocarburos. En la localidad “Las Minas”, con un alto nivel de contaminacion, presenta
vegetacion tipica de bosque humedo tropical amazénico desarrollandose in situ,
convirtiendo a esta zona en un punto de interés para el estudio de la diversidad y

capacidades de los hongos endéfitos de plantas adaptadas a este tipo de hébitats.

Una muestra de la diversidad vegetal de la zona fue colectada (23 individuos) (tabla
1), incluyendo muestras de tallos y hojas. Las familias Melastomataceae, Boraginaceae y
Poaceae se destacaron por su predominancia en la zona, representando hasta un
aproximado del 70% de las especies presentes. En menor grado se encontraron individuos
de las familias Rubiaceae, Gunneraceae y Urticaceae. Arellano y colaboradores (2017)
realizaron colecciones de plantas en bosque secundario contaminado con petroleo crudo,
bosque secundario no contaminado y bosque pristino en la amazonia ecuatoriana,
reportando varias familias en comun con este estudio (Melastomataceae, Boraginaceae,
Poaceae, Euphorbiaceae, Bignoniaceae y Rubiaceae), especies relativamente comunes en
el bosque humedo tropical ecuatoriano pero en el estudio de Arellano (2017) presentaron
una abundancia anormalmente superior en bosque secundario contaminado en contraste de
bosque secundario no contaminado y bosque pristino. Las familias con mayor

predominancia fueron Melastomataceae, Rubiaceae, Fabaceae y Euphorbiaceae.
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6.2 AISLAMIENTO DE HONGOS ENDOFITOS Y ENSAYOS CUALITATIVOS

Se aislaron un total de 156 hongos endofitos provenientes de tejidos de tallo y hojas
de las 23 plantas colectadas que se agruparon en 133 morfotipos (tabla 1). Los aislados
fueron sometidos a pruebas in vitro que evaluaron sus capacidades para biodegradar
hidrocarburos (Al-Nasrawi, 2012). Los ensayos cualitativos demostraron el potencial de
biodegradacion de hidrocarburos de un total de 53 hongos endofitos, como se indica en la
tabla 3. El ensayo se fundamenta en que durante las reacciones de oxidacion por parte de
microorganismos, los electrones son transferidos a un aceptor de electrones como el
oxigeno (O,), nitratos (NOs-) o sulfatos (SO4.;) (Hutchins et al., 1991; Beller et al., 1992).
Incorporando un reactivo aceptor de electrones en el medio de cultivo, como el DCFIF, es
posible evidenciar la capacidad de los organismos para utilizar como fuente de carbono al
sustrato de hidrocarburos a través del cambio de color del DCFIF de azul (oxidado) a
traslucido (reducido) (Hanson, Desai y Desai, 1993). Mediante esta técnica redox se
evidenci6 que 53 aislados fungicos poseen la habilidad para degradar petrdleo crudo. De
estos 53 endofitos un subgrupo constituido por 10 individuos presentaron resultados
sobresalientes en los ensayos cualitativos, aclarando completamente el medio de cultivo en

menor tiempo al de la duracion total del ensayo (<10 dias) (figura 2).

Con excepcion de las plantas de la familia Orchidaceae sp. y Poaceae sp., todas las
plantas colectadas poseen organismos fungicos con capacidad variable para degradar
hidrocarburos en este ensayo (tabla 3). Evidencia obtenida en los estudios de Peng y
colaboradores (2013) y de Baoune y colaboradores (2018) demuestran que la composicion
de endofitos de una planta puede verse afectada por factores como contaminantes,
estimulando la proliferacion de organismos tolerantes a estas condiciones.
Interesantemente, las plantas con mayor numero de endofitos aislados, Marattia sp.
(Marattiaceae) y FMOO06 (no identificada), con 12 y 10 individuos aislados
respectivamente, corresponden a las plantas con mayor nimero de hongos con capacidades
para biodegradar hidrocarburos (tabla 3), resultados que apoyan la hipdtesis de que los
endofitos podrian estar contribuyendo a una mejor adaptacion de las plantas al sustrato

contaminado (Kaul, Gupta, Ahmed y Dhar, 2012).
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6.3 CUANTIFICACION DE HIDROCARBUROS TOTALES DE PETROLEO
(HTP)

Una vez comprobada la bioactividad de los aislados fungicos se llevaron a cabo
nuevos ensayos con los diez endofitos de mejores resultados (tabla 3). Los ensayos se
enfocaron en la medicion de los hidrocarburos remanentes al final del ensayo expresados
en hidrocarburos totales de petroleo (HTP). La cuantificacion de HTP por IR tiene como
principio la medida de la energia absorbida para producir vibraciones de
estiramiento y flexion en las moléculas. Los diferentes grupos funcionales y tipos de
los enlaces absorben radiacion en diferentes frecuencias e intensidades, y la
intensidad de absorcion es directamente proporcional a la cantidad de enlaces, esto
se relaciona con la concentracion de hidrocarburos presentes en la muestra (Korda,
Santas, Tenente y Santas, 1997). Estos resultados al ser confrontados con una muestra

blanco permitieron establecer las tasas de remocion de hidrocarburos.

Estudios con la misma metodologia sobre biodegradacion de hidrocarburos
empleando hongos de vida libre, reportan tasas de remocion que van desde el 14.9% al
43.4% (Maddela, Scalvenzi, Pérez, Montero y Gooty, 2015). En este estudio obtuvimos
tasas de degradacion variables, desde el 31.5% (minimo), hasta el 99.6% (maximo) de

remocion de hidrocarburos, como muestra la tabla 5.

El ANOVA de los resultados de la tabla 5 muestra diferencias altamente
significativas entre los tratamientos con los endoéfitos y el control (p<<0.01). También el
analisis determin6é una alta variacidon (capacidad de degradacion) entre los endofitos
ensayados. Las réplicas de los ensayos no mostraron diferencias estadisticamente
significativas. Adicionalmente, el analisis de comparaciones multiples agrup6é a los
endofitos que presentan rendimientos estadisticamente homogéneos entre si, estableciendo
3 subgrupos, el primer subgrupo es el de mayor interés ya que aglutina a los cinco
endofitos de mejor rendimiento (Xylaria sp. 1, Clonostachys sp. 2, Colletotrichum sp. 1,

Verticillium sp. y Aspergillus sp.) (anexo 3).

Con el objetivo de obtener mayor informacion sobre los resultados obtenidos con

estos cinco endofitos mediante IR se efectudé un nuevo analisis, cuantificando los
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hidrocarburos presentes en el medio de cultivo mediante CG. En este método de
cuantificaciéon de HTP se utiliza una fase movil (gas inerte N,) y una fase estacionaria
(columna capilar) para separar la mezcla de hidrocarburos de las muestras en sus
componentes individuales al ser arrastrada por la fase movil a través de la fase
estacionaria. La separacion se lleva a cabo por una combinacion de factores que incluyen
el punto de ebullicién, polaridad y diferencias de afinidad entre los diferentes
hidrocarburos y la columna, por lo que la estimacion de las concentraciones es de mayor
exactitud y permite establecer si existen diferencias entre los métodos de cuantificacion
empleados. Ademas permite identificar varios de los compuestos que constituyen las
muestras analizadas, por lo que proporciona informacion de los compuestos metabolizados

y remanentes en el medio de cultivo.

Se identificaron hidrocarburos alifaticos y aromaticos en los controles,
contaminantes organicos de mayor abundancia y principales constituyentes del petrdleo
crudo (Zhang et al.,, 2011). Los endofitos Clonostachys sp. 2, Verticillium sp. y
Colletotrichum sp. 1 metabolizaron completamente todos los compuestos identificados
excepto n-nonano que presentd tasas de remocion parciales respecto al control. Mientras
que los endofitos Aspergillus sp. y Xyvlaria sp. 1 mostraron un metabolismo completo de
los compuestos identificados (tabla 4). Todos los endofitos evaluados mostraron
capacidades para degradar de manera simultanea los hidrocarburos alifaticos y aromaticos

detectados.

Las condiciones de realizacion de los ensayos influyen directamente en los
resultados. Las tasas de remocion pueden verse afectadas por diversos factores, entre estos
la temperatura de ensayo. En el presente estudio, los ensayos se realizaron a una
temperatura de 23°C. Sin embargo, se ha reportado que la temperatura Optima para la
realizacion de este tipo de ensayos oscila entre los 28°C y 31°C (Umanu y Dodo, 2013;
Adams, Fufeyin, Okoro y Ehinomen, 2015), evidencia que sugiere que los resultados

podrian mejorarse modificando la temperatura de experimentacion.

Otro factor que influye en los resultados fue la adicidon de un surfactante al medio
de cultivo. Existen estudios donde el medio de cultivo no fue suplementado con un
surfactante para emulsificar la mezcla entre petrdleo crudo y agua, volviendo el proceso de

biodegradacion ain mds complejo para los microorganismos evaluados, por lo que el
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rendimiento puede verse afectado (Hidayat y Tachibana, 2013). Ali y colaboradores (2009)
experimentaron con el hongo Metarhizium anisopliae, obteniendo la méxima actividad de
lipasas al afadir Tween®80 y SDS al medio de cultivo. En contraste, Chen y
colaboradores (2006) investigaron el efecto de surfactantes en la biodegradacion de HAPs
por hongos de la pudriciéon blanca (P. chrysosporium, Irpex lacteus y P. ostreatus),
encontrando que Triton X-100® y SDS inhibian la remocion de HAPs. En este caso,
Tween®80, el surfactante usado en este estudio no es toxico y ha demostrado ser un
estimulante de la produccion de la enzima manganeso peroxidasa (Ding, Cong, Zhou y
Gao, 2008); los resultados obtenidos indican que fue el reactivo adecuado para optimazar

la actividad enzimatica sin efectos toxicos.

La concentracion de crudo evaluada en este estudio fue del 1%, por lo que
posteriores estudios podrian evaluar el desempeio de estos hongos endofitos en
concentraciones superiores ya que las concentraciones Optimas para hongos oscilan entre
1% y el 5% (Wang, Nomura, Nakajima y Uchiyama, 2012). La concentracion de crudo
empleada es de vital importancia para la obtencion de resultados Optimos. Evidencia
aportada por Rhaman y colaboradores (2003) demuestra que el porcentaje de degradacion
de un cultivo de un consorcio bacteriano decrecié de un inicial 78% a 52% al incrementar

la concentracion de petrdleo crudo del 1% al 10%.

Los resultados expuestos en la tabla 5 demuestran el enorme potencial de los
hongos aislados para su eventual uso en el campo de la biorremediacion. Los seis hongos
(Xvlaria sp. 1, Clonostachys sp. 2, Colletotrichum sp. 1, Verticillium sp., Aspergillus sp. y
Mucoraceae sp.) que presentaron tasas de remocion superiores al 90% en las condiciones
ensayadas son resultados sumamente alentadores para un ensayo fungico y mas aun
tratandose de hongos endofitos. Diversos estudios han demostrado la capacidad de los
endofitos para degradar ciertos sustratos complejos como el poliuretano (Russell et al.,
2011). Sin embargo, por primera vez cepas fungicas endofitas son evaluadas para
biodegradacion de hidrocarburos, ensayos restringidos exclusivamente a endofitos

bacterianos en estudios anteriores (Bisht et al., 2014; Baoune et al., 2018).

Baoune y colaboradores (2018) aislaron bacterias endoéfitas de raices de plantas que
crecian en un ambiente contaminado con petréleo crudo y evaluaron las capacidades para

biodegradar crudo a una concentracion del 1%; obteniendo tasas de remocion de
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hidrocarburos similares a las obtenidas en este estudio. El aislado Streptomyces sp. HIh9
mostrd un 97.5% de remocion de hidrocarburo después de 7 dias de incubacion, mientras
que en el presente estudio el hongo endofito Verticillium sp. mostrd un 99.64% después de
30 dias de incubacion, lo cual, evidencia que las plantas albergan organismos endofitos
degradadores de contaminantes como mecanismo de adaptacion a habitats hostiles debido

a que la planta por si sola es incapaz de metabolizar estos compuestos.

6.4 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE HONGOS ENDOFITOS

Las posiciones taxonomicas de los hongos seleccionados fueron establecidas a
través de un andlisis filogenético (figura 4). El arbol filogenético muestra los cuatro phyla
del reino Fungi definidos, Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota y Spizellomyces
punctatus del phylum Chytridiomycota como grupo externo. El andlisis muestra que la
mayor parte de los ascomicetes aislados constituyen los 6rdenes Diaporthales, Xylariales y

Glomerellales (figura 5).

Dentro del orden Diaporthales se identificaron 14 hongos pertenecientes a tres
familias: Diaporthaceae, Valsaceae y Schizoparmaceae. Entre los 14 aislados del orden
Diaporthales se destaca el endofito Phomopsis sp. 1 (tabla 2) que mostré un porcentaje de
remocion de hidrocarburos del 90.7%. Se ha reportado biodegradacion de fenantreno y
acido 4-hidroxibenzoico por parte de hongos del género Phomopsis (Tian et al., 2007,
Chen, Peng, Dai y Ju, 2011); sin embargo, este es el primer reporte de biodegradacion de

petroleo crudo para hongos del género.

Dentro del orden Xylariales se identificaron 12 hongos, 11 pertenecientes a la
familia Xylariaceae y uno identificado solo hasta nivel de orden (tabla 2). Dentro de los 12
individuos del orden se destaca el endofito Xylaria sp. 1 que mostré un 98.8% de remocion
de hidrocarburos (tabla 3). Se ha reportado biodegradacion de pireno y benzopireno por
Xylaria regalis (Chang, Chen, Wei y Cheng, 2007) pero no existen reportes de

biodegradacion de petroleo crudo.

El orden Glomerellales agrupa a ocho hongos, todos pertenecientes a la familia
Glomerellaceae y al género Colletotrichum (tabla 2). Dentro de este orden, se destacan tres

individuos con capacidades de biodegradacion que van desde 70.4% hasta el 97.5% (tabla
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3). Colletotrichum gleosporoides es conocido por producir lipasas extracelulares (Balaji y
Ebenezer, 2008), enzimas que han sido ampliamente estudiadas por su capacidad para
degradar hidrocarburos (Bezalel, Hadar y Cerniglia, 1997; Balaji, Arulazhagan y Ebenezer,
2014). Sin embargo, al someter a Colletotrichum gleosporoides a un andlisis de
biodegradacion de hidrocarburos, su capacidad de producciéon de lipasas se inhibid,
posiblemente debido al impacto de las condiciones toxicas del ensayo (Balaji, Arulazhagan
y Ebenezer, 2014). Esta evidencia resalta la importancia de la adaptacion de los
microorganismos a un ambiente con caracteristicas similares a las del ensayo para que la
produccion enzimatica no se vea afectada (Rahman et al., 2003). Maccheroni y
colaboradores (2004) evaluaron la produccion de lipasas extracelulares para uso
biotecnoldgico por hongos endodfitos del género Colletotrichum sometiéndolos a diferentes
condiciones de pH, por lo que las enzimas involucradas en los procesos de biodegradacion

evidenciados en este estudio posiblemente correspondan a lipasas extracelulares.

El orden Hypocreales tiene tres representantes identificados en este estudio, de
¢éstos, el porcentaje de remocion de hidrocarburos por Clonostachys sp. fue 31.5% y
97.4% por Clonostachys sp. 2 (tabla 3). No existen reportes previos sobre biodegradacion
de hidrocarburos por parte de individuos del género Clonostachys. Estudios sobre las
capacidades metabolicas de individuos del género Clonostachys determinan la

biodegradacion de zearalenonas (Takahashi-Ando et al., 2004; Kakeya et al., 2002).

En este estudio se identificaron dos especies del orden Eurotiales (familia
Trichocomaceae) con capacidad para degradar hidrocarburos: Aspergillus sp. y Penicillium
(tabla 2). Aspergillus sp. mostré un porcentaje de remocion del 97.6% (tabla 3). Estudios
previos realizados con hongos de vida libre reportan las capacidades de Aspergillus
fumigatus 'y Penicillium chrysogenum para la produccion de lacasas (Balaji, Arulazhagan y
Ebenezer, 2014), familia de enzimas que intervienen activamente en la biodegradacion de
hidrocarburos al oxidarlos (Bezalel, Hadar y Cerniglia, 1997; Balaji, Arulazhagan y
Ebenezer, 2014). Adicionalmente existen reportes de biodegradacion de fenantreno, pireno
y benzopireno por parte de Aspergillus niger (Sack et al., 1997). Se reporta biodegradacion
de fluoranteno por Penicillium sp., pireno por Penicillium janczewskii 'y P. janthinellum y
petréleo crudo por Penicillium sp. (Giraud, Guiraud, Kadri, Blake y Steiman, 2001;
Cerniglia, 2010). Igualmente, Bourdel y colaboradores (2016) aislaron tres especies

endofitas de Penicillium de las plantas Eleocharis erythropoda 'y Populus balsamifera, que
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se encontraban creciendo en piscinas de desechos de hidrocarburos. Evidencia que
demuestra que las caracteristicas metabdlicas de ciertas especies y cepas de Penicillium

facilitan la adaptacion y colonizacion de este tipo de hébitats.

El orden Pleosporales es representado por cuatro hongos, tres de los cuales
pertenecen al género Saccharicola, familia Lophiostomataceae (tabla 2). El endoéfito
Saccharicola sp. 1 mostr6 un porcentaje de remocion del 78.9% (tabla 3). Este es el primer
reporte de biodegradacion de hidrocarburos por parte de un hongo del género Saccharicola
(97% 1ID). La produccién de enzimas proteasas extracelulares ha sido confirmada en
individuos de este género (Alberto et al., 2016) y estudios adicionales han identificado
proteasas fungicas, que por su actividad hidrolitica, podrian intervenir en la degradacion de

hidrocarburos (Bezalel, Hadar y Cerniglia, 1997; Balaji, Arulazhagan y Ebenezer, 2014).

El tnico representante del phylum Zygomycota, Mucoraceae sp. presentd buenos
resultados en los ensayos cualitativos (tabla 3). Estudios previos reportan la produccion de
enzimas peroxidasas por Mucor racemose, enzimas implicadas en la biodegradacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (Balaji, Arulazhagan y Ebenezer, 2014). También se
ha reportado la biodegradacion de benzopireno por parte de Mucor sp., pentaclorofenol por
Mucor racimosissimus, diesel por Mucor circinelloides y petrdleo crudo por Mucor
globosus (Sorkhoh, Ghannoum, Ibrahim, Stretton y Radwan, 1990; Dan, Li, Frank y
Xiong, 2006; Szewczyk y Dtugonski, 2009; Marchut-Mikolajczyk, Kwapisz, Wieczorek y
Antczak, 2015).

El orden Amphisphaeriales es representado por tres individuos del género
Pestalotiopsis (Pestalotiopsidaceae). Estos hongos mostraron capacidades para biodegradar
hidrocarburos en el ensayo cualitativo (tabla 3). Estudios previos han demostrado la
produccion de lacasas extracelulares y capacidad para biodegradar hidrocarburos tanto
ligeros como asfaltenos, entre otros compuestos complejos como poliéster-poliuretano (P.
microspora) (Russell et al., 2011; Xiaoyu, Huiying, Dongsheng y Shanjing, 2013; Yanto y
Tachibana, 2013; Yanto y Tachibana, 2014). Esta especie de hongo endoéfito ha
demostrado diferentes capacidades metabolicas, como la produccion de paclitaxel (P.
microspora y P. malicola) (Bi et al., 2011), un potente anticancerigeno y capacidad para

degradar plastico poliuretano in vitro. Sin embargo, se debe hacer incapié en que las
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capacidades de los hongos varian con las cepas, ya que no todos los hongos de P.

microspora pueden biodegradar poliuretano ni producir paclitaxel.

Los hongos Helmisthosphaeriaceae sp. (Trichosphaeriales), Mycosphaerellaceae sp.
(Capnodiales), Coprinellus sp. (Agaricales) y Polyporus sp. (Polyporales) mostraron
buenos resultados en los ensayos cualitativos (tabla 3). Estos resultados representan el
primer reporte de este tipo de bioactividad para especies de hongos endoéfitos

pertenecientes a los géneros Coprinellus y Polyporus, y a la familia Helminthospaeriaceae.

La biodegradacion de hidrocarburos de petroleo es un proceso complejo,
dependiente de la naturaleza y composicion de petroleo crudo, las condiciones ambientales
y la comunidad microbiana del suelo. La presencia de microorganismos biodegradadores
de hidrocarburos es una respuesta adaptativa a la presencia de hidrocarburos (Leahy y
Colwell, 1990; Baoune et al., 2018). Los mecanismos de adaptacion incluyen
enriquecimiento selectivo y cambios genéticos que favorecen la biodegradacion de
hidrocarburos de mayor complejidad. Las plantas que se ven obligadas a desarrollarse en
este tipo de ambientes estimulan el crecimiento de estos microorganismos biodegradadores
de hidrocarburos para desintoxicar a la planta de sustancias nocivas que normalmente no
puede procesar por si misma (Jordahl, Foster, Schnoor y Alvarez, 1997). En este estudio,
cincuenta y tres de estos microorganismos endofitos biodegradadores de hidrocarburos
fueron aislados de plantas que se encontraban creciendo en suelos contaminados con
petréleo crudo en la amazonia ecuatoriana. Se identificaron seis hongos endofitos que,
después de 30 dias de incubacidn, presentaron tasas de remociéon de hidrocarburos totales
de petréleo (HTP) superiores al 90%. La mejor tasa de remocion de HTP fue del 98.78
(IR) y 99.8% (CG) por parte del endofito Xylaria sp. 1. Los resultados de este estudio
sugieren que hongos endofitos con capacidad para degradar HTPs podrian potencialmente
emplearse en procesos de biorremediacion. Los procesos para el reclutamiento de
microorganismos degradadores petroleo crudo son pobremente conocidos en la actualidad,
por lo que un mayor conocimiento, tanto de los procesos de reclutamiento como del
conocimiento del rol que las diferentes especies juegan dentro del microecosistema en el
interior de la planta, podria ayudar endrmemente en el desarrollo y potenciamiento de las

actuales estrategias de fitorremediacion empleando hongos endoéfitos.
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7. CONCLUSIONES

La metodologia empleada en este estudio, tanto para los ensayos cualitativos como
cuantitativos, permitié evaluar de manera Optima las capacidades metabdlicas y la
cuantificaciéon de los hidrocarburos metabolizados por los hongos endoéfitos aislados,

facilitando la identificacion de microorganismos de interés biotecnoldgico.

De los 133 hongos endoéfitos evaluados en los ensayos cualitativos, el 40% de los
endofitos presentaron algun grado de bioactividad. La gran cantidad de individuos
degradadores encontrados respaldan la teoria de que las plantas estimulan el crecimiento

de microorganismos con capacidades para biodegradar hidrocarburos.

Se aislaron especies con capacidades metabolicas novedosas, varias de ellas son
primeros reportes de biodegradacion de hidrocarburos (Helmisthosphaeriaceae sp.,
Mycosphaerellaceae sp., Coprinellus sp. y Polyporus sp.). Adicionalmente, varios de los
aislados con capacidades para la biodegradacion de hidrocarburos corresponden a posibles
especies nuevas aun no descritas (Sordariomycetes sp., Xylariales sp., Pleosporales sp. y

Pyriculariaceae sp.).

Los andlisis filogenéticos demuestran que el grupo taxondmico con mayor
abundancia de individuos degradadores de hidrocarburos corresponde al phylum
Ascomycota, donde se reine a la mayor parte de los aislados (94%). Dentro de los
ascomicetes, los ordenes con mayor cantidad de aislados degradadores corresponden a

Diaporthales, Xylariales y Glomerellales, respectivamente.

Cinco hongos endofitos (Xylaria sp. 1, Clonostachys sp. 2, Colletotrichum sp. 1,
Verticillium sp., Aspergillus sp. y Mucoraceae sp.) mostraron resultados prometedores en
los ensayos cuantitativos de biodegradacion de hidrocarburos, sugiriendo que los endofitos

asilados podrian ser utilizados en procesos de biorremediaciéon ambiental.
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9. FIGURAS

Figura 1. Sitio de coleccion de muestras vegetales. A. Vista de la localidad “Las Minas”

desde el nivel de la carretera. B. Suelo contaminado con petroleo crudo. C. Pequeio

riachuelo donde se observa el nivel de contaminacion del agua de la zona.
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Figura 2. Ensayo cualitativo de biodegradacion de hidrocarburos. A. Control negativo:
donde se observa la apariencia inicial del medio de cultivo producto del petrdleo crudo B.
Resultado positivo: apariencia del medio de cultivo al producirse la biodegradacion de
hidrocarburos por un hongo endéfito, en este caso se observa la degradacion resultante con
Xylaria sp. 8, observandose una aclaracion total del medio de cultivo después de 10 dias de

ensayo.
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Figura 3. Tasas de remocion de hidrocarburos. Resultados obtenidos tras 30 dias de

incubacion en el medio de cultivo MSM suplementado con petroleo crudo al 1%. Se puede

observar los resultados cuantificados por espectroscopia infrarroja en azul (IR) y por

cromatografia de gases en rojo (CG) con los 10 y 5 mejores biodegradadores de

hidrocarburos respectivamente.
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Figura 5. Ordenes taxonomicos de hongos endofitos biodegradadores de
hidrocarburos. Porcentajes de hongos clasificados en cada orden (N=53). El 4% de los
endofitos identificados no pudieron asignarseles la categoria taxonémica de orden. Los

ordenes con mayor nimero de aislados Diaporthales (26%) y Xylariales (22%).



10. TABLAS

37

Tabla 1. Identificacion taxonoémica de las plantas colectadas en el campo y numero de

endofitos aislados por planta.

ID de Familia Género Especie  Total de
Planta endofitos
aislados
FM001 MELASTOMATACEAE 7
FMO002 GLEICHENIACEAE Gleichenia sp 5
FM003 MARATTIACEAE Marattia sp 12
FMO004 POLYPODIACEAE Polipodium sp 9
FMO005 ORCHIDACEAE 2
FM006 No Identificada 10
FMO007 LYCOPODIACEAE Lycopodium sp 5
FMO008 BORAGINACEAE 9
FM009 MELASTOMATACEAE  Conostegia sp 5
FM010 CYPERACEAE Carex sp 2
FMO011 POACEAE 6
FMO012 POACEAE 2
FMO013 BRYOPHYTA 4
FMO014 BORAGINACEAE 4
FM015 MELASTOMATACEAE Miconia crassa 4
FMO016 GUNNERACEAE 8
FMO017 No Identificada 3
FMO018 EUPHORBIACEAE Croton sp 9
FM019 URTICACEAE Cecropia maxima 4




Tabla 1. Continuacion.

ID de Familia Género Especie Total de
Planta endofitos
aislados
FM020 POACEAE 6
FMO021 BIGNONIACEAE Jacaranda sp 5
FM022 RUBIACEAE 8

FMO023 POACEAE 4
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Tabla 2. Resultados de bioactividad positiva de hongos endofitos para ensayos cualitativos

de biodegradacion de hidrocarburos. Nivel de aclaramiento leve (+), medio (++), total

(+++).
No. Codigo Resultado Nivel de Tiempo
CEQCA aclaramiento
del medio

1 CEQCA-N4992  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
2  CEQCA-N5028  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
3  CEQCA-N5097  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
4 CEQCA-N5096 Positivo +++ 7 dias

5 CEQCA-N5011 Positivo -+ 5 dias

6 CEQCA-N5012 Positivo -+ 8 dias

7  CEQCA-N5071 Positivo -+ 5 dias

8 CEQCA-N5005  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
9 CEQCA-N5090  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
10 CEQCA-N5091  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
11  CEQCA-NS5006 Positivo +++ 4 dias

12 CEQCA-N5007 Positivo +++ 7 dias

13 CEQCA-N5058  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
14 CEQCA-N5107 Positivo +++ 4 dias

15 CEQCA-N5122  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
16 CEQCA-N5034  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
17 CEQCA-N5035  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
18 CEQCA-N5036  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
19 CEQCA-N5037  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
20 CEQCA-N5103  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
21 CEQCA-N5074  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
22 CEQCA-N5033  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
23  CEQCA-N5102 Positivo -+ 6 dias
24 CEQCA-N5087  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
25 CEQCA-N5088  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
26 CEQCA-N5050  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
27 CEQCA-N5051  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
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No. Cddigo CEQCA Resultado Nivel de Tiempo
aclaramiento
del medio

28 CEQCA-N5060 Positivo +++ 8 dias

29 CEQCA-N5057  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
30 CEQCA-N5101  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
31 CEQCA-N5043 Positivo +++ 5 dias

32 CEQCA-N5044  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
33 CEQCA-N5045  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
34 CEQCA-N5081  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
35 CEQCA-N5076  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
36 CEQCA-N5077  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
37 CEQCA-N5063  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
38 CEQCA-N5105  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
39 CEQCA-N5120  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
40 CEQCA-N5117  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
41 CEQCA-N5098 Positivo +++ 8 dias

42 CEQCA-N5042  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
43 CEQCA-N5049  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
44 CEQCA-N5093  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
45 CEQCA-N5094  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
46 CEQCA-N5040  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
47 CEQCA-N5082  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
48 CEQCA-N5027  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
49 CEQCA-N5031  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
50 CEQCA-N4995  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
51 CEQCA-N5021  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
52 CEQCA-N5115  Positivo parcial ++ 10 dias (fin del ensayo)
53 CEQCA-N5118  Positivo parcial + 10 dias (fin del ensayo)
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Tabla 3. Tasas de remocion de hidrocarburos cuantificados por espectroscopia infrarroja

(IR) y cromatografia de gases (CG).

IR CG
Endofito Tasa de Desviacion Tasa de Desviacion
remocion % estandar remocion % estandar
Verticillium sp. 99.64 0.21 92.41 4.55
Xylaria sp. 1 98.78 0.98 99.82 0.02
Aspergillus sp. 97.65 0.61 99.82 0.03
Colletotrichum sp. 1 97.46 0.02 99.75 0.01
Clonostachys sp. 2 97.41 0.94 99.69 0.01
Phomopsis sp. 1 90.67 1.76 - -
Colletotrichum sp. 3 86.53 0.12 - -
Saccharicola sp. 1 78.94 0.26 - -
Colletotrichum sp. 2 70.37 2.31 - -

Clonostachys sp. 1 31.46 0.01 - -
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Tabla 4. Cuantificacion de hidrocarburos de petréleo persistentes en el medio de cultivo

por cromatografia de gases (CG) después de 30 dias de incubacion con hongos endofitos.

Control 1 Verticill-  Clonostac- Xylaria Colletotri-  Aspergillus
ium sp. hys sp. 2 sp.1 chum sp. 1 sp.
Compuesto  Tiempo
de Area Area Area Area Area Area
retencion
n-octano 5.675 93622 - - - - -
n-nonano 8.241 13390 11391 11560 - 10450 -
1,2,3-
trimetil 10.242 34895 - - - - -
benceno
Trans-
decahidro 10.465 16317 - - - - -
naftaleno
1,2,4,5-
Tetrametil 11.003 28923 - - - - -
benceno

n-undecano 11517 45834 - - - - -
n-dodecano 13482 124133 - - - - -
Pentametil

benceno

n_
tetradecano

15315 204225 - - - - -

16.868 241542 - - - - -
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Tabla 5. Identificacion taxondmica de los 53 aislados fungicos endoéfitos biodegradadores

de hidrocarburos.

Codigo ID QC Género y especie
CEQCA %) (%) (BLAST) ID establecida Familia
1 CEQCA-N4992 97 99  Diaporthe passiflorae Diaporthe sp. 5 Diaporthaceae
2 CEQCA-N4995 99 100 Trichoderma viride Trichoderma sp. Hypocreaceae
3 CEQCA-N5005 99 100 Cytospora sp. Valsaceae sp. 1 Valsaceae
4 CEQCA-N5006 99 100 Verticillium sp. Verticillium sp. Plectosphaerellace-
ae
5 CEQCA-N5007 100 100  Clonostachys rosea Clonostachys sp. 1 Bionectriaceae
6 CEQCA-N5011 100 100 Clonostachys sp. Clonostachys sp. 2 Bionectriaceae
7 CEQCA-N5012 99 100  Xylaria adscendens Xylaria sp.1 Xylariaceae
8 CEQCA-N5021 100 98 Coprinellus Coprinellus sp. Psathyrellaceae
disseminatus
9 CEQCA-N5027 99 100 Xylaria discolor Xylaria sp.6 Xylariaceae
10 CEQCA-N5028 98 100 Coniella sp. Coniella sp. Schizoparmaceae
11 CEQCA-N5031 90 84 Xylariales sp. Xylariales sp. -
12 CEQCA-N5033 100 100 Cytospora sp. Valsaceae sp. 2 Valsaceae
13 CEQCA-N5034 99 100  Phomopsis asparagi Phomopsis sp. 4 Diaporthaceae
14 CEQCA-N5035 98 100  Diaporthe nothofagi Diaporthe sp. 4 Diaporthaceae
15 CEQCA-N5036 100 100 Colletotrichum Colletotrichum Glomerellaceae
taiwanense sp. 7
16 CEQCA-N5037 99 99 Xylaria sp. Xylaria sp.9 Xylariaceae
17 CEQCA-N5040 99 100 Diaporthe Diaporthe sp. 2 Diaporthaceae
australafricana
18 CEQCA-N5042 99 100 Phomopsis sp. Phomopsis sp. 2 Diaporthaceae
19 CEQCA-N5043 100 100 Colletotrichum Colletotrichum Glomerellaceae
kahawae sp. 3
20 CEQCA-N5044 100 100 Colletotrichum sp. Colletotrichum Glomerellaceae
sp. 6
21 CEQCA-N5045 99 100 Xylaria sp. Xylaria sp.10 Xylariaceae
22  CEQCA-N5049 94 100 Pleosporales sp. Pleosporales sp. -
23 CEQCA-N5050 97 100 Saccharicola sp. Saccharicola sp.2  Lophiostomataceae
24 CEQCA-N5051 100 99 Neopestalotiopsis Pestalotiopsis sp. 2 Pestalotiopsidaceae
protearum
25 CEQCA-N5057 99 100 Nemania sp. Xylaria sp. 3 Xylariaceae
26 CEQCA-N5058 99 99 Xylaria plebeja Xylaria sp. 8 Xylariaceae
27 CEQCA-N5060 97 100 Saccharicola sp. Saccharicola sp. 1 ~ Lophiostomataceae
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Codigo ID QC Género y especie
CEQCA %) (%) (BLAST) ID establecida Familia
28 CEQCA-N5063 100 100 Colletotrichum Colletotrichum Glomerellaceae
kahawae sp. 4
29 CEQCA-N5071 99 100 Colletotrichum sp. Colletotrichum sp.1 Glomerellaceae
30 CEQCA-N5074 97 100  Saccharicola bicolor  Saccharicola sp.3  Lophiostomataceae
31 CEQCA-N5076 100 100 Diaporthe citri Diaporthe sp. 3 Diaporthaceae
32 CEQCA-N5077 99 100  Diaporthe stewartii Diaporthe sp. 1 Diaporthaceae
33 CEQCA-N5081 100 100 Diaporthe sp. Diaporthe sp. 6 Diaporthaceae
34 CEQCA-N5082 100 99 Xylaria enteroleuca Xylaria sp.7 Xylariaceae
35 CEQCA-N5087 91 99 Pyriculariaceae sp. Pyriculariaceae sp. Pyriculariaceae
36 CEQCA-N5088 99 100 Cercospora sp. Mycosphaerellacae ~ Mycosphaerellace-
sp. ae
37 CEQCA-N5090 99 100 Xylaria berteri Xylaria sp.5 Xylariaceae
38  CEQCA-N5091 95 100 Pestalotiopsis sp. Pestalotiopsis sp. 3 Pestalotiopsidaceae
39  CEQCA-N5093 99 99 Phomopsis sp. Phomopsis sp. 3 Diaporthaceae
40 CEQCA-N5094 100 100 Colletotrichum Colletotrichum Glomerellaceae
Karstii sp. 5
41 CEQCA-N5096 99 100 Umbelopsis Mucoraceae sp. Mucoraceae
ramanniana
42  CEQCA-N5097 99 100 Nemania sp. Xylaria sp.2 Xylariaceae
43 CEQCA-N5098 100 100 Phomopsis sp. Phomopsis sp. 1 Diaporthaceae
44 CEQCA-N5101 100 100 Nemania sp. Xylaria sp.4 Xylariaceae
45 CEQCA-N5102 99 99 Colletotrichum Colletotrichum Glomerellaceae
lindemuthianum sp. 2
46 CEQCA-N5103 100 99 Neopestalotiopsis Pestalotiopsis sp. 1~ Pestalotiopsidaceae
clavispora
47 CEQCA-N5105 89 100 Xylaria sp. Xylaria sp.11 Xylariaceae
48 CEQCA-N5107 100 100 Aspergillus Aspergillus sp. Trichocomaceae
esclerotiorum
49 CEQCA-N5115 99 99 Cytospora sp. Valsaceae sp. 3 Valsaceae
50 CEQCA-N5117 92 100 Spadicoides sp. Helmisthosphaeria- ~ Helminthosphaeri-
ceae sp. aceae
51 CEQCA-N5118 99 98  Polyporus tricholoma Polyporus sp. Polyporaceae
52  CEQCA-N5120 100 100 Penicillium Penicillium sp. Trichocomaceae
chrysogenum
53 CEQCA-N5122 99 100  Sordariomycetes sp.  Sordariomycetes sp. -
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11. ANEXOS
Anexo 1. Cromatogramas resultado de la cuantificacion de HTP por cromatografia de
gases (CGQG) de los ensayos cuantitativos. A. Resultados de la muestra control (verde), junto
con la muestra blanco de DCM (azul), en rojo se observan los picos con los compuestos

identificados. B. Resultados obtenidos con el hongo endéfito Clonostachys sp. 2.
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Anexo 2. Resultados ANOVA de un factor con los resultados de la cuantificaciéon de HTP

por espectroscopia infrarroja.

Datos Sumade  Grados Cuadrados F Sig.
cuadrados de medios
libertad
Entre grupos 21,834 10 2,183 14,638 0,000
Dentro de grupos 3,282 22 0,149
Total 25,115 32
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Anexo 3. Andlisis de comparaciones multiples de Tukey con los resultados de la

cuantificaciéon de HTP por espectroscopia infrarroja.

Endofito Subconjunto
1 2 3
Clonostachys sp. 1 1,2933
Colletotrichum sp. 2 1,3967
Saccharicola sp. 1 2,1933 2,1933
Colletotrichum sp. 3 2,2200 2,2200
Phomopsis sp. 1 2,2433 2,2433

Clonostachys sp. 2 2,8033 2,8033
Colletotrichum sp. 1 2,9667 2,9667
Aspergillus sp. 3,1633 3,1633
Xylaria sp. 1 3,3100 3,3100
Verticillium sp. 3,6800
Control 3,8433

Sig. 0,152 0,054 0,088




48

DECLARACION Y AUTORIZACION

Yo, Fernando Javier Marin Minda, con CC.# 1719709840, autor del trabajo de graduacion
intitulado “Biodegradacion de Hidrocarburos Totales de Petroleo por Hongos Endéfitos de
la Amazonia Ecuatoriana” previa la obtencion del grado académico de licenciada en

Ciencias Biologicas, en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

1.- Declaro tener pleno conocimiento de la obligacion que tiene la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador, de conformidad con el articulo 144 de la Ley Organica de Educacion
Superior, de entregar a la SENESCYT en formato digital una copia del referido trabajo de
graduacidn para que sea integrado al Sistema Nacional de Informacion de la Educacion

Superior del Ecuador para su difusion publica respetando los derechos de autor.
2.- Autorizo a la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador a difundir a través del sitio

web de la Biblioteca de la PUCE el referido trabajo de graduacion, respetando las politicas

de propiedad intelectual de la Universidad.

Quito, 28 de noviembre del 2018

Fernando Javier Marin Minda

CC# 1719709840



