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Resumen de la tesis que presenta Lucia Romero Hernandez como requisito parcial para la obtencién del
grado de Doctora en Ciencias de la vida con orientacién en Microbiologia.

Aislamiento de actinobacterias y hongos de sedimentos profundos del golfo de México y evaluacion de
su capacidad para biotransformar petréleo crudo pesado y extra-pesado

Resumen aprobado por:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Codirectora de tesis Codirector de tesis

El petrdleo sigue siendo la principal fuente de energia mundial para muchas actividades humanas.
Dado que las reservas de petréleo convencional se estdan agotando rdpidamente y las fuentes de energia
verde son insuficientes aun para satisfacer las demandas energéticas de la humanidad, las grandes
reservas de crudo pesado y extra-pesado se estan considerando como una alternativa para obtener
energia. Sin embargo, su explotacién conlleva el riesgo de derrames accidentales, y siendo sus
componentes recalcitrantes a la degradacién, pueden persistir en el medio ambiente durante décadas y
provocar graves danos ecoldgicos. La biorremediacién es uno de los mejores procesos biotecnolégicos
para tratar de subsanar los dafios al medio ambiente, ya sea por bioaumentacion o bioestimulacién, en
donde se pueden emplear microorganismos nativos de la zona contaminada para degradar el petréleo
derramado. En este estudio, se aislaron hongos y actinobacterias de sedimentos marinos de diferentes
estaciones de las zonas de Perdido y Coatzacoalcos del golfo de México, con el fin de encontrar cepas
capaces de degradar petrdleo crudo ligero, pesado o extra-pesado. Las cepas de interés se identificaron
por morfologia macroscépica, por microscopia de contraste por interferencia diferencial (DIC) y por
marcadores moleculares. Se aislaron nueve cepas de actinobacterias: Nocardiopsis sp.,
Promicromonospora umidemergen, Micromonospora aurantiaca, Streptomyces variabilis, S.
marokkonensis, y S. anulatus. También se aislaron cinco cepas de hongos: Alternaria sp., Penicillium sp. 1,
Penicillium sp. 2, Stemphylium sp., y Cladosporium halotolerans. Todos los microorganismos aislados se
cultivaron en medio minimo Czapek modificado suplementado con petréleo crudo ligero, pesado y extra-
pesado como fuente Unica de carbono. De las cepas de actinobacterias solamente S. marokkonensis y S.
variabilis mostraron crecimiento, aunque muy limitado, con petrdleo ligero, por lo que se continuaron los
ensayos Unicamente con los hongos. Las cepas fungicas Alternaria sp., Penicillium sp. 1, Penicillium sp. 2,
y Stemphylium sp. fueron capaces de degradar petréleo crudo pesado, y solamente Alternaria sp. pudo
crecer en petréleo crudo extra-pesado. El crecimiento de Alternaria sp. con petréleo extra-pesado se
confirmé por microscopia DIC, microscopia electrénica de barrido (SEM) para verificar y usando como
indicador la concentracidon de proteina intracelular. Ademas, se llevd a cabo el fraccionamiento del
petréleo por el método SARA modificado de los productos de degradacion proveniente de los cultivos de
Alternaria sp. y de los controles abidticos. Las diferentes fracciones se analizaron por cromatografia de
gases y se encontrd que Alternaria sp. degradd el 25.6% del petréleo total y el 91.3% de la fraccion
aromatica. Estos hallazgos identifican a Alternaria sp. como candidato adecuado para la biorremediacion
de petrdleo crudo extra-pesado.

Palabras clave: Actinobacterias, petréleo crudo pesado, micodegradacién, hongos marinos de aguas
profundas, biorremediacién, aislamiento de hongos.
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their ability to biotransform heavy and extra-heavy crude oil
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Petroleum remains as the main source of global energy for many human activities. Since conventional oil
reserves are quickly depleting and the clean energy sources are still insufficient to supply humanity's
energy demands, the large reserves of heavy and extra-heavy crude oil are being considered as an
alternative to obtaining fossil energy. However, their extraction represents a risk of accidental spills, and
their recalcitrant components may be resistant to degradation, and persist in the environment for
decades, causing serious ecological damage. Bioremediation is one of the most viable options to reduce
the environmental damage by either bioaugmentation or biostimulation where native microorganisms of
the contaminated area can be used to degrade the spilled oil. In this study, fungi and actinobacteria were
isolated from marine sediment from different stations in Perdido and Coatzacoalcos areas from the Gulf
of Mexico, to assess the ability of the strains to degrade light, heavy or extra-heavy crude oil. The strains
were identified by macroscopic morphology, microscopically by Differential interference contrast (DIC)
microscopy, and by molecular markers. Nine strains of actinobacteria were isolated and identified:
Nocardiopsis sp., Promicromonospora umidemergens, Micromonospora aurantiaca, Streptomyces
variabilis, S. marokkonensis, and S. anulatus. Five strains of fungi were also isolated and identified:
Alternaria sp., Penicillium sp., Penicillium sp. 2, Stemphylium sp., and Cladosporium halotolerans. All
microorganisms were cultured in modified Czapek minimal medium supplemented with light, heavy and
extra-heavy crude oil as the sole carbon source. From the Actinobacteria strains, only Streptomyces
marokkonensis and S. variabilis showed limited growth with light crude oil; therefore, subsequent assays
were performed only with fungi. It was found by DIC microscopy and SEM microscopy, that Alternaria sp.,
was able to grow with extra-heavy crude oil, and the intracellular protein was also measured. The extra-
heavy crude oil degraded by Alternaria sp. was fractionated by the modified SARA method, including
abiotic controls. The fractions were analyzed by gas chromatography, and it was found that Alternaria sp.
degraded 25.6% of the total oil and, interestingly, the 91.3% of the aromatic fraction. These findings
identify Alternaria sp. as a suitable candidate for bioremediation of extra-heavy crude oil.

Keywords: Actinobacteria, heavy crude oil, mycodegradation, deep-sea fungi, bioremediation, fungal
isolation.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 El petrdleo como fuente de energia

Los hidrocarburos (HC) del petrdleo son una importante fuente de energia y la materia prima de
diversos productos industriales. La creciente demanda de productos derivados del petréleo en la vida
cotidiana puede causar su escasez y aumentar costos, ya que todavia no se encuentran alternativas que
los puedan suplir (Konur, 2021; Varjani y Upasani, 2016). Los HC del petréleo contienen proporciones
variables de carbono e hidrégeno y en menor cantidad nitrogeno, azufre y oxigeno (Chandra et al., 2013;
Varjani y Srivastava, 2015a). La composicidn del petréleo crudo puede variar segun la ubicacién y la edad

de un campo petrolero, asi como la profundidad del pozo petrolero (Varjani et al., 2014).

Aunque no existe una definicion estricta para el petréleo crudo, de acuerdo al American
Petroleum Institute, el petréleo se puede clasificar como ligero, medio, pesado o extra-pesado
comparando la gravedad especifica del crudo con la gravedad especifica del agua (Magoon, 1988). La
naturaleza compleja del petréleo crudo no convencional hace que el estudio de su composicién molecular
sea dificil y costoso. Como en el caso de los crudos convencionales, el fraccionamiento ha sido
ampliamente utilizado para caracterizarlos. Esta metodologia separa el petréleo crudo en cuatro
fracciones principales (saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos, SARA) segun su polaridad y solubilidad

(Gudifia y Teixeira, 2017).

Los compuestos aromaticos son moléculas anilladas de HC y se dividen principalmente en HC
aromaticos monociclicos (MAH), (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos o BTEX) (Costa et al., 2012;
Farhadian et al., 2008), y HC aromaticos policiclicos (HAP) (Chandra et al., 2013). Los HAP contienen mas
de un anillo de benceno. Algunos estdn formados por dos o tres anillos ciclicos que forman cadenas
hexagonales con dobles enlaces como el naftaleno (dos anillos), o el fenantreno y el antraceno (tres
anillos) conocidos como HAP ligeros o de peso molecular bajo (Wilkes et al., 2016). Los HAP compuestos
por cuatro anillos o mas, como el pireno y los crisenos (cuatro anillos), o el fluoranteno y el benzo[a]pireno
(cinco anillos) se conocen como HAP de alto peso molecular o pesados (Costa et al., 2012; Farhadian et

al., 2008).

El asfalteno es el componente mas complejo del petréleo (Gough y Rowland, 1990). La estructura
de los asfaltenos tiene una gran importancia econémica ya que su arquitectura molecular ha sido motivo

de debate por mucho tiempo (Mullins et al., 2007). Algunos estudios indican que las moléculas de
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asfalteno estdn conformadas por agregados de hidrocarburos aromaticos policilcicos llamados islas,
mientras que las estructuras con multiples agregados de HAP se denominan archipiélagos y éstos
contribuyen a la complejidad de estas moléculas (Sabbah et al., 2011). Estudios recientes han descrito una
tercera arquitectura molecular adicional en el asfalteno, conocida como aryl-linked core, aunque sigue
debatiéndose si pertenece a las islas o archipiélagos (Schuler et al., 2020) y las dificultades asociadas a la

formacién de estos agregados radican en la dificultad para separarlos (Alshareef et al., 2011).

Los asfaltenos estan relacionados a una gran problematica en la industria petrolera. Las fracciones
de asfaltenos no deseadas dificultan la produccion, el transporte y el refinado de petrdleo (Ancheyta et
al., 2010; Mullins et al., 2007). La presencia de altas concentraciones de asfaltenos y de metales pesados
aumentan los costos de refinacién, disminuyendo el beneficio econdmico en comparacidn con los crudos
ligeros y medios convencionales (Ledn y Kumar, 2005; Rana et al.,, 2007), por lo que es necesario

desarrollar nuevas tecnologias para mejorar la calidad de los crudos pesados y extra-pesados.

Hoy en dia, los combustibles fésiles siguen siendo la fuente de energia mas importante del mundo,
ya que representan entre el 80 y el 90% de la produccion mundial de energia. El petréleo crudo y el gas
contribuyen alrededor del 60% (Graus et al., 2011; Strubinger et al., 2015). Se estima que, en los préximos
20 afos, a pesar de los esfuerzos para desarrollar recursos de energia renovable como los
biocombustibles, la energia solar y la energia edlica, el 80% de las necesidades energéticas del mundo
provendran del petréleo, del gas natural y del carbdn (Mirchi et al., 2012; Shibulal et al., 2014). Como
resultado, la demanda de petrdleo crudo para producir combustibles refinados y productos petroquimicos
estd aumentando. En contraste, las reservas convencionales de crudo ligero estan disminuyendo

anualmente un 4.5% (H66k et al., 2009).

Histéricamente, la demanda de crudos pesados y extra-pesados ha sido muy baja debido a su alta
viscosidad, alta densidad y a su compleja composicidn, en comparacion con los crudos ligeros
convencionales (Harner et al., 2011). Sin embargo, el agotamiento progresivo de los crudos ligeros de alta
calidad ha llevado a un aumento en la produccién de crudos no convencionales y se espera que esta
tendencia continule en las préximas décadas. Su incorporacion a los mercados de energia representa un
desafio importante que requiere el desarrollo de tecnologias sostenibles para poder tener acceso a estas

fuentes de energia emergentes (Ledn y Kumar, 2005; Shibulal et al., 2014; Strubinger et al., 2015).

En el mundo existen grandes depdsitos de petréleo crudo pesado y extra-pesado. En los Estados

Unidos de América se estima que las reservas de petrdleo crudo pesado son siete veces mas grandes que
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las reservas de petrdleo crudo convencional (Meyer y Schenk, 1988). Las reservas de petréleo crudo
pesado y extra-pesado mas grandes del mundo se encuentran en la franja petrolifera de Orinoco en
Venezuela, las arenas bituminosas de Athabasca de Alberta en Canada y en las arenas bituminosas de
Olenik en Siberia, Rusia (Uribe-Alvarez et al., 2011). En México, las reservas de crudos se estiman en 9,711
millones de barriles (MMb), de los cuales, de acuerdo a la clasificacion de Pemex, 62% equivalen a crudo
pesado, 29% a crudo ligero y 9% a crudo super ligero (PEMEX, 2015). Las reservas 3P de crudo, que
incluyen las reservas probables (2P) y las posibles (1P), alcanzan 25,825 MMb, correspondiendo 56% a
crudo pesado, 33% a crudo ligero y 11% a crudo super ligero (PEMEX, 2015). México se situa en el lugar
19 a nivel mundial, por sus reservas probadas de petrdleo crudo, calculadas en MMb a enero del 2016

(Hidrocarburos, 2017).

1.2 Biorremediacion

En los océanos donde existen explotaciones petroleras, se ha transportado y vertido una gran
cantidad de petrdleo, resultando en una contaminacion de diversos ambientes marinos, las fugas y
derrames accidentales ocurren regularmente durante la exploracién, produccidn, refinacion, transporte
y almacenamiento de crudo y sus productos derivados (Kvenvolden y Cooper, 2003). La remediacion de
los sitios contaminados por HC y la mejora en los procesos de recuperacién del petréleo son dos de los
principales problemas de la industria petrolera (Sajna et al., 2015; Varjani y Srivastava, 2015b) y ambos
procesos estan influenciados por el tipo de HC de petrdleo. Los HC contaminantes derivados del petréleo
pueden ser compuestos recalcitrantes y se clasifican como contaminantes prioritarios (Costa et al., 2012).
Esta contaminacion afecta al medio ambiente y representa un riesgo para la salud de todas las formas de

vida (Sajna et al., 2015).

Los diferentes componentes contaminantes del petréleo en el ambiente pueden ser degradados
por la poblacién natural de microorganismos que habitan estos lugares. Este proceso tan importante es
el responsable de eliminar estos contaminantes en la naturaleza. En el medio marino, la biorremediacién
se considera la tecnologia mas limpia, efectiva y atractiva para disminuir los niveles de contaminacién
(Kumar et al., 2011), y una de las soluciones mas rapidas para degradar hidrocarburos de petréleo (Kumar
et al.,, 2011; Naeem y Qazi, 2020). La tecnologia de biorremediacién se basa en el uso de las diversas
capacidades metabdlicas de los microorganismos para la degradacion y eliminacion de muchos

contaminantes ambientales (Das y Chandran, 2011; Medina-Bellver et al.,, 2005). Existen diferentes



4
estrategias de biorremediaciéon que se aplican generalmente en entornos terrestres afectados por un
derrame de petréleo como son: i) La bioaumentacién, que es la adicién de bacterias degradadoras de
petréleo para complementar o enriquecer la biota microbiana existente, y ii) la bioestimulacidn, en donde
se aplican fertilizantes (nutrientes), para estimular el crecimiento de los microorganismos degradadores

de petrdleo nativos (Das y Chandran, 2011).

Los géneros bacterianos Gordonia, Brevibacterium, Aeromicrobium, Dietzia, Burkholderia, y
Mycobacterium aislados de suelos contaminados con petréleo ligero BAL 150 (38% HC saturados, 38%
aromaticos, 11% resinas y 13% asfaltenos) demostraron ser microorganismos potencialmente capaces de
llevar a cabo la degradacién de HC, al igual que los géneros de hongos filamentosos Amorphoteca,
Neosartorya, Talaromyces, y Graphium, y de levaduras Candida, Yarrowia, y Pichia, por mencionar algunos

(Chaillan et al., 2004).

Se han reconocido una serie de factores limitantes que afectan la biodegradaciéon de HC del
petrdleo, siendo la composicién del petréleo el factor mas importante y decisivo cuando se valora la
viabilidad de la biorremediacion (Brusseau, 1998). La temperatura es otro de los factores importantes ya
que afecta la quimica del contaminante, y la fisiologia y diversidad de los microorganismos. A menor
temperatura, se reduce la actividad metabdlica y la velocidad de biodegradacion (Atlas, 1975). También,
la disponibilidad de nutrientes, especificamente de nitrogeno y fésforo, puede actuar como un factor
limitante en la degradacidn de carbono, aunque también el exceso de éstos y del potasio pueden afectar

negativamente la biorremediacidn (Atlas, 1975).

Todos los aspectos antes mencionados influyen en el éxito de la biorremediacion. No se deben
seleccionar solamente cepas capaces de degradar HC, sino que ademas se ha de considerar su capacidad
para proliferar y tener actividad en los medios donde se inocule. Factores tales como la dinamica de
poblaciones microbianas, distribucidén espacial y temporal de las comunidades microbianas, y capacidad
del indculo para sobrevivir y proliferar, son decisivos (Thompson et al., 2005). Los lugares de los que se
aislan estos microorganismos deben ser, preferentemente, las mismas zonas donde han ocurrido
derrames de petréleo y en diversos estudios se ha evaluado su capacidad para degradar HC mediante su

inoculacién en medios de cultivo con petréleo crudo o fracciones de éste (Harwati et al., 2007).

En el golfo de México se ha encontrado una gran diversidad microbiana en zonas afectadas por
derrames de petrdleo, incluyendo las costas de Florida y el delta del rio Mississippi, en Estados Unidos, y

Campeche y Veracruz, en México. En estos sitios se han detectado bacterias degradadoras de petrdleo
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crudo, como Gammaprotobacteria  (Alcanivorax, = Marinobacter), 'y  Alphaproteobacteria
(Rhodobacteraceae) (Kostka et al., 2011), asi como algunos géneros de bacterias hidrocarbonoclastas
tales como Hydrocarboniphaga, Pseudomonas y Pseudoxanthomonas (Mortazavi et al.,, 2013). En
Indonesia se evalud la capacidad degradadora de las bacterias aisladas del puerto de Semarang. Los
microorganismos se inocularon en medio de cultivo liquido con petréleo crudo ligero arabe y por
cromatografia de gases y espectrometria de masas, se encontraron géneros que no habian sido
reportados como hidrocarbonoclastas, tales como Kocuria, Psychrobacter, Erythrobacter, Maribius,
Loktanella, Roseivivax, Salipiger, Roseovarius, Alterierythrobacter, Thioclava, Catellibacterium, y

Jannaschia (Harwati et al., 2007).

1.3 Transformacion biologica del petroleo

El petréleo puede ser transformado por métodos quimicos y térmicos, sin embargo, estos
métodos pueden contaminar el ambiente, por lo que hay un interés creciente en la aplicacion de
tratamientos bioldgicos para reducir la viscosidad y densidad de los aceites crudos no convencionales,
como una alternativa mas econdmica y respetuosa con el medio ambiente, o bien, como una tecnologia

complementaria (Harner et al., 2011; Le6n y Kumar, 2005; Rana et al., 2007).

Se ha prestado especial atencidon a la mejora bioldgica de los crudos pesados y extra-pesados,
cuyo objetivo es mejorar su valor y facilitar su produccién, transporte y procesado. Las reacciones que
podrian mejorar las propiedades del petrdleo crudo pesado incluyen la escision de grandes cadenas
alifaticas, anillos aromaticos heterociclicos, resinas y moléculas de asfaltenos para asi obtener
compuestos mas pequeiios. Con esto se podria obtener petréleo crudo con menor peso molecular
promedio, y al mismo tiempo, modificar sus interacciones con otras moléculas, lo que resultaria en el
reordenamiento de los agregados para liberar las moléculas mas pequefias. Al reducir la viscosidad del
petréleo se mejoran sus propiedades de flujo, lo que aumenta su movilidad a través de los depdsitos y
tuberias (Premuzicy Lin, 1999; Premuzic et al., 1999; Tavassoli et al., 2012). Las tecnologias que involucran
el uso de microorganismos o sus metabolitos para movilizar petréleo pesado atrapado en reservorios

rocosos, pueden contribuir significativamente a su recuperacion (Zhang et al., 2020).

Existen reportes de cepas bacterianas capaces de usar asfaltenos como Unica fuente de carbono

y energia. La mayoria de estas bacterias fueron aisladas de muestras de crudo pesado y extra-pesado, e
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incluyen bacterias Gram-negativas (Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes, Flavimonas,
Flavobacterium) y Gram-positivas (Corynebacterium, Bacillus, Brevibacillus, Staphylococcus). Los
consorcios bacterianos son mas efectivos en la bioconversidn de asfaltenos que los monocultivos puros,
porque la transformacién efectiva de los diferentes constituyentes de la fraccion asfalténica requiere la
accion sinérgica de diferentes microorganismos con una amplia especificidad de sustrato (Pendrys, 1989;
Pineda-Flores et al., 2004; Tavassoli et al., 2012). Ademas de las bacterias, también se han reportado
levaduras y hongos filamentosos con capacidad de mejorar los aceites crudos pesados y extra-pesados,
como es el caso de Neosartorya fischeri (reclasificada como Aspergillus fischeri), aislada de un lago de
asfalto natural del estado de Sucre en Venezuela. Este hongo fue capaz de crecer utilizando asfaltenos

como Unica fuente de carbono y energia, degradando hasta el 13% de ellos (Uribe-Alvarez et al., 2011).

Un co-cultivo de los hongos Pestalotiopsis sp. NGOO7 y Polyporus sp. S133 exhibid una alta
degradacion de la fraccion asfalténica del petréleo crudo ligero (Yanto y Tachibana, 2014). El 81% de las
resinas y el 79% de los asfaltenos se degradaron después de 30 dias de incubacién a 25°C. Se determind
qgue hubo un efecto sinérgico en el co-cultivo que mejoré la produccidn de enzimas degradantes (catecol
dioxigenasas, lacasas, peroxidasas de manganeso, y peroxidasas de lignina) en comparaciéon con los
cultivos puros. En los ensayos de biodegradacion realizados con las enzimas extraidas de los cultivos de
hongos, la mezcla de las enzimas producidas por ambos hongos fue mas efectiva para degradar la fraccion
asfalténica en comparacién con las enzimas producidas por cada hongo individualmente (Yanto vy
Tachibana, 2014). El hongo extremofilico Pestalotiopsis palmarum BM-04, también aislado de un lago de
asfalteno en Venezuela, sintetizd una exoenzima oxidativa que cataliza la biotransformacion del
asfaltenos y la fraccion rica de petroporfirinas de petrdleo extra-pesado biotratado (Naranjo-Bricefio et

al., 2019).

La bioconversién de crudos pesados a crudos livianos en los reservorios de petréleo puede
contribuir también a recuperar mayores cantidades de petréleo crudo pesado atrapado, evitando los
problemas relacionados con su extraccién y transporte. La bioconversidn es una alternativa mas eficiente,
econdmica y ecoldgica que los procesos quimicos o térmicos tradicionales empleados para facilitar la

recuperacion de estos crudos no convencionales (Gudifia y Teixeira, 2017).



1.4 Actinobacterias

Las actinobacterias tienen células filamentosas denominadas hifas, al igual que los hongos
filamentosos. Son bacterias Gram-positivas con un alto contenido de guanina y citosina en sus genomas,
cuyo gen 23S rRNA contiene un inserto de 100 pb en la parte media, que esta ausente en el resto de las
bacterias (Roller et al., 1992). Crecen por extension de la punta de las hifas y ramificacién. Anteriormente
se consideraban formas transitorias entre los hongos y las bacterias, pues ambos producen micelio y

muchos de ellos se reproducen por esporulacién (Barka et al., 2016).

Estudios ecolégicos en diversos medios ambientes han mostrado que la mayor biodiversidad de
actinobacterias se encuentra en los océanos. El medio marino es un ambiente que no ha sido explorado
tan extensamente como el medio terrestre y por lo tanto podria contener una gran cantidad de
actinobacterias desconocidas, capaces de sinterizar metabolitos y enzimas no clasificadas. Las
actinobacterias marinas tuvieron que adaptarse a condiciones de presidn extremadamente altas a
temperaturas por debajo de 0-8° C en el lecho marino profundo, condiciones ambas por las cuales se
supone que la biodiversidad es muy diferente a la que se encuentra en los medios terrestres (Bull et al.,
2005; Magarvey et al., 2004). Las actinobacterias tienen funciones importantes; son agentes del ciclo
global del carbono y nitrégeno, son usadas en biorremediacion, pueden ser utilizadas como probidticos

en humanos y animales, y producen enzimas y metabolitos de importancia clinica (Law et al., 2020).

Rhodococcus marinonascene fue la primera especie marina de actinobacterias que se caracterizo,
y su descubrimiento reveld la existencia de actinobacterias capaces de sobrevivir en los océanos (Jensen
et al., 2005). Los miembros de los géneros Dietzia, Rhodococcus, Streptomyces, Salinispora, Marinophilus,
Salinibacterium, Aeromicrobium, Williamsia, y Verrucosispora han sido designados como actinobacterias
marinas autdctonas y actualmente se estd realizando un esfuerzo a nivel mundial en la busqueda de

aquellas que aln no hayan sido clasificadas (Stach et al., 2004).

La taxonomia del phylum Actinobacteria (Figura 1) fue recientemente actualizada tomando en
cuenta la reclasificacién de los microorganismos por el gen 16S rRNA y contiene ahora seis clases:
Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria, y Thermoleophilia (Barka et
al., 2016). Los diferentes géneros que conforman este phylum son muy diversos en cuanto a morfologia,
fisiologia y capacidad metabdlica. De forma general los subdrdenes se elevaron a 6rdenes y las subclases

a clases (Gao y Gupta, 2012).



Class Orders Jiangellales
Actinobacteria Actinomycetales Kineosporiales
Actinopolysporales  Micrococcales
Bifidobacteriales Micromonosporales
Catenulisporales Propionibacteriales
Corynebacteriales  Pseudonocardiales
Frankiales Streptomycetales
Glycomycetales Streptosporangiales
Class Order
Acidimicrobiia Acidimicrobiales
Phylum
Actinobacteria
Class Order
Coriobacteriia Coriobacteriales
Orders
. .C'Iass . Nitriliruptorales
Nitriliruptoria Euzebyales
Class Order
Rubrobacteria Rubrobacterales
Class Orders )
Thermoleophilia Thgrmoleophllales
Solirubrobacterales

Figura 1. Taxonomia actual de las actinobacterias. Phylum Actinobacteria de acuerdo al Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(Gaoy Gupta, 2012).

Las principales caracteristicas utilizadas para delinear la taxonomia de las actinobacterias a nivel
de género y especie son la morfologia microscdpica y la quimiotaxonomia. La quimiotaxonomia se basa
principalmente en la composicidn de la pared celular, el estudio de la secuencia de su ADN y la distribucidn
de azucares en las células, aunque la composicion de fosfolipidos y el tipo de menaquinona también son
considerados para la descripcion de la arquitectura de la pared celular de las actinobacterias (Labeda,
1987). En cuanto a la clasificacién por morfologia microscoépica, ésta se basa en la morfologia del micelio
(formacion de micelio vegetativo, micelio aéreo, formacion de cocos, hifas fragmentadas), morfologia de
las cadenas de esporas (esporas unicelulares, cadenas de esporas, formacion de esporangios y presencia
de flagelos, longitud de las cadenas de esporas, etc.) y pigmentos melanoides producidos por

polimerizacidn oxidativa de compuestos fendlicos e inddlicos (Barka et al., 2016).
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A nivel macroscdpico las colonias pueden ser de aspecto pulverulento o de consistencia dura y
adherida firmemente a la superficie del agar, y pueden producir esporangios, conidios e hifas parecidas a

las de los hongos (Ranjani et al., 2016).

1.5 Bioprospeccion de actinobacterias y degradacion de hidrocarburos de
petroleo

Las actinobacterias son los organismos procariotas con el mayor valor econdmico y
biotecnoldgico. Tienen un excelente desempefio en biorremediacion y en la sintesis de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana. Por estas razones ha habido un esfuerzo significativo que ha
culminado en el aislamiento exitoso de nuevos géneros y especies de estas bacterias provenientes de
fuentes terrestres y marinas (Lam, 2006; Salanas, 2009). La rapida colonizacién de las hifas bacterianas y
la secrecidon de enzimas hacen que las actinobacterias sean un buen candidato para el proceso de
biorremediacion. Ademas, son capaces de metabolizar polimeros recalcitrantes (HC, xenobidticos y

pesticidas toxicos), plasticos y caucho (Shivlata y Satyanarayana, 2015).

Recientemente, la tasa de descubrimiento de nuevos compuestos de actinobacterias terrestres
ha disminuido, mientras que el reaislamiento de compuestos que ya habian sido antes descritos ha
aumentado (Lam, 2006). Por lo tanto, es crucial buscar nuevos grupos de actinobacterias de habitats
inexplorados, para asi al mismo tiempo descubrir fuentes de nuevos metabolitos secundarios bioactivos.
Este esfuerzo también debe ser dirigido al aislamiento de microorganismos que puedan ser usados en la
biorremediacion, y determinar su capacidad degradadora de petréleo y posteriormente evaluar si son

capaces de eliminar los contaminantes del medio (Lam, 2006; Salanas, 2009).

Existen reportes de actinobacterias alcalitolerantes y alcalifilicas capaces de mineralizar HC y otros
contaminantes. Se ha encontrado que algunas especies de Dietzia pueden degradar contaminantes
orgdnicos y también producen biosurfactantes o bioemulsionantes durante la degradacién de alcanos
(Shivlata y Satyanarayana, 2015). En diversos estudios, se han realizado ensayos donde la degradacién de
hidrocarburos es mayor al formar consorcios con actinobacterias en vez de cultivos axénicos. Tal es el
caso del consorcio formado por Rhodococcus sp. P18, Gordonia sp. H19, y Rhodococcus sp. F27 que en
combinacién con Pseudomonas monteilii P26 y Pseudomonas sp. N3, pudo degradar el 100% de naftaleno

del medio de cultivo, lo cual no fue posible lograr con cultivos axénicos (Isaac et al., 2015). Sin embargo,
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hay también multiples estudios donde se encontrd que los cultivos axénicos de cepas de actinobacterias
aisladas de ambientes contaminados con petréleo, tienen un gran potencial de degradacién. Actinomyces
viscosus y A. israelii pudieron degradar el 98% de 10 g/L de petréleo crudo medio en 12 dias y el 97% de
30,50y 75 g/Len 16 y 18 dias, respectivamente (Olajuyigbe y Ehiosun, 2016). Mycobacterium vanbaalenii
PYR-1 es una actinobacteria que es conocida por su capacidad de degradar una amplia variedad de HAP
de alto peso molecular y ha sido posible encontrar, gracias a la secuenciacién de su genoma, 194 genes
asociados a la degradacion de compuestos aromaticos, lo cual sugiere que posee diferencias significativas
en su organizacion y estructura genética en comparacién con otros microorganismos como Pseudomonas

y Burkholderia (Kim et al., 2008).

1.6 Identificacion de hongos y metabolismo de hidrocarburos aromaticos
policiclicos

Histéricamente, la identificacion de hongos ha supuesto diversos retos. Los numerosos intentos
para identificar un caracter genético, molecular o celular que defina el reino Fungi han tenido poco éxito.
Algunos de los pardmetros propuestos para definir el reino Fungi son la sintesis de lisina por la via a-
aminoadipato (Vogel, 1964), la presencia de ergosterol en la membrana celular (Paterson, 2005) y la
composicion quimica de los carbohidratos de la pared celular (Bartnicki-Garcia, 1968). Sin embargo, la
busqueda de un criterio unificador para agrupar a los hongos ha fallado (Richards et al., 2017) porque
estas caracteristicas se encuentran en otros clados del arbol de la vida. El debate continta por la gran
cantidad de ramas altamente diversificadas que son dificiles de agrupar con los hongos (Figura 2) (Richards

et al, 2017).
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Figura 2. Arbol filogenético esquemético que ilustra grupos adicionales que se ramifican cerca del origen del clado fingico y la
incertidumbre filogenética entre las ramas profundas de los hongos y grupos asociados. El grupo 1 de clon basal esta compuesto de
secuencias ambientales, que en algunos analisis se ubican cerca de los hongos (Nagahama et al., 2011). Arbol filogenético
esquematico que ilustra grupos adicionales que se ramifican cerca del origen del clado fungico y la incertidumbre filogenética entre
las ramas profundas de los hongos y grupos asociados. El grupo 1 de clon basal esta compuesto de secuencias ambientales, que en
algunos andlisis se ubican cerca de los hongos (Nagahama et al., 2011).

Algunos hongos filamentosos han demostrado ser eficientes para eliminar los HAP (Peng et al.,
2008). Los mecanismos bioquimicos de muchos hongos Basidiomycota se han estudiado ampliamente
debido a su secrecidn altamente eficiente de enzimas extracelulares solubles capaces de degradar la
lignina (Kues, 2015). En los Basidiomycota, la inespecificidad de estas enzimas juega un papel fundamental
en la conversion de HAP. Sin embargo, estos hongos utilizan mecanismos enzimaticos adicionales para
degradar los HAP. Muchos estudios han demostrado que el sistema enzimatico intracelular (citocromos
P450, CYPs) esta innegablemente involucrado en la conversién de HAP (Aranda, 2016; Cre$nar y Petric,

2011; Ichinose, 2014).

Algunos hongos Ascomycota como Fusarium sp. y Aspergillus sp. pueden segregar enzimas
modificadoras de lignina o ligninoliticas, como por ejemplo manganeso peroxidasa o lignino peroxidasa
(Saparrat et al., 2000). Sin embargo, en ambientes contaminados, estas enzimas probablemente no

participan en esta conversion porque solo se expresan en presencia de sustratos lignocelulésicos; ademas,
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la mayoria de los Ascomycota (clase Sordariomycetes) no han sido estudiados para evaluar su produccidn

de enzimas ligninoliticas (Aranda, 2016).

Las vias intracelulares de desintoxicacién durante la biotransformacién de HAP implican la entrada
de los compuestos en la célula fungica y la formacién de derivados hidroxilados, dihidroxilados,
dihidrodioles y quinonas (fase 1), mediada por el sistema de hemoproteinas citrocromo P450 y las
hidrolasas epoxidicas (EH). Los metabolitos oxidados se conjugan posteriormente con sulfato, metilo,

glucosa, xilosa o grupos acido glucurénico (fase Il), un proceso mediado por las transferasas.

Durante la fase lll, estos metabolitos se secretan o almacenan en organulos, como se observé en
el hongo Fusarium solani (Fayeulle et al., 2014; Verdin et al., 2006). Una vez que se liberan al medio
ambiente, algunos metabolitos pueden degradarse alin mas por otros microorganismos, como lo sugieren
diferentes autores (Meulenberg et al., 1997; Schmidt et al., 2010). Sin embargo, el destino de los oxi-HAP,
metoxi-HAP o los sulfatos-HAP, una vez que se liberan al medio ambiente, no han sido definidos aun.
Parece claro que los hongos autdctonos, principalmente del phylum Ascomycota, pueden jugar un papel
importante en la biorremediacién de ambientes naturales, pues sin duda, poseen un gran potencial para
este fin y la clave parece ser la maquinaria enzimatica intracelular codificada en su genoma (Aranda,

2016).

Algunas de estas enzimas promueven la acumulacion de metabolitos potencialmente toxicos en
organulos especificos, mediante la bioabsorcién o la bioacumulacién en las hifas. Existen muchas
preguntas que siguen sin tener respuesta; hay algunas especies de hongos para las que no se han
dilucidado las vias metabdlicas intracelulares mediante las cuales degradan HC; tampoco hay un consenso
sobre el por qué algunos hongos que habitan en el suelo son capaces de eliminar los xenobidticos (Aranda,

2016).

1.7 Justificacion

Los sedimentos marinos profundos del golfo de México son un reservorio de microorganismos
con una gran capacidad metabdlica y las cepas cultivables pueden ser utilizadas para llevar a cabo
procesos de biorremediacion de ambientes marinos. El derrame a gran escala ocurrido en el 2010 en la

plataforma petrolifera Deepwater Horizon en el golfo de México, ocasiond un grave impacto ambiental,



13
y marcéd un precedente de la importancia de contar con recursos para mitigar el dafio ambiental
ocasionado por los derrames de petréleo. La bioprospeccion es una de las opciones mds viables para
lograr este fin, pues se pueden encontrar cepas nativas del medio ambiente contaminado que sean

capaces de degradar el petréleo crudo derramado.

Las reservas de petréleo crudo pesado y extra-pesado representan el 70% del total de las reservas
mundiales. Esto, aunado al rdpido decremento de las reservas de petréleo ligero, tiene como resultado
que el petrdleo no convencional se convertird en una importante fuente de energia en las préximas
décadas. En el caso de un accidente accidental de petréleo crudo pesado o extra-pesado, sera de vital
importancia contar con cepas de microorganismos capaces de biorremediar las fracciones mas

recalcitrantes y mitigar el dafio que de otra forma puede persistir por décadas.

En estudios anteriores pertenecientes a Consorcio de Investigacion del golfo de México (CIGOM)
se han identificado consorcios de cepas de bacterias que poseen la capacidad de degradar petréleo crudo
ligero, y con el andlisis de expresién de RNA-seq del hongo Penicillium sp. cultivado con hexadecano o 1-
hexadeceno se demostré la regulacién positiva de los genes involucrados en el transporte
transmembrana, el metabolismo de los carbohidratos de seis carbonos y las vias del éxido nitrico (Velez
et al., 2020). Sin embargo, no se habia realizado ningln estudio de la viabilidad de cultivos axénicos
fungicos y bacterianos para degradar petréleo crudo pesado y extra-pesado. Es por esta razdn que este
estudio se enfocd en aislar cepas de sedimentos marinos para evaluar la degradacion de petrdleo crudo
no convencional y el crecimiento de los microorganismos usando petréleo crudo como fuente Unica de

carbono.

Encontrar cepas de microorganismos nativos del golfo de México, es un hallazgo que marca un
importante precedente para desarrollar estrategias para realizar biorremediacién de petréleo pesado y

extra-pesado como una alternativa para revertir el dafio ecoldgico ocasionado por derrames de petrdleo.

1.8 Hipotesis

Los sedimentos marinos del golfo de México albergan cepas de hongos y/o actinobacterias

cultivables con capacidad de degradar petrdleo pesado o extra-pesado.
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1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo general

Aislar e identificar actinobacterias y hongos de sedimentos marinos del golfo de México y evaluar

su capacidad degradadora de petréleo crudo pesado y extra-pesado.

1.9.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar taxones de actinobacterias y hongos aislados de sedimentos marinos e identificarlos

molecularmente.

2. Estudiar la actividad degradadora de petrdleo pesado 16-20° API de las actinobacterias y hongos

aislados.

3. Estudiar la degradacion de petrdleo extra-pesado 7-10° API por las actinobacterias y hongos

aislados.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1. Actinobacterias

2.1.1. Recoleccion de muestras

Las muestras de sedimento marino se recolectaron en la Campafia Oceanogréfica de
Metagendmica 2, como parte del subproyecto del Consorcio de Investigacion del golfo de México (CIGOM)
bajo la Linea 4, Cruceros Oceanograficos de Metagendmica (Figura 3). La campafia se realizé de mayo a
junio 2017 y se obtuvieron 22 muestras de sedimentos marinos profundos de diferentes estaciones y
profundidades (Tabla 1). Las muestras se recolectaron mediante un nucleador de caja Reineck a bordo del
buque de investigacion Justo Sierra (UNAM), las submuestras se tomaron de los primeros 20 cm de
sedimento recolectado en el nucleador, usando jeringas estériles pre cortadas de 50 mL. Las jeringas se
sellaron con pelicula plastica y se almacenaron a 4°C para ser transportadas al laboratorio para ser

procesadas.

28°N

26°N

24°N

—422°N

~20°N

18°N

100°W 98°W 96°W 94°W 92°W 90°W 88°W
Figura 3. Localizacién de las veinticuatro estaciones de muestreo. Quince estaciones se localizan en la region de Perdido (estaciones
moradas) y nueve en la Cuenca de Coatzacoalcos (estaciones naranjas).



Tabla 1. Geolocalizacidn y datos de las estaciones muestreadas en el golfo de México.
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Estacion Longitud Long'itud Latitud LatiFud Profundidad | Temperatura | Salinidad disgélto
[Grados] [Min] [Grados] [Min] (metros) (°C) (psu) (mL/L)
Al 95 50.130 25.00 53.700 877.00 5.8 27.5 34
A2 95 33.829 25.00 53.913 1792.00 4.2 27.7 4.7
A3 95 14.370 25.00 53.320 1926.82 4.2 27.7 4.7
A4 94 42.601 25.00 53.570 3166.00 4.3 27.7 4.6
B5 96 15.359 25.00 39.639 529.00 8.4 27.2 2.5
B6 95 52.510 25.00 39.620 1006.00 53 27.5 3.6
B7 95 35.629 25.00 40.523 1374.00 4.4 27.7 4.5
B8 95 15.870 25.00 39.800 2103.00 4.2 27.7 4.7
B9 94 54913 25.00 40.095 2962.00 4.3 27.7 4.6
C10 93 18.368 19.00 10.430 728.00 6.7 27.4 29
C11 93 30.398 19.00 37.380 857.00 5.7 27.5 3.4
C12 93 46.309 20.00 1.116 1452.00 4.3 27.7 4.5
C13 94 18.500 20.00 36.060 2368.00 4.2 27.7 4.7
C14 94 45.130 20.00 43.980 3200.36 4.3 27.7 4.6
D15 93 36.240 19.00 10.008 600.00 7.2 27.3 2.8
D16 94 0.079 19.00 2.697 696.00 6.5 27.4 3.0
D17 94 5.469 19.00 36.543 1026.00 5.2 27.5 3.7
D18 94 20.510 19.00 55.910 1281.00 4.4 27.7 4.4
N1 96 45.901 24.00 25.702 849.00 6.3 27.4 3.1
N2 96 7.980 25.00 26.270 972.00 5.1 27.6 3.8
N3 95 51.070 24.00 36.380 2474.00 4.3 27.7 4.7
N4 95 52.130 23.00 36.460 2839.00 4.3 27.7 4.7
N5 94 45.010 22.00 45.050 3405.00 4.3 27.7 4.6
N6 94 45.560 24.00 45.200 3465.00 4.3 27.7 4.6
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2.1.2. Aislamiento e identificacion molecular de actinobacterias

Se tomd 1 mL de sedimento hiumedo de cada muestra y se realizaron dos diluciones seriadas en
4 mL de agua destilada estéril. Se inocularon 50 pL de cada diluciéon en cajas de Petri en 5 medios de
cultivo diferentes (Tabla 2). El inéculo se distribuyd con perlas de vidrio, por lo que en total se inocularon
124 cajas Petri de las 24 estaciones muestreadas. A todos los medios, una vez estériles, se les adiciond
Nistatina (100 Ul/mL) para reducir la contaminacién por hongos. Una vez inoculados los medios se

incubaron de 2 a 12 semanas a 23°C.

Tabla 2. Composicidn de los cinco medios utilizados para inocular los sedimentos marinos. Todos los medios de cultivo se prepararon
en 1 litro de agua destilada conteniendo 32 gramos de sal de mar artificial para obtener una gravedad especifica de 1.002.

Tipo de medio Composicién
) 10 g de almidén, 4 g de extracto de levadura, 2 g
Medio 1 (M1)
de peptona, y 18 g de agar
) 6 mL de glicerol al 100%, 1 g de arginina, 1 g de
Medio 2 (M2)
K2HPO4, 0.5 g de MgSO4 y 18 g agar
Medio 3 (M3) 6 g de glucosa, 2 g de quitina, 18 g de agar
Medio 4 (M4) 2 g de quitina, 18 g de agar
Medio 5 (M5) 18 g de agar

Las colonias de actinobacterias fueron seleccionadas del primocultivo por morfologia
macroscépica y microscopica (células filamentosas y Gram-positivas) y se aislaron por estria cruzada hasta

que se logré obtener un cultivo axénico en el medio en el cual crecieron inicialmente.

Para realizar la tincion de Gram se utilizd el equipo colorante Gram Hyce. Primero, se preparo el
frotis con un asa de inoculacion estéril y se tomo una muestra de la colonia para suspenderla en una gota
de agua previamente aplicada al portaobjetos, para de esta forma formar una pelicula fina de la muestra.
El frotis se dejo secar y fijo con calor pasando el portaobjetos sobre un el mechero tres veces. Para realizar
la tincidn se cubrié el frotis fijado con calor con una solucidn de violeta de genciana y se dejé reposar por
30 segundos. Posteriormente se enjuagd suavemente con agua destilada durante 5 segundos y se eliminé
exceso de agua. Se cubrié el frotis con solucién de yodo Gram durante 1 minuto y se enjuagd nuevamente.

Después se incliné ligeramente el portaobjetos y se dejé caer lentamente el alcohol acetona y se volvio a
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enjuagar con agua destilada por 5 segundos. Se afiadié safranina por 30 segundos y finalmente se enjuagé
con agua destilada y se dejd secar. Se observé al microscopio con el objetivo 100x con una gota de aceite

de inmersion.

Se tomd una muestra de la colonia de bacterias directamente de la caja Petri y se extrajo el DNA
gendmico mediante el PowerSoil© DNA Isolation Kit. Posteriormente para identificar a las
actinobacterias, se utilizaron los oligos 23insFinsFIV y 23 insRinsR3I (Tabla 3) para amplificar el dominio Il
del gen 23S rRNA el cual contiene el inserto comun de aproximadamente 102 pb (Figura 4), especifico de

actinobacterias Gram-positivas con alto contenido de G+C (Roller et al., 1992).

23InsV Hélice 54 Hélice 55 23InsR

| .
=104 pb

Hélice 52 Hélice 59

Figura 4. Modelo del Dominio lll del 23S de rRNA. La insercion de aproximadamente 104 pb se encuentra localizada entre las hélices
54y 55y los sitios de unidn de los oligonucledtidos estan en la hélice 52 para 23InsV y en la hélice 59 para 23InsR.

Los oligonucledtidos degenerados 8F y 1492R (Tabla 3) se utilizaron para amplificar el gen 16S rRNA (Frank
et al., 2008).

Tabla 3. Secuencias de los oligonucledtidos para amplificacion del gen 23S rRNAy del gen 16S rRNA.

Oligonucleétido Secuencia
23 insF 5’-ACAAGTGCGTAGAGCTCGAATGG-3’
23insR 5'-GTGATCGGTTTAGCTGCTGGTA-3’

8F 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
1492R 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’

Los productos resultantes de la PCR se observaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%
usando 6 pL de muestra y 2 uL de amortiguador de carga. Se colocaron en un pozo 6 pL de marcador de
peso molecular Promega 100 bp DNA. El gel se corrié a 90 volts durante 45 min y se visualizo a través de
un fotodocumentador para verificar la presencia del inserto de 100 pb en el gen 23S rRNA, resultando en

una banda de aproximadamente 350 pb.
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Los productos de la amplificacidn del 16S rRNA se observaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1%, tefido con bromuro de etidio, se extrajeron del gel, se purificaron con el QlAquick Gel Extraction

Kit y se enviaron al servicio de secuenciacién Eton Bioscience Inc.

De las secuencias que se obtuvieron (forward y reverse) se elimind el inicio y fin haciendo un
comparativo con el cromatograma para asegurar la calidad de la secuencia. Posteriormente se tomd una
de ellas y se convirtid al reverso complementario para realizar un alineamiento entre las dos secuencias.
Se obtuvo una secuencia consenso del alineamiento, todo lo anterior utilizando el programa BioEdit

Sequence Aligment Editor.

Las secuencias finales, de cada una de las cepas se sometieron a un analisis comparativo con
secuencias (Tabla 4) del GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI), utilizando el
programa Blast. La historia evolutiva de las bacterias se infiridé utilizando el método Neighbor-Joining
(Saitou y Nei, 1987) usando las secuencias de Genbank con porcentajes de identidad no menores al 98%

usando el programa Mega 7. El 4rbol consenso fue construido a partir de 1000 réplicas (Felsenstein, 1985).

Tabla 4. Secuencias de ADN de referencia del marcador 16S utilizado en el andlisis filogenético.

oTuU Secuencia ID Secuencias Coincidencia NCBI Cobertura % ID Acceso NCBI
Promicromonospora umidemergens 14614 99 99.86 JN180228.1
Promicromonospora kermanensis UTMC 533 99 99.43 NR_156057.1

Promi?romonospora LRH-P-N2-1 Promicromonospora sukumoe 99 99.57 HBUMS83622

umidemergens

Promicromonospora alba 1C-HV12 99 99.57 NR_148779.1

Promicromonospora xylanilytica 99 98.29 YIM 61515

Streptomyces anulatus S07-1 99 99.86 KC814714.1

Streptomyces marokkonensis 3445 99 99.86 JN180198.1

Streptomyces griseorubens MA-21 99 99.72 KY783422.1

LRH-P-B7-11 Strept labedae NHF7 99 99.72 KU500360.1

Streptomyces sp. LRH-C-D18- reptomyces labedae ) )
13 Streptomyces variabilis HBUM173496 99 99.72 EU841661.1
Streptomyces verrucosisporus CPB1-1 99 99.51 NR_151951.1
Streptomyces rapamycinicus ATCC 29253 99 99.51 NR_044199.1

Streptomyces himastatinicus ATCC 53653 99 99.51 NR_044201.1
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Streptomyces ovatisporus S4702 99 99.15 NR_152658.1
Streptomyces oceani SCSIO 02100 99 99.15 NR_132613.1
Streptomyces klenkii S2704 99 99.15 NR_134821.1
Nocardiopsis dassonvillei BA6-3 99 99.79 KF146896.1
Streptomyces flavidofuscus HBUM174057 99 99.65 EU841706.1
LRH-P-N6-10 Nocardiopsis oceani 10A08A 99 99.58 KF146896.1
Nocardiopsis sp. LRH-C-C11-
12 Nocardiopsis nanhaiensis 10A08B 99 99.58 NR_137416.2
Nocardiopsis litoralis 073097 99 99.51 NR_116374.1
Nocardiopsis coralliicola SCSI010427 99 99.51 NR_109436.1
Micromonospora aurantiaca NHF69 99 99.79 KU500365.1
Micromonospora echinofusca 99 99.86 X92625.1
Micromon ; LRH-C-C11-3
icromo 'ospo a y LRH-C- Micromonospora peucetia 99 99.64 X92603.1
aurantiaca
D15-22
Micromonospora fulviviridis 99 99.86 X92620.1
Micromonospora inyonensis 98 99.43 X92629.1
Streptomyces variabilis strain HBUM173496 100 96.51 EU841661.1
Streptomyces labedae strain NHF7 100 96.16 KU500360.1
LRH-C-C11-
Streptomyces sp. 19 y LRH-C- Streptomyces griseorubens strain MA-21 100 96.09 KY783422.1
D15-21
Streptomyces marokkonensis 3445 100 96.09 JN180198.1
Streptomyces anulatus S07-1 99 96.03 KC814714.1

2.1.3. Ensayos de compatibilidad de actinobacterias

Se inocularon dos cepas diferentes de actinobacterias una sola caja Petri de medio de cultivo M1

para determinar si existia alguna inhibicién por alguna de las cepas mediante la observacién de su

crecimiento. En etapas tempranas del proyecto se considerd formar consorcios de actinobacterias para

evaluar su capacidad para degradar petréleo crudo y con este ensayo se podria determinar si alguna de

las actinobacterias deberia excluirse del consorcio en caso de ser incompatible. Aunque estos ensayos se

realizaron, no se evalud la capacidad de los consorcios para degradar petrdleo crudo.
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2.1.4. Crecimiento de actinobacterias usando petrdleo crudo ligero, pesado y extra-pesado

como fuente Unica de carbono

Las esporas de las actinobacterias fueron utilizadas para evaluar si eran capaces de germinar
mineralizando el petréleo crudo de diferentes densidades. Las actinobacterias fueron inoculadas en
medio M1 e incubadas a 37°C por 15 dias para recuperar esporas de cada cepa. Una vez que crecieron, se
tomaron 10 mL de agua destilada estéril y se vertid en la placa de Petri. Se procurd la recuperacién de
esporas mediante el raspado de las colonias con una punta de pipeta de 1000 pL. Se tomo el sobrenadante
y se vertié en una jeringa de 20 mL con un tapdn de algodén estéril en el fondo de ésta para poder filtrar
las esporas. Por presién del émbolo se recuperd el liquido conteniendo las esporas y se colocé en un tubo
para centrifuga Falcon de 50 mL. Se centrifugé a 5,000 rpm por 5 minutos, se decanté el sobrenadante, y

se realizaron 2 lavados sucesivos posteriormente.

Se realiz6 un conteo de esporas por medio de una camara Neubauer y se inocularon
aproximadamente 20 x 10° esporas en 50 mL de medio minimo Czapek modificado (Tabla 5) sin la fuente
de carbono original.

Tabla 5. Composicién del medio minimo Czapek modificado.

Nutriente Cantidad
NaNOs 4g/L
K2HPO4 2 g/L
MgSO4-7H:0 1g/L
KCl lg/L
FeS0s-7H.0 0.02 g/l
Elementos traza 500 ul
Agua de mar artificial 750 mL
Agua destilada (50 mL por sal) 250 mL

Para preparar el medio minimo Czapek se utilizaron 750 mL de agua destilada con 32 g de sal
marina artificial. Cada nutriente (Tabla 5) fue pesado y disuelto por separado en 50 ml de agua destilada
(a excepcidn de los elementos traza) y el pH de cada componente se ajustd a 7, con excepcion del FeSOa,
cuyo pH debe ser de 6.2. Una vez disueltas las sales y ajustado el pH, tanto los componentes como la
fraccion de agua de mar se esterilizaron por separado. Finalmente, cuando los componentes alcanzaron
los 25°C se mezclaron uno a uno con el agua de mar artificial, lentamente y con agitacidon constante,

siguiendo el siguiente orden de mezcla: 4, 1, 3, 5, 2, y 6. Los elementos traza se prepararon por separado
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con los siguientes elementos: 1) 26 g/L H3BOs, 2) 0.50 g/L CuSOs -H20, 3) 0.50 g/L MnS04-H20, 4)
MoNa204-2H20 y 5) 0.70 g/L ZnSO4-7H20 (Abalos et al., 2004). Como fuente de carbono se afiadié a cada
cultivo 0.5% v/v de petrdleo ligero (40° API, proveniente del pozo Xux, Tabasco) y 0.5% p/v de petréleo
pesado (16-20° API, del campo Bacal en Tabasco) y petréleo extra-pesado (7-10° API, del pozo Ayatsil-
Telek en Campeche) respectivamente. Para obtener una referencia de la densidad del petréleo extra-
pesado para poder manipularlo durante los experimentos, se realizé una prueba simple del tiempo de

goteo del petréleo extra-pesado (Figura 5).

Figura 5. Tiempo de precipitacion de una gota de petrdleo extra-pesado. A) Dia 3 después de tomar la muestra de petrdleo extra-
pesado. B) Dia 5 .C) Dia 8; la gota finalmente se precipito.

Como controles se utilizaron medios de cultivo abidticos y medios de cultivo con 1.5 g de sacarosa,
para realizar un comparativo de crecimiento con una fuente de carbono facilmente degradable para los

microorganismos. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Para verificar el crecimiento de las cepas con los diferentes petréleos, se observo el crecimiento de micelio
macroscépicamente y microscépicamente con un microscopio de luz con un objetivo 100x. Las muestras
se tifieron con safranina, se colocaron en un portaobjetos y se diseminaron con una gota de agua para su

observacion.
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2.2. Hongos

2.2.1. Aislamiento e identificacion de hongos marinos

Los hongos utilizados en este estudio se obtuvieron de la coleccién de hongos del laboratorio
Riguelme. En particular los hongos usados en este estudio corresponden a hongos aislados de sedimentos
de la Campafiia Oceanografica de Metagendmica 2, Linea 4, Cruceros Oceanograficos de Metagendmica:
Investigaciones de los procesos bacterianos y de degradacion de HC en las regiones de Perdido y la Cuenca

de Coatzacoalcos del golfo de México.

La identificacion molecular se realizé mediante analisis filogenéticos utilizando 1) regién ITS del
nucleo ribosomal DNA ITS1-5.8 rDNA, con los oligonucledtidos ITS1F (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3)
(Gardes y Bruns, 1993) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) (White et al., 1990); 2) el gen 18S rRNA
usando el par de oligonucleétidos NS1 (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3) y NS4 (5-
CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3) (Gargas y Taylor, 1992); 3) el gen de PB-tubulina (benA) con los
oligonucledtidos Bt2A (5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3) y Bt2b (5-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-
3) (Glass y Donaldson, 1995) y 4) con los oligonucleétidos degenerados LR1 (5-RRCRACAARTTCGTGCCCCG-
3) y LR2 (5-AGTGAACTGGTCACCYACAC-3), disefiados para amplificar la region gen de la B-tubulina que se
localiza rio abajo de la region amplificada con los oligonucledtidos Bt2A y Bt2b, para los casos en que estos
oligonucledtidos no funcionaron (Figura 6). Los productos de PCR fueron purificados usando el QlAquick

Gel Extraction Kit y fueron secuenciados por Eton Bioscience, Inc., San Diego, California.

Bt2a LR1
352 m=-375 815 ==3835
1 12 254 277 446 487 680 1470 1921
352 377 553 607 1529
824 —am 847 1768 —=m1788
Bt2b LR2

Figura 6. Estructura del gen de la B-tubulina (benA) y localizacion de los oligonucledtidos Bt2a y Bt2b y de los oligonucledtidos
degenerados LR1 y LR2. Las areas grises representan los codones y las areas blancas los intrones. Los nimeros de arriba y abajo
corresponden a la posicion en el ADN. Las flechas representan la posicion de los oligonucleétidos. Figura modificada (Glass and
Donaldson, 1995).

Las secuencias consenso fueron generadas usando Consed v29.0 (Ewing y Green, 1998; Ewing et

al.,, 1998; Gordon et al.,, 2001) y se compararon con las bases de datos de GenBank mediante una
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busqueda BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) usando el lagoritmo MegaBLAST para obtener
secuencias referencia para el analisis filogenético. Solo las secuencias con un porcentaje de cobertura
minimo de 98% fueron consideradas para los analisis ponderando los resultados asociados a material tipo
(Tabla 6). Para los analisis no se consideraron muestras no cultivadas o ambientales. Las secuencias fueron

alineadas usando el software UGENE v36.1 (Okonechnikov et al., 2012) y MUSCLE (Edgar, 2004).

El arbol filogenético fue inferido usando MEGA X (Kumar et al., 2018; Stecher et al., 2020) con el
algoritmo de Maximum Likelihood (ML), con un bootstrap de 1000 réplicas, y los modelos de sustitucion
de nucledtidos K2+l (ITS y 18S) y K2+G y HKY+G (para B-tubulina benA y LR1-LR2, respectivamente)
(Kimura, 1980). Inicialmente, los arboles se obtuvieron por una busqueda heuristica aplicando los
algoritmos Neighbor-Joining y BioNJ a una matriz de distancias pareadas estimadas usando el
aproximamiento Maximum Composite Likelihood (MCL) y después se seleccioné la topologia con el valor
superior de log likelihood. Las secuencias estdn disponibles en GenBank bajo los nUmeros de acceso
MW412481-MW412485 para el 185, MW412490-MW412494 para el ITSy MZ392424-MZ2392428 para las

secuencias de B-tubulina (Tabla 6).

Tabla 6. Secuencias de ADN de referencia de los marcadores ITS rDNA, 18S, y B-tubulina utilizados en los andlisis filogenéticos.

OoTU Secuencia Acceso Secuencias Cobertura % ID Acceso NCBI
ID (18S) NCBI Coincidencia NCBI
Cladosporium velox 100 99.8 NG_062725.1
Cladosporium 100 100 JN939024.1
sphaerospermum
Cladosporium 17 MW4124 ™ 1 adosporium sp. 100 100 MT093347.1
3P 81 Cladosporium 100 100 KT582530.1
cladosporoides
Cladosporium 100 100 MT000326.1
halotolerans
Pleospora 100 99.78 GU238232.1
herbarum/Stemphyli
um vesicarium
Pleospora 100 99.78 DQ767648.1
herbarum/Stemphyli
MW4124 um vesicarium
Stemphylium sp. 3z . Pleospora 100 99.78 KY659567.1
herbarum/Stemphyli
um vesicarium
Stemphylium 100 99.78 MHO050984.1
vesicarium
Stemphylium 100 99.78 NG_061146.1

botryosum
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Alternaria sp. 99 99.64 MT649579.1
Alternaria tenuissima 99 99.64 MNO075309.1
. MW4124 | Alternaria alternata 99 99.64 MT535855.1
Alternaria sp. 47
85 Alternaria citri 99 99.64 MF989222.1
Alternaria 99 99.64 MK577728.1
tomatophila
Penicillium sp. 100 100 MT649587.1
Penicillium 100 100 MN826497.1
chrysogenum
Penicillium sp. 1 5Z Mwé124 Penicillium 100 100 MF072609.1
82 spinulosum
Penicillium commune 100 100 MF072605.1
Penicillium solitum 100 100 IN642222.1
Penicillium sp. 100 100 MN906962.1
Penicillium 100 100 KM096326.1
namyslowskii
o MW4124 Penicillium 100 100 JN938959.1
Penicillium sp. 2 6Z .
83 corylophilum
Penicillium 100 99.9 AF245266.1
phialosporum
Penicillium limosum 100 99.71 NG 062729.1
OoTU ID (Beta Acceso Secuencias Cobertura % ID Acceso NCBI
tubulina) NCBI Coincidencia NCBI
Cladosporium 100 99.73 EF101421.1
halotolerans
Cladosporium 100 99.47 EF101423.1
halotolerans
Cladosporium 1B MZ39242 Cladosporium 100 89.32 EF101443.1
sp. 4 psychrotolerans
Cladosporium 100 88.48 EF101434.1
langeronii
Cladosporium 100 87.31 KY952176.1
sphaerospermum
Stemphylium 100 98.41 MT671909.1
vesicarium
Stemphylium 100 97.77 JQ671944.1
. vesicarium
Stemphylium sp. 38 MZ39242 Stemphylium 100 96.18 JQ671943.1
5 callistephi
Stemphylium sp. 99 95.15 JN105110.1
Stemphylium solani 99 94.87 JN105109.1
Penicillium rubens 100 100 MT393580.1
Penicillium 100 100 MK675757.1
L chrysogenum
Penicillium sp. >8 MZ39242 Penicillium rubens 100 100 KU896998.1
6 Penicillium 100 100 KF225098.1

chrysogenum
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Penicillium rolfsii 100 100 LT559055.1
Penicillium 100 100 MK451126.1
corylophilum
Penicillium obscurum 100 99.08 JX141068.1
Penicillium sp. 6B Penicillium 100 99.08 KF225092.1
corylophilum
MZ39242
7 Penicillium humuli 98 99.07 KP016756.1
Penicillium pagulum 100 98.17 JX141132.1
oTU ID (ITS) Acceso Secuencias Cobertura % ID Acceso NCBI
NCBI Coincidencia NCBI
Cladosporium 100 99.45 MH864391.1
halotolerans
Cladosporium 100 99.45 MF473158.1
) parahalotolerans
Cladosporium MWwW4124 -
5. 1T 94 Cladosporium sp. 99 99.45 KF293975.1
Cladosporium 100 98.72 EF577236.1
cladosporioides
Cladosporium 97 99.81 AB572902.1
sphaerospermum
Stemphylium 100 100 MK713547.1
vesicarium
Stemphylium 100 100 MK432743.1
MW4124 eturmiunum
Stemphylium sp. 3T -
90 Stemphylium sp. 100 100 MG065794.1
Stemphylium 100 99.62 MK691703.1
lucomagnoense
Stemphylium solani 100 99.62 LC592374.1
Alternaria sp. 100 100 MF776039.1
Alternaria 100 100 KY484887.1
MW4124 arborescens
Alternaria sp. 47 -
91 Alternaria alternata 100 100 KJ744342.1
Alternaria tenuissima 100 100 MN495830.1
Alternaria citri 100 100 EF104220.1
Penicillium 100 100 MT635309.1
griseoroseum
Penicillium goetzii 100 100 MT558933.1
Penicillium sp. 5T MW4124 Penicillium rubens 100 100 MT558923.1
92 Penicillium 100 100 MT529868.1
camemberti
Penicillium vinaceum 100 100 MT482619.1
Penicillium 100 100 MK450687.1
corylophilum
Penicillium albidum 100 100 MH855058.1
Penicillium sp. 6T Mwé124 Penicillium obscurum 100 100 KP016815.1
73 Penicillium 100 100 KP016813.1
chloroleucon
Penicillium fagi 100 99.81 MH865721.1
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OoTU ID (Beta Acceso Secuencias Cobertura % ID Acceso NCBI
tubulina) NCBI Coincidencia NCBI
Alternaria alternata 99 99.27 | XM_01853319.1

Alternaria alternata 99 99.27 HQ413316.1

Alternaria alternata 99 99.48 CP061884.1
Alternaria lini 99 98.64 Y17082.1
Alternaria sp. 4R MZ39242 | Alternaria brassicae 99 97.48 Y17074.1
8 Alternaria infectoria 99 98.85 Y17083.1
Alternaria linicola 99 96.96 Y17085.1

Alternaria solani 99 97.48 MK388240.1

Alternaria solani 99 97.48 HQ413317.1

2.2.2. Ensayos de compatibilidad de hongos

Al igual que con las actinobacterias, también se realizaron ensayos de compatibilidad con los
hongos. Se inocularon dos hongos diferentes en cajas Petri con medio de cultivo PDA para determinar si
existia alguna inhibicidon entre las cepas y excluirlas de los consorcios de hongos. Los ensayos para

determinar si los consorcios degradaban petrdleo crudo no se realizaron.

2.2.3. Evaluacion de crecimiento con petréleo crudo como tnica fuente de carbono

Las cepas de hongos se inocularon en placas de medio con agar, papa y dextrosa (PDA) y se
incubaron durante cinco dias a 30°C. Los conidios se recolectaron de las placas PDA con 20 mL de agua
destilada estéril, se separaron del micelio con ayuda de una punta de pipeta de 1000 uL y se filtraron. Se

realizaron dos lavados mediante centrifugacidn y decantacién a 5,000 rpm por 5 minutos.

Los conidios se contaron usando una cdmara de Neubauer y se inocularon 20 x 108 conidios en 50 mL de
medio minimo Czapek modificado sin fuente de carbono (4 g NaNOs, 2 g K2HPO4, 1 g MgS0Oa » 7H20, 1 g
KCl, 0.02 g FeSO4 » 7H20, 32 g de sal marina y 0.5 ml de solucion de oligoelementos) (Abalos et al., 2004).
Los matraces se suplementaron con 0.5% de petrdleo ligero crudo (40° API del pozo Xux en Tabasco,
México), pesado (16-20° API del campo Bacal, en Tabasco) y extra-pesado (7-10° API del pozo Ayatsil -
Telek, en Campeche, México), como Unica fuente de carbono. Los cultivos se incubaron a 30°C a 150 rpm

por un mes.



28

2.2.4. Analisis microscépico

Para evaluar si los conidios fueron capaces de germinar utilizando petréleo crudo como fuente
Unica de carbono, se observé el desarrollo de hifas mediante Microscopia de Contraste de Interferencia
Diferencial (DIC) utilizando un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-E con un objetivo de 40x/0.95. La
muestra de micelio de cada cultivo se tomé de la interfase del medio de cultivo de petrdleo con un asa

bacterioldgica estéril y la muestra se dispersé en un portaobjetos de microscopio con una gota de agua.

Debido a que Alternaria sp. fue la Unica cepa que presentd un crecimiento visible en medio Czapek
modificado enriquecido con 0.5% de petrdleo extra-pesado 7-10° API, se realizéd Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM) con un microscopio Hitachi SU3500, para evaluar la interaccidon micelio-petréleo. A las
tres semanas, cuando se observo el crecimiento de micelio en el cultivo, se decanté y recuperé el petréleo
con la biomasa fungica y fue fijada durante dos horas con 50 mL de una solucidn de paraformaldehido al
1%, glutaraldehido al 2% y buffer de potasio 0.1 M (K2HPO4 1M y KH2POs4 1M, pH 6.8). La muestra se
decantd nuevamente, se cubrié con tetradxido de osmio al 2% y se incubé durante una hora. Finalmente,
se utilizdé alcohol en diferentes concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%) para fijar y deshidratar la

muestra.

2.2.5. Cuantificacion del crecimiento de hongos

Para corroborar el crecimiento micelial de Alternaria sp. con petréleo extra-pesado como fuente
de carbono, se cuantifico la concentracion de proteina intracelular. Los cultivos de hongos se incubaron
en las condiciones antes descritas durante un mes a 30°C a 150 rpm. Como el micelio se encontraba
adherido al petréleo se agregaron 20 mL de tolueno para recuperar solamente la biomasa, esta mezcla se
agitd durante 20 minutos y se centrifugd a 15,000 rpm durante 10 min. La fase superior que contenia el
petréleo disuelto se elimind y la biomasa fungica se recuperd mediante filtracién con una bomba de vacio
usando un Papel de Filtro Whatman Grado 1 de 0.25 mm. El micelio fue macerado en un mortero con
nitrégeno liquido y se mezclé con 1 mL de buffer de lisis (Tris 1 M pH 7.4, KCI 2M, MgCl2 1M, Triton X100,
y una tableta de Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Roche) y se incubé durante 30 min a 4°C.
Después se centrifugd a 12,000 g durante 10 min y se recupero el sobrenadante para medir el contenido
de proteina soluble total. Se utilizd el Protein Assay Kit Il de Bio-Rad para cuantificar la proteina y

construyd una curva estandar de BSA. Se incluyeron como controles cultivos abiéticos (petrdleo extra-
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pesado y medio minimo Czapek modificado) y cultivos sin petrdleo extra-pesado, todos los experimentos
se realizaron por triplicado. Se realizé un ANOVA unidireccional entre tratamientos para comparar el

efecto del petrdleo a diferentes concentraciones.

Cuando se evaluaron todas las cepas en las primeras etapas de este proyecto, Penicillium spp. se
cultivaron bajo diferentes concentraciones de petréleo crudo ligero (0.25%, 0.5% y 0.75% v/v) como Unica
fuente de carbono para determinar a qué concentracién producian mas biomasa. No fue necesario
agregar tolueno para separar el micelio del petréleo porque no hubo una unién fuerte entre ellos y el
micelio se recuperd facilmente mediante filtracion. Se utilizaron como controles cultivos abidticos
(petroleo crudo ligero y medio minimo de Czapek modificado) y cultivos sin petréleo crudo ligero, todos
los experimentos se realizaron por triplicado. Se realizd una prueba t de Student para muestras
independientes para comparar los mg/L de proteina en todos los cultivos. Las comparaciones a posteriori

se realizaron utilizando la diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey.

2.2.6. Extraccion liquido-liquido

Se prepararon cultivos con 50 mL de medio minimo Czapek modificado suplementado con 0.5%
p/v de petrdleo extra-pesado (7-10° API) como fuente Unica de carbono, inoculados con 20 x 10° conidios
de Alternaria sp. y se incubaron a 30°C con una agitaciéon de 150 rpm durante un mes. Se incluyeron

cultivos abidticos y todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Al término de la incubacién, el petrdleo se extrajo para realizar el andlisis de cromatografia de
gases. El medio se acidificd con HCl y se extrajo con 10 mL de diclorometano y se lavaron con el solvente
tres veces. El extracto organico se recuperd mediante un embudo de separacion, se deshidratd en una

columna de Na2S04 anhidro y se secé en un evaporador rotativo a 0.79 atm.

2.2.7. Analisis SAP

Para analizar el porcentaje de degradacidn de las diferentes fracciones de petrdleo extra-pesado
por Alternaria sp., el crudo se fracciond por el método estandar ASTM D2007 modificado y mediante

cromatografia de gases se analizaron las fracciones SARA (saturados, aromaticos, resina y asfaltenos). La
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modificacién consistié en obtener los componentes resinas y asfaltenos juntos, en una sola fraccion. Como
resultado, se obtuvieron las fracciones de saturados, aromaticos y polares (resinas y asfaltenos) (SAP).
Todas las fracciones se analizaron mediante cromatografia de gases. Los disolventes utilizados para
separar las fracciones fueron: 40 mL de n-hexano para los saturados, 40 mL de tolueno para los aromaticos
y una mezcla de 20 mL de metanol y 20 mL de diclorometano (50:50) para las resinas y asfaltenos. La
separacion se realizé mediante columna de silice y se obtuvieron tres fracciones segun la polaridad de los
disolventes. Las fracciones se evaporaron en un rotavapor y fueron analizadas en un Cromatdgrafo de
Gases Agilent 7820A con una columna Zebron Inferno de 20 m x 0.18 mm x 0.18 um (Phenomenex, EE.
UU.), y de acuerdo con el método EPA-8015 (US EPA). Los hidrocarburos de petréleo totales (TPH) se
cuantificaron de acuerdo a la respuesta del detector de ionizacion de llama (FID). El programa de GC
comenzd a 50°C (2 min), seguido de una rampa de temperatura de 10°C/min a 375°C (5 min). El inyector
spitless se configurd a 360°C y el detector a 400°C. Se utilizé helio como gas portador a un flujo constante

de 0.9 mL/min.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Actinobacterias

3.1.1. Identificacion de actinobacterias aisladas

De los primocultivos (Figura 7), se identificaron y aislaron 22 cepas Gram positivas que

presentaron una morfologia macroscépica y microscépica parecida a la de las actinobacterias.

Figura 7. Primocultivos de sedimentos marinos. En los cultivos iniciales se observé el crecimiento de una gran cantidad de colonias
de diversas morfologias y de estas se seleccionaron las que parecian tener caracteristicas morfoldgicas de actinobacterias.

Se extrajo DNA de cada una de las cepas, se amplificé el dominio Ill del gen 23S rRNA, y se
encontrd que nueve cepas de actinobacterias tenian el inserto comin de aproximadamente 102 pb,

caracteristico de las actinobacterias (Figura 8).

M 1 2 3

400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 8. Electroforesis de amplicones de 23S rRNA. En el carril 1 se encuentra la cepa LRH-P-N2-1y en el carril 2 la cepa LRH-C-C11-
3; ambos amplicones contienen el inserto de aproximadamente 100 pb, lo que corresponden a la banda de mas de 300 pb. En el
carril 3 se encuentra E. coliy se observa el amplicdn de 200 pb. M: marcador molecular de 100 pb.
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Se amplificé por PCR el gen 16S rRNA y posteriormente se purificaron los amplicones del gel de
agarosa mediante el QlAquick Gel Extraction Kit (Figura 9). El producto de amplificacion se remitio al
servicio de secuenciaciéon Eton Bioscience Inc. Cuando se obtuvieron los resultados, las secuencias se
revisaron y editaron en el programa BioEdit Sequence Aligment Editor 200 y se compararon con las bases
de datos de BLAST de NCBI. De forma general todas las secuencias rebasaron los 1,400 pares de bases
después de ser editadas y al compararlas con la base de datos de Blast de NCBI, en todos los casos se

obtuvo un valor de E de cero y porcentajes de identidad mayores al 80%.

L 1 2 3 4 5

1500 ph ~ - S —— — — —
1000 pb poa

Figura 9. Electroforesis de los amplicones 16S rRNA. En los carriles se muestran los amplicones purificados de las cepas: 1) LRH-P-N2-
1, 2) LRH-C-C11-3, 3) LRH-P-N6-10, 4) LRH-C-C11-12, y 5) LRH-C-D18-13; todos son de 1,500 pb. L: marcador molecular de 200 pb.

Se asignd una clave a cada una de las cepas, de acuerdo a la coleccion a la que pertenecen, a la
zona de donde provienen los sedimentos de donde fueron aisladas (Perdido o Coatzacoalcos), la estacién
a la que perteneceny, por ultimo, el nimero de referencia. Las caracteristicas observadas en la morfologia
macroscopica y microscépica de las cepas son consistentes y corresponde a los géneros asignados por

Blast de NCBI con base en las secuencias del gen 16S rRNA.

3.1.2. Morfologia macroscdpica y microscopica

La morfologia macroscdpica de las cepas se muestra en el panel A de las Figuras 8-13, donde se
observa el crecimiento de las cepas en caja Petri; los paneles By C corresponden a las imagenes obtenidas
con estereoscopio y el panel D muestra la imagen obtenida con el microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-

E, por DIC (Figuras 10-15).
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Cepa LRH-P-N2-1
Se observaron colonias pequefias de consistencia cremosa de color amarillo intenso (Figura 10 A-

C), con bordes lobulados. Las colonias forman pequeias estructuras en forma de panal y complejas
estructuras ramificadas. En la microscopia se observan hifas ramificadas (Figura 10 D).

Figura 10. Morfologia macroscépica y microscopica de la cepa LRH-P-N2-1. (A) Colonias pequefias y puntiformes;
escala = 1 cm. (B) Estructuras en forma de panal; escala = 1.10 um. (C) Colonias bacterianas aglomeradas; escala =
316 um. (D) Hifas esporulando en extremos ramificados; escala = 20 um.
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Cepas LRH-C-C11-3 y LRH-C-D15-22

Estas dos cepas, aisladas de diferentes estaciones, tienen una consistencia cremosa (Figura 11 A-
C), forman colonias pequefias y circulares de bordes definidos, de color naranja brillante. Al esporular
forman anillos cafés concéntricos. En la microscopia se observan hifas ramificadas y racimos de esporas
en forma de abanico (Figura 11 D). Ambas cepas presentaron una morfologia idéntica y por los resultados

obtenidos en Blast, se concluyé que corresponden al mismo género y especie.

Figura 11. Morfologia macroscépica y microscopica de la cepa LRH-C-C11-3. (A) Colonias con cambio de coloracién de naranja a café;
escala=1cm. (B) Colonias redondeadas y con diferentes grados de esporulacion; escala = 1.25 mm. (C) Anillos concéntricos de color
café formados por esporas; escala = 312 um. (D) Hifas con esporas en forma de racimos; escala =5 um.
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Cepa LRH-P-B7-11
Las colonias forman grandes agregados de consistencia dura, de color blanco que al esporular se

observan pulverulentas (Figura 12 A-C), con bordes lobulados. En la microscopia se observan hifas y
cadenas de esporas (Figura 12 D).

Figura 12. Morfologia macroscépica y microscépica de la cepa LRH-P-B7-11. (A) Crecimiento en grandes agregados;
escala =1 cm. (B) Cambio de coloracion en el borde de la colonia al formar micelio aéreo; escala =1 cm. (C) Micelio
aéreo formado por filamentos blancos opacos; escala=7.8 um. (D) Hifas largas y poco ramificadas e hifa formando
cadenas de esporas; escala=20 um.
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Cepa LRH-C-D18-13

La cepa tiene una consistencia dura y forma colonias pequenas y puntiformes de color marfil que

cambia a blanco cuando esporula. (Figura 13 A-C). En la microscopia se observaron Unicamente hifas

(Figura 13 D).

Figura 13. Morfologia macroscopica y microscopica de la cepa LRH-C-D18-13. (A) La colonia tiene un aspecto
pulverulento al esporular; escala= 1 cm. (B) Cambio de coloracién en el borde de la colonia; escala= 1.01 mm. (C) El

micelio aéreo se forma del centro de la colonia a la periferia; escala= 202 um. (D) Agregados de hifas sin formacion
de esporas; escala = 20 um.
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Cepa LRH-C-D15-21 y LRH-C-C11-19

Se observaron colonias grandes de color café, consistencia dura, pulverulenta y al esporular las
colonias cambian a color gris. También se observaron filamentos mucilaginosos (Figura 14 A-C). En la
microscopia se observan hifas ramificadas con esporas en la punta (Figura 14 D). Ambas cepas
presentaron una morfologia idéntica y por los resultados obtenidos en Blast, se concluyé que
corresponden al mismo género y especie.

Figura 14. Morfologia macroscopica y microscépica de la cepa LRH-C-D15-21 y LRH-C-C11-19. (A) La colonia crece de
forma masiva en la placa de Petri con cambio de color a blanco y gris; escala = 1 cm. (B) Margen de la colonia con
formacion de micelio aéreo; escala = 1.25 mm. (C) Gruesos filamentos con formacién de micelio aéreo al centro de
la imagen; escala = 139 um. (D) Agregado de gruesas hifas y esporas ovaladas en la periferia; escala = 10 um.
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Cepas LRH-P-N6-10 y LRH-C-C11-12

Ambas cepas poseen una morfologia similar (Figura 15 A-C), comparten resultados muy similares
en Blast, por lo cual, aunque se aislaron de diferentes estaciones y zonas, se consideraron como idénticas.
Se observaron colonias grandes y circulares de bordes espiculados, de consistencia dura y pulverulenta.
Las colonias son de color blanco y grisdceo al esporular. En la microscopia se observan hifas cortas y

cadenas de esporas (Figura 15 D).

Figura 15. Morfologia macroscdpica y microscépica de las cepas LRH-P-N6-10 y LRH-C-C11-12. (A) Colonias con
cambios de coloracién de blanca a grises; escala= 1 cm. (B) El micelio aéreo se observa voluminoso y grisaceo;
escala = 60.3 um. (C) Micelio vegetativo inmerso en el medio con pequefia formacién de micelio aéreo al centro;
escala = 1.25 um. (D) Hifas fragmentadas en forma de espiral; escala = 10 um.
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3.1.3. Arbol filogenético

El arbol filogenético (Figura 16) muestra la asociacion filogenética con las especies y géneros
inferidos anteriormente por porcentajes de identidad altos en la base de datos de Genbank. Los géneros
Nocardiopsis, Micromonospora, y Promicromonospora pertenecen al orden de los Actinomycetales y
Streptomyces al orden de los Streptomycetales. La reconstruccion filogenética se realizé con el método
estadistico Maximum Likelihood con 1000 réplicas de bootstrap. Se Identificé a la cepa LRH-P-N2-1 como
Promicromonospora umidemergen, a la cepa LRH-P-B7-11 como S. marokkonensis, a LRH-P-N6-10 y LRH-
C-C11-12 como Nocardiopsis sp., a LRH-C-C11-3 y LRH-C-D15-22 como Micromonospora aurantiaca, a los
aislados LRH-C-C11-19 y LRH-C-D15-21 como Streptomyces variabilis, y a LRH-C-D18-13 como S. anulatus.

69 LRH-P-N6-10

98 LRH-C-C11-12
Nocardiopsis dassonvillei strain BA6-3 KF146896.1
2 T‘Z Streptomyces flavido fuscus strain HBUM 174057
96 — Nocardiopsis oceani strain 10A08A
100 100 —— Nocardiopsis nanhaiensis strain 10A08B
Nocardiopsis litoralis strain JSM 073097
Nocardiopsis coralliicola strain SCSIO 10427
50 LRH-C-C11-3
ﬂ‘f Micromonospora aurantiaca strain NHF69 KU500365.1
80 LRH-C-D15-22
100 ——— Micromonospora echinofusca X92625.1
—————— Micromonospora peucetia X92603.1
58 Micromonospora fulviviridis X92620.1
£ Micromonospora inyonensis X92629.1
Promicromonospora xylanilytica strain YIM 61515
Promicromonospora alba strain 1C-HV12 NR 148779.1

o Promicromonospora sukumoe strain HBUM83622

Promicromonospora kermanensis strain UTMC 533
b4 LRH-P-N2-1

62 Promicromonospora umidemergens strain 14614 JN180228.1
Streptomyces klenkii strain S2704
Streptomyces oceani strain SCSIO 02100 NR 132613.1
57 Streptomyces ovatisporus strain S4702 NR 152658.1
Streptomyces himastatinicus strain ATCC 53653
Streptomyces rapamycinicus strain ATCC 29253
Streptomyces verrucosisporus strain CPB1-1 NR151
. 100—— LRH-C-D18-13
L Streptomyces anulatus strain S07-1 KC814714.1

96 LRH-P-B7-11
63 |: Streptomyces marokkonensis strain 3445 JN180198.1

—86: Streptomyces griseorubens strain MA-21 KY783422.1
Streptomyces labedae strain NHF7

94 Streptomyces variabilis strain HBUM1 73496
WE LRH-C-C11-19
83 LRH-C-D15-21

Escherichia coli J01859.1

97

55

99

Figura 16. Analisis evolutivo por el Método Maxima Similitud. Los valores de Bootstrap se indican sobre las ramas.
Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de substitucidon de nucleétidos de K2. El arbol inicial para
la busqueda heuristica se obtuvo con los logaritmos Neighbor-Joining y BioNJ. Se empleé el método heuristico
Nearest-Neighbor-Interchange (NNI).
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3.1.4. Analisis de inhibicion

No se observé inhibicion de crecimiento entre las cepas de actinobacterias (Figura 17) y en
general, tampoco esas cepas fueron capaces de inhibir el crecimiento de los hongos (Figura 18).
Solamente el hongo Penicillium sp. 2 presentd inhibicidon de crecimiento por la actinobacteria S. variabilis
(Figura 18, fila A, cepas 8 y 9).

7

Figura 17. Ensayo de compatibilidad de actinobacterias. Placas de medio M1. Las combinaciones de actinobacterias corresponden
alas siguientes filas A) P. umidemergen, B) M. aurantiaca, C) Nocardiopsis sp., D) S. marokkonensis, E) Nocardiopsis sp., F) S. anulatus,
G) S. variabilis, H) S. variabilis. Las columnas corresponden a 1) M. aurantiaca, 2) Nocardiopsis sp., 3) S. marokkonensis, 4)
Nocardiopsis sp., 5) S. anulatus, 6) S. variabilis, 7) S. variabilis, y 8) M. aurantiaca.
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Figura 18. Ensayo de compatibilidad entre hongos y actinobacterias. Se inoculd al centro de la caja Petrila cepa de hongo y alrededor
tres cepas de actinobacterias, correspondiendo cada fila a la cepa: A) Penicillium sp. 2, B) Penicillium sp. 1, C) Alternaria sp., D)
Stemphylium sp., y E) Cladosporium halotolerans. Las actinobacterias que corresponden a cada columna son 1) M. aurantiaca, 2) P.
umidemergen, 3) Nocardiopsis sp., 4) Nocardiopsis sp., 5) S. marokkonensis, 6) S. anulatus, 7) M. aurantiaca, 8) S. variabilis, y 9) S.
variabilis. Con una flecha punteada se sefiala la imagen ampliada la caja Petri donde se observan los halos de inhibicion (flechas) de

Penicillium sp. 2 con las cepas de S. variabilis.
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3.1.5. Crecimiento de cepas usando petréleo como fuente tnica de carbono

Al comparar los cultivos de actinobacterias inoculadas en medio minimo Czapek con petréleo
como Unica fuente de carbono, los controles abidticos, y los controles con 1.5 g de sacarosa, no se aprecio
ningun crecimiento a nivel macroscopico en los cultivos suplementados con petréleo (Figura 19). En la
evaluacidon microscdpica solamente se observaron muy pocas hifas en los cultivos de Streptomyces
variabilis y Streptomyces marokkonensis con petréleo ligero (Figura 20), por lo que se decidié continuar

los ensayos solamente con las cepas de hongos.

Figura 19. Cultivos de Streptomyces variabilis. De izquierda a derecha se observa el medio de cultivo suplementado con sacarosa,
con una gran cantidad de biomasa, el cultivo con petréleo ligero al 0.5% v/v con muy poco crecimiento, y el control sin fuente de
carbono sin biomasa observable.

Figura 20. Tincion con safranina de Streptomyces variabilis (izquierda) y Streptomyces marokkonensis (derecha). Se observaron
campos con muy pocas hifas.
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3.2. Hongos

3.2.1. Todos los aislados de hongos recuperados pertenecian al phylum Ascomycota

Se obtuvieron 27 aislados de hongos de los sedimentos de las 24 estaciones del golfo de México.
Estos se agruparon en cinco morfotipos basados en caracteristicas morfolégicas macroscépicas y
microscopicas (Figura 21). Posteriormente se realizé un analisis filogenético de las especies con los genes
18S ARNTr, B-tubulina y region ITS. Se identificd con certeza a Cladosporium halotolerans a nivel de especie
(similitud de 299% en las secuencias de beta-tubulina y un valor de soporte de bootstrap soporte del 97%),
y cuatro aislados a nivel de género (Tabla 6 y Figura 22). Todos los aislados pertenecian al filo Ascomycota
dentro de las familias Aspergillaceae, Cladosporiaceae y Pleosporaceae. El taxdn Alternaria sp. se aislé de
la regidn de Perdido (estacion N2, clave 4). En la imagen de la figura 21 en el panel C se puede observar la
colonia color oliva y los conidios alargados y septados vertical y transversalmente en forma de raqueta.
Los conidios pigmentados de color marrdn se observan en la punta de la hifa y en aglomerados en forma
de cadena. En el panel A se observa la colonia de color verde formada por Cladosporium halotolerans
(estacién C11, clave 1), con conidios ovoides de superficie lisa que se formaron como cadenas en la punta
de la hifa. Penicillium sp. 1 (estacién D16, con la clave 5) formé una colonia color verde oscuro de aspecto
seco y pulverulento y por microscopia se observaron conidios emergiendo de las fidlides. Penicillium sp. 2
(estacién C11, clave 6) formd colonias verdosas al centro y blancas en la zona de crecimiento, en la
microscopia se aprecian también las fidlides y conidios redondos en la punta de las hifas. Stemphylium sp.
(estacién C12, clave 3) formd una colonia de aspecto granuloso verde con blanco, y con conidios ovalados
de color marrén y septados vertical y transversalmente. Todos los hongos se aislaron de la regién de

Coatzacoalcos a excepcién de Alternaria sp. (Tabla 7).



44

"¢ 'ds winijoiuad (3 A ‘T ds wniyjoiuad (Q “ds pLpuialy

(o “ds wniAydwais (g ‘supsajoloipy wniiodsoppy (v "wrl gT=eleass ap esseg 'J|g eldodsosdiw ajuelpaw seplualqo sedisuny sedad se| ap solpluod A
S0J0JOIPIUOD :J01IBJUI B[l "YQd OIPaW U0J L119d 9P Sede|d Ud SepeAlljnd sedad ap seluo|od ap ej3ojojiow :ioliadns e|i4 *09|0J3ad |9 Jepes3ap esed pepioeded
ns Jod sopenjeAs A sepunjo.id sen3e ap soluawWIPas ap sesisanw ap sopesadndal soduoy ap sopejsie ap ejdojojowoudiw A ej3oj040wWoIdRA ‘TZ einSi4




45

"0l3s Jod S9UOPN}ISNS BP CJSWINU [ US SepIPSW sewed se| 3p sapnyiBuol se| uod ‘ejeass e opelnqip e1se jogJe [ “JoAew 043si3a4 ap pepljigeqo.d ap Jojea un
uod ej3ojodoy e| opueuoiad)Rs 03an| A (1DA]) eisendwio) pepl|iqeqold BwixelA 9p anbojua |9 opuezijin sepewss saed Jod sepuelsip ap zuiew eun e Noig A Suluior-inoqysisN
sowio3|e so| opuedljde sjuswednewWoINe 0ANGO 3S edISUNaY epanbsng el eded |epiul jogJe (3 “ediwseso| pepljigeqo.ad JoAew el uod jogle |9 essanw 3S *(d) © + MIH A (D)
9+ ) (A V) |+ uodNNISNS Bp SOIPPOW OPUEZ|IIN OLIJUI BS BAIIN|OAS BLIOISIY B '[NZEe J0j0D |9 U0 Balpul 95 sepunjoid sende ap sope|sie ap SepeAlap sediduny Selpusndas se| ap
eansuadojy uopisod e 'sewel se| 34qos uedlpul 3s des3sioog Sp saJojeA so eulingni-g (Q-D ASLI (G ‘SST (v eded pnijiwiSosa BUIXE|A 9P OPOIDIA 2 40d OAIIN|OAS SIsIjeuy “gg eanSi4

0500

0L0'0

-ds eueusely 1°6809LL4N
910 eueuig)ly 1°0ZZ0L43
ewyssimuo) epeudly L'oeaserNI |00

eunssmua} enewsly | '608S20NIN

. ‘ds euewssly |'6.56¥9LIN
SILISE BLELISIY L EVEyy LI T epydozewoy eueLISly | SZLLISHI |
SU82s810qIE BUBUIBHY | L88FRTAM W 11D BLBLIBYY | 2226364
1v 0ol n elelgje ellelldlly |'GG8SEGLIN
Juglos whiAydwe)s |'v/¢26601 .W winsoAnoq wAydwsls |L 91190 ON
1€ N wnuesisaA wanAydurals | ¥860S0HIN £4
wnyesan wifydwals | LySe L LN % wnuesan wWiAydweiS/uinieqay Biodsosid 1 /9G6G9AM
wnunpuune wnlAydwais | evLZerMN [goL % wneaisan wAydweisunteqay eiodsosid L gr9,9,0a | |00F
‘ds E:.__S‘EQEEW L ¥6.G909W wnieaisan E:.qk:n_.Emwm.\E:\.mﬂmmt mgOQ_mDm.i L"2EZ8ceND
asusouBewoan) whydwals | €0 169N o NWv
"ds wnodsopel) |'6/68674M 2 SUBIB[0]0[EY WINLCASOPED | 9ZE000LIN
wnuusdsoseryds wnuodsoper) | Z06z.59Y % F4
suessjojoreyesed wnuodsopelD L'8SLELFAN |goL .M sopoiodsopero wnuodsoped L '0EsZ85 1M |56
SuBIBOjORY WNLOISOPEL) 'L 6EFISHIN 3, “ds winuodsoped L LFEe601IN
11 w wnuuadsoseeyds wnUodsoper) | $Z06EENI
sapjoLiodsopeja wnuodsope(d |'9ezLL643— m xoren E:.:cNQm.wobm.G V622290 ON
UOINSICIONO WIS |'€ 189 L0 Lh
WnINJSqo WniiaIad L'GLe9L0dM / ! : co
wnpigre wypoued 1-8g0sssHN |00 .uav E::mmamh%mu hﬁﬁ%ﬁ% _f. M%mv%mmmﬁ\_,\_,_ 001
wiitydojioa whnjjotued |L°1890SEMIN w i
19 a wnsonuids wnioued |'609z/04N
18e) winyrouad 1'12/598HW = winsowilf winifjiolusd |'624290 ON 0z
15 00l ] wjiiydojAiod Wnijioiusd | GSE8EENT
a IHSMOISAWRY WINIUF L '9ZE0B0NM | [SS
wnasol0asub wnilioiuad | '60ESE91IN o 79
Hwzgeob whipaiusd | £€68SS1LIA @ “ds wnjnoiuad 1"Z96906NN %8

susqns wjiusd |'e2689S LN 0l

wnaoeut wWnouad 161928 LA
IUSQWIBLIED WIS | B9BBZSLIN [}

wniodsoeiyd wiliodd | 99zSre4Y



46

05000
| e |
JUEJOS BLRLIBYY | LLESIYDH, 66
1uB(os BURLIS)Y | Dﬁmm@_s_*|4 66
BJODJUY BLIBUIS)IY _.mwo\.;L
BLIOJOSJUI BLIELIBYY |'E80LLA £9

220ISSBIq BLIBLIBYY |'7L0LLA
iUl elewlsiy 1'g80LLA

t-li4
z
ejeuisie eueulo)y | '¥88190d0 6

BjeuIo)E BlBUIS)Y ﬁ.m_‘mm_‘wo_._ul;on
ejeusojje eLeLIR)y |'161EES81L0 WX —PL

winusdsosseyds wnuodsoperd 1'9.LZG6AM

nwny wiousy | 9gL9L0d)¥e
wninosqo wnmoad 1890kt ixr]%8
whjpydoj/100 wnijpoiued | 26052240 | 57

wipydojA100 whNosd 1 9gLLSYMN || |16
a9' [1e
winnbed wniiowied 1 ZELLFLXP

0oLo

susqns wmipdlisd |'085E6ELIN
as

winuebosAiya wolad | LGS LI
USj{o4 WAIed |'GS06551T |66

suaqnd wnjioitsd |'866968MM

winuaBosAiya wniyoiuad 1'86052z24M

“ds wmiAydwals L'0LLSOLNI — 9
iydajsiyeo wniydwals | ev6L /900 €8
jugjos wiAydwels | 'g0LS0 NP

WnUeoISaA WAYdWSIS | 6061 L9LIN 56

de
winUeaISaA WnAydwals | #+61 /900

nuossbuel wnuodsope(D | verL0L43 18
suessjojoiyofsd winuodsoperd L'eyyL0 EUJ

sueisjojoley wnuodsoper) L'egrL0L43 Y /6
sueisfojoley wnuodsoperd L1zrloL43 loy




47

Tabla 7. Estaciones de donde se aislaron los hongos.

Aislado Estaciéon/Zona
Cladosporium halotolerans C11, Coatzacoalcos
Stemphylium sp. C12, Coatzacoalcos
Alternaria sp. N2, Perdido
Penicillium sp. 1 D16, Coatzacoalcos
Penicillium sp. 2 C11, Coatzacoalcos

3.2.2. Los ensayos de compatibilidad no muestran inhibicidn de crecimiento entre las cepas
de hongos

Los ensayos de compatibilidad mostraron que las cepas crecieron sin mostrar un efecto evidente
de inhibicidn en todas sus combinaciones, por lo que seria factible utilizar todas las cepas en consorcios

(Figura 23).

Figura 23. Ensayo de compatibilidad de hongos. Cada fila corresponde a la cepa A) Cladosporium halotolerans, B) Stemphylium sp.
C) Alternaria sp., D) Penicillium sp. 1. Las columnas corresponden a 1) Stemphylium sp., 2) Alternaria sp., 3) Penicillium sp. 1, y 4)
Penicillium sp. 2.
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3.2.3. Degradacion de petrdleo crudo extra-pesado por Alternaria sp.

Mediante microscopia DIC, se observaron hifas de Alternaria sp., Penicillium sp. 1, y Penicillium
sp. 2 fuertemente adheridas al petrdleo pesado (Figura 24 A-C). En contraste, se observd que las hifas de
Stemphylium sp. no se encontraban adheridas al petréleo (Figura 24D). Independientemente de cuan
adheridas estuvieran las hifas al crudo, el objetivo principal de este experimento fue confirmar la
presencia de micelio, y esto se logrd con éxito, como se muestra en las imagenes obtenidas. Con petrdleo
ligero solo se observaron las hifas con el microscopio y se confirmé ausencia o presencia de hifas (Tabla

8).

Tabla 8. Crecimiento de hongos seleccionados en petroéleo crudo de diferentes densidades. El cultivo se llevé a cabo en 50 mL de
medio minimo Czapek modificado con 0.5% p/v de petréleo crudo como Unica fuente de carbono. La presencia de hifas se indica
con (+) y la ausencia con (-).

Densidad del petréleo crudo

Cepa Ligero Pesado Extra-pesado

40° APl | 16-20° API 7-10° API

Alternaria sp. + + +
Cladosporium halotolerans| + - -
Penicillium sp. 1 + + -
Penicillium sp. 2 + + -

Stemphylium sp. + + -
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Figura 24. Microscopia de contraste de interferencia diferencial de micelio de hongos cultivados en medio minimo Czapek con 5%
p/v de petrdleo pesado (16-20° API). A) Los conidios de Alternaria sp. (puntas de flecha) y el micelio (flechas) se adhirieron al petrdleo
después de 6 dias de incubacién. B) Hifas de Penicillium sp. 1 (flechas) y crecimiento de conidios (puntas de flecha) después de 24
dias de incubacién; Se pueden observar sales del medio minimo de Czapek (flechas pequefias). C) Micelio de Penicillium sp. 2
(flechas) y conidios (puntas de flecha) embebidos en sal (flechas pequefias) y petrdleo después de 24 dias de incubacion. D) Hifas de
Stemphylium sp. (flechas) sin unién al petrdleo después de 27 dias de incubacion. Barra de escala = 25 um.

Las hifas y conidios de Alternaria sp. también se encontraban fuertemente adheridas al petréleo
extra-pesado. Por microscopia DIC se observaron conidios recién formados en las puntas de las hifas
(Figura 25). Por SEM, también se observé una densa masa de micelio y conidios creciendo alrededor de la

superficie del petrdleo (Figura 26).
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Figura 25. Microscopia de contraste de interferencia diferencial de Alternaria sp. cultivado en medio minimo Czapek
con 5% p/v de petrdleo extra-pesado 7-10° API). A) Hifas (flecha) y conidios tabicados (punta de flecha) emergiendo
de una densa masa de petréleo. B) Micelio (flecha) y conidios (punta de flecha) con sales medias minimas de Czapek
y petrdleo. Barra de escala = 25 um.

Figura 26. Microscopia electrénica de barrido de Alternaria sp. cultivado en medio minimo Czapek con 5% p/v de
petrdleo extra-pesado (7-10 ° API). A) Hifas (flechas pequefias), conidios (puntas de flecha) y superficie lisa de
petréleo (flechas). Barra de escala = 100 um, B) Micelio (flechas pequefias), conidios (puntas de flecha). Barra de
escala = 200 um, C) Hifas (flechas pequenias), conidios (puntas de flecha). Barra de escala = 300 um, y D) Micelio
(flechas pequefias), conidios (puntas de flecha) y petrdleo (flechas). Barra de escala = 500 um. En todas las imagenes,
el micelio esta en estrecho contacto con la superficie del petrdleo.
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Para Penicillium spp., la cantidad promedio maxima de proteina (40.5 £1.2 mg/L para Penicillium

1y 46.0 £13.7 mg/L para Penicillium 2) se obtuvo para los cultivos con 0.75% v/v de petréleo crudo ligero
(Figura 27). La concentracidn de proteinas en Penicillium sp. 1 fue significativamente mayor (p=0.012) a
una concentracién de 0.75% (v/v) que al 0.25% (v/v) del crudo ligero. Mientras que para Penicillium sp. 2,
no se pudieron observar diferencias significativas con las diferentes concentraciones de crudo ligero
(p=5.14) (Figura 27). Para cuantificar la concentracidn de proteinas en los cultivos de Alternaria sp. en
medio minimo Czapek suplementado con 0.5% v/v de petréleo extra-pesado, fue necesario agregar
tolueno para separar el micelio del petréleo porque habia una fuerte unién entre ellos y el micelio no se
podia recuperar facilmente mediante filtracidon. Se obtuvo un aumento promedio de proteina total de
7.04 + 0.20 mg/L para los cultivos de Alternaria sp. después de un mes de incubacién en medio minimo
Czapek suplementado con petréleo extra-pesado al 0.5% p/v. Ese valor fue ligeramente superior al
obtenido para los cultivos control sin petréleo extra-pesado, aunque no fue significativo (5.9 + 0.32 mg/L);
(p=0.066). Macroscépicamente se aprecié una diferencia en el crecimiento de micelio entre los cultivos

con petréleo extra-pesado y los controles sin fuente de carbono (Figura 28).
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Figura 27. Contenido de proteina de Penicillium spp. obtenido con diferentes concentraciones de petrdleo
crudo ligero (0.25%, 0.5% y 0.75%). A) Se encontraron diferencias significativas (**) en el contenido de proteina con
Penicillium sp. 1 entre la concentracion de 0.25% y 0.75% de petrdleo crudo ligero. B) No se encontraron diferencias
significativas (ns) entre las diferentes concentraciones con Penicillium sp. 2.

Figura 28. Matraces de Alternaria sp. con medio minimo Czapek modificado incubados por un mes a 30°C y microscopia DIC A)
Control sin fuente de carbono, no se observa un crecimiento notable. B) Alternaria sp. con petréleo extra-pesado como fuente Unica
de petréleo, se observa micelio alrededor del petréleo C) Microscopia de control sin fuente carbono; se observan conidios y sales

del medio Czapek. D) Microscopia de Alternaria sp. con petrdleo extra-pesado, se aprecian los conidios germinados y una gran
cantidad de hifas.
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3.2.4. Alternaria sp. degrada principalmente los componentes aromaticos del petréleo crudo
extra-pesado
La degradacién del crudo extra-pesado por Alternaria sp., después de 30 dias de crecimiento, se
determind mediante cromatografia de gases tanto en el petréleo extra-pesado completo como en sus
fracciones (Figura 29). Los principales componentes del petréleo extra-pesado completo, es decir sin ser
biodegradado, correspondieron a la fraccién aromatica con un 43.5% (+10.8), seguida de los saturados

con un 35.5% (+1.5) y finalmente de resinas-asfaltenos con un 21% (+1.9).

De acuerdo a los cromatogramas, Alternaria sp. degrado el 25.6% (+7.6) del crudo total (Figura
30). Cabe destacar que Alternaria sp. presentd una mayor metabolizacién de la fraccién aromatica, con
91.3% (+15.7) de degradacion de estos compuestos. También degradé la fracciéon de saturados en un
24.7% (+1.0). Las fracciones de resinas-asfaltenos mostraron un incremento del 108% (+5.8), debido
principalmente a la produccion de moléculas polares. Es decir, la composicidon del crudo después de la
biodegradacion fue del 26.7% (+1.4) de la fraccion saturada, 3.7% (+0.9) de la fraccién aromatica y 43.8%

(£3.2) de la fraccidn de resinas-asfaltenos (Figura 29).

100%
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100 A
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80 -
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Figura 29. Porcentaje de degradacion de hidrocarburos después de 30 dias de crecimiento de Alternaria sp. con
petréleo extra-pesado (7-10° API) como Unica fuente de carbono, composiciones de petréleo inicial y residual. El
numero en la parte superior de las columnas representa el petrdleo residual después de la biodegradacion y el
porcentaje del petroéleo crudo inicial. Los nimeros de cada columna son el porcentaje de cada fraccidn, en la columna
derecha el porcentaje corresponde al petréleo remanente. El petréleo se fraccioné mediante el procedimiento SARA
modificado para obtener las fracciones de los saturados, aromaticos y polares. Los hidrocarburos de petréleo totales
se determinaron mediante Cromatografia de Gases equipada con detector FID.
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Figura 30. Cromatogramas de petrdleo extra-pesado completo y sus fracciones SAP. La columna de la izquierda corresponde a los
controles abidticos y la columna de la derecha a las muestras degradadas. A) Cromatogramas de petrdleo extra-pesado entero y
fracciones SAP de controles abidticos B) Cromatogramas de petroleo extra-pesado y fracciones SAP degradado por Alternaria sp.
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Capitulo 4. Discusion

El golfo de México ha sido una fuente importante de petréleo marino. Con el descubrimiento de
nuevos campos petroleros a partir de 1938, la zona comercial mexicana ha sido ampliamente explorada
en busca de campos petroleros en aguas poco profundas. Hoy en dia, debido al agotamiento de reservas
de petrdleo ligero de aguas poco profundas, la extraccion de petréleo en aguas profundas es la tendencia
predominante. Sin embargo, cuanto mayor es la profundidad, mayor es el riesgo de un derrame accidental
de petroleo (Murawski et al.,, 2020). Por ello, diversos estudios se han centrado en identificar
microorganismos hidrocarbonoclastas del golfo de México como potenciales agentes de biorremediacién.
Después del derrame de petrdleo de Deepwater Horizon de 2010, se identificaron microorganismos

potencialmente interesantes para la biorremediacion.

En estudios recientes del Consorcio de Investigacion del golfo de México (CIGoM) se han descrito
bacterias hidrocarbonoclastas identificados en la ZEE mexicana del golfo de México (Moreno-Ulloa et al.,
2019). También se ha reportado el perfil quimico de los metabolomas de aislados bacterianos de
sedimentos de aguas profundas del golfo de México, las cepas crecieron en una mezcla de hidrocarburos
simples y complejos y se encontraron metabolitos no reportados de la superclase de lipidos y moléculas
similares a lipidos (Moreno-Ulloa et al., 2019). Otro estudio que describe la comunidad bacteriana de linea
base en sedimentos de diferentes estaciones del suroeste del golfo de México, encontrd que las zonas
someras con una mayor concentracion de hidrocarburos aromadticos albergaban mas bacterias
degradadoras de hidrocarburos que las zonas profundas (Godoy-Lozano et al., 2018). Estos datos
ayudardn a evaluar los cambios en la comunidad bacteriana si ocurriera un derrame de petrdleo

accidental.

Las actinobacterias poseen muchas caracteristicas que les confieren ciertas ventajas para
sobrevivir en condiciones extremas, como ambientes secos, baja cantidad de nutrientes, y también
pueden producir biosurfactantes que ayudan a incrementar la biodisponibilidad de los contaminantes y
facilitar el proceso de biodegradacidon (Alvarez et al., 2011). Estas ventajas hacen que sea posible
encontrar actinobacterias tanto en medios pristinos no contaminados como en contaminados con
hidrocarburos, como se demostré en un estudio realizado en el golfo de México, donde las actinobacterias
representaron el 2.5% del total las bacterias identificadas (Godoy-Lozano et al., 2018). Por tanto, es
importante realizar bioprospeccion de actinobacterias que tengan las enzimas necesarias para
biodegradar petrdleo crudo. En este estudio se encontré que solo las actinobacterias Streptomyces

marokkonensisy S. variabilis fueron capaces de crecer, aunque de forma muy limitada, con petréleo crudo
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ligero, por lo que no se continuaron los ensayos con estas cepas. Sin embargo, existe la posibilidad de que
la biodegradacion aumente si se forman consorcios con las diferentes cepas de actinobacterias, tal como
lo sugieren estudios anteriores, donde las actinobacterias en los consorcios bacterianos mostraron la
mayor contribucién en términos de degradacién de hidrocarburos de petréleo (Auffret et al., 2015). En
este trabajo no se encontrd inhibicion entre las cepas de actinobacterias aisladas, sin embargo, por
motivos de tiempo no se pudo continuar con los experimentos para evaluar si los consorcios de
actinobacterias podian degradar petrdleo. El objetivo se enfocé a Alternaria sp. por la relevancia de los

resultados obtenidos con esta cepa.

En cuanto a los hongos, sus capacidades metabdlicas y la rapida propagacién del micelio hacen
gue sean candidatos atractivos para ser aplicados para biorremediacién (Vidali, 2001). En particular, los
hongos de origen marino han sido reconocidos como agentes de biorremediacion prometedores debido
a sus adaptaciones metabdlicas a las fuentes de petréleo de origen natural (Kumar et al., 2011;
Kvenvolden y Cooper, 2003). Sin embargo, su capacidad para degradar petréleo pesado y extra-pesado

ha sido muy escasamente estudiada.

En este estudio, se demostré la capacidad de Alternaria sp., Penicillium spp. y Stemphylium sp.,
aislados de sedimentos de aguas profundas de la ZEE mexicana del golfo de México, para crecer utilizando
petréleo pesado, y mas importante aln, se demostrd la capacidad de Alternaria sp. para crecer utilizando
petréleo extra-pesado como Unica fuente de carbono. Desafortunadamente, dada la naturaleza del
petréleo extra-pesado y la fuerte unién del micelio de Alternaria sp. al petréleo extra-pesado en la varilla
de vidrio, la cuantificacion de la biomasa no se logré con éxito. Sin embargo, a nivel visible, se pudo
observar el micelio de Alternaria sp. sélo en los cultivos suplementados con petréleo extra-pesado (Figura
30). Se concluyé que el tolueno agregado para la cuantificacion de proteinas para obtener una medicién
indirecta de la biomasa fungica probablemente interfirié con la recuperacion completa del micelio, y el

contenido de proteina obtenido no fue una estimacién precisa de la cantidad real de proteina.

Aungque los taxones de hongos identificados en este estudio han sido reportados previamente
como degradadores de petrdleo crudo livianos y medianos, no existen reportes previos de degradacion
de petrdleo pesado o petréleo extra-pesado por ninguno de ellos. Penicillium spp. aislados de diversos
ambientes contaminados han sido ampliamente reportados como capaces de eliminar una amplia gama
de contaminantes, incluidos metales pesados e hidrocarburos de petréleo (Elshafie et al., 2007; Singh,
2006). Penicillium spp. puede degradar eficientemente hidrocarburos aromaticos policiclicos como el

fluoreno (Garon y Sage, 2004), pireno (Saraswathy y Hallberg, 2005), y fenantreno (Melendez-Estrada et
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al., 2006). Stemphylium vesicarium ha sido aislado de suelos contaminados con petrdleo en Iran
(Mohammadian et al., 2017) y de un sitio marino mediterraneo después de un derrame de petrdleo,

donde también se recuperd C. halotolerans (Bovio et al., 2017).

Alternaria spp. han sido aisladas de zonas terrestres contaminadas y hay evidencia de su
capacidad para degradar PAH (Balaji et al., 2014); también se han aislado de bolas de alquitran y de
jardines no contaminados y fueron capaces de degradar petréleo crudo (Elshafie et al., 2007) y octano y
decano respectivamente (Loretta et al., 2017). A. alternata tiene la capacidad de sintetizar enzimas
relacionadas con la degradacién de hidrocarburos, como la peroxidasa de manganeso y la peroxidasa de
lignina (Ali et al., 2012; Vazquez-Duhalt et al., 1994). Existe un analisis comparativo del perfil de secretoma
de algunos hongos oxidantes de manganeso Il que incluyen a Alternaria alternata (Zeiner et al., 2016), asi
como un informe de la produccion de lignina peroxidasa (Sharma et al., 2016), y esto sienta un precedente

para la capacidad de degradacién potencial de Alternaria sp.

Los crudos pesados contienen una alta proporcién de hidrocarburos de alto peso molecular y
niveles elevados de heterocompuestos, incluidos azufre, nitrégeno, oxigeno y metales pesados (Speight,
1991). La composicion tipica de SARA de los petrdleos pesados es 4-23% de saturados, 14-32% de
aromaticos, 27-46% de resinas y 15-43% de asfaltenos (Hinkle et al., 2008). La alta concentracién de
resinas y asfaltenos, junto con la alta concentracién de HAP de alto peso molecular en petrdleo extra-
pesado, plantea un desafio para los procesos de biodegradacidn y biorremediacidon por ser moléculas
mucho mas complejas. En este estudio no se analizd la naturaleza quimica de los productos de la
degradacion de hidrocarburos. La composicion del petrdleo crudo incluye varios miles de hidrocarburos
diferentes que podrian representar una fuente potencial de carbono para Alternaria sp. En consecuencia,
los productos resultantes de la degradacidn microbiana por Alternaria sp. también son una mezcla
compleja de compuestos polares dificiles de resolver con herramientas de quimica analitica
convencionales. Sin embargo, la naturaleza quimica de los productos de degradacién de los hidrocarburos
se ha estudiado ampliamente (Van Hamme et al., 2003; Varjani, 2017). Existen varias vias, como la
oxidacion terminal, la oxidacion sub-terminal, la w-oxidacién y la B-oxidacién que estdn involucradas en
la degradacién de los hidrocarburos alifaticos (Varjani, 2017). La oxidacién inicial del alcano da como
resultado la formacidn de un alcohol, que luego puede ser metabolizado por la via de la B-oxidacién de
acidos grasos. Por otro lado, la oxidacién inicial de los hidrocarburos aromaticos por hongos esta mediada
por monooxigenasas que forman un trans-diol. A continuacion, el anillo de benceno se escinde de
diferentes formas por las enzimas que conducen a la formacidon de intermedios centrales, que se

convierten posteriormente en intermedios del ciclo del acido tricarboxilico (TCA). Finalmente, los alcanos
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ciclicos se convierten en alcoholes ciclicos y se deshidrogenan en cetonas mediante un sistema de

oxidasas. Luego, un sistema de monooxigenasas forma lactonatos y una lactona hidrolasa finalmente abre

el anillo (Varjani, 2017).

Alternaria sp. transformé el 91.3% de la fraccion aromatica del petrdleo extra-pesado que se
afiadié como fuente Unica de carbono, mostrando una gran afinidad por esta fraccién. El aumento
porcentual de la fraccién resina-asfaltenos en los hidrocarburos degradados, sugiere que Alternaria sp.
transforma la fraccidn aromatica a compuestos mas polares que migraron a la fraccion resina-asfaltenos.
A pesar de este incremento, se ha establecido previamente que los compuestos polares que aparecen en
la fraccidn resina-asfaltenos como resultado de la biodegradacién de los saturados y especialmente de la
fraccion aromatica, son mas biodegradables que los hidrocarburos originales (Kulik et al., 2006;

Meulenberg et al., 1997).

En las primeras etapas de este proyecto, en ensayos preliminares con todas las cepas, se realizd
el mismo experimento con Penicillium sp. 1y con Penicillium sp. 2 utilizando petréleo crudo ligero para
determinar a qué concentracidon se producia mas biomasa. Para ambos hongos, se obtuvo la maxima
cantidad de proteina para los cultivos suplementados con 0.75% v/v de petrdleo crudo ligero (Penicillium
sp. 1 con 48.8 + 1.2 mg/Ly Penicillium sp. 2 con 54.3 + 4.6 mg/L). No fue necesario utilizar tolueno en ese
caso para separar el micelio del petrdleo porque no habia adhesién, por lo que el micelio se recuperé
facilmente mediante filtracién, no se realizaron mas estudios con estos hongos, pero sirvieron como

referencia para los resultados obtenidos con Altenaria sp.

En cuanto al incremento en el contenido de proteina en los cultivos de Alternaria sp.,
suplementados con 0.5% p/v de petrdleo crudo extra-pesado como Unica fuente de carbono, fue un claro
indicio de produccion de biomasa, confirmando cuantitativamente el crecimiento de hifas observado a la
par por analisis microscopico. Aunque se pudo observar claramente el crecimiento de micelio de
Alternaria sp. en el cultivo (Figura 28), probablemente el tratamiento con tolueno interfiriéd con la
recuperacion completa del micelio y el contenido de proteina obtenido no fue una representacién precisa

de la cantidad real de proteina.

La estacién N2 (regién de Perdido), de donde se aislé Alternaria sp., no mostrd ninguna diferencia
notable en salinidad, temperatura o concentracion de oxigeno disuelto en comparacion con el resto de
las estaciones (Tabla 1). El golfo de México tiene un sistema de dos capas; la capa superior (por encima

de 800-1000 m) estd altamente regulada por la Corriente de Bucle y sus remolinos asociados (LCE) que
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ingresan al golfo de México a través del Canal de Yucatdn (Hamilton, 2009). Las descargas del rio, la
variacion de temperatura y la entrada de agua dulce no afectan la salinidad o la temperatura mas alla de
los 100 m superiores de la columna de agua (Portela et al., 2018). En consecuencia, el principal impulsor
de las condiciones hidrograficas en el golfo de México de donde se tomaron las muestras de sedimentos
fue la presencia local de LCE (Portela et al., 2018). Independientemente de la amplia distribucion de los
sitios muestreados en el golfo de México, no es posible reconocer una diferencia entre las estaciones

Perdido y Coatzacoalcos.

Algunas estimaciones recientes indican que las reservas de petréleo no convencional, que
incluyen petrdleo pesado, petréleo extra-pesado y betln, podrian superar los 6 mil millones de barriles
(Alboudwarej et al., 2006). La extraccion ineludible de estos reservorios producird inevitablemente
derrames de petrdleo. Los resultados expuestos en esta tesis muestran la importancia de las comunidades
fungicas para degradar este tipo de hidrocarburos. Por lo tanto, es fundamental explorar los
microorganismos flngicos nativos capaces de degradar el petrdleo pesado y especialmente el petréleo
extra-pesado en caso de que sea necesario implementar planes de accidn y reaccién para mitigar el
impacto ambiental de cualquier derrame accidental de petrdleo. Entre las estrategias de biorremediacion,
la bioaumentacién es una tecnologia in situ que implica la introduccion de microorganismos
hidrocarbonoclastas autéctonos (obtenidos del sitio contaminado) o exdgenos al sitio contaminado para
mejorar la degradacién microbiana en el sitio (Kingston, 2002). En México, las propuestas de remediacion
deben ser aprobados por la SEMARNAT (NOM-138-SEMARNAT/SSA1-2012 y NOM-143-SEMARNAT-2003).
Existen ejemplos de biorremediacion exitosa de los derrames de hidrocarburos marinos (Atlas y Hazen,
2011) ya que los derrames de petréleo en alta mar tienen un gran impacto en los sistemas ecoldgicos, lo

cual repercute importantemente en la economia (Kingston, 2002).

Muchos estudios se centran en la degradacion de petrdleo en la columna de agua y no se ha
prestado atencidn a la degradacién de sedimentos marinos. La biodegradacion del petréleo en los
sedimentos es importante para las fracciones pesadas de petrdleo, que tienden a asentarse después del
derrame de petrdleo. Ademas, las condiciones ambientales de los sedimentos son diferentes, como las
concentraciones de oxigeno y nutrientes. Existen algunos desafios asociados con la biorremediacion del
petréleo derramado (Macaulay y Rees, 2014), que incluyen: i) Resistencia a la degradaciéon de las
fracciones pesadas, especialmente asfaltenos e hidrocarburos aromaticos policiclicos de alta masa molar.
Por tanto, parece crucial contar con cepas microbianas capaces de realizar la biodegradacién de petréleos
pesados y extra-pesados como Alternaria sp. aislada y caracterizada en este trabajo; ii) Eutrofizacion

provocada por bioestimulacidon. El agua de mar se caracteriza por las bajas concentraciones de nitrégeno
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y fosforo, éstos son factores limitantes para la degradacién del petréleo. El uso de fertilizantes oleofilicos
parece ser un tipo de nutriente eficaz para ser aplicado en ambientes marinos para prevenir la
eutrofizacién; iii) Insostenibilidad de la bioaumentacién en campo. Esto se puede reducir utilizando
microorganismos bien adaptados, como, por ejemplo, los adaptados a las condiciones de los sedimentos.
Ademas, la encapsulacion del microorganismo puede protegerlo en las nuevas condiciones ambientales;
iv) Poca biodisponibilidad del petrdleo derramado. La biodegradacion del petrdleo tiene lugar en la
interfase agua-petrdleo. Por lo tanto, la dispersidn o solubilizacién del petréleo es ampliamente utilizada,
mediante la adicion de tenso-activos quimicos o bioldgicos para mejorar la biodegradacién. Sin embargo,
los agentes quimicos podrian ser potencialmente téxicos para el medio ambiente; y v) Ineficiencia de la
biodegradacién del petréleo en ambientes semi-andxicos. Como se menciond anteriormente, en
sedimentos profundos, hay una baja concentracién de oxigeno. Es por esta razén que es importante tener
microorganismos aislados de sedimentos marinos profundos como Alternaria sp. aislada y caracterizada

en este trabajo (Macaulay y Rees, 2014).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, en este trabajo se demostré que, de todos los
microrganismos aislados en este trabajo, de entre las cepas de actinobacterias y las cepas de hongos,
Unicamente Alternaria sp., fue capaz de degradar algunos de los componentes mas pesados y
recalcitrantes del petrdleo crudo extra-pesado. Las actinobacterias tienen un gran potencial para
degradar petréleo, sin embargo, los cultivos axénicos pudieran resultar ser menos efectivos que los
consorcios de estas bacterias y esta podria ser la razén por la que no se tuvieron resultados mds
significativos con las actinobacterias en cuanto a la degradacién de petrdleo crudo pesado y extra-pesado.
Aunque la cantidad de microorganismos cultivables es muy baja, se logrd aislar exitosamente un
microorganismo que pudo degradar petréleo crudo extra-pesado, especialmente cuando las muestras
provienen de condiciones ambientales extremas. Por tanto, Alternaria sp. puede ser candidata para
futuros estudios en donde se evalue su desempefio en diferentes condiciones ambientales, en
combinacion con las diferentes cepas de bacterias y hongos aislados en este trabajo. También se podrian
evaluar las interacciones de Alternaria sp. con comunidades microbiolédgicas de la zona contaminada con

el fin de evaluar su uso para la biorremediacién en el caso de un derrame de petrdleo.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este estudio se demostrd que existen cepas de hongos en el golfo de México con la capacidad
de degradar petréleo crudo de diferentes densidades. Esto sugiere que en el golfo de México es posible

encontrar cepas fungicas cultivables con capacidades metabdlicas poco conocidas hasta el momento.

El uso de microscopia como un primer acercamiento para la verificacidon de la germinacion de
conidios usando petréleo crudo como fuente Unica de carbono, resultd ser un método eficaz y simple para

determinar si las cepas de hongos pueden degradar petrdleo crudo.

Los resultados obtenidos con las actinobacterias demostraron que los cultivos axénicos tienen
una capacidad limitada para degradar petrdleo crudo ligero. Si bien se podrian formar consorcios de
actinobacterias con las cepas aisladas porque no existe inhibicion entre ellas, aunque la capacidad de

degradar petréleo por consorcios de actinobacterias no se evalud en este trabajo.
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