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Resumen de la tesis que presenta Marilyn Yahayra Maturano Flores como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestra en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Estudio de la diversidad flingica tolerante a pireno, aislada de la rizésfera de Salicornia spp., y su
interaccidn con bacterias haléfilas hidrocarbonoclastas

Resumen aprobado por:

Dr. Gilberto Curlango Rivera Dra. Hortencia Silva Jiménez
Codirector de tesis Codirectora de tesis

El crecimiento humano, la industrializacion y la expansién del transporte han dafiado ecosistemas
terrestres y acuaticos. Entre las principales fuentes de contaminacion estan los hidrocarburos, y sus
derivados usados en industrias como la agricola, maritima y portuaria, ademads de aguas residuales.
Los componentes predominantes en los residuos de las fuentes de contaminaciéon antes mencionadas
son los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs), incluido el pireno, los cuales representan un
importante riesgo para la salud de los seres humanos y zonas de alta importancia ecolégica como los
estuarios. Tomando en cuenta lo anterior, es necesario implementar y promover estrategias con un
mayor alcance de remediacién de los ecosistemas usando plantas nativas y a los microorganismos
asociados a ellas. En este trabajo, se realizd6 un estudio de caracterizacion de especies fungicas
cultivables en pireno y aislados de la rizésfera de la planta haléfita Salicornia spp. del Estero Punta
Banda, Ensenada, Baja California, México. De igual manera, se estudiod la interacciéon de los hongos
aislados de Salicornia spp. con las cepas bacterianas haléfilas hidrocarbonoclastas Salinicola tamaricis
CSA4-1, Microbacterium esteraromaticum CSA25y Kocuria sp. HC51 aisladas de sedimentos marinos
de la Costa Noroccidental de Baja California. Se aislaron 19 hongos filamentosos tolerantes a pireno,
de los cuales Fusarium sp. cepa SsA14 y Aspergillus sp. cepa Ss27 interactuaron de manera positiva con
las bacterias hidrocarbonoclastas mencionadas anteriormente. La identificacion molecular sugirio las
especies Fusarium equiseti y Aspergillus ochraceus, las cuales son candidatas potenciales para
continuar estudios de interaccién planta-bacteria-hongo que permitan eficientizar la fitorremediacién
de ambientes acudticos contaminados con pireno.

Palabras clave: pireno, biorremediacion, Estero Punta Banda, Salicornia, hongos



Abstract of the thesis presented by Marilyn Yahayra Maturano Flores as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Life Sciences

Study of pyrene-tolerant fungal diversity isolated from the rhizosphere of Salicornia spp., and its
interaction with hycrocarbonoclastic halophyte bacteria

Abstract approved by:

Dr. Gilberto Curlango Rivera Dra. Hortencia Silva Jiménez
Thesis codirector Thesis codirector

Terrestrial and aquatic ecosystems have been polluted by human development, such as urban growth
and industrialization. Hydrocarbons derived from agriculture, the marine industry, and port activities
are the primary sources of pollution. The predominant components of hydrocarbon pollutants are
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs), including pyrene, which threaten human health and
ecological conservancy, such as estuaries. The abovementioned highlights the need to implement and
promote remediation strategies using native plants and their associated microbiome. This study
focused on characterizing the pyrene-cultivable fungi associated with the rhizosphere of Salicornia spp.
from the Punta Banda Estuary, Ensenada, Baja California. Also, interaction studies were carried out
between the fungal isolates and the hycrocarbonoclastic halophyte bacteria species Salinicola
tamaricis CSA4-1, Microbacterium esteraromaticum CSA25 and Kocuria sp. HC51 isolated from marine
sediments. Nineteen filamentous pyrene-tolerant fungi were isolated, from which Fusarium sp. SsA14
and Aspergillus sp. Ss27 strains had a positive interaction with all bacteria. Molecular identification
suggested that Fusarium equiseti and Aspergillus ochraceus have the potential for future plant-
bacteria-fungi interaction studies, which will generate knowledge to increase the efficiency of
phytoremediation applications in aquatic environments.

Keywords: pyrene, bioremediation, Punta Banda Estuary, Salicornia, fungi.
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Figura 17. Crecimiento de cepas fungicas del posible rizoplano en presencia de S. tamaricis CSA4-1. A)
Fusarium sp. cepa SsA14 en interaccion con S. tamaricis CSA4-1. B) Fusarium sp. cepa SsA14. C)
Aspergillus sp. cepa SsA27 en interaccidén con S. tamaricis CSA4-1. D) Aspergillus sp. cepa Ssa27.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Contaminacion de ambientes acuaticos

Los cuerpos de agua son uno de los recursos naturales mds importantes, pero el acelerado aumento
poblacional, el incremento de las actividades industriales, tales como la industria minera, agroindustria,
petrolera, petroquimica, y contaminantes emergentes (Vergara Villadiego et al., 2024), ha derivado en

amenazas a estos ecosistemas, a la salud humana, y al desarrollo sostenible (Evans et al., 2019).

La contaminacién por hidrocarburos no solo se da por el colapso de un pozo o un derrame, también ocurre
por fugas de los equipos de perforacion, un mal disefio y planeacion de la explotacidén, y durante el
transporte en los buques tanques. De igual manera, la contaminacién de los cuerpos de agua ocurre
durante la carga y descarga en los puertos, tanto en los ductos como en el abastecimiento de los tanques

cisterna en los puertos de almacenamiento y transporte (Celis-Hidalgo, 2009).

Galan, (2014) reporta que las modificaciones ambientales derivadas de la industria de los hidrocarburos
se dividen en efectos mecdnicos y toxicos. Los efectos mecanicos forman una pelicula aceitosa en la
interfase agua-aire, ya sea como petréleo crudo o en forma de algln aceite derivado de este, lo cual limita
el proceso de reoxigenacion del medio. Los efectos tdxicos al entrar en contacto con los seres vivos afectan
su membrana y su interaccidn celular con el entorno; a nivel de ecosistema, provoca alteraciones en la
tensién superficial, modificaciones en el pH, temperatura, potencial 6xido-reduccion y el intercambio de

minerales vitales para los organismos fotosintéticos.

1.2 Origen de los hidrocarburos

De acuerdo con la Secretaria de Energia (2015), los hidrocarburos son moléculas compuestas
principalmente por d&tomos de carbono e hidrégeno de los cuales derivan otros compuestos organicos vy,
dependiendo de las condiciones petrofisicas y de la formacidn geoldgica que los albergue (Escobar, 2012),
pueden hallarse en forma liquida (petréleo), gaseosa (gas natural) o sdlida (hidratos de metano).
Asimismo, Rivera-Cruz et al., (2002) determinaron que el petréleo crudo y algunos derivados de este

(como los combustibles, aditivos, etc., los cuales abarcan desde gas para uso doméstico hasta
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combustibles para los diversos medios de transporte, incluido el asfalto para las carreteras) poseen formas
guimicas estructurales que se dividen principalmente en hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Dentro del

grupo de los hidrocarburos aromaticos, se encuentran los monociclicos y policiclicos.

La Agencia de Proteccidn Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (USEPA, por sus siglas en
inglés) catalogan a 16 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) como contaminantes prioritarios por

su impacto en la salud humana y ambiental (

Nombre Abreviatura (.Srupo de Fac!:o_r de No_. de Peso molecular
carcinogenicidad toxicidad anillos (g/mol)
1 Naftaleno NPH D 0.001 2 128
2 Acenaftileno ACY D 0.001 3 152
3 Acenafteno ACN ND 0.001 3 154
4 Fluoreno FLU D 0.001 3 166
5 Fenantreno PHN D 0.001 3 178
6 Antraceno ATR D 0.01 3 178
7 Fluoranteno FLT D 0.001 4 202
8 Pireno PYR ND 0.001 4 202
9 Benzo[alantraceno B[a]A B2 0.1 4 228
10 Criseno CRY B2 0.01 4 228
11 Benzo[b]Fluoranteno B[b]F B2 0.1 5 252
12 Benzo[k]Fluoranteno B[Kk]F B2 0.1 5 252
13 Benzo[a]pireno B[a]P B2 1.0 5 252
14 Indeno[1,2,3-cd]pireno I[123cd]P B2 0.1 6 276
15 Dibenzo[a,h]antraceno D[ah]A B2 1.0 5 278
16 Benzo[g,h,i]pirenilo B[ghi]P D 0.01 6 276

), dentro de los cuales se incluyen el pireno, fenantreno y naftaleno (Sarria-Villa et al., 2016). Autores como
Pérez-Garcia & Gonzdlez Diaz, (1988) y Mastandrea et al., (2005), sefialaron que los HAPs son una extensa
clase de compuestos cancerigenos y contaminantes quimicos presentes a diferentes concentraciones en
el medio ambiente; ademas de encontrarse en el petréleo crudo, también surgen de diversos procesos
industriales y como derivado de la combustidon incompleta en autos, aviones, barcos, entre otros medios

de transporte que usen como fuente de energia a algliin combustible derivado del petrdleo.

Tabla 1. Lista de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos prioritarios segun la USEPA. Modificado de Dandajeh et al.,
(2019).



Nombre Abreviatura (.Erupo de Fac.to.r de No.. de Peso molecular
carcinogenicidad toxicidad anillos (g/mol)
1 Naftaleno NPH D 0.001 2 128
2 Acenaftileno ACY D 0.001 3 152
3 Acenafteno ACN ND 0.001 3 154
4 Fluoreno FLU D 0.001 3 166
5 Fenantreno PHN D 0.001 3 178
6 Antraceno ATR D 0.01 3 178
7 Fluoranteno FLT D 0.001 4 202
8 Pireno PYR ND 0.001 4 202
9 Benzo[alantraceno B[a]A B2 0.1 4 228
10 Criseno CRY B2 0.01 4 228
11 Benzo[b]Fluoranteno B[b]F B2 0.1 5 252
12 Benzo[k]Fluoranteno B[Kk]F B2 0.1 5 252
13 Benzo[a]pireno B[a]P B2 1.0 5 252
14 Indeno[1,2,3-cd]pireno 1[123cd]P B2 0.1 6 276
15 Dibenzo[a,h]antraceno D[ah]A B2 1.0 5 278
16 Benzo[g,h,i]pirenilo B[ghi]P D 0.01 6 276

Grupo B2: Posible agente carcinogénico para los humanos
Grupo D: No clasificado como carcinogénico
ND: No disponible.

El Servicio Geoldgico Nacional (SGM, 2017), expresa que mas del 56% del potencial del recurso prospectivo
de hidrocarburos del pais se encuentra en aguas profundas del Golfo de México y el porcentaje restante
proviene de pozos en tierra ubicados también en las zonas aledanas al Golfo de México. Petrdleos
Mexicanos (PEMEX, 2023) divide a la industria de los hidrocarburos en tres disciplinas: La exploracién y
produccién, que incluye la exploraciéon de yacimientos y extraccién de hidrocarburos; la logistica, que
maneja el transporte y almacenamiento de hidrocarburos y sus derivados a través de ductos maritimos y
terrestres; y la transformacion industrial, que se dedica a la refinacién y elaboracién de productos para

uso comun e industrial.

Aungue hoy en dia, alternativas energéticas amigables con el medio ambiente estén teniendo un rapido
crecimiento, seguimos dependiendo de los hidrocarburos y sus derivados y, desafortunadamente durante
las actividades industriales bajo las cuales se extraen, transportan y transforman, se generan emisiones
atmosféricas, efluentes liquidos y desechos sélidos altamente tdxicos, que, ademds de propiciar el

desgaste de los ecosistemas, son dafiinos para la salud (Guédez et al., 2003).

1.3 Biorremediacion
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La biorremediacién se ha sugerido como respuesta ante las contingencias ambientales propiciadas por los
derrames petroleros en el mar, aunque hoy en dia se empieza a explorar su aplicaciéon en otras areas
(Alexander, 1999). La biorremediacidn es una técnica de restauracién natural en la que se aprovechan las
capacidades metabdlicas de microorganismos y plantas, los cuales, a pesar de requerir cantidades distintas
de nutrimentos, son capaces de formar asociaciones simbidticas que transforman los contaminantes
(Julidn-Benites & Rivero-Méndez, 2023). Martinez-Alonso & Gaju, (2005), refiriéndose a los
contaminantes, indicaron que “convirtiendo los componentes téxicos y mutagénicos de estos en

productos no toéxicos, pueden integrarse en los ciclos biogeoquimicos naturales” (p. 80).

De acuerdo con Perdigdo et al., (2021) la biorremediaciéon se puede dividir en dos estrategias:
bioestimulacion y bioaumentacidn. La bioestimulacion consiste en la adicion de nutrientes al area afectada
para estimular los metabolismos de degradacion del contaminante producidos por parte de la comunidad
microbiana naturalmente presente; la bioaumentacion se basa en agregar microorganismos
degradadores, transformadores o acumuladores del contaminante para aumentar su abundancia entre la
comunidad microbiana local. Se ha demostrado que una combinacién de estos dos métodos mejora la

degradacion de los contaminantes.

La aplicacion biotecnoldgica de la biorremediacién es tan amplia que no solo se centra en el uso de
microorganismos. Cabe destacar que, las plantas por si solas son capaces de llevar a cabo la remocién de
contaminantes presentes en el agua, suelo (sedimentos) y aire, y a ese proceso se le conoce como
fitorremediacion (Delgadillo-Lopez et al., 2011). En esta tecnologia bioldgica, el tejido vegetal tiene una
funcién similar al higado de un mamifero y debido a eso, son capaces de realizar mecanismos como la
fitoestabilizacidn, fitoextraccidn, fitodegradacion, fitovolatilizacidn y rizorremediacién (Figura 1) (Peralta-

Pérez & Volke-Sepulveda, 2012; Sarma et al., 2019).
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La rizorremediacidn se basa en la remediacién llevada a cabo por el sistema radicular de las plantas y su
interaccidon con los microorganismos que se desarrollan en ella, propiciando asi una alta actividad

enzimatica, lo cual favorece la degradacion de los contaminantes recalcitrantes (Hernandez-Acosta &

Rubifios-Panta, 2004).

Fitovolatilizacién

Captacion, translocacion y transformaciéon quimica de contaminantes
volatiles del agua o suelo y su liberacién a través de la transpiracion de
las hojas

Fitoextraccién

Absorcién de metales y contaminantes organicos no volatiles del suelo o
agua a través de las raices y su translocacién o acumulacién en la
biomasa aérea (tallos y hojas)

Fitoestabilizacién
Estabilizacién o inmovilizaciéon de contaminantes orgdnicos y metales a
través del sistema radicular para reducir su biodisponibilidad

Rizorremediacién
Degradacion de contaminantes organicos y metales pesados a través de
las interacciones planta-microorganismos

Figura 1. Mecanismos de degradacioén ejecutados por las especies vegetales.
Peralta-Pérez & Volke-Sepulveda, 2012; Sarma et al., 2019. Imagen elaborada en BioRender por Maturano-Flores,

2025.

1.3.1 Rizésfera

El término rizdsfera fue introducido por Hiltner en 1904 y se define como una interfase entre el suelo y
raices de las plantas, en donde existe una alta actividad microbiana influenciada por las plantas (Hartmann
et al., 2008). Esto ocurre porque las raices liberan exudados ricos en nutrientes, los cuales favorecen el
crecimiento de microorganismos; ademas, se sugiere que las partes de la raiz que liberan mas exudados
tendran un crecimiento microbiano mas abundante (Rovira, 1991; Hawes et al., 2012). Se considera que
la rizdsfera es un punto clave para conocer la microbiota del sistema radicular de las plantas y comprender
sus relaciones simbidticas al momento de llevar a cabo la degradacion de algin contaminante (Hinsinger

et al., 2009; Jones & Hinsinger, 2008; Raaijmakers et al., 2009).
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El rizoplano es la region de la rizésfera que comprende la superficie de la raiz (Figura 2) (Long-Jun et al.,
2019), la cual proporciona una base nutritiva que promueve el desarrollo de comunidades microbianas
especializadas que se ven influidas por aspectos particulares del genotipo de la planta (Guzman Duchen &

Montero Torres, 2021).

B)

e

Rizoplano/

Rizésfera

Figura 2. Microhabitats en la interaccidn raiz-suelo. A) Imagen ilustrativa del sistema radicular de Salicornia sp. (apice
de la raiz, flecha roja) B) Componentes del apice de la raiz (vellosidad radicular, flecha azul). C) Rizoplano;
microrganismos epifitos (flecha morada). Guzman Duchen & Montero Torres, 2021; Hawes et al., 2012; Long-Jun
et al., 2019. Imagen en elaborada en BioRender por Maturano-Flores, 2025.

Asi mismo, Li et al., (2023) indicaron que la presencia de comunidades microbianas en el nicho del
rizoplano estd asociada con la adaptacion a los entornos fisicoquimicos, influenciados por los perfiles
Unicos del exudado de las raices. En la revisién realizada por Cano, (2011) se aborda la gama de
interrelaciones que se llevan a cabo entre el suelo, los microorganismos y el sistema radicular de las
plantas. Las interrelaciones entre los microorganismos tienen un papel fundamental en la interaccion
suelo-planta-microorganismo-ambiente e influye fuertemente y de forma directa en el crecimiento y
desarrollo de la planta durante toda su etapa de vida. En la tabla 2 se enlistan algunos efectos de la

asociacion simbidtica entre microorganismos y plantas segun lo reportado por Cano, (2011).
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Aunque los avances en la biotecnologia y en la biologia molecular han incrementado en los ultimos afios,
aun no se han explorado a fondo los mecanismos que estimulan la sinergia que se da en la rizésfera entre
las plantas y los microrganismos (Schlaeppi et al., 2014), lo que apertura un gran campo de investigacion.
Otros de los métodos de fitorremediacion que han sido poco explorados es la rizofiltracidn, en la cual se
involucra una relacidn entre los microorganismos y el sistema radicular de las plantas, con la finalidad de

eliminar contaminantes tanto del suelo como del agua (Dushenkov et al., 1995).

Tabla 2. Interacciones benéficas entre microrganismos y plantas. Modificado de Cano, 2011.

Interaccién hongo-planta-raiz

Referencias: Gosling et al., 2006; Franken et al., 2007; Sayeed Akhtar & Siddiqui, 2008; Kapoor et al., 2008; Harman et al., 2004

e  Mayor capacidad de absorcidon de agua, nutrientes, iones de fésforo y potasio

e  Disminucion del estés biotico y abidtico

e  Aumentan el desarrollo y la vida productiva de las raices

e  Amplian la tolerancia de las plantas a las toxinas del suelo y a pH acidos

e Incrementan la capacidad fotosintética de la planta y por consiguiente la produccion de biomasa de las plantas
e  Control bioldgico ante enfermedades causadas por patogenos en la raiz y foliares

e  Remediciéon de suelos contaminados con compuestos toxicos y metales pesados

e  Propician el incremento del crecimiento de vellosidad radicular

e  Contribuyen al enraizamiento

Interaccidn bacteria-planta-raiz

Referencias: Sturz & Christie, 2003; Brown, 2010; Siddiqui & Shahid Shaukat, 2003; Alves et al., 2004; Fgaier & Eberl, 2010;
(Rosas et al., 2009)

e Produccion de metabolitos secundarios con influencia positiva

e  Favorecen el crecimiento y desarrollo de las plantas

e Incrementan la disponibilidad de minerales y nutrientes en el suelo
e  Mejoran la fijacidn de nitrégeno

e  Disminuyen la susceptibilidad a las temperaturas bajas

e Incrementa la sanidad vegetal (control biolégico ante patdgenos)

e  Facilitan la fijacion de las plantas al sustrato

e  Permiten la tolerancia a elevadas concentraciones salinas

e Mejoran la calidad del suelo

Interaccion bacteria-hongo

° Reduccién de enfermedades

e  Produccién de sustancias aleloguimicas o antibiéticos

Uno de los elementos fundamentales en la rizofiltracidn es la presencia de las células del borde de la raiz
(del inglés, “root border cells”) las cuales tienen la funcidn de establecer relaciones simbidticas con los

microorganismos del suelo (Hawes et al., 1998). Ademas, contribuyen en el atrapamiento y secuestro de
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contaminantes a través de la produccién de trampas de ADN extracelular que impiden que estos sean

absorbidos por los tejidos vegetales (Huskey et al., 2018, 2019).

De igual manera, las interacciones entre microorganismos son fundamentales en el funcionamiento de los
ecosistemas, dado que contribuyen en los ciclos biogeoquimicos y pueden resultar en un impacto positivo
(beneficio), un impacto negativo (pérdida), o ningln impacto (neutralidad) en las especies involucradas
(Faust & Raes, 2012; Deveau etal., 2018). Un ejemplo de impacto positivo son las interacciones
mutualistas, las cuales se caracterizan porque ambas especies involucradas obtienen beneficios de dicha
interaccion (Moénne-Loccoz et al., 2015). Otro tipo de interaccién es el comensalismo, en el cual se
observa que uno de los organismos implicados se beneficia, mientras que el otro se mantiene neutral

(Mathis & Bronstein, 2020).

El antagonismo es una interaccidén negativa para uno de los organismos involucrados dado que se inhibe
su crecimiento por accién del otro individuo. Los microorganismos antagénicos pueden interferir con otros
microorganismos por medio la competencia, que es un tipo de interaccidon negativa que involucra una
demanda simultanea de nutrientes, agua, espacio vital, luz, etc. en un ambiente limitado (Moénne-Loccoz
et al.,, 2015). Otros mecanismos de interferencia son el parasitismo, donde uno de los organismos se

alimenta de la célula huésped viva (Davis et al., 2008).

El amensalismo es un tipo de antagonismo en donde uno de los organismos involucrados se mantiene
neutral, mientras que el otro se ve perjudicado, pero no hay una competencia entre las dos especies, sino
que existen modificaciones fisicas o quimicas en el medio en el que se encuentran coexistiendo las
especies, lo cual causa la liberacidon de compuestos tdxicos por el microrganismo antagonista (Moénne-

Loccoz et al., 2015).

1.4 Antecedentes

Aungque las actividades de exploracién y explotacion de yacimientos petroleros se sitdan en el Golfo de
México, en Baja California se encuentran tres estaciones de almacenamiento y transporte de
hidrocarburos y sus derivados ubicadas en Rosarito, Mexicali y Ensenada las cuales estan contribuyendo a

la biodisponibilidad de los HAPs en el medio ambiente.
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Ensenada es un ciudad ampliamente turistica y segun lo reportado por el XXV Ayuntamiento de Ensenada
(2025), para el mes de noviembre de 2024 se sumaron 272 arribos de cruceros turisticos. De igual manera,
Proturismo de Ensenada (2025), describié que acorde a un estudio realizado durante los meses de octubre
de 2023 y mayo de 2024 por la “Business Research & Economic Advisors”, la ciudad de Ensenada continda
considerandose como uno de los destinos predilectos para los turistas. Si bien, la derrama econdmica es
importante para el estado, la contaminacidn por la movilizacién turistica también ha incrementado con

ella.

Aunado a lo anterior, de acuerdo con lo reportado por la Administracion del Sistema Portuario Nacional
de Ensenada (ASIPONA, 2023), en el Noroeste de México, la cobertura comercial (del inglés “hinterland”)
incluye a los estados de Baja California, Baja California Sur, Sonora y Chihuahua; respecto a Estados Unidos
abarca el Sur de California y Arizona. El puerto de Ensenada alberga alrededor de 1,114 productores y
exportadores pertenecientes solo al territorio nacional. Asimismo, en los puertos de El Sauzal, San Felipe

y Rosarito se destacan actividades como la pesca y el transporte de hidrocarburos.

En lo que a las conexiones del puerto (del inglés “foreland”) concierne, la ASIPONA de Ensenada (2023),
reportaron que el Puerto de Ensenada se encuentra en una region estratégica y dindmica para el
intercambio comercial mundial, ya que la conectividad de las exportaciones e importaciones provienen de
Centroamérica, Asia, Africa y Europa, siendo el contienen asiatico con quien tiene mayor interaccidn

debido al intercambio comercial de la industria maquiladora.

Haciendo un andlisis de lo antes mencionado, autores como Macias-Zamora, (2011), Silva-Jiménez et al.,
(2018) y Ramos-Mendoza et al., (2024) han concluido que diferentes contaminantes quimicos, como
metales pesados y metaloides, hidrocarburos alifaticos, mono y poliaromaticos, asi como compuestos
halogenados, se introducen en las aguas marinas de la Costa de Baja California a través del trafico maritimo
y portuario, asi como por las descargas de aguas residuales y protocolos ineficientes de las plantas
tratadoras de agua, escorrentia continental y contaminacién por motores de combustion interna e

incendios forestales (Dell” Anno et al., 2021; Macias-Zamora, 2011).

La ciudad de Ensenada cuenta con seis plantas de tratamiento de aguas residuales El Naranjo, El Sauzal, El
Gallo, Maneadero, Noreste y Francisco Zarco (Elizondo & Mendoza-Espinosa, 2020). Mendoza-Espinosa
et al., (2004) mencionaron que, aunque algunas de las plantas de tratamiento cumplen con las normativas

mexicanas (NOM-003-SEMARNAT-1997 y NOM 001-SEMARNAT-1996), el proceso de tratamiento de aguas
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residuales debe ser mds riguroso, ya que tan solo el 2% se utiliza para riego de los cultivos y cuestiones

publicas, y el 98% restante es descargado al mar (Acosta-Zamorano et al., 2013).

Compuestos como materia orgdnica, nitrogeno, fésforo, aceites de diversa indole y grasas se encuentran
en la composicidon quimica de las aguas residuales, por ende, el impacto que tiene el vertido de aguas
residuales a cuerpos de agua limpios es realmente incalculable (Arreola-Serrano et al., 2022). Asimismo,
debido al incremento de la poblacidn y a la urbanizaciéon e industrializacidn en la Ultima década, también
se ha registrado el aumento de contaminantes bioacumulables de origen orgdnico (como los HAPs) en los

cuerpos de agua y aguas residuales (Blanco-Enriquez et al., 2019).

En 1996, Villegas-Jiménez et al., realizaron un estudio sobre la presencia de HAPs en los sedimentos
superficiales en la Bahia de Todos los Santos, incluyendo el Estero Punta Banda. En este trabajo, los
investigadores detectaron concentraciones de 460 a 713.6 ng/g (0.46 a 0.7136 pg/g) de HAPs en la parte
norte de la Bahia (Punta San Miguel) y cerca de la punta del Estero. Entre la Isla y Punta Banda, en donde
se encuentra la mayor tasa de sedimentacidn, se detectaron 1270 a 1610 ng/g (1.27 y 1.61 pg/gde HAPs).
Finalmente, en la parte central de la Bahia se detectaron concentraciones de HAPs de entre 120 a 800 ng/g

(0.12 2 0.80 pg/g).

De igual manera, Macias-Zamora et al., (2002) llevaron a cabo investigaciones en donde se involucraba la
deteccién de los 16 HAPs considerados por la USEPA como contaminantes prioritarios en la Bahia de Todos
Santos. En ese andlisis, los autores describieron que la mayor concentracidon de HAPs se encontré en el
Cafidn de Todos Santos, la cual fue de 813.1 ng/g. Para el caso de las concentraciones de pireno en la zona
cercana al Estero Punta Banda fueron de 1.4 y 2.4 ng/g, teniendo concentraciones totales de HAPs de 7.6,

10.5y 29.6 ng/g.

Asimismo, Silva-Jiménez et al., (2018), a través de un analisis de cuantificacién por cromatografia de gases
acoplado a un espectrofotometro de masas, detectaron concentraciones de 74-266 ng/g en sedimento

en la costa del puerto de Rosarito y 0.461-0.525 ng/mL de HAPs en agua de mar superficial.

La informacién mas reciente sobre la presencia de HAPs en la Costa de Baja California se encuentra en el
trabajo de Ramos-Mendoza et al., (2024), en donde se describid que en las 33 estaciones de muestreo que
abarcaron desde el limite fronterizo con Estados Unidos hasta la Bahia Todos Santos (Punta Banda),
detectaron presencia de Benzo[a]antraceno, pireno y criseno, a una concentracién total de 4022 ng/g

(4.022 mg/kg) en sedimentos.
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Un ejemplo de las concentraciones de HAP que se pueden encontrar en el agua es detallado en el trabajo
realizado por Blanco-Enriquez et al. (2019) donde reportaron que las concentraciones de HAPs en aguas
superficiales es de 0.0005 a 6 mg/L (0.05 a 6000 ug/L); en agua potable las concentraciones abarcan desde
2x10% a 1.8x10°(0.02 a 1.8 ng/L) (Santana-Romero & Valdés-Callado, 2012) y las concentraciones en las
plantas tratadoras de agua (PTAR) son desde 13.17 a 26.38 mg/L (13,170 a 26, 380 ug/L) (Edokpayi et al.,
2016).

1.4.1 Diversidad bacteriana hidrocarbonoclasta cultivable en la Costa de Baja

California

En el 2018, Silva-Jiménez et al., llevaron a cabo estudios tanto en sedimento como en muestras de agua
superficial de la costa del Puerto de Rosarito, Baja California con la finalidad de determinar la
concentraciéon de los diferentes tipos de HAPs e identificar la diversidad bacteriana hidrocarbonoclasta
nativa por métodos dependientes de cultivo. Asimismo, reportaron que las cepas bacterianas aisladas

poseen un alto potencial de degradacidn de dicho hidrocarburo.

Entre los aislados bacterianos se encuentran Salinicola tamaricis CSA4-1 (esta no fue identificada hasta
2020 y aun no ha sido reportada) y Microbacterium esteraromaticum CSA25 aisladas de la Bahia Todos
Santos; Kocuria sp. HC51, aislada del Puerto de Rosarito (Silva-Jiménez, comunicacién personal, 2 de abril

de 2022).

Cabe destacar que el trabajo de Silva-Jiménez et al., (2018) es el primer estudio publicado acerca de la

diversidad microbiana haldfila hidrocarbonoclasta cultivable en la Costa de Baja California.

1.4.2 Salinicola tamaricis

El género Salinicola es un grupo de bacterias gramnegativas aerdbicas, quimioorganotroficas y haldfilas
moderadas. Acorde a lo descrito por Nazina et al., (2019), varias cepas del género Salinicola se han aislado
de yacimientos de petréleo pesado en Rusia. Otros estudios revelan que Salinicola socius se puede hallar
en minas de sal, pudiendo crecer en amplios rangos de salinidad, los cuales van desde 0.5 a 30%
(peso/volumen), de igual manera tiene la capacidad de degradar naftaleno (Al-Marri et al., 2023; Anan’ina

et al., 2007). Mientras que Salinicola tamaricis FO1, es una bacteria endofitica que se encuentra asociada
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a plantas de humedales, pero principalmente se asocia al arbusto haléfito Tamarix chinensis Lour y se ha

determinado su capacidad para resistir diversos metales (Zhao et al., 2023).

1.4.3 Microbacterium esteraromaticum

Logeshwaran et al., (2022) indicaron que Microbacterium esteraromaticum MM1 es una bacteria
grampositiva no patdgena que se puede encontrar en suelo y posee la capacidad de degradar diferentes
contaminantes, tales como plaguicidas organofosforados (fenamifos y malation) a una concentracién de
10 mg/L y HAP de elevado peso molecular como el pireno y benzo[ a ]pireno (BaP) (Caceres et al., 2009).
Asimismo, se ha descrito que la cepa MM1 de Microbacterium es capaz de degradar el 98.7% de pireno a

una concentracion de 100 mg/L (Logeshwaran et al., 2022).

Salam et al., (2017) reportaron que la cepa SL9 de M. esteraromaticum es capaz de tolerar concentraciones
de 1-5 mM de plomo y niquel, ademas, tolerd una concentracién de salinidad del 6%. De igual manera, la
sepa mostrd una alta tasa de crecimiento en petrdleo crudo a los cinco dias de incubacidn; asi mismo,
presento6 una tasa de degradacion del 55.16% y 89.28% de pireno (a una concentracion de 50 mg/L) a los

12 y 21 dias, respectivamente.

1.4.4 Kocuria sp.

El género Kocuria resalta con menos frecuencia en la literatura médica (Corti et al., 2012), de las 18
especies que se han identificado, se reporta que K. kristinae , K. marina y K. rhizophila podrian afectar a la
salud humana (Lee etal., 2009), principalmente a pacientes comprometidos con padecimientos de
neoplasias hematoldgicas, tumores sdlidos o trastornos metabdlicos (Savini etal.,, 2010). Estudios
recientes llevados a cabo por Khandelwal et al., (2022) determinaron que Kocuria rosea es un
microorganismo que interactlia de manera positiva con Aspergillus sydowii para la degradacion de

distintos HAPs como el naftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno y pireno.

1.5 Estero Punta Banda

Ortiz et al., (2003) reportaron que Punta Banda es un sistema estuarino localizado en la Bahia Todos
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Santos, al noroeste de la Peninsula de Baja California (Figura 6), el cual se encuentra conformado por una
barrera arenosa de aproximadamente 8 km de longitud que separa a la bahia del estero; la marea tiene

un fuerte impacto en el intercambio de agua y de sedimento entre el estero y la bahia.

De igual manera, debido a que Punta Banda es un humedal prioritario en la conservacién de la
biodiversidad, ya que funge como zona de desove, anidacidn y refugio de aves migratorias, ademds posee
una variedad de especies animales y vegetales de alto interés bioldgico, estd considerado dentro de la
categoria de sitios RAMSAR (Manrriquez-Gomez et al., 2021). RAMSAR es un tratado intragubernamental
mundial aprobado en 1971 en la ciudad irani Ramsar, el cual tiene como objetivos principales la proteccion
y conservacién de los humedales de importancia internacional, el uso racional de los humedales vy la

cooperacioén internacional (Davidson, 2016).

En el estudio realizado por Silva, (1995), se determind que el Estero Punta Banda es un ambiente muy
vulnerable, ya que debido al incremento constante de las actividades antropogénicas y a la baja energia
del oleaje, la contaminacién y/o derrame de compuestos toxicos tendria una persistencia de entre 5 0 6
afos aproximadamente, lo que ocasionaria la cobertura total de la marisma y por ende las repercusiones

bioldgicas serian incalculables.

1.5.1 Salicornia spp.

Dentro de las especies vegetales que se encuentran en el Estero Punta Banda estan las plantas haldfitas,
las cuales poseen procesos fisiolégicos a nivel radicular que les permiten desarrollarse en ambientes
salinos, regular su potencial osmético y almacenar sodio en sus tejidos. Jones & Hinsinger (2008)

describieron que la variedad de plantas haldfitas abarca desde zacates, arbustos y matorrales.

Uno de los géneros mas abundantes en Estero Punta Banda es Salicornia (Figura 3), la cual es conocida
coloquialmente como hierba de cristal, judias marinas, esparragos marinos, semillas flotantes, hinojo
marino y patas de gallos (Ozturk et al., 2018). Algunas de las especies que conforman a este género son S.
pacifica, S. subterminalis, S. virginica, S. borealis, S. maritima, S. rubra, S. depressa, S. maritima, S. fruticosa,
S. perennis, S. utahensis y S. bigelovii (United States Departament of Agriculture, 2025). Faber, (1982),
reportd que dentro de las especies de Salicornia que se desarrollan en la costa de California son S.

subterminalis, S. virginica, Salicornia bigeloviiy S. europea.



14

Una de las especies que crecen en el Estero Punta Banda es Salicornia bigelovii y es considerada una
especie nativa de la Peninsula de Baja California. También es posible encontrar registro de su distribucion
en India, Irak, Peninsula de Arabia, Noreste de Africa, Australia, Chile, Peru, costas del Océano Pacifico de
Estados Unidos; su ciclo de vida oscila de 10 a 12 meses y se encuentra distribuida en la zona superior de

intermareales (Rueda-Puente et al., 2012).

Figura 3. Salicornia spp. del Estero Punta Banda, Baja California, México. Fotografia por Maturano-Flores, 2023.

Por otro lado, investigaciones realizadas en otras partes del mundo donde también crece Salicornia,
autores como Ghazisaeedi et al., (2014) reportaron que S. europea es capaz de sobrevivir en altas
concentraciones de petréleo crudo (desde 8 mg hasta 18 mg de aceite crudo por 1 g de suelo), lo que las

convierte en excelentes candidatas para la degradacidn de petréleo y sus derivados, como los HAPs.

Mota, (1990) y Rueda-Puente et al., (2012), indicaron que S. bigelovii destaca debido a su potencial
biotecnolédgico en los ambitos ecoldgicos, agroindustrial y social, y ademas de tener un alto valor
nutrimental para el consumo humano y animal, esta especie posee mecanismos bioquimicos que

favorecen la restauraciéon de suelos salinos y la remediacidn de areas contaminadas con metales pesados.

En el estudio realizado en Baja California Sur por Rueda-Puente et al., (2012) en los aislados de la raiz de
S. bigelovii detectaron la presencia de dos especies bacterianas fijadoras de nitrégeno, Klebsiella
pneumoniae y Azospirillum halopraeferen, las cuales tienen efectos benéficos en el crecimiento de la

planta.
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En México se desconoce el estado actual de las comunidades fungicas asociadas a la rizosfera de otras
especies del género Salicornia, como S. pacificay S. subterminalis. Pero en otros paises, como en Polonia
Furtado et al., (2019), revelaron que las comunidades endofiticas de S. europea se encuentran constituidas

principalmente por hongos del género Alternaria, Didymella, Paradendryphiella y Plenodomus.

Asimismo, en Suiza, Petrini & Fisher, (1986) identificaron en S. perennis a los hongos endéfitos Alternaria
alternata, Alternaria tenuissima, Cladosporium tenuissimum, Coniothyrium sp., Diplodina salicorniae,
Hypoxylon bipapillatum, Leptosphaeria sp., Phoma sp., Pleospora bjorlingii, Pleospora herbarum,
Pleospora salicorniae, Septoria sp., Stagonospora sp., Sterile mycelium, Acremonium sp., Aspergillus sp.,
Chaeromium spp., Cladosporium cladosporioides, Coniella fragariae, Didymosphaeria sp., Doratomyces
microsporus, Fusarium lateritium, Geomyces pannorum, Gliomastix murorum, Penicillium spp., Phomopsis

sp., Scopulariopsis fusca y Trichoderma vivide.

1.6 Justificacion

La contaminacién de los cuerpos de agua por la industria de los hidrocarburos y sus derivados, asi como la
descarga de aguas residuales mal tratadas, es un problema latente, dado que se compromete a la salud
humana y de los ecosistemas, por lo que hoy en dia es fundamental hallar formas de remediar el impacto
de los hidrocarburos en el medio ambiente. Dentro de los ecosistemas que se ven afectados por las
acciones antropogénicas antes mencionadas son los humedales (por ejemplo, acuiferos subterraneos,

pantanos y marismas, pastizales humedos, turberas, oasis, estuarios, manglares, etc.).

La peninsula de Baja California aun conserva sistemas estuarinos considerados como sitios RAMSAR, los
cuales tienen un papel fundamental en el ciclo hidroldgico; ademas, son el habitat y refugio de especies
animales nativas y migratorias. De igual manera, estos sistemas albergan a una gran variedad de géneros
y especies vegetales endémicas como Salicornia spp. De acuerdo con lo descrito en la literatura, esta
especie vegetal tiene potenciales biotecnoldgicos para realizar la remediacién de suelos contaminados por
metales pesados y recientemente se ha estudiado su aplicacién como potencial fitorremediadora de
hidrocarburos en suelos salinos. Por lo que en este trabajo se aislaron y caracterizaron a las especies
fungicas cultivables en pireno de la rizdsfera de S. pacifica y S. subterminalis, y se estudié su interaccién
con cepas bacterianas haléfilas hidrocarbonoclastas, con la finalidad de que en un futuro sean utilizados

en asociacion simbidtica para la rizorremediacién de ambientes contaminados con hidrocarburos.
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1.7 Hipétesis

Las bacterias haléfilas Salinicola tamaricis, Microbacterium esteraromaticum, Kocuria sp. estableceran una

simbiosis con hongos cultivables en pireno de la rizdsfera de Salicornia spp.

1.8 Objetivo general

Caracterizar hongos cultivables en pireno aislados de la rizésfera del género Salicornia, y su interaccién

con bacterias haléfilas hidrocarbonoclastas.

1.8.1 Objetivos especificos

1. Caracterizar morfolégicamente la diversidad fldngica cultivable en pireno de la rizésfera de

Salicornia pacifica y Salicornia subterminalis.

2. Analizar la interaccidn entre Salinicola tamaricis, Microbacterium esteraromaticum y Kocuria sp.

con hongos cultivables en pireno y aislados del rizoplano de Salicornia spp.

3. ldentificar molecularmente especies fungicas que interactien con las bacterias Salinicola tamaricis,

Microbacterium esteraromaticum, Kocuria sp.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Trabajo de campo

Primeramente, se realizd una revision de la distribucidon geoespacial de la especie Salicornia en el Estero
Punta Banda. Se buscaron los metadatos segin lo reportado en la CONABIO

(http://geoportal.conabio.gob.mx/metadatos/doc/html/plantas.html). Dado que son metadatos de todo

el pais, los documentos se encuentran agrupados por zonas UTM (del inglés “Universal Transverse
Mercator”); se identificé la zona UTM correspondiente para Baja California (Zona UTM 11) y se realizé la

busqueda de la especie en el catdlogo de datos.

116°39'W 116°38'W 116°37'W ' 116°35'W

31°46'N

31°45'N

31°44'N

Figura 4. A) Sitios de muestreo del Estero Punta Banda. Triangulos verdes: distribucién del género Salicornia segin
la CONABIO. Fuente: http://geoportal.conabio.gob.mx/metadatos/doc/html/plantas.html. Lineas azules: Arroyo Las
Animas y San Carlos. Fuente: Hinojosa-Corona, comunicacién personal, 29 de mayo de 2024. Mapa elaborado por
Maturano-Flores & Hinojosa-Corona, 2024. B) Zona de muestreo Reserva Lenglieta Arenosa (circulos purpuras). C)
Zona de muestreo Arroyo Las Animas (circulos rojos). Fotografias por Maturano-Flores, 2023.
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Se usé el software ArcGIS Pro (https://www.esri.com/es-es/arcgis/products/arcgis-pro/overview) para

crear el mapa en que se incluyd la base de datos Unicamente de la distribucion de Salicornia spp. en el
Estero Punta Banda (Figura 4-A, tridngulos verdes), asi como la distribucién de los principales arroyos de

descarga cercanos al humedal (Hinojosa-Corona, comunicacién personal, 29 de mayo de 2024).

Una vez que se determind la presencia del género Salicornia se realiz6 un muestreo en el mes de
septiembre de 2023 en dos sitios del Estero Punta Banda: Arroyo Las dnimas y Reserva Lenglieta Arenosa

(Moreno-Higareda & De la Cueva, comunicacidn personal, 23 de septiembre de 2023).

Se siguié la metodologia de recoleccidon de muestras propuesta por Rueda et al., (2012), en la cual se indicé
que es de suma importancia equilibrar el balance hidrico de las plantas para que las células presentes en
el sistema radicular y en la porcion de la rizésfera conserven su turgencia y estabilidad, por lo que, al
momento de retirar la planta del sustrato, cada ejemplar sustraido se metié en una bolsa de plastico,
previamente etiquetada, de un tamafio considerable para mantener el CO; y tratar de reducir el estrés
abidtico. Consecutivamente, las muestras colectadas se almacenaron en un contenedor térmico con hielos

para mantener una temperatura entre 4y 10 °C.

Figura 5. A) Salicornia pacifica. Se encuentra principalmente en marisma media a alta. B) Salicornia subterminalis. Se
encuentra principalmente en marisma alta. Fotografias por Maturano-Flores, 2023.

En la Reserva Lenglieta Arenosa (Figura 4-B) solo fue posible encontrar a S. pacifica (Figura 5-A), y se
colectaron ocho ejemplares de dicha planta. Del Arroyo Las Animas (Figura 4-C) se recolectaron seis

muestras de S. pacifica (Figura 5-A) y tres de S. subterminalis (Figura 5-B).

2.2 Medios de cultivo

La preparacion de los medios de cultivo se realizd acorde a los protocolos proporcionados por el

Laboratorio de Microbiologia Celular y Molecular del CICESE. La concentracidn de salinidad que se usé en


https://www.esri.com/es-es/arcgis/products/arcgis-pro/overview
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los medios de cultivo se basé en lo descrito en la investigacidn Strategies for Coastal Lagoons and Recovery
Efforts for Light Fooed Ridgway’s Rail (Moreno-Higareda, comunicacién personal, 23 de septiembre de
2023), en la cual se reporta que la salinidad del Estero Punta Banda se encuentra en los 34 g/L (3.4%).

Todos los medios se esterilizaron en autoclave a 120 °C por 15 minutos.

2.2.1 Medio de cultivo para aislamiento de hongos de la rizdsfera

Medio minimo, pireno y NaCl (MM-G-P). Por cada 1000 mL contiene: 3 g de KH,PO,, 1.8 g de NH4NOs, 20

g de glucosa, 20 g de agar bacterioldgico, sales 50x (MgS04 2.5 %, ZnSO,4 0.009 %, FeSO4 0.005 %, MnSO4
0.001 % y CuS0O40.002 %), 34 g/L de NaCl y 1000 mL de agua destilada. Para la preparacion de las cajas de
Petri (90 x 20 mm), se vertieron 25 mL de MM-G-P y se agrego cloranfenicol (0.5 mg/mL) y ampicilina (0.1
mg/mL) con la finalidad de inhibir el crecimiento de bacterias. Consecutivamente, se adiciond pireno a una
concentracidn de 25 mg/L (Silva-Jiménez et al., 2018) y se distribuyd con asa de vidrio bajo campana de

extraccion.

Una vez absorbido el pireno, las cajas Petri se taparon y se dejaron en la campana, en condiciones de
oscuridad, durante 48 horas, con la intenciéon de que se volatilizara la acetona con la que fue diluido

previamente el pireno. Posteriormente, por cada planta colectada se realizaron siembras por triplicado.

2.2.2 Medio cultivo para crecimiento de hongos en pireno como unica fuente

de carbono

Medio minimo sin glucosa, pireno y NaCl (MM-P). Se usé la misma férmula que en la seccién de Medio de

cultivo para aislamiento de hongos de la rizésfera, con la diferencia de que al MM se le retird la glucosa
(MM-P). Otra de las diferencias es que el pireno no se distribuyd con asa de vidrio sobre la superficie del
agar, se vertié en un tubo de 50 mL estéril que contenia los 25 mL de medio de cultivo y se homogeneizd
suavemente por inversion y posteriormente se vacié en la caja de Petri. Finalmente, las cajas se dejaron

en oscuridad por 48 horas.
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2.2.3 Medio de cultivo para microcultivos y resguardo de las cepas

Medio papa Dextrosa Agar con NaCl (PDA-S). Se utilizd6 una mezcla ya preparada (MCD LAB), la cual

contiene 200 g de infusién de papa, 20 g de dextrosa y 15 g de agar bacterioldgico. Para preparar 1000 mL,

se disolvieron 39 g de la mezcla en 1000 mL de agua destilada estéril y se afiadieron 34 g/L de NaCl.

Medio Papa Dextrosa Agar con NaCl (PDA-S). Se utilizd6 una mezcla ya preparada (MCD LAB), la cual

contiene 200 g de infusién de papa, 20 g de dextrosa y 15 g de agar bacterioldgico. Para preparar 1000 mL,

se disolvieron 39 g de la mezcla en 1000 mL de agua destilada estéril y se afiadieron 34 g/L de NaCl.

2.2.4 Medio de cultivo para interaccién bacteria-hongo

Para los ensayos de interaccidn, se usaron dos medios de cultivo, medio papa dextrosa agar con NaCly
medio Luria Bertani con NaCl, con la finalidad de observar a cudl de ellos se adaptaban mejor las cepas

fungicas y las cepas bacterianas. Por cada caja de Petri (60 x 15 mm) se vertieron 10 mL de medio.

Medio papa dextrosa agar con NaCl (PDA-S) sélido. Se usé la misma metodologia descrita en el apartado

Medio de cultivo para microcultivos.

Medio Luria Bertani con NaCl (LB-S) sélido: Para preparar 1000 mL se usaron 10 g de extracto de triptona,
5 g de extracto de levadura, 20 g de agar bacterioldgico y 34 g/L de NaCl.

Medio Luria Bertani con NaCl (LB-S) liguido. Se siguié la misma férmula descrita para el Medio Luria Bertani

con NaCl (LB-S) sdlido, pero se retiré el agar.

2.2.5 Medio de cultivo para crecimiento de micelio y extraccién de ADN

Para el crecimiento del micelio de las cepas flngicas, se usaron matraces Erlenmeyer y se vertieron 250
mL de caldo dextrosa sabouraud.

Caldo dextrosa sabouraud (SDA). Por cada 1000 mL contiene: 5 g de peptona de carne, 5 g de peptona

de caseinay 10 g de dextrosa.
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2.3 Aislamiento de microorganismos fuingicos del suelo rizosférico de S. pacifica

y S. subterminalis

2.3.1 Siembras en Medio minimo, pireno y NaCl (MM-G-P)

Se retird el excedente de suelo adherido a la raiz, se tomaron trozos de diferentes partes de esta y se
realizaron resuspenciones usando una preparacion del surfactante Tritén X-100 al 0.01% en una solucién

salina al 2% (Gonzélez-Martinez et al., 2017).

Para el aislamiento de los microorganismos de la rizdsfera, las raices seleccionadas se colocaron en un
tubo estéril de 50 mL, se afiadieron 9 mL de la solucidn surfactante, se agité suavemente y se dejé reposar
por cinco minutos. Transcurrido el tiempo y en condiciones de esterilidad se tomaron 100 pl de dicha

solucidn, se inocularon en una caja de Petri con medio MM-G-P y se distribuyd con asa de vidrio

Consecutivamente se tomd un gramo de raiz previamente resuspendida y se transfirid a un tubo de 1.5
mL que contenia 1 mL de la solucidon surfactante, se dejé reposar por cinco minutos y se homogeneizd
durante 30 segundos usando un Vértex. El gramo de raiz homogeneizado se transfirié a otro tubo de 1.5

mL con 1 mL de solucidn surfactante y se dejé reposar por cinco minutos.

Posteriormente, la raiz embebida en la solucién surfactante se sonicé por 40 segundos usando agua
destilada en el sonicador Fisher Scientific FS3 con una frecuencia de salida de 55 khz y potencia de 117 v.
Para aislar los posibles hongos endoéfitos y los posibles hongos del rizoplano (organismos epifitos), las
raices homogeneizadas en el sonicador Fisher scientific FS3 se sembraron en cajas con medio MM-G-P y

finalmente, se inocularon 100 pl del sobrenadante en el medio antes mencionado.

Los cultivos se incubaron a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad. Se monitoreé el
crecimiento diario, y al observar los primeros indicios de crecimiento de micelio, este se analizé con un
estereomicroscopio OLYMPUS SZX12 para corroborar que ya habia contacto con el agar y que no habia
colonias cruzadas. Posteriormente, cada muestra fungica se transfirié a cajas de Petri (60 x 20 mm) con

medio PDA-S para su purificacion.
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2.3.2 Siembras en Medio minimo, sin glucosa, pireno y NaCl (MM-P)

Una vez que se asegurd un cepario de organismos fungicos que crecieron en presencia del pireno, se
realizé el experimento retirando la glucosa del medio para que el pireno fuera la Unica fuente de carbono,

comparando dichos crecimientos (sin glucosa) con un medio sin pireno y sin glucosa.

Las cepas fungicas se sembraron por triplicado usando la técnica de sacabocados, en cajas de 60 x 15 mm,

en medio MM-P. Los cultivos se incubaron en oscuridad y a temperatura ambiente durante cuatro dias.

2.4 Caracterizacion morfologica de hongos crecidos en pireno

2.4.1 Microcultivos

Se preparé una caja de Petri con medio PDA-S y se marco una cuadricula con cuadrados de 1 x 1 cm.
Posteriormente, en condiciones de esterilidad, se cortd un trozo del medio sdlido (siguiendo la cuadricula
previamente marcada) y se colocd sobre un portaobjetos estéril. Consecutivamente, en una caja de Petri
de 90 x 15 mm se colocaron dos palillos estériles en forma perpendicular y sobre estos se colocé el

portaobjetos con el cubo de PDA-S.

Con un asa de metal, se tomé una muestra del hongo y se inoculd cuidadosamente en las cuatro periferias
del cubo de PDA-S, se cubrié con un portaobjetos estéril y finalmente se colocd una porcidn de algoddn
estéril humedo (con 3 mL de agua destilada estéril) en uno de los extremos de la caja. El cultivo se incubd
a temperatura ambiente y en oscuridad. Se monitored el crecimiento diario hasta observar la formacion

de micelio en las periferias del cubo de PDA-S.

Una vez que se observo crecimiento de micelio (Figura 6), bajo condiciones de esterilidad, se retiraron el
algoddn y el cubreobjetos, y se desechd el cubo de PDA, teniendo sumo cuidado de no dafiar el micelio
crecido en el portaobjetos y cubreobjetos. La muestra se fijo con etanol al 96% y se pasé cuidadosamente
por un mechero de alcohol, finalmente, se realizé una tincion con 20 pl de azul de lactofenol (azul de
algoddn 0.05%, cristales de fenol 20%, glicerol al 40% y acido lactico al 20%) y se volvié a colocar el

cubreobjetos con el lado sobre la que crecid el micelio hacia abajo.
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Finalmente se observaron y registraron estructuras de crecimiento y de reproduccién de cada cepa flngica
con el microscopio Nikon Eclipse Ti-U, y con los objetivos S Fluor 40X Qil DIC H N2, Apo TIRF 60X Oil DIC N2
y Apo TIRF 100X Qil DIC N2 con la técnica Contraste de Interferencia Diferencial (DIC, por sus siglas en

inglés).

Figura 6. Crecimiento de micelio en microcultivo en medio PDA-S. Fotografia por Maturano-Flores, 2024.

2.5 Ensayos de interaccion entre cepas bacterianas haldfilas

hidrocarbonoclastas y especies fungicas crecidas en pireno

Una vez que se selecciond el medio de cultivo (como se describe en Anexos), se tomd una colonia aislada
de cada cepa bacterianay se sumergié en 375 ul de medio LB-S liquido, se incubd a temperatura ambiente,
en agitacién constante a 100 Revoluciones Por Minuto (rpm) durante 48 horas. Posterior a este tiempo,
se realizaron ensayos de interaccidn entre una cepa fungica y una bacteriana, usando cajas de Petri de 60
x 15 mm. Para la siembra de la cepa bacteriana (Figura 7-A 'y C) se usé un asa de metal estéril, se sumergid

en el cultivo bacteriano y se hizo una estria. Este proceso se repitié dos veces por caja.

Las cepas fungicas se inocularon por la técnica de sacabocados como se indica en la figura 7-B y -C. Los
cultivos se incubaron a temperatura ambiente, en oscuridad y se realizaron mediciones diarias para
monitorear el crecimiento. Transcurridos cuatro dias de incubacion, se realizaron tres mediciones del

crecimiento radial en diferentes dangulos de 45°. Los ensayos de interaccidn se realizaron por triplicado.
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Finalmente, se realizé un analisis estadistico de normalidad e igualdad de varianza con las pruebas Shapiro-
Wilk y Levene, respectivamente. Se realizaron pruebas paramétricas (T-STUDENT) a los datos con
normalidad e igualdad de varianza y pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney) a los que no
cumplieron con normalidad. El Intervalo de confianza fue del 95%. Las pruebas estadisticas se realizaron

con el software IBM SPSS Statistics 25 (https://www.ibm.com/support/pages/downloading-ibm-spss-

statistics-25).

Figura 7. Diagrama de inoculacion de bacteria y hongo para ensayos de interaccion. A) Bacteria. B) Hongo. C)
Interaccidn bacteria-hongo. Imagen elaborada en BioRender por Maturano-Flores, 2024.

2.6 Caracterizacion molecular de hongos seleccionados

2.6.1 Extraccién de ADN gendmico

Para la extraccion de ADN gendmico se tomaron en cuenta las cepas de hongos seleccionadas que se
aislaron del posible rizoplano de ambas especies de Salicornia. Es importante mencionar que se
descartaron las que presentaron exceso de esporulacidén y que no se pudieron manejar por la técnica de

sacabocados.

Previo a la extraccion del ADN gendmico, se realizd el cultivo de las cepas fungicas en medio SDA, en
agitacién constante a 150 rpm, a temperatura ambiente y durante un tiempo de incubacion de tres dias.
Transcurrido el tiempo de incubacion, la biomasa se recuperd por filtracidn. El micelio se lavé con agua
destilada estéril y se dejd secar a temperatura ambiente. Una vez seco, el micelio se depositd en tubos de

1.5 mLy se almacené a -80 °C durante 48 horas.


https://www.ibm.com/support/pages/downloading-ibm-spss-statistics-25
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Consecutivamente, la biomasa se trasladd a un mortero frio y estéril adicionado con nitrégeno liquido para
su maceracién hasta que se obtuvo un polvo fino. Finalmente, el micelio pulverizado se procesd con el Kit

DNeasy® plant (QUIAGEN, Cat. No. 69104) siguiendo las recomendaciones descritas por el fabricante.

Para evaluar la integridad del ADN extraido, se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1%, con
bromuro de etidio al 0.1%. Las condiciones de la electroforesis fueron 80 V y 400 mAh en amortiguador

TAE 1X durante 40 min.

2.6.2 Amplificacion de la regidon ITS, factor de elongacién (EF) y B-tubulina (Bt)
por PCR punto final

Acorde a lo descrito por Tekpinar y Kalmer (2019), la identificacién de especies flungicas es un reto dada la
gran diversidad en morfologia y ecologia de estos, es por ello que en este trabajo se amplificd, mediante
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reation), la region del Espaciador
Transcrito Interno (ITS, de inglés Internal Transcribed Spacer) (Bellemain et al., 2010; White et al., 1990);
el Factor de Elongacidén (EF, del inglés Elongation Factor) (O’Donnell et al., 1998) y la B-tubulina (Bt) (Jia

et al., 2019) utilizando los oligonucledtidos que se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Tabla de secuencias de oligonucledtidos.

Oligonucleétido Secuencia del oligonucleétido | Tamaio l Referencia
Direccién delantera
ITS5 5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ =632 pb White et al., 1990
EF-1 5’-ATGGGTAAGGAAGACAAGAC-3’ =750 pb | O’Donnell et al., 1998
Bt2a 5’-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3’ =476 pb Jiaetal., 2019
Antisentido

ITS4 5’-TCCTCCGCTTQTTGATATGC-3’ =632 pb White et al., 1990
EF-2 5’-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’ =750 pb | O’Donnell et al., 1998
Bt2b 5’-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3' =476 pb Jiaetal., 2019

El volumen de reaccidn de PCR tanto para los oligonucledtidos ITS como para Bt y EF fue de 50 pL. La
mezcla de reaccion contenia 19 puL de agua grado HPLC, 2.5 plL del oligonucledtido en direccién delantera,
2.5 uL de oligonucledtido antisentido, 1 uL de ADN gendmico (100 ng/uL) como cadena molde de las cepas

a probary 25 pL de REDTaq ReadyMix, la cual contiene MgCl,, 20 mM de Tris-HCI, pH 8.3, con 100 mM de
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KCl, 3 mM de MgCl;, 0.002% de gelatina, 0.4 mM de mezcla de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, TTP),

estabilizadores y 0.06 unidades/uL de ADN polimerasa Taq.

Las condiciones de amplificacidn para las reacciones de los ITS5-ITS4 y EF1-EF-2 consistié en una primera
etapa de 94 °C por dos minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72

°C por un minuto, finalmente, un ciclo de 72 °C por cinco minutos.

Las condiciones de amplificacién para la ft fue un ciclo inicial de 94 °C por dos minutos, continuando con
30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por un minuto, concluyendo con un ciclo
de 72 °C por cinco minutos. Las mezclas se sometieron a reacciones de amplificaciéon en un termociclador

VeritiPro Applied Biosystems ABI SimpliAmp PCR 96-pocillos.

Posteriormente, se evalud la integridad y el tamafio de los amplicones con una electroforesis en gel de

agarosa al 1%, a 80 V y 400 mAh en amortiguador TAE 1X por 40 min. Finalmente, los productos de PCR

fueron secuenciados en Eton Bioscience, Inc. (San Diego, CA, USA).

2.6.3 Analisis bioinformatico

Se realizd la limpieza con el software SnapGene (https://www.snapgene.com/), el alineamiento de las

secuencias de los amplicones en Mega 11 (Tamura et al., 2021) y se usoé la herramienta de alineamiento
ClustalW. Posteriormente, usando la secuencia alineada, se obtuvo la secuencia consenso con el software

Geneious Prime versidon 2025 (Geneious | Bioinformatics Software for Sequence Data Analysis). Con el

mismo software se realizé un alineamiento de secuencias (BLAST, del inglés Basic Local Alignment Search
Tool) para conocer las secuencias similares reportadas en las bases de datos publicas o locales y poder

identificar a las especies fungicas que se encontraban relacionadas molecularmente.


https://www.snapgene.com/
https://www.geneious.com/
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3.1 Crecimiento en medio con pireno y glucosa

En las cajas Petri de MM-G-P que contenian las raices, el crecimiento de los microorganismos empezd a

partir del segundo dia de siembra (Figura 8). Una vez que se observd aparente contacto con el agar, los

cultivos se revisaron con el estereomicroscopio OLYMPUS SZX12 para asegurar que el hongo

efectivamente estaba creciendo en el medio y poder aislarlo inmediatamente, y evitar contaminacién por

la presencia de otros hongos. Un total de 11 cepas puras fueron aisladas de S. pacifica recolectada en el

sitio A (Lengiieta Arenosa). Del sitio B (Arrollo las Animas) se obtuvieron un total de 21 cepas puras, siendo

12 provenientes de S. pacifica y nueve de S. subterminalis (Tabla 4).

Tabla 4. Tabla de cepas fungicas puras aisladas de Salicornia spp. Las cepas estan agrupadas por sitio de muestreo
(Reserva Lenglieta Arenosa o Arroyo Las Animas), por planta (S. pacifica y S. subterminalis) y por zona de aislamiento
de la raiz (rizésfera, posibles endéfitos o epifitos).

Planta Reserva Lengiieta Arenosa Arroyo Las Animas
A B C A B C
SpR1  SpR9*  SpR8* | SpA25 SpAl7*  SpA4
SpR2  SpR30* SpR12 SpA19* SpA18*
SpR7*  SpR34* SpA20*  SpA23
SpR10* SpA21*
S. pacifica
SpR11 SpA22*
SpA24*
SpA28
SpA31*
SpA32*
SsA5 SsA13*  SsA14*
SsA6 SsA27*
S. subterminalis
SsA15* SsA26
SsAl16* SsA29

A: Rizésfera. B: Posibles enddfitos. C: Posibles epifitos del rizoplano.
*Hongos seleccionados para crecimiento en MM-P
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A)

Figura 8. Crecimiento de micelio en medio MM-G-P a las 48 horas. B) Raiz colonizada por un hongo filamentosos.
Imagen tomada con el estereomicroscopio OLYMPUS SZX12.

3.2 Crecimiento en medio con pireno y sin glucosa

Una vez que se tuvo un cepario robusto en MM-G-P, para los siguientes analisis, se realizé una selecciéon
de los hongos sembrando a estos en medio PDA-S, considerando solamente las cepas de hongos
filamentosos. Ademas, se descartaron a aquellos hongos que presentaron exceso de esporulacidn, ya que
por la técnica de inoculacidén por sacabocados estos hongos se reinocularon por toda la placa, lo que
impedia realizar las mediciones del crecimiento radial. Se seleccionaron 20 hongos, los cuales se

inocularon por triplicado usando la técnica de sacabocados en MM-P.

25 4 @@ Sin pireno
@R Con pireno

20

15

10

Crecimiento (mm)

SpR7 SpR8 SpRI SpRI10 SsA13  SsA14  SsA15  SsA16  SpA17 SpA18 SpA19 SpA20 SpA21 SpA22 SpA24 SsA27 SpR30 SpA31 SpA32 SpR34

Cepa

Figura 9. Cepas fungicas seleccionadas que crecieron en pireno.

Las pruebas estadisticas indicaron que el pireno Unicamente afecté el crecimiento de la cepa SsA15 (Figura
9). No hubo diferencias significativas entre el crecimiento del resto de los hongos ante la presencia del
pireno, lo cual podria indicar que son tolerantes a pireno y posibles candidatos para usarse en la

biorremediacién de ambientes contaminados con este contaminante.
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3.3 Identificacion morfologica

Dado que no todas las cepas de hongos filamentosos crecieron en los microcultivos en medio PDA-S, solo
se realizd la caracterizacion morfoldgica de aquéllos que lograron crecer bajo las condiciones descritas

en el apartado 3.4.1 de “Microcultivos”.

Tabla 5. Tabla de cepas de hongos filamentosos y levaduriformes observados por microscopia DIC. Las cepas fueron
agrupadas por sitio de muestreo (Reserva Lengiieta Arenosa o Arroyo Las Animas), por planta (S. pacifica y S.
subterminalis) y por zona de aislamiento de la raiz (rizésfera, posibles endéfitos y posible rizoplano). Debajo de cada
género se incluye la identificacion (ID) correspondiente para cada aislado. Los ID que no estan acompafados de un
género es debido a que no se lograron identificar.

Planta Reserva Lenglieta Arenosa Arroyo Las Animas
A B C A B C
SpR1 Aspergillus  Cladosporium | Aspergillus Fusarium Rhodotorula
(SpR9) (SpR12) (SpA25) (SpA17) (SpA4)
SpR2 SpR30 Colletotrichum  Trichoderma
(SpA19) (SpA18)
Fusarium Fusarium Aspergillus Trichoderma
(SpR7) (SpR34) (SpA20) (SpA23)
Penicillium Fusarium
. (SpR11) (SpA21)
S. pacifica Fusarium
(SpAH22)
Fusarium
(SpA24)
Penicillium
(SpAH28)
Penicillium
(SpA31)
Fusarium
(SpA32)
SSAS SsA13 F(Léss‘ﬁ‘;')"
Neaphaeo- Aspergillus
theca (SsA27)
S. subterminalis (SsAb)
Acremonium Cladosporium
(SsA15) (SsA26)
Aspergillus Penicillium
(SsA16) (SsA29)

A: Rizésfera. B: Posibles enddfitos. C: Posibles epifitos del rizoplano.

Acorde a las estructuras fungicas observadas con el microscopio Nikon Eclipse Ti-U bajo la técnica DIC, se
obtuvo como resultado la caracterizacién a nivel género de 23 hongos filamentosos pertenecientes a los
géneros Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp., Trichoderma sp., Cladosporium sp.,

Colletotrichum sp. y Acremonium sp. (Tabla 5).
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De igual manera, fue posible identificar por morfologia dos cepas de hongos levaduriformes
correspondientes a los géneros Rhodotorula sp. y Neophaeotheca sp. (Tabla 5). Finalmente, usando el

programa Imagel (https://imagej.net/ij/), se realizd la medicion de las conidias (n=30) de las cepas flngicas

filamentosas y levaduriformes que fueron observados por la técnica de microscopia DIC. En anexos se
encuentran descritas las macro y micromorfologias de los aislados que no fueron identificados por la

técnica de observacién morfolégica.

3.3.1 Fusarium spp.

En este trabajo se aislaron ocho cepas del género Fusarium: Fusarium sp. cepa SpR7, Fusarium sp. cepa
SsA14, Fusarium sp. cepa SpAl7, Fusarium sp. cepa SpA21, Fusarium sp. cepa SpA24, Fusarium sp. cepa
SpA22, Fusarium sp. cepa SpR34 y Fusarium sp. cepa SpA32. En la tabla 6 de enlistan los tamafios promedio
de las macroconidias (n=30) de las cepas de Fusarium aisladas en este trabajo comparadas con lo

reportado en la literatura.

Tabla 6. Tamafio promedio en micras (um) de conidias de cepas Fusarium spp. aislados de S. pacifica y S.
subterminalis.

Largo Ancho Largo Ancho

Cepa Especie relacionada Referencia
promedio promedio reportado reportado
SpR7 17.34 3.1 17-40 3-3.5 Fusarium heterosporum Booth, 1977
SsA14 27.89 5.72 22-60 3.5-9 Fusarium equiseti Booth, 1977
SpAl7 47.70 5.83 27-60 3-5 Fusarium oxysoporum Booth, 1977
Fusarium Aoki &
SpA21 24.80 5.37 22-60.5 2.5-5.5
pseudograminearum sp. nov O’Donnell, 1999
SpA22 55.42 7.15
45-100 5-8 Fusarium solani Booth, 1997

SpR34 51.92 6.02
SpA24 21.86 471 20-46 3-5.5 Fusarium semitectum Booth, 1997
SpA32 10.31 2.69 6-11 2.5-4 Fusarium sporotrichioides Booth, 1997

Fusarium sp. cepa SpR7 (Figura 10-A), a nivel macroscopico presentd colonia circular, elevada con
margenes filiformes, coloracidon blanquecina, con tonos ligeramente rosados pdlidos con el paso del
tiempo. Se observd presencia de micelio aéreo y flocoso. Por otro lado, de manera microscopica, se
observaron macroconidias septadas (la mayoria presentd tres septos), fusiforme, curvadas y alargadas.

Hifas delgadas, con septos y abundantes vesiculas de diversos tamarios al interior.


https://imagej.net/ij/
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La coloracion de la colonia de Fusarium sp. cepa SsAl4 (Figura 10-B) fue de color blanquecino y con
exudados de color amarillento, las caracteristicas de la forma, elevacién y margenes de la colonia fueron
similares a Fusarium sp. cepa SpR7. En la micromorfologia se observaron macroconidias alargadas,

fusiforme, con tres septos. Hifas delgadas, septadas con algunas vesiculas al interior.

Se observd que Fusarium sp. cepa SpA17 (Figura 10-C) presenté colonia circular, plana, con margenes
filiformes, coloracidn lila, textura gelatinosa; tefiia el medio de color purpura y posee micelio flocoso.
Respecto a la micromorfologia, se observaron hifas gruesas, septadas, hialinas con vesiculas pequefias al
interior. Macroconidias largas, fusiforme, con forma de hoz, y con presencia de tres a cinco septos. Se

detectd la presencia de clamidosporas subglobosas.

De igual manera, también se observaron semejanzas en las caracteristicas macroscépicas de Fusarium sp.
cepa SpA21 y Fusarium sp. cepa SpA24 (Figura 10-D), las cuales mostraron colonia circular, elevada,
margenes filiformes, coloracion rosa intenso al centro y tonos amarillentos a las orillas, abundante micelio
aéreo y flocoso. Se observd que ambas cepas tefiian el medio de color rojizo/rozado intenso. En las
caracteristicas microscépicas también hubo similitudes, como hifas delgadas, hialinas y septadas,
macroconidias gruesas, fusiformes con diferencias en la cantidad de septos; Fusarium sp. cepa SpA21
posee tres septos y Fusarium sp. cepa SpA24 de tres a cinco septos. En Fusarium sp. cepa SpA21 se observd

la produccion de clamidosporas.

Se observaron similitudes entre las colonias macroscépicas y la micromorfologia de Fusarium sp. cepa
SpA22 vy Fusarium sp. cepa SpR34 (Figura 10-E). Ambas cepas mostraron colonia irregular, plana, margenes
filiformes, color rosa palido con tonos lila y tefiian el medio de color morado. Se observé la formacion de
esporodoquios de color blanco con tonos ligeramente amarillentos los cuales tifieron el medio de color
naranja formando un punto. Asimismo, se observé la produccion de exudados de color
blanquecinos/amarillentos. Respecto a las caracteristicas micromorfoldgicas, se identificaron hifas
delgadas, hialinas y septadas. Macroconidias alargadas, casi rectas, fusoides, ligeramente cénicas en la

parte basal y apical, con tres a cinco septos.

Por otro lado, en Fusarium sp. cepa SpA32 (Figura 10-F) se observaron caracteristicas macroscopicas como
colonia circular, plana con margenes regulares y superficie dspera. En el centro presenta una coloracidn
avellana (formando un anillo concéntrico) y beige a las orillas, textura granulosa. Tefiia el medio de color

ocre. Respecto a las caracteristicas microscdpicas se observaron hifas gruesas, septadas y con presencia
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de vesiculas de diferentes tamanos. Por otro lado, también se observaron macroconidias claviformes con

presencia de polifidlides y sin septos.

Qi

Figura 10. Morfologia colonial y microestructura de Fusarium spp. en medio PDA-S, a temperatura ambiente durante
10 dias, y observadas con microscopia DIC. Las cepas fueron aisladas de S. pacifica y S. subterminalis colectadas del
Estero Punta Banda. A) Morfologia colonial de Fusarium sp. cepa SpR7. A-1) Macroconidias e hifas de Fusarium sp.
cepa SpR7. B) Morfologia colonial de Fusarium sp. cepa SsAl4. B-1) Macroconidias e hifas de Fusarium sp. cepa
SsA14, C) Morfologia colonial de Fusarium sp. cepa SpA17. C-1) Macroconidias e hifas de Fusarium sp. cepa SpA17.
D) Morfologia colonial de Fusarium sp. cepa SpA21y SpA24. D-1) Macroconidias e hifas de Fusarium sp. cepa SpA21
y SpA24. E) Morfologia colonial de Fusarium sp. cepa SpA22 y SpR34. E-1) Macroconidias e hifas de Fusarium sp. cepa
SpA22 y SpR34. F) Morfologia colonial de Fusarium sp. cepa SpA32. F-1) Macroconidias e hifas de Fusarium sp. cepa
SpA32. Barra de escala de 25 um.

Fusarium es un género que comprende hongos filamentosos y sapréfitos que se pueden hallar en el suelo
y plantas (Tapia & Amaro, 2014). Aunque algunas especies producen micotoxinas o pueden ser patégenas
de humanosy plantas (Ma et al., 2013), otras especies como Fusarium solani, son capaces de biorremediar
suelos contaminados por metales pesados, plaguicidas y agroquimicos (El Sayed & El-Sayed, 2020).
Asimismo, El Sayed & El-Sayed, (2020); Fayeulle et al., (2014); Thion et al., (2012), describieron que F.
solani es capaz de biorremediar y mineralizar HAPs, como benzo[a]pireno (BaP), fenantreno (PHE),

pireno (PYR) y dibenzo(a,h)antraceno (DBA), a través de cuerpos lipidicos y peroxisomas.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pyrene-derivative
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3.3.2 Aspergillus spp.

Asociados a la raiz de S. pacifica y S. subterminalis, se obtuvieron cinco aislados de Aspergillus spp:
Aspergillus sp. cepa SpR9, Aspergillus sp. cepa SpA20, Aspergillus sp. cepa SsA16, Aspergillus sp. cepa
SsA27 y Aspergillus sp. cepa SpA25. En la tabla 7 se enlistan los tamafios promedio de las conidias (n=30)

de las cepas de Aspergillus aisladas en este trabajo en comparacion con lo reportado en la literatura.

Tabla 7. Tamaiio promedio en micras (um) de conidias de Aspergillus spp. asilados de S. pacifica y S. subterminalis

Cepa Diametro Diametroreportado Especie relacionada Referencia
SpR9 3.56

3.5-5.5 Aspergillus caperatus Chen et al., 2017
SpA20 3.71
SsA16 3.14

2.5-35 Aspergillus ochraceus  Pitt & Hocking, 2022
SsA27 3.39
SpA25 3.40 2.7-4.5 Aspergillus niger Watanabe, 2002

Se observaron similitudes entre los aislados Aspergillus sp. cepa SpR9 y Aspergillus sp. cepa SpR9 H20
(Figura 11). Ambas cepas presentaron colonia irregular, ligeramente elevada, con margenes ondulados y
superficie brillante de color amarillo mostaza, textura granulosa, tefiian el medio de color marrén. Se
observo la produccién de exudados de color amarillento. En la micromorfologia se observaron hifas
delgadas, septadas y con abundantes vesiculas. Presentaron conidiéforos no ramificados, con estipite liso.
Conidios globosos con pared lisa, vesiculas piriformes y monoseriadas. Se observd la formacion de

cleistotecios globosos.

Otras cepas que presentaron similitudes fueron Aspergillus sp. cepa SsA16 y Aspergillus sp. cepa SsA27
(Figura 12-A). En las caracteristicas macroscopicas se apreciaron colonias irregulares, ligeramente
elevadas, con margenes filiformes. Coloracion amarillo palido, tefiian el medio de color dmbar, textura
gelatinosa abundante esporulacion, cabeza conidial color amarillo mostaza. Respecto a las caracteristicas
microscopicas se observaron hifas delgadas y sin septos, vesiculas biseriadas, piriformes, méntulas

ordenadas de manera radial alrededor de la vesicula y conidios globosos con pared lisa.
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Se observo que Aspergillus sp. cepa SpA25 (Figura 12-B) tenia colonia circular, ligeramente elevada, con
margenes regulares. Coloraciéon negruzca, con abundante esporulacién y textura gelatinosa. Presentd
tincién del medio de color marrdn. En la micromorfologia se identificaron hifas delgadas y sin septos. En
cuanto a los conididforos, estos mostraron superficie lisa, con vesicula de forma esferoidal y monoseriada.

La forma de los conidios era globosa, con cabezas conidiales de color negro.

Figura 12. Morfologia colonial y microestructuras de Aspergillus sp. en medio PDA-S, a temperatura ambiente
durante 10 dias, y observadas con microscopia DIC. Las cepas fueron aisladas de S. pacifica y S. subterminalis
colectadas del Estero Punta Banda. A) Morfologia colonial de Aspergillus sp. cepa SpR9 y SpA20 A-1) Conidioforo
e hifas de Aspergillus sp. cepa SpR9 y SpA20. A-2) Cleistotecio de Aspergillus sp. cepa SpR9 y SpA20. Barra de escala
50 um.

Figura 11. Morfologia colonial y microestructuras de Aspergillus spp. en medio PDA-S, a temperatura ambiente
durante 10 dias, y observadas con microscopia DIC. Las cepas fueron aisladas de S. pacifica y S. subterminalis
colectadas del Estero Punta Banda. A) Morfologia colonia de Aspergillus sp. cepa SsA16 y SsA27. A-1) Conidiéforo
de Aspergillus sp. cepa SsA16 y SsA27. B) Morfologia colonial de Aspergillus sp. cepa SpA25. B-1) Conidiéforo de
Aspergillus sp. cepa SpA25. Barra de escala 50 pm.

Aspergillus es uno de los géneros mas diversos y comunes en todo el mundo (Yu, 2010) principalmente se
pueden encontrar en zonas terrestres y constituyen un papel fundamental en la descomposicién de
materia organica (Abdel-Azeem et al., 2016). Dada la diversidad de este género, algunas especies tienen
la capacidad de degradar microplasticos en ambientes acuaticos a través de la liberacién de enzimas como
lipasas, lacasas, peroxidasas, esterasas y ureasas (Nasrabadi et al., 2023). Estudios realizados por Wu

et al., (2009) indicaron que la cepa Aspergillus sp. BAP14, la cual fue aislada de sedimentos marinos de la
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ciudad de Xiamen, China, tiene la capacidad de degradar entre el 30 y 60% de BaP a una concentracion de

10 mg/L en un tiempo de incubaciéon de entre 3 y 12 dias.

3.3.3 Penicillium spp.

En este trabajo se aislaron cuatro cepas de Penicillium (Figura 13) asociados a S. pacificay S. subterminalis:
Penicillium sp. cepa SpR11, Penicillium sp. cepa SsA29, Penicillium sp. cepa SpA31 y Penicillium sp. cepa
SpA28. En la tabla 8 se ordenan los tamafios promedio (n=30) de las conidias de las cepas aisladas y se

comparan con lo reportado en la literatura.

Tabla 8. Tamaiio en micras (um) de conidias de Penicillium spp. asilados de S. pacifica y S. subterminalis.

Cepa Diametro Diametro reportado Especie relacionada Referencia

SpR11 2.64

SsA29 3.10 2.5-4 Penicillium simplicissimum Pitt & Hocking, 1997
2.5-35 Penicillium taii Wang et al., 2023

SpA31 3.05

SpA28 2.32 2.1-2.8 Penicillium resticulosum Birkinshaw, Raistrick, & Smith Watanabe, 2002

Se observaron semejanzas entre las morfologias macroscdopicas y microscdpicas de los aislados Penicillium
sp. cepa SpR11, Penicillium sp. cepa SsA29 y Penicillium sp. cepa SpA31 (Figura 13-A). Dentro de las
caracteristicas macroscdpicas se observaron colonias circulares, planas, con margenes casi regulares.
Coloracion verdosa seca, pulverulenta, con abundante esporulacién, textura aterciopelada y ligeramente
granulosa. Respecto a la micromorfologia se observaron hifas delgadas y hialinas, con septos. Penicilios
1.

biverticilados, fidlides organizadas en la forma tipica de “pincel”. Conidios redondos, en cadena o

ramificadas.

Por otro lado, en Penicillium sp. cepa SpA28 (Figura 13-B) se observd colonia circular, traslucida, con
margenes filiformes, elevada y con micelio aéreo, flocoso, y se observd la formacién de anillos
concéntricos. Coloracion verdosa/grisacea, con abundante esporulacion y textura gelatinosa. Tifid el
medio de color ocre. En las caracteristicas microscdpicas se observaron hifas delgadas y septadas,
penicilios monoverticilados con conidios globosos, hialinos y organizados en cadena. El conidiéforo posee

la forma tipica de “pincel”.
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Penicillium, al igual que Aspergillus, es un género abundante en la naturaleza; se puede encontrar en el

suelo, asociado a plantas, aire y de igual manera, posee la capacidad de sobrevivir en ambientes extremos

(temperatura, salinidad, pH, etc.), lo que le confiere amplios usos y aplicaciones ambientales,

biotecnoldgicas e industriales (Yadav et al., 2018). En la tabla 9 se describen a las diversas especies de

Penicillium y el tipo de HAP que pueden catabolizar segun lo reportado por Zehra et al., (2018).

Figura 13. Morfologia colonial y microestructuras de Penicillium spp. en medio PDA-S, a temperatura ambiente
durante 10 dias, y observadas con microscopia DIC. Las cepas fueron aisladas de S. pacifica y S. subterminalis
colectadas del Estero Punta Banda. A) Morfologia colonial de Penicillium sp. cepa SpR11, SsA29 y SpA31. A-1)
Conidiéforos de Penicillium sp. cepa SpR11, SsA29 y SpA31. B) Morfologia colonia de Penicillium sp. cepa SpA28. B-
1) Conidioforo de Penicillium sp. cepa SpA28. Barra de escala 25 um.

Tabla 9. Especies de Penicillium spp. con capacidad para catabolizar HAPs. Modificada de Zehra et al., (2018)

HAP Penicillium spp. Referencia
P. canescens; P. janczewskii; P. montanense; P. simplicissimum; P.
Garon et al., 2004
Fluoreno restrictum
P. chrysogenum; P. italicum Garon et al., 2002
P. terrestre; P. simplicissimum; P. janthinellum; P. funiculosum Saraswathy & Hallberg, 2002
P. ochrochloron Saraswathy & Hallberg, 2005
P. chrysogenum; P. aurantiogriseum; P. crustosum; P. decumbens; P.
Pireno griseofulvum; P. janczewskii;

Ravelet et al., 2000
P. janthinellum; P. roqueforti; P. rugulosum; P. simplicissimum; P.

velutinum
P. janthinellum Saraswathy & Hallberg, 2002
Benzo[a]pireno P. janthinellum Launen et al., 1995
P. frequentans Meléndez-Estrada et al.,
Fenantreno 2006
Penicillium sp. M1 Sack & Gunther, 1993
Antraceno P. simplicissimum
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3.34 Trichoderma sp.

En este trabajo obtuvieron dos cepas de Trichoderma aisladas de S. pacifica: Trichoderma sp. cepa SpA18
y Trichoderma sp. cepa SpA23. En la tabla 10 se indican los didametros promedio (n=30) de las conidias de

ambas colonias de Trichoderma sp. y se comparan con lo reportado en la literatura.

Tabla 10. Tamafio en micras (um) de conidias de Trichoderma sp. asilados de Salicornia pacifica.

Cepa Diametro Diametro reportado Especie relacionada Referencia
2.1-4 Trichoderma harziuanum Rifai Watanabe, 2002

SpA18 2.86 2.5-4 Trichoderma afroharzianum  Pitt & Hocking, 2022
1.7-3.2 Trichoderma endophyticum Chaverri et al., 2015

SpA23 2.63 2.55-3.33 Trichoderma azevedoi Inglis et al., 2020

Trichoderma sp. cepa SpA18 y Trichoderma sp. cepa SpA23 (Figura 14-A), presentaron similitudes tanto en
la colonia macroscdépica como en las estructuras de reproduccidn, lo cual indica que podrian ser la misma
cepa. En la macromorfologia se observaron colonias irregulares, ligeramente elevadas, con margenes
filiformes. Coloracién verdosa/blancuzca, con el paso del tiempo genera motas de color verde,
pulverulentas. Textura gelatinosa, produce exudados de color amarillento. En las orillas se observd ligera
aparicion de micelio aéreo algodonoso con coloracion amarillenta. Respecto a las caracteristicas
microscopicas se apreciaron conidiéforos erectos, hialinos, ramificados, fidlides verciladas; se agrupaban

de dos a tres verticilios en las fidlides, con conidios globosos de paredes lisas.

Los hongos del género Trichoderma son cosmopolitas, se pueden encontrar tanto en el suelo como en la
rizésfera de las plantas (pueden ser endéfitos o encontrarse en el rizoplano), en el aire, en diferentes
cuerpos de agua dulce y salada (Laszlé etal, 2014). Estudios realizados con Trichoderma
harzianum CCECH-Tel, Trichoderma viride CCECH-Te2 y Trichoderma psedokoningii CCECH-Te3, indicaron
que estos pueden biorremediar hasta el 60% tanto de metales pesados como petréleo crudo en muestras

de suelo (Pesantez & Castro, 2016).

Otras investigaciones revelaron que Trichoderma reesei FS10-C tiene el potencial para degradar hasta un
54% de BaP (20 mg/L) a los 12 dias de inoculacion, de igual manera, puede catabolizar el 35% de pireno a

una concentracion de 14, 3805 + 76 pg/kg en suelo seco (Yao et al., 2015).
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Figura 14. Morfologia colonial y microestructuras de Trichoderma sp., Cladosporium sp., Colletotrichum sp. y
Acremonium sp. en medio PDA-S, a temperatura ambiente durante 10 dias, y observadas con microscopia DIC. Las
cepas fueron aisladas de S. pacifica y S. subterminalis colectadas del Estero Punta Banda. A) Morfologia colonial de
Trichoderma sp. cepa SpA18 y SpA23. A-1) Estructuras de Trichoderma sp. cepa SpA18 y SpA23. B) Morfologia colonial
de Cladosporium sp. cepa SpR12 y SsA26. B-1) Fasciculo de conidiéforo de Cladosporium sp. cepa SpR12 y SsA26. C)
Morfologia colonial de Colletotrichum sp. cepa SpA19. C-1) Conidias de Colletotrichum sp. cepa SpA19. D) Morfologia
colonial de Acremonium sp. cepa SsA15. D-1) Conidias de Acremonium sp. cepa SsA15. Barra de escala 25 pm

3.3.5 Cladosporium sp.

En esta investigacion se obtuvieron dos cepas de Cladosporium aisladas de S. pacifica y S. subterminalis:
Cladosporium sp. cepa SpR12 y Cladosporium sp. cepa SsA26. En la tabla 11 se indican los didmetros
promedio de las conidias (n=30) de dichos aislamientos, las cuales se contrastaron con los tamafios

reportados en la literatura.

Tabla 11. Tamafio en micras (um) de conidias de Cladosporium sp. asilados de S. pacifica y S. subterminalis.

Promedio Promedio Largo Ancho Especie
Cepa Referencia
largo ancho reportado reportado relacionada
SpR12 9.59 6.16 Cladosporium Pitt & Hocking,
8-20 4-6
SsA26 8.51 6.62 herbarum 2022

Cladosporium sp. cepa SpR12 y Cladosporium sp. cepa SsA26 (Figura 14-B) mostraron semejanza tanto en

las caracteristicas macroscépicas como en las microscépicas. Lo anterior podria indicar que se trata de la
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misma cepa. En la macromorfologia se observaron colonias de forma irregular y planas, opacas, con
superficie aterciopelada, coloracion verde olivo, pulverulenta y abundante esporulacidn; tefilan el medio
de color negro. De manera microscopica se observaron conidiéforos fragiles, erectos, ramificados, y

pigmentados. Los conidios tenian forma de limdn, ovalados y ordenados en cadena.

Cladosporium es un género saprotrofo y cosmopolita que se encuentra en el aire, suelo y agua, incluida
agua salada (Ogodrek et al., 2012). Algunas especies son patégenas de plantas y otras como Cladosporium
herbarum, Cladosporium macrocarpum, Cladosporium sphaerospermum y Cladosporium cladosporioides,
poseen la capacidad de degradar petroleo crudo (Bakri, 2022). De igual manera, Cladosporium sp. CBMAI
1237 puede degradar fluoreno, fluoranteno, pireno y fenantreno de aguas residuales (Alao & Adebayo,

2022).

3.3.6 Colletotrichum sp.

En esta investigacidn se aislo a una cepa de Colletotrichum de S. pacifica: Colletotrichum sp. cepa SpA19.

En la tabla 12 se enlistan los tamafos promedio de las conidias (n=30) del aislado de Colletotrichum sp. en

comparacién con lo reportado en la literatura.

Tabla 12. Tamafio en micras (um) de conidias de Colletotrichum sp. asilado de Salicornia pacifica.

Promedio Promedio Largo Ancho Especie
Cepa Referencia
largo ancho reportado reportado relacionada
Colletotrichum
SpA19 9.78 2.69 9.7-16.9 2.2-6.1 Gafian et al., 2015
tamarilloi

Se observé que Colletotrichum sp. cepa SpA19 (Figura 14-C) tenia colonia circular, elevada, con margenes
ligeramente filiformes. Coloracién blanquecina con tonos grisaceos, traslucida, abundante micelio aéreo,
denso, flocoso y textura gelatinosa. En la micromorfologia se observaron hifas delgadas, sin septos,

conidios cilindricos, rectos, unicelulares, e hialinos.

El género enddfito Colletotrichum es conocido por su importancia como patégeno de antracnosis de
diversos hospederos lefosos, herbaceas y frutales, de igual manera, es un organismo modelo para la
investigacion genética (Cannon et al., 2012). Colletotrichum gleosporioides posee la capacidad de producir

la enzima lipasa en presencia de los hidrocarburos, lo cual podria estar relacionado con la degradacién de
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HAPs (Kadri et al., 2017). Sin embargo, en este presente trabajo se observd que la cepa de Colletotrichum
sp. cepa SpA19 aislada de S. pacifica no presenté diferencias significativas en su crecimiento en presencia
de pireno (25 mg/L), por lo tanto, se sugiere continuar con los estudios para dilucidar que HAPs puede ser

degradado por Colletotrichum spp.

3.3.7 Acremonium sp.

Asociada a la rizésfera de S. subterminalis se obtuvo un aislamiento de Acremonium sp. etiquetado como
Acremonium sp. cepa SsA15 (Figura 14-D), en la cual se observé una colonia filamentosa, plana, con
margenes filiformes, superficie brillante, coloracidon durazno, textura semicremosa y con ausencia de
micelio aéreo. En la micromorfologia se observaron hifas delgadas, sin septos, conidios cilindricos, hialinos
agregados en la punta de la fidlide en forma circulos conocidos glioconidios. Fidlides hialinas, alargadas,
no ramificadas y solitarias. En la tabla 13 se describen los tamafios promedio (n=30) de los conidios de este

aislamiento en comparacién con lo reportado en la literatura.

Tabla 13. Tamario en micras (um) de conidias de Acremonium sp. asilados de Salicornia subterminalis.

Promedio Promedio Largo Ancho Especie
Cepa Referencia
largo ancho reportado reportado relacionada
SsA15 5.31 2.37 5-14 2-4 Acremonium link Ren et al., 2024

Los hongos pertenecientes al género Acremonium son considerados polifilécticos, siendo la mayor parte
saprofitos y patdgenos de plantas, insectos e incluso, de otros hongos (Perdomo et al., 2011). Acremonium
sp. fue identificado como un hongo endéfito asociado a Salicornia arabica (Sadrati etal., 2022).
Investigaciones realizadas por Heras-Martinez et al., (2022) revelaron que, Acremonium sp. posee la
capacidad de degradar el 95%, 94% y 89% de fenantreno, antraceno y pireno, respectivamente, a una
concentracion de 50 mg/L. Contrastando lo anterior con lo encontrado en este trabajo, la cepa de
Acremonium sp. aislada de la rizésfera de S. subterminalis presenté disminucion en su crecimiento en

presencia de pireno (25 mg/L).

Considerando que en esta investigacion se trabajo en medio sélido (en placas de 60 x 15 mm), a un tiempo
de incubacién de cuatro dias, a diferencia de la metodologia realizada por Heras-Martinez et al., (2022), la

cual involucra condiciones de laboratorio mas controladas, en medio liquido y durante 7, 14, 21 y 30 dias,
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se sugiere realizar mas investigaciones ajustandose a la metodologia descrita en la literatura para dilucidar
la concentracidn de HAPs en la que pueden crecer Acremonium sp. cepa SsA15, asi como el potencial de

degradacion de los contaminantes por dicha cepa en diferentes tiempos de incubacion.

3.3.8 Neophaeotheca sp.

Del cepario aislado en este trabajo, fue posible obtener a una levadura negra aislada de S. subterminalis.
Neophaeotheca sp. cepa SsA6 (Figura 15-A), en la cual se observd una colonia de color marrdn al inicio y
con el paso del tiempo se tornd negra, textura cremosa y superficie opaca. En la micromorfologia se
identificaron endoconidios marrones, melanizados, globosos a ovoides, y septados. En la tabla 14 se
enlistan los tamafios promedio de los endoconidios (n=30) de Neophaeotheca sp. cepa SsA6 en

comparacién con lo reportado en la literatura.

Tabla 14. Tamario en micras (um) de las endoconidios de Neophaeotheca sp. aislada de Salicornia subterminalis.

Cepa Diametro promedio Diametro reportado Especie relacionada Referencia

SsA6 5.55 5-8 Neophaeotheca salicorniae  Crous et al., 2016

) — - —

Figura 15. Morfologia colonial y microestructuras de Neophaeotheca sp. y Rhodotorula sp. en medio PDA-S, a
temperatura ambiente durante 10 dias, y observadas con microscopia DIC. Las cepas fueron aisladas de S. pacifica y
S. subterminalis colectadas del Estero Punta Banda. A) Morfologia colonial de Neophaeotheca sp. cepa SsA6. A-1)
Endoconidios de Neophaeotheca sp. cepa SsA6. B) Morfologia colonial de Rhodotorula a sp. cepa SpA4. B-1) Células
de Rhodotorula a sp. cepa SpA4. Barra de escala 10 um.

Las levaduras negras conforman a un grupo de hongos melanizados que poseen capacidades y morfologias
que les permiten sobrevivir en ambientes extremos, como, por ejemplo, los ambientes salinos (Gostincar

& Gunde-Cimerman, 2024; Tiquia-Arashiro & Grube, 2019).
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Neophaeotheca salicorniae y Neophaeotheca triangularis son levaduras negras pertenecientes a la familia
Neophaeothecaceae y su incidencia se reporta en aguas hipersalinas (Calabon et al., 2023; Chung & Krahn,
2022; Gunde-Cimerman, 2000). Neophaeotheca salicorniae es una levadura negra aislada de Salicornia
mayeriana y dado que producen melanina, esta les confiere un alto nivel de proteccién ante la radiacion
UV, estrés oxidativo, toxicidad por metales pesados y altas concentraciones de salinidad (Elsayis et al.,
2022). El potencial de biorremediacidon de ambientes contaminados con HAPs por Neophaeotheca aln no
se ha dilucidado por completo, por lo que se sugiere continuar con las investigaciones usando el aislado

Neophaeotheca sp. cepa SsA6 obtenido en este trabajo.

3.3.9 Rhodotorula sp.

En esta investigacion fue posible aislar de S. pacifica, a una cepa de Rhodotorula etiquetada como
Rhodotorula sp. cepa SpA4 (Figura 15-B), la cual presentd coloracién naranja con tonos rosados, brillante,
textura cremosa y superficie lisa. En la micromorfologia se apreciaron células ovoidales y globosas, que
probablemente se encontraban fase de division celular. En la tabla 15 se describen los tamanos de las

células (n=30) de Rhodotorula sp. cepa SpA4 en comparacion con lo reportado en la literatura.

Tabla 15. Tamario en micras (um) de las células de Rhodotorula sp. aislada de Salicornia pacifica.

Largo Ancho Largo Ancho
Cepa Especie relacionada Referencia
promedio promedio reportado reportado
Rhodotorula marina
4-10.1 2-4 Statzell-Tallman &
SpA4 7.60 3.64 Rhodotorula
2-12 2-8 Fell, 1998

mucilaginosa

El género levaduriforme Rhodotorula conforma a levaduras saproéfitas que se pueden encontrar tanto en
el aire, suelo, lagos, en el mar, e incluso en alimentos como la leche o el jugo de frutas (Wirth & Goldani,
2012). Estudios realizados con la cepa Rhodotorula BMH1013 indicaron que es halotolerante y puede
crecer de manera Optima en pH alcalino; de igual manera, es capaz de remover hidrocarburos

monoaromaticos como xileno, tolueno y benceno (Ide-Pérez et al., 2020).

Otros estudios realizados por Martinez-Avila et al., (2021) indicaron que la cepa Rhodotorula mucilaginosa
EXF-1630 es poliextremotolerante y en condiciones de cometabolismo (usando glucosa al 2%) puede

degradar hasta el 80% de PHE y BaP a una concentracidn de 100 ppm.
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3.4 Interaccidon hongo-bacteria

34.1 Interaccion de cepas flungicas seleccionadas del posible rizoplano con

Salinicola tamaricis CSA4-1

En lainteraccion entre S. tamaricis CSA4-1 con Fusarium sp. cepa SsA14 (Figura 16-A) y Aspergillus sp. cepa
SsA27 (Figura 16-B), no se observé una reduccion significativa del crecimiento de ninglin microrganismo.
Respecto a la interaccién entre S. tamaricis CSA4-1 y Trichoderma sp. cepa SpA18 (Figura 16-C), si se
observd una reduccién significativa del crecimiento del hongo en comparacidn con su respectivo
tratamiento control. Lo anterior se corroboré en los analisis estadisticos, los cuales arrojaron una
diferencia significativa. En el grafico de la figura 17 se pueden apreciar los resultados de las pruebas

estadisticas respecto a los crecimientos de las tres cepas flungicas en presencia de la S. tamaricis CSA4-1.

Figura 16. Interaccion entre Salinicola tamaricis CSA4-1 y Fusarium sp. cepa SsAl14, Aspergillus sp. cepa SsA27 o
Trichoderma sp. cepa SpA18. 1) S. tamaricis CSA4-1. 1) Fusarium sp. cepa SsA14. lll) Interaccion S. tamaricis CSA4-1
y Fusarium sp. cepa SsA14. IV) Aspergillus sp. cepa SsA27. V) Interaccidn S. tamaricis CSA4-1 y Aspergillus sp. cepa
SsA27. VI) Trichoderma sp. cepa SpA18. VII) Interaccidn S. tamaricis CSA4-1y Trichoderma sp. cepa SpA18.
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Figura 17. Crecimiento de cepas fungicas del posible rizoplano en presencia de S. tamaricis CSA4-1. A) Fusarium sp.
cepa SsAl14 en interaccion con S. tamaricis CSA4-1. B) Fusarium sp. cepa SsAl4. C) Aspergillus sp. cepa SsA27 en
interaccién con S. tamaricis CSA4-1. D) Aspergillus sp. cepa Ssa27. E) Trichoderma sp. cepa SpA18 en interaccidn con
S. tamaricis CSA4-1. F) Trichoderma sp. cepa SpA18.

Por lo obtenido en este trabajo, se sugiere que Trichoderma sp. cepa SpA18 y Salinicola tamaricis CSA4-1
no podrian ser candidatos para formar una asociacion simbidtica positiva bacteria-hongo-planta. Mientras
gue los sistemas de interaccién hongo-planta o bacteria-planta si podrian formar una relacién simbidtica
positiva, dado que algunas cepas de estos microorganismos son benéficas para las plantas, ya que
promueven el crecimiento vegetal, y activan respuestas ante estreses bidticos y abidticos (Woo et al.,

2023).

Singh et al., (2021) indicaron que Salinicola tamaricis es una bacteria endéfita cultivable presente en las
raices de Salicornia brachiata. Esta informacidon se complementa con lo reportado por Szymariska et al.,
(2016), quienes revelaron que Salinicola sp. también se encuentra como bacteria endodfita cultivable

asociada a las raices de Salicornia europea.

Contrastando lo reportado en la literatura con lo encontrado en este trabajo, se deduce que Salinicola
tamaricis CSA4-1 podria ser una importante candidata para formar asociaciones positivas entre el sistema
planta-bacteria-hongo para la restauracion de ambientes contaminados con HAPs, ya que la cepa usada
en este estudio presenta un potencial hidrocarbonoclastico frente a HAPs y su genoma ya ha sido
secuenciado, confirmando la presencia de genes que degradan dichos contaminantes (Silva-Jiménez,

comunicacion personal, 24 de enero de 2025).

Furtado et al., (2019) describieron que los géneros Salinicola sp., Fusarium sp. y Aspergillus sp. se

encontraron coexistiendo cémo microorganismos endofiticos de S. europea. Esto podria ser un indicador
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de que Fusarium sp. SsAl4 y Aspergillus sp. SsSA27 en conjunto con S. tamaricis conformarian una

asociaciéon simbidtica positiva para la degradacién de HAPs.

Aungque se han reportado a Trichoderma sp.y Salinicola sp. como parte de los microorganismos enddfitos
en lamicrobiota de S. europea (Furtado & Hrynkiewicz, 2021), en este trabajo se observd que la interaccion
entre Trichoderma sp. cepa SpA18 (aislado de S. pacifica) y Salinicola tamaricis CSA4-1 resultd perjudicial

para el crecimiento del hongo.

3.4.2 Interaccion de las cepas fungicas seleccionadas del posible rizoplano con

Microbacterium esteraromaticum CSA25

En el ensayo de interaccidon hongo-bacteria, se observé que el crecimiento de Fusarium sp. cepa SsAl4
(Figura 18-A) y Aspergillus sp. cepa SsA27 (Figura 18-B) no fue afectado negativamente ante la presencia
de M. esteraromaticum CSA25. Lo anterior se corrobord con analisis estadisticos (Figura 19), en los que se
demuestra que no hubo diferencias significativas, lo cual es favorable, ya que se infiere que podria haber
una coexistencia neutral entre estos microorganismos y por ende podrian usarse en la formacidn de

asociaciones simbidticas para la degradaciéon de HAPs.

Respecto a la interaccién entre M. esteraromaticum CSA25 y Trichoderma sp. cepa SpA18, si se observd
una reduccion en el crecimiento en comparacién su respectivo control (Figura 18-C), esto fue confirmado
a través de los andlisis estadisticos, los cuales evidenciaron la existencia de una diferencia significativa
(Figura 19). De igual manera, es importante resaltar que en la literatura publicada aldn no se encuentra
registro de la interaccidn entre estos microrganismos bajo condiciones de laboratorio, siendo este uno de

los primeros acercamientos para conocer dicha relacién.

Acorde a lo descrito por Jurado et al., (2019) M. esteraromaticum es una bacteria que se puede usar como
control biolégico en contra de microorganismos que causen la pudricién de la raiz, como, por ejemplo,
algunas cepas del género Fusarium. Por otro lado, Majumdar et al., (2021) revelaron que Microbacterium

sp. se usa como biocontrol de Aspergillus flavus.

Contrario a lo antes mencionado, en este trabajo se observd que la cepa bacteriana M. esteraromaticum
CSA25 tuvo interacciones neutrales con Fusarium sp. cepa SsAl4 y Aspergillus sp. cepa SsA27, lo cual

sugiere que existe la posibilidad de utilizar a estos microorganismos para formar asociaciones simbidticas
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positivas, ya que el crecimiento de ninguno de los dos hongos es inhibido en presencia de la bacteria,
siendo esto la posible apertura de una ventana de oportunidad para realizar mas investigaciones al

respecto.

Figura 18. Interaccion entre Microbacterium esteraromaticum CSA25 y Fusarium sp. cepa SsAl14, Aspergillus sp. cepa
SsA27 o Trichoderma sp. cepa SpA18. I) M. esteraromaticum CSA25. Il) Fusarium sp. cepa SsA14. 1ll) Interaccién M.
esteraromaticum CSA25y Fusarium sp. cepa SsA14. IV) Aspergillus sp. cepa SsA27. V) Interaccion M. esteraromaticum

CSA25 y Aspergillus sp. cepa SsA27. VI) Trichoderma sp. cepa SpA18. VII) Interaccion M. esteraromaticum CSA25 y
Trichoderma sp. cepa SpA18.

Szymanska et al., (2016) determinaron que Microbacterium sp. CSE-10 es una bacteria endéfita cultivable
identificada en la rizésfera de Salicornia europea. De igual manera, Microbacterium sp. funge como
bacteria endofitica fijadora de nitrogeno en S. europea (Furtado et al., 2019). Asimismo, es necesario
sefialar que el genoma ya secuenciado de la cepa CSA25 de M. esteraromaticum usada en esta
investigacion, indicd la presencia de genes involucrados en la degradacion de HAPs (Silva-liménez,

comunicacion personal, 24 de enero de 2025).
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Figura 19. Crecimiento cepas fungicas del posible rizoplano en presencia de M. esteraromaticum CSA25. A) Fusarium
sp. cepa SsAl4 en interaccidn con M. esteraromaticum CSA25. B) Fusarium sp. cepa SsAl4. C) Aspergillus sp. cepa
SsA27 en interaccion con M. esteraromaticum CSA25. D) Aspergillus sp. cepa SsA27. E) Trichoderma sp. cepa SpA18
en interaccién con M. esteraromaticum CSA25. F) Trichoderma sp. cepa SpA18.

Considerando lo antes mencionado con lo hallado en este trabajo sobre la capacidad de M.
esteraromaticum de interactuar con hongos del género Fusarium y Aspergillus, se infiere que esta bacteria
al estar asociado a las raices de Salicornia spp., podria tener un papel significativo en la conformacién de
asociaciones simbidticas positivas entre plantas, bacterias, y hongos para la restauracién de ecosistemas
contaminados con HAPs, ya que se ha probado que tiene la capacidad de crecer de manera dptima en

pireno y otros HAPs (Silva-Jiménez, comunicacion personal, 24 de enero de 2025).

3.4.3 Interaccién de las cepas fungicas seleccionadas del posible rizoplano con

Kocuria sp. HC51

En los ensayos de interaccién entre Kocuria sp. HC51 con Fusarium sp. cepa SsA14 (Figura 20-A) y Kocuria
sp. HC51 con Aspergillus sp. cepa SsA27 (Figura 20-B) ocurrié algo similar a la interaccidn con S. tamaricis
CSA4-1y M. esteraromaticum CSA25, no se encontraron diferencias significativas en el crecimiento de los
hongos en interaccidn con la bacteria (Figura 21). Sin embargo, en el caso de la interaccién entre Kocuria
sp. HC51 y Trichoderma sp. cepa SpA18 (Figura 20-C) se observaron efectos negativos en el crecimiento
del hongo ante la presencia de la bacteria, lo cual se verificd con analisis estadisticos, en donde se
observaron diferencias significativas (Figura 21). Hasta el momento, no se han encontrado reportes
publicados de la interaccidn en condiciones de laboratorio entre los géneros Kocuria y Trichoderma, por
lo que este estudio involucra uno de los primeros intentos por comprender dicha asociacién microbiana

en condiciones de laboratorio.
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Figura 20. Interaccidn entre Kocuria sp. HC51 y Fusarium sp. cepa SsAl14, Aspergillus sp. cepa SsA27 o Trichoderma
sp. cepa SpA18. 1) Kocuria sp. HC51 Il) Fusarium sp. cepa SsA14. Ill) Interaccion Kocuria sp. HC51 y Fusarium sp. cepa
SsA14. V) Aspergillus sp. cepa SsA27. V) Interaccion Kocuria sp. HC51 y Aspergillus sp. cepa SsA27. VI) Trichoderma
sp. cepa SpA18. VII) Interaccion Kocuria sp. HC51 y Trichoderma sp. cepa SpA18.
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Figura 21. Crecimiento de cepas fungicas del rizoplano en presencia de Kocuria sp. HC51 A) Fusarium sp. cepa SsAl14
en interaccién con Kocuria sp. HC51. B) Fusarium sp. cepa SsAl14. C) Aspergillus sp. cepa SsA27 en interaccion con
Kocuria sp. HC51. D) Aspergillus sp. cepa SsA27. E) Trichoderma sp. cepa SpA18 en interaccion con Kocuria sp. HC51

y. F) Trichoderma sp. cepa SpA18.
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En este trabajo se observd que Kocuria sp. HC51 y Fusarium sp. cepa SsAl4 pueden coexistir sin
presentarse una inhibicidon aparente a los cuatro dias de incubacidn, contrario a lo que se ha observado en
la literatura. Setiawan et al., (2022), describieron que la cepa Kocuria palustris 19C38A1 puede usarse

como control bioldgico en contra de Fusarium oxysporum.

Contrastando lo encontrado en el presente estudio con los reportes en la literatura, se sugiere que al
tratarse de géneros microbianos que coexisten en el entorno radicular de Salicornia spp. de manera
natural, pueden tener una interaccion compleja y dindmica, y para poder discernir entre el tipo de
interaccion que hay entre estos microorganismos es necesario realizar mas pruebas, asi como establecer

la especie a la que pertenecen estas cepas mediante técnicas moleculares.

Zhao et al., (2016) describieron que, dentro de las comunidades bacterianas asociadas a las raices de
Salicornia europea es posible identificar a las especies endoéfitas Kocuria polaris CMS 76 y Kocuria rosea
DMS 20447. De igual manera, se sabe que la cepa HC51 de Kocuria sp. usada en este trabajo posee la
capacidad de crecer de forma eficiente en presencia de pireno y otros HAPs (Silva-Jiménez, comunicacion

personal, 24 de enero de 2025).

Vinculando lo encontrado en este trabajo con lo descrito por Barcia-Piedras et al., (2023), se infiere que
Kocuria sp. en conjunto con Fusarium y Aspergillus, con previas pruebas de fitopatogenicidad para no
poner en riesgo a la planta, podrian usarse en interaccion simbidtica positiva con Salicornia pacifica y

Salicornia subterminalis para la restauracion de ambientes contaminados con HAPs.

El neutralismo es una interacciéon en la cual las especies pueden coexistir sin afectarse, ni beneficiarse, a
menos que uno de los organismos presente una tasa de crecimiento mayor a la del otro (Valiei et al., 2024).
De igual manera, Yan et al., (2021) sugirieron que la neutralidad es fundamental en la preservacion de la
diversidad microbiana en los suelos. Por lo anterior, se deduce que las interacciones entre S. tamaricis
CSA4-1, M. esteraromaticum CSA25 y Kocuria sp. HC51 con Fusarium sp. cepa SsAl4 y Aspergillus sp. cepa
SsA27, fueron neutrales dado que el crecimiento de los hongos en interaccidn con las tres cepas

bacterianas no fue diferente estadisticamente.

En el caso de la interaccion con Trichoderma sp. cepa SpA18 y las tres cepas bacterianas, se infiere que
ocurrié una interaccion antagonista, en la cual existié un efecto negativo en uno de los microorganismos

(Trichoderma sp. cepa SpA18), pero no en el otro (cepas bacterianas). Este resultado pudiera estar
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relacionado con modificaciones fisicas o quimicas del ambiente en el que se desarrollaron los

microorganismos (Moénne-Loccoz et al., 2015).

Lo anterior podria inducir a una competencia interespecifica y por ende a fenotipos de explotacion e
interferencia en las diferentes etapas de crecimiento de los microorganismos. Un ejemplo es la liberaciéon
de compuestos téxicos por parte de uno de los organismos (competencia por interferencia), los cuales
pueden ser intolerables o inhibitorios para el otro individuo (Moénne-Loccoz et al., 2015), o el consumo
rapido de los nutrientes para disminuir la disponibilidad de estos para el otro microorganismo, causando

inhibicidn del crecimiento (competencia de explotacion) (Krebs, 2014).

3.5 Identificacion molecular de las cepas fungicas seleccionadas

Una vez identificados morfoldgicamente los géneros de los hongos aislados en presencia de pireno, y con
el propdsito de determinar las especies seleccionadas para los estudios de interaccidn con las cepas
bacterianas S. tamaricis CSA4-1, Kocuria sp. HC51 y M. esteraromaticum CSA25, se seleccionaron los
marcadores moleculares para cada género (Tabla 16) y se realizaron pruebas PCR para el ITS (Figura 22),

EF y la 8t (Figura 23).

Tabla 16. Marcadores moleculares seleccionados acorde al género de hongo filamentoso.

Oligonucleétido Hongo Referencia

Fusarium sp. cepa SsAl14, Trichoderma sp. cepa SpA18, Aspergillus sp. cepa
ITS5, ITS4 White et al., 1990
SsA27

EF-1, EF-2 Trichoderma sp. cepa SpA18 O’Donnell et al., 1998

Dizkirici & Kalmer,
Bt2a, 6t2b Fusarium sp. cepa SpA18, Aspergillus sp. cepa SsA27
2019

Los tamafios de amplificacion de las bandas de la amplificacién de los ITS5 e ITS4 observadas en la figura
23 para los tres organismos fungicos fueron del tamafio esperado segun lo descrito por Shafique et al.,

(2022), quienes reportaron que el tamafio de los amplicones de los ITS1 e ITS4 para Fusarium equiseti es
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de 520 pb y 320 para 6t2a y 8t2b. El tamafio de los ITS1 e ITS2 para el género Trichoderma ronda en las
600 pb (Chaverri et al., 2015).

10000 pb

3000 pb

1500 pb

1000 pb

750 pb
500 pb

250 pb

520pb  goopb 600 pb

Figura 22. Electroforesis de productos de PCR de las regiones ITS5 e ITS 4 de las cepas de hongos seleccionados. Carril

1) Escalera 1 Kb. Carril 2) Fusarium sp. cepa SsA14. Carril 3) Trichoderma sp. cepa SpA18. Carril 4) Aspergillus sp. cepa
SsA27.
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Figura 23. Electroforesis de productos de PCR de las regiones EF-1, EF-2 y Bt2a, B8t2b de las cepas de hongos
seleccionados. Carril 1) Escalera 1 Kb. Carril 2) Fusarium sp. cepa SsA14 (6t2ay Bt2b). Carril 3) Trichoderma sp. cepa
SpA18 (EF-1, EF-2). Carril 4) Aspergillus sp. cepa SsA27 (6t2ay 6t2b).
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El tamafio de los amplicones de los ITS1 e ITS4 para el género Aspergillus es de 600 pb (Mahata et al.,
2022). Respecto al tamafio de la beta tubulina, Nasri et al., (2015) reportaron que Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus clavatus y Aspergillus nidulans tienen
un tamafio de 549, 550, 531, 564, 562 y 475 pb en el orden descrito. De igual manera, para Aspergillus

ochraceus se ha reportado un tamafio de amplicén de 529 pb usando beta tubulina (Morello et al., 2007).

Los tamanfios de amplificacidon de las bandas de la amplificacidn de EF-1, EF-2 y 6t2a, 8t2b mostradas en la
figura 24 fueron del tamafo esperado acorde a lo descrito por Prabhakaran et al., (2015), quienes
describieron que el tamafio de los amplicones del factor de elongacién para Trichoderma asperellum,

Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma virens son de 507, 824 y 452 pb, respectivamente.

Dizkirici & Kalmer, (2019) indicaron que el ITS es confiable para determinar el género, pero para la
identificacion molecular de ascomicetos el ITS no es suficiente para ciertas especies altamente especificas
de Fusarium y Aspergillus, por lo cual, se requiere de la amplificacion de “regiones codificantes de

proteinas ricas en intrones” (p. 194) como lo son el EF y la 8t (Tabla 16).

3.5.1 Identificacién molecular de Fusarium sp. cepa SsAl4

Los resultados del analisis molecular (Tabla 17) indicaron que Fusarium sp. cepa SsAl14 podria pertenecer
a las especies Fusarium equiseti, Fusarium oxysporum, Fusarium flageliforme o Fusarium incarnatum. Para
discernir entre las especies se considerd el tamafio de las macroconidias. Fusarium sp. cepa SsA14 fueron
de 27.89 um de largo (cepa que aislé en este trabajo) y segun lo reportado en la literatura, F. incarnatum
tiene macroconidias que miden a partir de 35-45 um de largo (Wang et al., 2019), para el caso de F.
equiseti se tiene un tamafo de 22- 60 um (Booth, 1977). Contrastando los tamafios antes mencionados
con lo encontrado en este trabajo y conjugdndolo con lo observado en los resultados moleculares, se

sugiere que Fusarium sp. cepa SsA14 podria ser F. equiseti.

De igual manera, es importante mencionar que las especies F. equiseti y F. incarnatum se encuentran
estrechamente relacionadas (Pitt & Hocking, 2022) y conforman al Complejo de Especies Fusarium
incarnatum-equiseti (FIESC, del inglés “The Fusarium incarnatum-equiseti Species Complex”) (Leslie &
Summerell, 2006), el cual incluye aproximadamente 33 especies filogenéticamente distintas (Villani et al.,

2019). Fusarium flageliforme pertenece al clado F. equiseti (Zelechowski et al., 2021). De acuerdo con lo
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descrito por Xia et al., (2019), la distribucidén de Fusarium flageliforme se limita a Europa y siendo su

huésped predilecto las plantas de cereal.

Tabla 17. Identificacidn molecular de Fusarium sp. cepa SsA14 con los marcadores 8t2a y 8t2b en relacion con lo
reportado en la base de datos del NCBI.

Cepa Especie % de cobertura E value % de identidad No. de acceso en NCBI
Fusarium 100% 1.07e-160 97.9% 0OP680530.1
equiseti 100% 1.07e-160 97.9% 0OP680529.1
Fusarium
99.70% 3.84e-165 98.8% MF445639.1
oxysporum
Fusarium 96.40% 1.07e-160 99.1% 0P642154.1
flagelliforme
SsA14 96.40% 1.07e-160 99.1% 0P642153.1
95.80% 2.99%e-161 99.4% 0M362472.1
Fusarium cf. 95.80% 2.99e-161 99.4% 0OM362471.1
incarnatum 95.80% 2.99e-161 99.4% 0OM362469.1
95.80% 2.99e-161 99.4% 0OM362468.1
Fusarium
95.50% 1.07e-160 99.4% MH521296.1
equiseti

Por otro lado, dado que hay una variedad genética significativa en el complejo FIESC, Maryani et al., (2019),

indicaron que para la identificacién molecular se requiere de la secuenciacién de:

“Fragmentos parciales de beta-tubulina (Bt), calmodulina (CAM), factor de elongacion de la
traduccién 1-alfa (TEF1-a), la region espaciadora transcrita interna del ADNr (ITS), la subunidad
grande del ADNr (LSU), asi como los genes de la subunidad grande de la ARN polimerasa Il (RPB1)
y la segunda subunidad mds grande (RPB2)” (pp. 48).

Valorando que para el caso de este trabajo solo se secuencié el ITS5, 6t2a y Bt2b, se sugiere que para
dilucidar la especie a la que pertenece Fusarium sp. cepa SsA14, se realice el andlisis molecular tomando

en cuenta los marcadores que Maryani et al., (2019) propusieron.

Se ha reportado la presencia de F. equiseti en plantas de lechuga (Tziros et al., 2022), asi como en plantas
de cereal (Leslie & Summerell, 2006); en cereales como trigo, maiz, cebada, centeno, arroz, cacahuates,
nueces, soya, frijol carilla, sorgo y semillas oleaginosas (Pitt & Hocking, 2022); en tomate (Okoli & Erinle,

1989); pimientos (Sharma & Shukla, 2021); en platano (Jimenez et al., 1997) y en calabazas (Elmer, 1996).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP680530.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP680529.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF445639.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP642154.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP642154.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP642153.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM362472.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM362471.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM362469.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM362468.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH521296.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=JRRYER11016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH521296.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=JRRYER11016
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Asi mismo, es posible aislar a F. equiseti de “materia vegetal o sustratos de suelo/sedimentos” (p. 203) (Xia

et al., 2019), y su distribucion se encuentra reportada en agrosistemas (Zelechowski et al., 2021).

Asimismo, estudios realizados por Barnes et al., (2023) indicaron que F. equiseti NIOSN-T4 es un hongo
marino que tiene la capacidad de degradar en 99.98% HAPs tales como pireno, benzo[alantraceno e

indeno[1,2,3-c, d]pireno, asi como el 100% de naftaleno y acenaftileno.

3.5.2 Identificacion molecular de Trichoderma sp. cepa SpA18

Para este trabajo se considerd el alineamiento del ITS5-4 (Tabla 18) y el EF-1 (Tabla 19) para corroborar el
género y posible especie de Trichoderma sp. cepa SpA18. De igual manera, se comparé el didmetro de las
conidias de esta cepa (2.63-2.86 1), cuyo tamafio coincidié con lo descrito por Watanabe, (2002), quien
reportd un rango de 2.1-4 um para Trichoderma harziuanum Rifai , y con lo detallado por Pitt & Hocking
(2022), quienes describieron un rango de 2.1-4 um para Trichoderma afroharzianum. Asi mismo, se
compard el tamafio de las conidas de las especies resultantes del BLAST. Segun lo reportado por Chaverri
et al., (2015), el didmetro de las conidas de T. lentiforme es de 2.5 um; de acuerdo con el mismo autor, el
rango del didmetro de las conidias de T. endophyticum es de 1.7-3.2 um. Inglis et al., (2020) reportaron

que el rango del didametro de las conidias de T. azevedoi es de 2.55-3.33 pm.

Tabla 18. Identificacion molecular de Trichoderma sp. cepa SpA18 con los marcadores ITS5 y 4 en relacién con lo
reportado en la base de datos del NCBI.

Cepa Especie % de cobertura E value % de identidad No. de acceso en NCBI
Trichoderma sp. 100% 0 99.7% MN602871.1
Trichoderma harzianum 99.84% 0 99.7% PP968647.1
Trichoderma endophyticum 99.84% 0 99.7% PP336504.1
99.84% 0 99.7% 0OM515076.1
Trichoderma lentiforme
99.84% 0 99.7% 0OM515074.1
SpA18
99.84% 0 99.7% OM515045.1
Trichoderma azevedoi 99.84% 0 99.7% OM515044.1
99.84% 0 99.7% OM515043.1
Trichoderma harzianum 99.84% 0 99.7% MF782822.1
Trichoderma sp. 99.84% 0 99.8% KF367569.1

Tomando en cuenta lo anterior, dado que con los marcadores usados en este trabajo solo se confirmé el

género, para definir la especie a la que pertenece Trichoderma sp. cepa SpA18 se sugiere realizar el analisis


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN602871.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JRVC7AR0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/PP968647.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=JRVC7AR0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/PP336504.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=JRVC7AR0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM515076.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JRVC7AR0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM515074.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=JRVC7AR0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM515045.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JRVC7AR0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM515044.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=JRVC7AR0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM515043.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=JRVC7AR0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF782822.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=JRVC7AR0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF367569.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JRVC7AR0013
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molecular usando los marcadores moleculares propuestos por Dou et al., (2020): los espaciadores
transcritos internos (ITS) 1 y 2 del ARNr nuclear; factor de elongacion de la traduccién 1-alfa (TEF7) y la
subunidad 2 de la ARN polimerasa (RPB2). De igual manera Dou etal., (2020) expusieron que la
identificacion exacta de especies del género Trichoderma es un reto dada su acelerada expansion

taxondmica.

Cabe destacar que Cai & Druzhinina (2021), indicaron que las especies Trichoderma lentiforme,
Trichoderma endophyticum, y Trichoderma azevedoi se encuentran filogenéticamente relacionadas con T.
harziuanum, y segun lo detallado por Jaklitsch (2009), dichas especies se encuentran agrupadas en el

complejo de especies de Trichoderma harzianum, en el clado de la especie T. harzianum.

Tabla 19. Identificacion molecular de Trichoderma sp. cepa SpA18 con el marcador EF-1 en relacion con lo reportado
en la base de datos del NCBI.

Cepa Especie % de cobertura E value % de identidad No. de acceso en NCBI
Trichoderma harzianum 100% 0 97.6% PP566703
Trichoderma afroharzianum 100% 0 96.8% 0Q362346
Trichoderma afroharzianum 100% 0 96.8% 0Q362344
Trichoderma afroharzianum 100% 0 96.8% 0Q362341
Trichoderma afroharzianum 100% 0 96.8% 0Q362337
SPA18 Trichoderma afroharzianum 100% 0 96.9% MZ7927282
Trichoderma harzianum 100% 0 96.9% MNO927126
Trichoderma harzianum 100% 0 96.9% MH208255
Trichoderma harzianum 100% 0 96.9% MH208254
Trichoderma afroharzianum 99.88% 0 96.9% MT681951

3.5.3 Identificacion molecular de Aspergillus sp. cepa SsA27

Para el caso de Aspergillus sp. cepa SsA27, en los resultados obtenidos del BLAST (Tabla 20) no se observé
variacion en las especies relacionadas, siendo la especie Aspergillus ochraceus la que se presentd con gran
incidencia en los resultados, ademads, contrastando lo anterior con lo observado de manera morfoldgica,

se sugiere que Aspergillus sp. cepa SsA27 corresponde a la especie Aspergillus ochraceus.

Aspergillus ochraceus Wilh es un hongo cosmopolita que se puede encontrar principalmente en sueloy en
vegetacidén en descomposicidn, teniendo gran afinidad por colonizar cultivos de cereales (como el trigo) y

legumbres (Van Der Merwe et al., 1965).
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Hareeri et al., (2022), describieron que A. ochraceus posee aplicaciones biotecnolégicas prometedoras
tales como la produccién de bioetanol, decoloracidon de tintes y biodegradacién de queroseno, ademas de
la produccién de enzimas como hidrolasas y oxidasas, las cuales contribuyen en el desarrollo
biotecnolégico e industrial. Asimismo, la cepa A. ochraceus NCIM-1146 posee la capacidad de degradar

naftaleno (Saratale et al., 2007), un HAP de dos anillos y de bajo peso molecular (Srivastava et al., 2017).

Tabla 20. Identificacién molecular de Aspergillus sp. cepa SsA27 con los marcadores 8t2a y B8t2b en relacion con lo
reportado en la base de datos del NCBI.

Cepa Especie % de cobertura E value % de identidad No. de acceso en NCBI
100% 0 99.8% MNO097071.1
100% 0 100% MK519555.1
100% 0 100% MH018228.1
100% 0 100% KJ136106.1
99.82% 0 99.8% MG832177.1
SsA27 Aspergillus ochraceus
99.82% 0 100% FM995527.1
99.65% 0 99.8% FR775371.1
99.47% 0 100% MG832164.1
99.30% 0 100% MG832175.1
99.12% 0 100% MT410156.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN097071.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=JU9W39HX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK519555.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JU9W39HX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH018228.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JU9W39HX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ136106.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JU9W39HX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG832177.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=JU9W39HX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FM995527.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JU9W39HX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FR775371.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JU9W39HX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG832164.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=JU9W39HX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG832175.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JU9W39HX016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT410156.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=JU9W39HX016
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Capitulo 4. Conclusiones

En el Estero Punta Banda se desarrollan las especies vegetales haldfitas S. pacifica y S. subterminalis, en
las cuales es posible encontrar tanto en la rizésfera como en el posible rizoplano, a los géneros fungicos
Fusarium, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Colletotrichum, Acremonium, Cladosporium, Rhodotorula
y Neophaeotheca, siendo Fusarium el género mas abundante. De los hongos seleccionados, se observd
gue 19 cepas de hongos filamentosos y cuatro cepas de hongos levaduriformes son tolerantes al pireno

(25 mg/mL).

Se observd que Fusarium equiseti cepa SsA14 y Aspergillus ochraceus cepa SsA27 tuvieron un crecimiento
neutral ante la presencia de las tres cepas de bacterias con alto potencial hidrocarbonoclasto, lo cual
sugiere que podrian ser candidatos para usarse en estudios de interaccion hongo-bacteria para la
degradacion de HAPs. Esto puede brindar funciones de alta importancia como la salud, asi como la

restauracion de ecosistemas a través de los diferentes tipos de biorremediacion.

Trichoderma sp. cepa SpA18 fue un aislado que no crecié de manera dptima en la interaccidén con ninguna
de las tres cepas bacterianas. Sin embargo, lo anterior no descarta a esta cepa debido a que pertenece a
un género usado ampliamente con funciones biotecnoldgicas benéficas paras las plantas, y se sugiere que
podria usarse en la formacién de asociaciones simbidticas positivas planta-hongo para la remocién de
HAPs. De igual manera, la identificacién molecular a nivel de especie de Trichoderma es un reto, por lo
que, ademas de los marcadores empleados en este trabajo, se sugiere usar otros marcadores moleculares
como RPB2, y otros marcadores reportados en la literatura para dilucidar la especie a la que pertenece

esta cepa.

Este trabajo abre una nueva venta de oportunidad ya que es el primer acercamiento en México para
conocer la diversidad fungica que puede crecer en pireno, asociada al sistema radicular del género

Salicornia.
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Anexos

Seleccion del medio de cultivo para ensayos de interaccion entre hongos y

bacterias

Para seleccionar el medio de cultivo para la interaccidn, se realizaron pruebas en medio PDA-S y LB-S. El
experimento se realizd tomando en cuenta a aquellas cepas fungicas que crecieron mas rapido en
experimentos previos (SpA21, SpA32, SpA18 y SsA14) y dos cepas de bacterias (Salinicola tamaricis y
Microbacterium esteraromaticum). En condiciones de esterilidad, con un sacabocados se retiré del centro
de las placas de ambos controles un circulo de 1 cm de didmetro, posteriormente se tomd una colonia
aislada de una cepa bacteriana y se sembrd como se observa en la figura 8B. Consecutivamente, con un
sacabocados se tomé un indculo de cada cepa de hongo y se colocaron como se indica en la figura 25-Ay
B (circulos de colores). Los cultivos se dejaron en oscuridad a temperatura ambiente. Se realizaron
mediciones diarias y al final se selecciond el medio de cultivo en el que los microorganismos se adaptaron

Optimamente.

SpA21 SpA32

SpA18 SsA14

Figura 1. Diagrama de inoculacién de cepas bacterianas y fungicas. A) Control negativo (hongo-hongo). B) Control
positivo (hongos-bacterias). Los circulos corresponden a los indculos de las cepas fungicas; las lineas pertenecen a la
inoculacion de las cepas bacterianas. Bt1. Salinicola tamaricis CSA4-1. Bt2. Microbacterium esteraromaticum CSA25.
Figura elaborada en BioRender por Maturano-Flores (2024).
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Especies no identificadas

Dentro de los aislamientos de S. pacifica y S. subterminalis no se lograron identificar a siete cepas, las

cuales se describen a continuacion.

Cepa SpR30 (Figura 24-A) mostrd caracteristicas morfoldgicas como: colonia circular, elevada, con
margenes filiformes, casi regulares. Coloracién blanquecina, esponjosa y flocosa. Tifié el medio de color
amarillo. En la micromorfologia se observaron hifas delgadas y sin septos, con presencia de vesiculas

pequeias al interior. Conidios filiformes, hialinos y solitarios, con un tamafno promedio de 10.17 x 20.5 p.

En la cepa SsA13 (Figura 24-B) se observd una colonia irregular, elevada, con margenes rizados, opaca,
superficie granulosa y ligeramente aterciopelada. Coloracidon grisacea con algunos tonos blancos, produjo
exudados hialinos. Tifid el medio de color negro. En las microestructuras presentd hifas gruesas, sin septos.
Se observaron estructuras globosas, hialinas y de superficie lisa, posiblemente son las estructuras de

reproduccion.

Las cepas SpR8 y SpR10 (Figura 24-F) no se pudieron observar de manera microscopica y respecto a la
macromorfologia se observaron colonias irregulares, planas, con margenes ondulados, opacas. Coloracion
amarillenta/blanquecina. Se observé la formacidn de anillos concéntricos. Tifié el medio de color marrén.

Ambas cepas mostraron similitudes.

Figura 24. Cepas puras y microestructuras de las cepas no identificadas crecidas en medio PDA-S, a temperatura
ambiente y observadas con microscopia DIC. Las cepas fueron aisladas de S. pacifica y S. subterminalis colectadas del
Estero Punta Banda. A) Morfologia colonial de la cepa SpR30. A-1) Estructuras de la cepa SpR30, barra de escala 10
um. B) Morfologia colonial de la cepa SsA13. B-1) Estructuras de la cepa SsA13, barra de escala 25 um. C) Morfologia
colonial de las cepas SpR8 y SpR10.



76
Respecto a los aislados levaduriformes que no se lograron identificar se encuentran cepa SpR1 (Figura 25-
C), la cual mostrdé caracteristicas macroscdpicas como colonia de color beige, con textura cremosa y
superficie brillante. En la micromorfologia se observaron células esféricas con un didmetro promedio de
3.53 , con paredes lisas y hialinas, se agruparon en cadenas, dentro de las células se observan la formacion

de un anillo delgado.

La cepa SpR2 (Figura 25-D) presenté morfologia colonia de color beige, con tonos rosados, textura
cremosa y superficie brillante. Las estructuras microscdpicas fueron ccélulas esféricas a ovoides con un

didmetro promedio de 3.79 y, con paredes lisas, hialinas.

Se observaron algunas pequefias células en forma de gema. La Ultima cepa que no se identifico fue la cepa
SsA5 (Figura 25-E), en la cual se observé una macromorfologia de color beige, textura cremosa, superficie
brillante. De manera microscdpica se observaron células esféricas a ovoides con un didametro promedio de

4.53 y, con paredes lisas y hialinas. Se observaron algunas levaduras en proceso de gemacion.

Figura 25. Cepas puras y microestructuras de las cepas levaduriformes no identificadas crecidas en medio PDA-S, a
temperatura ambiente y observadas con microscopia DIC. Las cepas fueron aisladas de S. pacifica y S. subterminalis
colectadas del Estero Punta Banda. A) Morfologia colonial de la cepa SpR1. A-1) Estructuras de la cepa SpR1. B)
Morfologia colonial de la cepa SpR2. B-1) Estructuras de la cepa SspR2. C) Morfologia colonial de la cepa SsA5. C-1)
Estructuras de la cepa SsA5. Barra de escala 10 um.



