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RESUMEN 

En este estudio se evaluó el establecimiento de la simbiosis entre Rhizobium tropici 

CIAT899 y las leguminosas arbóreas Leucaena leucocephala (Lam.) y Acaciella 

angustissima (Mill.) en sistemas contaminados con naftaleno (NAF) y fenantreno (FEN), y 

contempló dos fases experimentales. En la primera fase se evaluó el efecto de NAF y FEN 

en la dinámica de formación de nódulos, así como la respuesta de la planta en el contenido 

de compuestos fenólicos totales, actividad antioxidante total y contenido total de clorofilas 

y carotenos. En la segunda fase se evaluó la degradación de 60 mg FEN kg
-1

 de arena, así 

como la actividad de la enzima nitrogenasa en las rizosfera de las plantas. La 

contaminación con NAF y/o FEN tuvo efectos tóxicos para la formación de nódulos en 

ambas especies vegetales. Sin embargo, mientras que Leucaena fue más susceptible al 

NAF, Acaciella fue ligeramente más susceptible a la contaminación por FEN. Además, 

para ambas especies, las plantas expuestas a 20 mg FEN L
-1

 no mostraron inhibición en la 

formación de nódulos. La simbiosis con Rhizobium, incrementó el peso seco total hasta 

150% en el caso de Leucaena, y 100% en el caso de Acaciella. Para ambas especies, el 

contenido de compuestos fenólicos totales en hojas fue significativamente mayor en los 

tratamientos no inoculados en comparación con los tratamientos inoculados con Rhizobium, 

y significativamente mayor en las plantas expuestas a FEN con respecto a las expuestas a 

NAF. Los resultados de este trabajo apoyan la hipótesis que Leucaena leucocephala y 

Acaciella angustissima experimentan un estrés oxidativo inducido por hidrocarburos 

policíclicos aromáticos y que este estrés es mayor en ausencia de Rhizobium y en presencia 

de FEN. El FEN se degradó hasta en un 98.4% en Acaciella, un 98.2% en el testigo sin 

planta, un 98.1% en Leucaena y un 98% en Leucaena+Acaciella. Los tratamientos 

inoculados con Rhizobium presentaron significativamente mayor degradación de FEN 

(99.5%) que aquellos tratamientos sin Rhizobium (97.5%). La actividad de la enzima 

nitrogenasa no presentó efectos significativos por la presencia de FEN, pero fue 

significativamente mayor en Leucaena comparada con Acaciella y la combinación de 

ambas especies. 
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Colegio de Postgraduados, 2011 

 

 

ABSTRACT 

This study evaluated the establishment of the symbiosis between Rhizobium tropici 

CIAT899 and the leguminous trees Leucaena leucocephala (Lam.) and Acaciella 

angustissima (Mill.) in systems contaminated with naphtalene (NAF) and phenanthrene 

(FEN). The present work was divided in two experimental stages. First stage evaluated the 

effect of NAF and FEN in the dynamics of nodule formation, as well as the plant responses 

in total phenolic compound content, total antioxidant activity, and total content of 

chlorophylls and carotenoids. The second stage evaluated the degradation of 60 mg FEN 

kg
-1

, as well as the activity of the enzyme nitrogenase in the rhizosphere. As general 

conclusions, the contamination with NAF and/or FEN had inhibitory effects on nodule 

formation in both plants species. Nevertheless, whereas Leucaena was more susceptible to 

the NAF, Acaciella was slightly more susceptible to FEN contamination. In addition, both 

plants exposed to 20 mg FEN L
-1

 did not show inhibition on the formation of nodules. The 

inoculation with Rhizobium resulted in PST increases of 150% for Leucaena and 100% for 

Acaciella. For both plant species, the CFT in leaves was significantly greater in non-

inoculated treatments when compared to those inoculated with Rhizobium, and significantly 

greater in plants under FEN contamination in comparison to NAF. Results support the 

hypothesis that L. leucocephala and A. angustissima faced an oxidative stress induced by 

the polycyclic aromatic hydrocarbons, and this stress is greater in the absence of 

Rhizobium, and under FEN contamination. The FEN was degraded in 98.4% in Acaciella, 

98.2% in the control without plant, 98.1% in Leucaena, and 98% in Leucaena+Acaciella. 

Treatments inoculated with Rhizobium had significantly greater degradation of FEN 

(99.5%) that those treatments without Rhizobium (97.5%). The activity of the enzyme 

nitrogenase did not show significant effects due to FEN, but was significantly greater in 

Leucaena when compared to Acaciella, and the combination of both species.  

 

Key words: nodule, HPA's, phenolic compounds, contamination 
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CAPÍTULO I 

 

INTRODUCCIÓN 

El suelo es un recurso natural indispensable para la supervivencia del ser humano. 

Sin embargo, éste es susceptible de alteración por contaminantes orgánicos resultantes de la 

deposición atmosférica, riego con aguas residuales y accidentes industriales. La 

contaminación del suelo por compuestos orgánicos representa una seria amenaza mundial 

en calidad de los alimentos, alteraciones en los ecosistemas y eventualmente para la salud 

humana (Gao et al., 2010).  

Los hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA’s) son una clase de compuestos 

orgánicos ampliamente distribuidos en el ambiente, subproductos de la combustión 

incompleta o pirólisis de materiales orgánicos, los cuales son potencialmente peligrosos por 

sus características carcinogénicas y recalcitrantes (Wilcke, 2000). En algunos países la 

cantidad de HPA’s en el suelo se encuentra hasta en cientos de miligramos por kilogramo 

(Sung et al., 2001). Por lo tanto, se requiere de acciones inmediatas para remediar dichos 

sitios contaminados en situación de grave riesgo ambiental. 

La rizodegradación es una tecnología que busca potencializar la degradación de 

compuestos orgánicos contaminantes como los HPA’s, mediante el uso de plantas y la 

asociación de microorganismos con la raíz (Chiapusio et al., 2007). En este sentido, la 

rizósfera de las plantas leguminosas representa un hábitat ideal para microorganismos 

degradadores de hidrocarburos (Radwan et al., 2007). La simbiosis Rhizobium-leguminosa 

favorece la asimilación de N atmosférico en estas plantas, por lo que estas plantas son más 

competitivas en suelos con baja fertilidad. Además, especies de leguminosas arbóreas como 
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Leucaena leucocephala Lam. y Acaciella angustissima Mill. son consideradas  importantes 

en la reforestación de áreas con problemas de erosión y tienen un especial interés en 

sistemas agroforestales debido a su rápido crecimiento y su tolerancia a cambios extremos 

en el ambiente (NAS, 1997; Rincón-Rosales y Gutiérrez-Miceli, 2008). 

La efectividad de algunas leguminosas (Medicago sativa, Phaseolus coccineus) en 

la remediación de suelos contaminados con HPA’s ha sido descrita previamente (Muratova 

et al., 2003; Ferrera-Cerrato et al., 2008), aunque el efecto de estos en las leguminosas y su 

sistema simbiótico ha recibido poca atención. Por otro lado, el estudio de las respuestas 

fisiológicas de leguminosas ante contaminantes orgánicos como los HPA’s, proporciona 

datos desde el punto de vista ecológico que permiten comprender el efecto tóxico que el 

contaminante provoca en la planta y su simbionte. 

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos hidrocarburos 

poliaromáticos (naftaleno y fenantreno) en el establecimiento de la simbiosis Rhizobium 

tropici-leguminosas arbóreas y en respuestas fisiológicas selectas en hojas, raíz y nódulos, 

así como determinar la adaptación y degradación de fenantreno por Rhizobium tropici 

CIAT899 asociado a Leucaena leucocephala, Acaciella angustissima, y la combinación de 

estas dos especies. 
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CAPÍTULO II 

 

OBJETIVOS E HIPÓTESIS 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el efecto de diferentes concentraciones de fenantreno y naftaleno en el 

establecimiento de la simbiosis entre Rhizobium tropici con las leguminosas arbóreas 

Acaciella angustissima y Leucaena leucocephala, así como su respuesta en la acumulación 

de compuestos fenólicos, actividad antioxidante total y en el contenido de clorofilas totales 

carotenos totales, y en la degradación del contaminante. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1) Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de fenantreno y naftaleno en el 

número de nódulos dos leguminosas inoculadas con Rhizobium tropici en un 

sistema modelo de bolsas de crecimiento (growth pouch). 

2) Determinar el efecto del fenantreno y naftaleno en la respuesta fisiológica de la 

planta y el nódulo en la producción de compuestos fenólicos y actividad 

antioxidante, así como el contenido de clorofilas y carotenoides en hojas, además de 

la actividad de la enzima nitrogenasa frente a fenantreno. 

3) Conocer la capacidad de degradación de fenantreno por el sistema simbiótico 

Rhizobium tropici-leguminosas arbóreas. 
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HIPÓTESIS GENERAL 

 

El sistema simbiótico Rhizobium tropici-leguminosas arbóreas tolera y degrada 

hidrocarburos poliaromáticos, además reduce el estrés abiótico en la planta, reflejado en la 

producción de compuestos fenólicos totales, actividad antioxidante total, y contenido de 

clorofilas y carotenos. 

 

HIPÓTESIS PARTICULARES 

 

1) La tolerancia y el establecimiento de la simbiosis Rhizobium tropici–leguminosas 

depende de la naturaleza química del hidrocarburo policíclico aromático. 

2) La simbiosis con Rhizobium reduce el estrés abiótico provocado por los 

contaminantes en las leguminosas arbóreas, y que se ve reflejado en la reducción de 

los compuestos fenólicos totales, actividad antioxidante total y contenido de 

clorofilas y carotenos. 

3) El sistema simbiótico Rhizobium-Leguminosas arbóreas tiene la capacidad de 

degradar fenantreno con mayor eficiencia comparado con el testigo sin inocular. 
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CAPÍTULO III 

 

REVISIÓN DE LITERATURA 

EL PAPEL DE LA SIMBIOSIS Rhizobium-LEGUMINOSA EN LA REMEDIACIÓN 

DE SITIOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS POLICÍCLICOS 

AROMÁTICOS 

 

Contaminación del suelo por hidrocarburos 

En la actualidad, México al igual que otros países en vías de desarrollo, ha 

experimentado profundos cambios económicos y sociales que se han acompañado de un 

creciente deterioro del ambiente y pérdida de sus recursos naturales (SEMARNAT, 2008). La 

Ley General del Equilibrio Ecológico y Protección al Ambiente (LGEEPA), define 

“contaminación” como la presencia en el ambiente de uno o más contaminantes o de 

cualquier combinación de ellos que cause desequilibrio ecológico; y define “contaminante” 

como toda materia o energía en cualesquiera de sus estados físicos y formas, que al 

incorporarse o actuar en la atmósfera, agua, suelo, flora, fauna o cualquier elemento natural, 

altere o modifique su composición y condición natural. 

En México, las actividades industriales y la agricultura han provocado serios daños al 

ambiente afectando casi a la totalidad de los ecosistemas. El suelo representa un sistema 

donde en la actualidad, se puede encontrar amplia variedad de compuestos tóxicos entre los 

cuales se incluyen los plaguicidas derivados de las prácticas agrícolas y los hidrocarburos 

derivados de las actividades petroleras (Fernández-Linares et al., 2006; Manahan, 2007). 

 



6 

 

La NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, define “suelo contaminado con hidrocarburos” 

como aquél en el cual se encuentran presentes hidrocarburos que por sus cantidades y 

características, afecta la naturaleza del suelo. La contaminación del suelo por hidrocarburos 

ocurre durante su explotación, transporte y por rupturas de los ductos; los derrames de estos 

combustibles ocasionan graves problemas sobre todo si el suelo es permeable porque la 

contaminación puede extenderse rápidamente (Saval, 1998). Los límites máximos permisibles 

en México para fracciones de hidrocarburos en suelo y los límites máximos permisibles para 

hidrocarburos específicos en suelo se muestran en los Cuadros 1 y 2 (NOM-138-

SEMARNAT/SS-2003). 

 

Cuadro 1. Límites máximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en el suelo 

Fracción de Uso de suelo predominante
1
 

Hidrocarburos (mg kg
-1

 base seca) 

  Agricola
2
 Residencial

3
 Industrial 

Ligera 200 200 500 

Media 1200 1200 5000 

Pesada 3000 3000 6000 

  

 

Cuadro 2.  Límites máximos permisibles para hidrocarburos específicos en el suelo 

Hidrocarburos Uso de suelo predominante
1
 

específicos (mg kg
-1

 base seca) 

  Agricola
2
 Residencial

3
 Industrial 

Benceno 6 6 15 

Tolueno 40 40 100 

Etilbenceno 10 10 25 

Dibenzo (a,h) antraceno
4
 2 2 10 

Benzo (a) pireno
4
 2 2 10 

Benzo (a) antraceno
4
 2 2 10 

Indeno (1,2,3-cd) pireno
4
 2 2 10 

 

 
1. Para usos de suelo mixto, deberá aplicarse la especificación al menor valor de los usos de suelo involucrados 

2. Agrícola incluye suelo forestal, recreativo, y de conservación. 

3. Industrial incluye comercial. 

4. La determinación de hidrocarburos aromáticos polinucleares deberá realizarse únicamente en los casos que se 

    pretende demostrar que se está cumpliendo con los límites máximos permisibles. 
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Hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA’s) 

Los hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA's) constituyen una familia de 

compuestos de amplia distribución ambiental, que se caracterizan por contener dos o más 

anillos de benceno unidos entre sí (Cuadro 3). La mayoría contiene únicamente carbono e 

hidrógeno, y son siempre estructuras polinucleares de tipo aromático (Vives et al., 2001). Los 

HPA's son sustancias lipofílicas, tendencia que se incrementa con el aumento de su masa 

molecular, además, son inestables fotoquímicamente, por lo que se degradan con la luz 

(proceso de fotooxidación) (Albers, 1995) 

Las características químicas y ambientales de los HPA’s dependen del número de 

anillos aromáticos presentes y de la naturaleza del acoplamiento entre estos anillos (Doyle et 

al., 2008). Los HPA’s se dividen generalmente en: 1) HPA’s de bajo peso molecular 

(compuestos que contienen hasta tres anillos aromáticos) y 2) HPA’s de alto peso molecular 

(contienen cuatro o más anillos aromáticos). La hidrofobicidad, recalcitrancia y toxicidad de 

estos compuestos aumentan con el número de anillos aromáticos (Cerniglia, 1993). Los 

HPA’s de bajo peso molecular tienden a ser más solubles y volátiles y tienen menos afinidad 

para las superficies que los HPA’s de alto peso molecular (WHO, 1998). 

Los HPA’s son encontrados en sitios industriales a muy altas concentraciones, su 

acumulación es debido a su baja solubilidad y sus propiedades recalcitrantes (Wilson y Jones, 

1993). El problema que representa este tipo de compuestos en los sistemas biológicos, se 

relaciona con su alto grado de toxicidad y con sus características carcinogénicas y 

mutagénicas (Edwards, 1983; ATSDR, 1995). En la actualidad se ha demostrado la toxicidad 

de al menos 20 de estos compuestos, siendo los derivados del antraceno los más peligrosos 

(Vives et al., 2001). 
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Cuadro 3. Propiedades fisicoquímicas de trece hidrocarburos policíclicos aromáticos 

considerados como principales contaminantes (ATSDR, 1995). 

HPA Fórmula Peso Punto de Punto de SolubilidadH2O 

  química molecular ebullición (°C) fusión (°C) (mg L
-1

) 

      

 

 

 

C10H8 180 218 77 31 

 

      

Naftaleno      

 

      

 

 C12H10 154 279 95 3.8 

 

Acenaftaleno 

      

      

 

 C12H8 152 280 94 16.1 

      

Acenaftileno      

  

     

 C14H10 178 340 318 0.045 

 

 

Antraceno 

      

  

     

 C14H10 178  340 99.5 1.1 

 

Fenantreno 

 

      

  

C13H10 166 295 116 1.9 

 

Fluoreno 

      

      

 

 C16H10 203 375 111 0.26 

      

Fluorantreno      
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Cuadro 3. (Continuación…) 

HPA Fórmula Peso Punto de Punto de SolubilidadH2O 

  química molecular ebullición (°C) fusión (°C) (mg L
-1

) 

 

    

 

 

 

 C18H12 228 438 158 0.011 

 

      

 

Benzo[a]antraceno 

 

      

 

 C18H12 228 448 253 0.0015 

 

      

 

Criseno 

      

      

 

 C16H10 202 404 145 0.134 

      

 

Pireno 

      

  

     

 C20H12 252 495 179 0.0038 

 

 

 

Benzo[a]pireno 

      

 

 

     

 C22H14 278 524 266 0.0005 

 

 

Dibenzo[a,h]antraceno 

 

      

 C22H22 276 536 162 0.062 

 

 

Indeno[1,2,3-cd]pireno      
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La exposición a los HPA’s puede ocurrir vía inhalación, ingestión o contacto cutáneo. 

Además, también se ha observado que los HPA’s pueden llegar a la placenta y causar efectos 

nocivos al embrión y al feto (Collins et al., 1991). Una vez ingeridos, los HPA’s son 

absorbidos rápidamente por el aparato gastrointestinal. Muchos casos de cáncer de pulmón, 

hígado,  intestino, páncreas y de piel se han asociado a HPA’s (Samantha et al., 2002).  

El grado de toxicidad se relaciona generalmente con el peso molecular; los HPA’s con 

alto peso molecular exhiben a menudo mayor toxicidad, aunque la forma de exposición y la 

presencia de otras sustancias tóxicas influyen en gran medida en los efectos toxicológicos 

(Doyle et al., 2008). La carcinogenicidad se asocia particularmente al peso de molecular, tal 

como en el caso del benzo[a]pireno. Los estudios de la mutagenicidad han indicado que los 

únicos HPA’s que no son claramente mutágenicos son el naftaleno, fluoreno y antraceno 

(Cerniglia, 1993; Juhasz y Naidu, 2000). 

Los HPA’s pueden originarse de fuentes naturales y antropogénicas (Blumer, 1976; 

Mueller et al., 1996). Son componentes naturales de combustibles fósiles tales como carbón o 

petróleo, y pueden incorporarse al ambiente como resultado de derrames accidentales y/o la 

salida natural de estos productos. Las HPA’s también pueden formarse a partir de la 

combustión incompleta de la materia orgánica, la actividad volcánica, bosques, praderas, la 

combustión de combustibles fósiles, incineración, y en menor grado al cocinar los alimentos 

(Maliszewska-Kordybach, 1999). Además, estos compuestos se han detectado en las 

emisiones de motores, en el humo de tabaco, y en alimentos tales como carnes al carbón de 

leña, asadas a la parilla o ahumadas, pescados ahumados, además en grasas y aceites 

(Maliszewska-Kordybach, 1999; Trapido, 1999). 
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Biorremediación 

La biorremediación es una tecnología que utiliza organismos vivos o sus enzimas para 

transformar, acumular o degradar bioquímicamente contaminantes hasta concentraciones que 

no produzcan efectos nocivos a la salud humana o al ambiente en el corto y largo plazo  

(Fernández-Linares, 2000). 

 El fundamento bioquímico de la biorremediación se basa en que en la cadena 

respiratoria, o trasportadora de electrones de las células, se produce una serie de reacciones de 

óxido-reducción cuyo fin es la obtención de energía. La cadena la inicia con un sustrato 

orgánico que es externo a la célula y que actúa como donador de electrones, de modo que la 

actividad metabólica de la célula acaba degradando y consumiendo dicha sustancia, la cual es 

transformada en el mejor de los casos, en CO2 y agua (Maroto-Arroyo y Rogel-Quesada, 

2001). La susceptibilidad a la biodegradación varía de acuerdo al tipo y tamaño de la 

molécula del hidrocarburo. Los n-alcanos tienen mucha similitud con los ácidos grasos y las 

parafinas, y éstos son utilizados por muchos microorganismos como fuente de carbono y 

energía. Los compuestos aromáticos se degradan más lentamente que los alcanos (National 

Research Council, 1985). 

 

Fitorremediación 

Estudios recientes han demostrado que algunas plantas con determinadas 

características fisiológicas, incrementan la degradación de diversos compuestos orgánicos en 

suelos contaminados. Sin embargo, se conoce poco acerca de la participación directa o 

indirecta, de las interacciones simbióticas con microorganismos y de los mecanismos y etapas 

que ayudan a las transformación de estos compuestos (López-Martínez et al., 2005). 
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El término “fitorremediación” que consiste en el prefijo griego Phyto (planta) y la raíz 

latina remedium (remover), se refiere al saneamiento de sitios contaminados mediante el uso y 

aprovechamiento de las plantas (Walton et al., 1994) y que mediante el uso de técnicas 

agronómicas, se puede dar una remoción del contaminante presente en el suelo (Cunningham 

et al., 1996). Hay diferentes formas de fitorremediación y el definir estas formas es útil para 

entender los distintos  procesos que  pueden  ocurrir en presencia de las plantas; qué sucede 

con el contaminante, dónde ocurre la remediación, y qué debe hacerse para una 

fitorremediación eficaz. Estas diferentes formas de fitorremediación se pueden aplicar a 

contaminantes específicos, a ciertos niveles de contaminación y también requieren de 

distintos tipos de plantas (USEPA, 2000). 

 

El potencial de la rizósfera en la degradación de hidrocarburos 

Las raíces de las plantas son un hábitat ideal para el desarrollo de microorganismos. 

Las poblaciones microbianas que se encuentran asociadas en las raíces son muchas y muy 

variables (Atlas y Bartha, 2002). Cuando la planta se encuentra presente en suelos 

contaminados con hidrocarburos se crea un hábitat ideal para bacterias y hongos que utilizan 

al compuesto como fuente de carbono, necesario para su metabolismo. Estas poblaciones 

microbianas se multiplican rápidamente en la zona rizosférica, promoviendo de esta forma la 

degradación del contaminante (Hernández-Acosta et al., 2003; Hernández-Acosta, 2007). 

La rizodegradación es la degradación del contaminante por la actividad microbiana y 

compuestos metabólicos activos, exudados por las raíces de las plantas (Schonoor et al., 1995; 

Ferrera-Cerrato, 2000). Otra definición se refiere a la biodegradación natural que ocurre en el 

suelo por la influencia de las raíces, y que conducirá a la destrucción o la desintoxicación de 
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un contaminante orgánico (Figura 1). Los contaminantes orgánicos en el suelo se convierten 

en productos menos tóxicos o son completamente mineralizados a compuestos inorgánicos 

como CO2 ó H2O. La rizósfera de las plantas incrementa la cantidad y variedad de las 

poblaciones microbianas en el suelo debido a los exudados de las plantas que incluyen 

carbohidratos, aminoácidos, ácidos orgánicos, ácidos grasos, enzimas y otros compuestos 

(Shimp et al., 1993; Muratova et al., 2009). Para la degradación de compuestos orgánicos se 

han utilizado plantas como Brachiaria brizantha, Panicum maximun (Hernández y Mager, 

2003; Merkl et al., 2006; Sangabriel et al., 2006), Phaseolus coccineus (Ferrera-Cerrato et al., 

2008), entre otras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismo de rizodegradación por acción de la asociación planta-microorganismos 

(ITRC, 2001). 
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Degradación del naftaleno y fenantreno 

La habilidad de algunas bacterias para utilizar naftaleno como fuente de carbono y 

energía fue reportada desde 1927 (Tattersfield, 1927; Tausson, 1927). Años más tarde, 

Strawinsky y Stone (1943, 1954) aislaron salicilato al filtrar un cultivo de Pseudomonas 

aeruginosa creciendo en naftaleno. Davies y Evans (1964) describieron por primera vez una 

ruta metabólica de la degradación de naftaleno. De esta forma, se conoce que la degradación 

de naftaleno por bacterias es iniciada por la doble hidroxilación de uno de los anillos, para 

formar un intermediario hidrodiol (Phale et al., 2007) (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ruta metabólica en la degradación de naftaleno (Phale et al., 2007). 
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En el caso del fenantreno, la degradación inicia con la doble hidroxilación de uno de 

los anillos por acción de la enzima fenantreno dioxigenasa para formar 3,4-

dihidroxifenantreno (Barnsley, 1983; Doddamani y Ninnekar, 2000) (Figura 3). El fenantreno 

es usado frecuentemente como modelo para comprender el metabolismo de compuestos 

orgánicos carcinogénicos (Phale et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Ruta metabólica en la degradación de fenantreno (Phale et al., 2007). 
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Fijación biológica de nitrógeno 

El nitrógeno biológicamente disponible es llamado también nitrógeno fijado y es un 

elemento esencial para la vida. La capacidad de fijar nitrógeno es exclusiva de 

microorganismos procariotes que viven libres en el suelo o que establecen una relación 

simbiótica con las raíces de algunas plantas (Lloret y Martínez-Romero, 2005; Almaraz-

Suárez y Ferrera-Cerrato, 2007). 

La fijación biológica del nitrógeno en asociación simbiótica incluye tres grupos de 

interacciones (Lloret y Martínez-Romero, 2005): 

 

1. Los heterocistos de las cianobacterias que ocupan tejidos de helechos (Wagner, 1997), 

cícadas (Ahern y Staff, 1994) y dicotiledóneas. 

2. Actinomicetos representados por Frankia (Knowlton et al., 1980), que forman nódulos 

con plantas no leguminosas, incluyendo géneros como Alnus y Prusia. 

3. Los rizobios que forman nódulos en muchas leguminosas (Martínez-Romero, 1994; 

Young, 1996; Sessitsch et al., 2002) y excepcionalmente con una no leguminosa, 

Parasponia, miembro de la familia Ulmaceae (Trinick, 1979). 

 

Rhizobium 

Los rizobios son bacterias del suelo, bacilos del tipo gram-negativos, que establecen 

simbiosis con plantas de la familia Fabaceae (Leguminosas). En las raíces de estas plantas se 

forman nódulos, estructuras especializadas donde el nitrógeno atmosférico es reducido a 

amonio. Así, la planta aprovecha el nitrógeno y la bacteria recibe a cambio carbohidratos y 

nutrimentos (Almaraz-Suárez y Ferrera-Cerrato, 2007). 
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Pocos trabajos han estudiado el impacto de la inoculación con rizobios durante la 

remediación de HPA’s y la interacción de dos o más especies vegetales (Johnson et al., 2004). 

Los rizobios juegan un papel muy importante en estas interacciones pues estimulan el 

crecimiento aéreo y radical de las plantas, a la vez que incrementan los exudados radicales 

(Phillips y Streit, 1996). Al incrementarse la cantidad de exudados en las raíces se puede 

potencializar el crecimiento de la planta, las poblaciones microbianas y la disponibilidad del 

contaminante como una fuente de carbono. Recientemente se ha demostrado que los rizobios 

tienen la capacidad de degradar compuestos haloaromáticos y compuestos tan complejos 

como los bifenilos policlorados (Damaj y Ahmad, 1996). Sin embargo, la habilidad de 

rizobios en vida libre o simbiótica, para degradar HPA’s es poco conocida (Johnson et al., 

2004). 

 

Las leguminosas en suelos contaminados con hidrocarburos 

La capacidad de ciertas leguminosas arbóreas y arbustivas para fijar nitrógeno 

atmosférico simbióticamente tiene importancia ecológica; por ejemplo estas plantas en 

sistemas semiáridos-agroforestales permiten la restauración y mantenimiento de la fertilidad 

del suelo, además del combate de la erosión y la desertificación (Marcano et al., 2001). 

Las leguminosas normalmente tienen un sistema radical poco ramificado pero 

profundo que les permite actuar sobre contaminantes en las capas más profundas del suelo 

(Kirk et al., 2002). La simbiosis Rhizobium-Leguminosa favorece la asimilación de N en estas 

plantas por lo que son más competitivas en suelos con baja fertilidad. Esta característica es 

importante, ya que la contaminación con hidrocarburos incrementa la relación C/N, afectando 

de manera negativa la disponibilidad del N (Ferrera-Cerrato et al., 2008). 
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Algunas especies de leguminosas se postulan como candidatas importantes para los 

procesos de fitorremediación, debido a sus adaptaciones al clima y a condiciones de suelo 

donde otras plantas no prosperarían.  

El interés principal en la selección de leguminosas radica en su rápido crecimiento y 

su alta capacidad para fijar nitrógeno. Acaciella angustissima y Leucaena leucocephala son 

dos especias arbóreas de amplia distribución en regiones tropicales y subtropicales de México 

(Rincón-Rosales y Gutiérrez-Miceli, 2008; CONABIO, 2008), que forman islas de fertilidad, 

incrementan el contenido de materia orgánica en el suelo y proveen refugio a la flora y la 

fauna (Reyes-Reyes et al., 2003). Además, son consideradas especies importantes en la 

reforestación de áreas con problemas de erosión (Lloret et al., 2007). 

Por otro lado, leguminosas herbáceas como frijol (Phaseolus vulgaris), Phaseolus 

coccineus y alfalfa (Medicago sativa) también pueden ser efectivas en los sistemas de 

remoción de contaminantes (Gonzalez-Paredes et al., 2007; Sangabriel et al., 2006). 

Sangabriel et al. (2006) reportaron tolerancia Phaseolus coccineus a contaminantes como el 

combustóleo. Sin embargo, para la fitorremediación es importante seleccionar especies de 

leguminosas con adaptación a diversas condiciones de sitios y a la concentración del 

contaminante (Ferrera-Cerrato et al., 2008). 

El uso de leguminosas para potencializar la biorremediación de suelos contaminados 

con compuestos orgánicos se ha convertido actualmente en objeto de intensas investigaciones, 

debido principalmente a su bajo costo y a la posibilidad de remediar superficies grandes de 

terreno. Las leguminosas en simbiosis con microorganismos fijadores de nitrógeno 

atmosférico, ofrecen una ventaja nutrimental a los suelos con problemas de contaminación 

(Johnson et al., 2004). 
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Hay evidencia que la actividad microbiana en la rizósfera puede favorecer la 

degradación de plaguicidas (Anderson et al., 1994), y la degradación de químicos industriales 

como los hidrocarburos poliaromáticos (Reilley et al., 1996; Joner et al., 2001). 

Merkl et al. (2004) indican que una de las principales características para la selección 

de leguminosas con capacidad de fitorremediar suelos contaminados con hidrocarburos, es la 

capacidad que tienen las semillas para germinar en esas condiciones. Además, sugieren dos 

leguminosas tropicales (Centrosema brasilianum y Calopogonium mucunoides) como buenas 

candidatas para la utilización en este tipo de tratamientos. Al respecto, Amadi et al. (1993) 

mencionaron que la inhibición de la germinación está correlacionada con las propiedades 

hidrofóbicas de los hidrocarburos, que impiden y reducen el intercambio de agua y gases. De 

cualquier forma, es necesario evaluar los efectos negativos que pueden ocasionar los 

hidrocarburos en las plantas durante todo su ciclo de vida (Quiñones-Aguilar et al., 2003). 

 

Acaciella angustissima (Mill.) y Leucaena leucocephala (Lam.) 

Acaciella angustissima pertenece a la familia Fabaceae y tiene su centro de origen en 

América Central (Rico-Arce y Bachean, 2006). Esta especie tiene un especial interés en 

sistemas agroforestales debido a su rápido crecimiento, capacidad de fijar nitrógeno, por la 

calidad de compuestos secundarios (fenoles, taninos, entre otros) que acumula en su corteza 

(Rincón-Rosales et al., 2003). Esta leguminosa se puede encontrar en las regiones áridas y 

semiáridas de México (Dzowela, 1994), además de Chiapas, donde es usada para el curtido 

artesanal de pieles (Rincón-Rosales y Gutiérrez-Miceli, 2008).  

Leucaena leucocephala es una planta de la familia Fabaceae originaria de América 

tropical y es una especie de amplia distribución en las regiones tropicales y subtropicales del 
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país, y se extiende desde México hasta Nicaragua (CONABIO, 2008). Los españoles la 

introdujeron en Filipinas y desde ahí se extendió por todo el sureste asiático. Además, es 

considerada una especie importante en la reforestación de áreas con problemas de erosión 

(Martínez-Romero et al., 1997; Lloret et al., 2007). 

 

Respuestas fisiológicas de la planta a la contaminación por hidrocarburos 

El efecto tóxico de los HPA’s puede relacionarse con la producción exacerbada de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), que incluyen el H2O2, el O2 y HO, las cuales pueden 

servir como moléculas de señalización y/o como subproductos citotóxicos (Liu et al., 2009). 

Bajo condiciones fotosintéticas y respiratorias normales, estos compuestos se 

producen en las cadenas de transporte de electrones en cloroplastos y mitocondrias, y son 

subproductos de rutas metabólicas en el peroxisoma (Vranova et al., 2002; Liu et al., 2009). 

Debido a que las ROS atacan químicamente nucleótidos, proteínas, carbohidratos y ácidos 

grasos, las plantas emplean diversos mecanismos para neutralizar estos compuestos (Moller et 

al., 2007). Foyer et al. (1994) sugieren que la tolerancia al estrés biótico y/o abiótico es 

debida a un aumento en la capacidad antioxidante de las plantas.  

Los sistemas antioxidantes han sido clasificados como enzimáticos y no enzimáticos, 

aunque en muchos casos, ambos sistemas de antioxidantes funcionan en forma conjunta 

(Dalal y Khanna-Chopra, 2001). Dentro de las enzimas antioxidantes se encuentran la 

superóxido dismutasa (SOD, elimina el anión-radical superóxido), la catalasa (CAT, elimina 

H2O2 en los peroxisomas), glutatión reductasa (GR, implicada en la regeneración del 

glutatión), ascorbato peroxidasa (APX, elimina H2O2 en diversos compartimentos celulares) y 

glutation oxidasa, GSSG (Asada, 1999; Arora et al., 2002; Blokhina et al., 2003). Como 
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antioxidantes no-enzimáticos se pueden distinguir los antioxidantes hidrosolubles (como el 

ácido ascórbico y el glutatión) y los liposolubles (carotenos, xantofilas y el α-tocoferol, 

presentes en membranas (Arora et al., 2002; Blokhina et al., 2003). 

Por otro lado, los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios sintetizados por 

la planta de forma normal en el proceso de desarrollo y como defensa de la planta contra el 

estrés hídrico, tolerancia a los cambios de temperatura ambiental, contaminantes, radiación 

UV, entre otros factores (Naczk y Shahidi, 2004). Además, participan en la limpieza de ROS, 

controlan la simbiosis mutualista, y ayudan a la aclimatación de las plantas (Treutter, 2005). 

Al respecto, Liu et al. (2009) en un estudio con Arabidopsis thaliana encontraron a los 

30 días de exposición a concentraciones de 0 a 1.25 mM de fenantreno, mayor actividad de 

enzimas antioxidantes así como un incremento de H2O2. Estos autores sugieren un estrés 

abiótico provocado por la presencia del poliaromático en el sistema, que se ve reflejado en la 

producción de enzimas antioxidantes a medida que se incrementa la concentración del 

contaminante. 

Sin embargo, en la actualidad son pocos los estudios que muestran evidencia del estrés 

que provocan los hidrocarburos poliaromáticos bajo condiciones de simbiosis mutualista, 

como es el caso de la interacción Rhizobium-leguminosas. 
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CAPÍTULO IV 

 

ESTABLECIMIENTO Y RESPUESTAS FISIOLÓGICAS DE LA SIMBIOSIS Rhizobium 

tropici-leguminosas arbóreas EN PRESENCIA DE FENANTRENO Y NAFTALENO 

  

RESUMEN 

Este estudio evaluó el establecimiento de la simbiosis entre Rhizobium tropici CIAT899 y 

las leguminosas arbóreas Leucaena leucocephala (Lam.) y Acaciella angustissima (Mill.) en 

sistemas contaminados con naftaleno (NAF) y fenantreno (FEN), así como la respuesta de la 

planta en el contenido de compuestos fenólicos totales (CFT), actividad antioxidante total (AAT) 

y contenido total de clorofilas (CloroT) y carotenos (CaT). A los 31 días, el NAF tuvo mayor 

efecto negativo en la formación de nódulos en Leucaena, mientras que el FEN lo hizo 

ligeramente con Acaciella. Ambas leguminosas no mostraron diferencias significativas en la 

formación de nódulos a concentraciones de 20 mg FEN L
-1

, mientras que las concentraciones de 

60 y 100 mg FEN L
-1

 redujeron significativamente la nodulación. La inoculación con Rhizobium 

incrementó el peso seco total (PST) hasta en 150% en el caso de Leucaena, y en 100% en el caso 

de Acaciella, comparado con las plantas no inoculadas. Para ambas especies, el contenido de CFT 

en hojas fue significativamente mayor en los tratamientos no inoculados en comparación con los 

tratamientos inoculados con Rhizobium, y significativamente mayor en las plantas expuestas a 

FEN en comparación con el NAF. Para ambas especies, la exposición a 100 mg HPA’s L
-1

 

produjo mayor producción de CFT y AAT en hojas en comparación con las expuestas a bajas 

concentraciones de HPA’s. Para el caso de raíz, los testigos no contaminados presentaron mayor 

producción de CFT y AAT. En ambas especies, el tipo de contaminante (NAF o FEN) no tuvo 

efectos significativos en el contenido de CloroT y CaT; sin embargo, el contenido de CloroT fue 

mayor en las plantas inoculadas con respecto a las plantas no inoculadas. El NAF y FEN actuaron 

de forma distinta en el establecimiento de la simbiosis entre Rhizobium tropici-Leguminosas. 

Además, la inoculación con Rhizobium fue un factor determinante en el PST y contenido foliar de 

CFT y AAT de ambas especies. 

 

Palabras claves: nódulo, HPA’s, compuestos fenólicos, contaminación 
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ABSTRACT 

This study evaluated the establishment of the symbiosis between Rhizobium tropici and 

two legume trees: Leucaena leucocephala (Lam.) and Acaciella angustissima (Mill.) under 

contaminated systems with naphthalene (NAF) and phenanthrene (FEN), as well as the plant 

responses measured as the total phenolic compound content (CFT), total antioxidant activity 

(AAT), and the content of chlorophylls (CloroT) and carotenoids (CaT). After 31 days, the NAF 

had major negative effects on nodule formation in both species. Both legumes did not show 

significant differences on the number of nodules at 20 mg FEN L
-1

, whereas concentrations of 60 

and 100 mg FEN L
-1

 significantly reduced the nodulation. The inoculation with Rhizobium, 

resulted in increased plant dry weight (PST) of 150% for Leucaena, and 100% for Acaciella, 

when compared to uninoculated plants. For both plant species, the leaf content of CFT was 

significantly greater in uninoculated treatments in comparison to those inoculated with 

Rhizobium, and significantly greater in plants exposed to FEN than to NAF. For both plants, 

exposure to 100 mg HPA's L
-1

 resulted in higher CFT and AAT in leaves when compared to 

those exposed at low concentrations. For roots, the uncontaminated control showed more CFT 

and AAT. In both species, neither NAF nor FEN had significant effects in the content of CloroT 

and CaT; nevertheless, the content of CloroT was greater in inoculated plants than those 

uninoculated. NAF and FEN had differential effects on the establishment between Rhizobium 

tropici-legume trees. In addition, the inoculation with Rhizobium was a determining for in the 

PST and for the leaf content of CFT and AAT of both species. 

 

Key words: nodule, PAH’s, phenolic compounds, contamination 
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INTRODUCCIÓN 

 

Las leguminosas son importantes en la agricultura, ya que incrementan la fertilidad de los 

suelos a través de la fijación simbiótica del nitrógeno (Almaraz-Suárez y Ferrera-Cerrato, 2007). 

El nitrógeno es fijado dentro de estructuras especializadas denominadas nódulos, que se 

desarrollan en la raíz de las leguminosas (Lloret y Martínez-Romero, 2005). La simbiosis 

Rhizobium-Leguminosa favorece la asimilación de N en estas plantas, por lo que son más 

competitivas en suelos con baja fertilidad. Esta característica de las leguminosas puede ser 

benéfica en suelos contaminados donde la baja disponibilidad de N, es limitante para el 

crecimiento de aquellos microorganismos que degradan compuestos orgánicos como los 

hidrocarburos (Ferrera-Cerrato et al., 2008). 

Los hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA’s) son encontrados en sitios industriales a 

muy altas concentraciones, su acumulación es debido a su baja solubilidad y sus propiedades 

recalcitrantes (Wilson y Jones, 1993). El problema que representan estos compuestos en los 

sistemas biológicos, se relaciona con su alto grado de toxicidad y por sus características 

carcinogénicas y mutagénicas (Edwars, 1983). 

La efectividad de algunas plantas en la remediación de suelos contaminados con HPA’s ha 

sido descrita previamente (Binet et al., 2000; Muratova et al., 2003), aunque el efecto de las 

leguminosas y su simbiosis con rizobios ha recibido poca atención. Por ejemplo, la 

contaminación del suelo con fenantreno a una concentración de 1000 mg kg
-1

 incrementa el 

número de nódulos activos en Trifolium pratense (Chiapusio et al., 2007); mientras que, la 

exposición a fenantreno a una concentración de 100 µg mL
-1

 reduce significativamente la 

nodulación en Phaseolus vulgaris (González-Paredes et al., 2007). El estudio de respuestas 

fisiológicas de leguminosas arbóreas ante los HPA’s, proporciona datos interesantes desde el 
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punto de vista ecológico, pues estas plantas forman islas de fertilidad que incrementan el 

contenido de materia orgánica en el suelo y pueden proveer de refugio a la flora y fauna. Además, 

Leucaena leucocephala y Acaciella angustissima son consideradas especies importantes en la 

reforestación de áreas con problemas de erosión y tienen un especial interés en sistemas 

agroforestales debido a su rápido crecimiento y su tolerancia a cambios extremos en el ambiente 

(NAS, 1997; Rincón-Rosales y Gutiérrez-Miceli, 2008). 

En las plantas, el efecto tóxico de los HPA’s puede relacionarse con la producción 

exacerbada de especies reactivas de oxígeno (ROS), que incluyen el H2O2, el O2
2-

 y HO
-
, las 

cuales pueden servir como moléculas de señalización y/o como subproductos citotóxicos (Liu et 

al., 2009). Sin embargo, existe poca información sobre las respuestas fisiológicas de los sistemas 

simbióticos planta-microorganismos en presencia de HPA’s. 

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos hidrocarburos 

poliaromáticos (naftaleno y fenantreno) en el establecimiento de la simbiosis Rhizobium tropici-

Leguminosas arbóreas y las respuestas fisiológicas selectas de hojas, raíz y nódulos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Semillas de Leucaena leucocephala (Lam.) y Acaciella angustissima (Mill.) fueron 

escarificadas con H2SO4 al 90% durante 15 minutos y posteriormente, desinfectadas 

superficialmente con NaClO durante 10 minutos, y germinadas en agar-agua al 1%. A los cinco 

días después de la germinación, las plántulas fueron transferidas a una bolsa “Growth Pouch” con 

40 mL de solución nutritiva de Fahraeus (Fahraeus, 1957) (ver Apéndice I) contaminada con 

naftaleno (NAF) o fenantreno (FEN). Cada hidrocarburo poliaromático fue disuelto en acetona y 

aplicado a la solución Fahraeus en las siguientes concentraciones: 20, 60 y 100 mg L
-1

. Además 

se establecieron plantas en un sistema no contaminado (0 mg L
-1

) como tratamiento testigo. A los 

tres días del transplante, las plántulas fueron inoculadas con 1.0 mL de una suspensión con 

Rhizobium tropici CIAT899 (720 x 10
8
 UFC mL

-1
 y 350 x 10

9
 UFC mL

-1
, para L. leucocephala y 

A. angustissima, respectivamente). Además, se consideraron tratamientos sin inoculación de la 

bacteria. 

El experimento se mantuvo durante 31 días en cámara de crecimiento de ambiente 

controlado con 12 h de fotoperiodo; la temperatura máxima/mínima y humedad relativa 

máxima/mínima fueron 26.0/24.0°C y 65/70%, respectivamente. Durante este periodo, los 

nódulos radicales fueron cuantificados cada tercer día, a partir de su aparición hasta el final del 

experimento. Las plantas fueron cosechadas a los 31 días, y secadas a 70°C durante 72 h para 

determinar el peso seco total (PST). 

El contenido de compuestos fenólicos totales (CFT) fue determinado mediante el ensayo 

con el reactivo Folin-Ciocalteau, utilizando ácido clorogénico como estándar (Singleton y Rossi, 

1965; Soong y Barlow, 2004). Muestras de hoja, raíz y nódulos de las plantas fueron maceradas 

en mortero con 1.5 mL de metanol al 80%, y centrifugadas durante 15 min a 15000 rpm. Los 
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extractos fueron conservados a –20 °C hasta su análisis. El análisis consistió en reaccionar 

alícuotas de 30 µL de los extractos con 90 µL de carbonato de sodio (Na2CO3), y 150 µL de 

solución de Folin-Ciocalteau en microplacas de 96 pozos. Después de 30 minutos, se tomaron 

lecturas de absorbancia a 725 nm en espectrofotómetro (Synergy 2, Biotech® Instruments). Los 

resultados fueron expresados como miligramos de equivalentes de ácido clorogénico por gramo 

de tejido fresco (mg ácido clorogénico g
-1

). 

Para evaluar la actividad antioxidante total (AAT) se utilizó el ensayo de decoloración del 

radical 1,1-difenil-2-picrildrazil (DPPH) utilizando Trolox como compuesto antioxidante 

(Matthäus, 2002). A partir de los extractos obtenidos para CFT, se tomaron alícuotas de 15 µL 

que fueron transferidas a microplacas de 96 pozos y reaccionadas con 285 µL solución de DPPH. 

Se tomaron lecturas de absorbancia inicial a 515 nm y las placas fueron incubadas a temperatura 

ambiente durante 15 min, para tomar una lectura de absorbancia final con espectrofotómetro 

(Synergy 2, Biotech® Instruments). Los resultados fueron expresados como milimoles de 

equivalentes de Trolox por gramo de tejido fresco (mM Trolox g
-1

). 

Para la cuantificación de clorofilas y carotenos se usó la metodología de Dere et al. 

(1998). Muestras de peso conocido de hojas fueron maceradas en morteros con 1.5 mL de 

metanol al 80%, y los extractos fueron mantenidos en refrigeración hasta el momento de tomar 

lecturas de absorbancia (470, 645, 662 nm) en espectrofotómetro (Synergy 2, Biotech® 

Instruments). Los resultados fueron expresados en miligramos por gramo de tejido fresco (mg    

g
-1

). La cuantificación de los pigmentos fue estimada mediante las siguientes ecuaciones: 

 

Clorofila a Clorofila b Carotenos 

Ca= 11.75 A662-2.350 A645 Cb=18.61 A645-3.960A662 CX+C= 1000 A470-2.270Ca-81.4Cb/227 

A=Absorbancia 
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Para cada especie de leguminosa arbórea, se utilizó un experimento factorial 2x4x2, que 

incluyó 16 tratamientos con seis repeticiones, distribuidos en un diseño experimental 

completamente al azar. Los factores fueron HPA en el sistema (NAF y FEN), concentración del 

HPA (0, 20, 60 y 100 mg L
-1

), y la inoculación de Rhizobium tropici (con y sin). Los datos 

obtenidos fueron analizados mediante análisis de varianza y prueba de comparación de medias 

(LSD, α=0.05) mediante el programa estadístico SAS (SAS Institute, 2002). 
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RESULTADOS 

 

Dinámica de nodulación en Leucaena leucocephala 

A los 31 días, el tipo de contaminante, la concentración del contaminante y el tratamiento, 

tuvieron efectos significativos (P<0.001) para la aparición de nódulos de R. tropici en L. 

leucocephala. En el caso del tipo de contaminante, las plantas ante FEN presentaron una 

aparición más temprana de nódulos, en comparación con las plantas expuestas a NAF (Figura 

4A). Con respecto al factor concentración del contaminante, los primeros nódulos aparecieron en 

la concentración de 20 mg L
-1

, a los 11 días. Sin embargo, después de los 14 días se observó que 

a mayor concentración del contaminante menor número de nódulos (Figura 4B).   

En el caso de tratamientos, las plantas expuestas a 20 mg FEN L
-1

 mostraron hasta el día 

28, mayor número de nódulos (8.2), sin mostrar diferencias estadísticas con el tratamiento 

testigo. En contraste, las concentraciones de 60 y 100 mg FEN L
-1

 disminuyeron 

significativamente la formación de nódulos con 6.5 y 4.3 respectivamente (Figura 5A). Por otro 

lado, las plantas expuestas al NAF mostraron la tendencia de retardar significativamente la 

aparición de nodulos al incrementar la concentración de este hidrocarburo poliaromático, 

especialmente ante 60 y 100 mg NAF L
-1

 en comparación con el testigo (Figura 5B). 

 

Dinámica de nodulación de Acaciella angustissima 

A los 31 días, únicamente la concentración del contaminante tuvo efectos significativos 

(P<0.05) para la formación de nódulos en raíces de Acaciella (Figura 6B), mientras que el tipo de 

HPA no fue significativo para la aparición de nódulos (Figura 6A). Con respecto al factor 

concentración, los primeros nódulos aparecieron en el tratamiento testigo (0 mg L
-1

), siguiendo 

una tendencia de disminución en el número de nódulos al aumentar la concentración (Figura 6B). 
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Figura 4. Dinámica de aparición de nódulos formados por Rhizobium en raíces de Leucaena 

leucocephala durante 31 días de establecidas en sistema “growth pouch” atendiendo a los 

factores independientes: A) tipo de hidrocarburo (n=24), y B) concentración del contaminante 

(n=12). Medias ± Error estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Dinámica de aparición de nódulos formados por Rhizobium en raíces de Leucaena 

leucocephala durante 31 días de establecidas en sistema “growth pouch” en presencia de 

contaminación con dos hidrocarburos policíclicos aromáticos. n=6. Medias ± Error estándar. 
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Figura 6. Dinámica de aparición de nódulos formados por Rhizobium en raíces de Acaciella 

angustissima durante 31 días de establecidas en sistema “growth pouch” atendiendo a los factores 

independientes: A) tipo de hidrocarburo (n=24), y B) concentración del contaminante (n=12). 

Medias ± Error estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Dinámica de aparición de nódulos formados por Rhizobium en raíces de Acaciella 

angustissima durante 31 días de establecidas en sistema “growth pouch” en presencia de 

contaminación con dos hidrocarburos policíclicos aromáticos. n=6. Medias ± Error estándar. 
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En el caso de tratamientos, las plantas expuestas a 20 mg FEN L
-1

 mostraron hasta el día 

31, mayor número de nódulos (3.7), en comparación con las concentraciones de 0, 60 y 100 mg 

FEN L
-1

 que disminuyeron la formación de nódulos, con 2.2, 2.2 y 0.8, respectivamente (Figura 

7A). Por otro lado, las plantas expuestas al NAF mostraron la tendencia de retardar 

significativamente la aparición de nódulos al incrementar la concentración de este hidrocarburo 

poliaromático (Figura 7B), especialmente ante 60 y 100 mg NAF L
-1

 en comparación con el 

testigo, como en el caso de Leucaena. 

 

Peso seco total de Leucaena leucocephala 

El peso seco total de Leucaena mostró diferencias significativas únicamente por el factor 

inoculación y el tratamiento (P<0.001) (ver Apéndice II). La inoculación con Rhizobium resultó 

en 150% mayor biomasa seca con respecto a las plantas no inoculadas (Figura 8). En lo que 

respecta a tratamientos, las plantas inoculadas en presencia 100 mg FEN L
-1

 tuvieron mayor 

biomasa seca (Figura 8A), mientras que el tratamiento con el menor PST correspondió a las 

plantas no inoculadas expuestas a 60 mg NAF L
-1

 (Figura 8B). 

 

Peso seco total de Acaciella angustissima 

El peso seco total de Acaciella mostró diferencias significativas por el factor inoculación 

(P<0.001), concentración de contaminante (P<0.05) y el tratamiento (P<0.01); mientras que el 

tipo de contaminante no tuvo efectos significativos en el PST producido. La inoculación con 

Rhizobium resultó en 102% mayor biomasa seca con respecto a las plantas no inoculadas. Por 

efecto del factor independiente concentración del contaminante, las plantas expuestas a 20 mg L
-1

 

presentaron mayor PST en comparación a las expuestas a 0, 60 y 100 mg L
-1

. 

 



 

33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Peso seco total de Leucaena leucocephala inoculadas y no inoculadas con Rhizobium 

tropici CIAT 899 y expuestas a dos hidrocarburos policíclicos aromáticos durante 31 días. A) 

Fenantreno, B) Naftaleno. n=4. Medias ± Error estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Peso seco total de Acaciella angustissima inoculadas y no inoculadas con Rhizobium 

tropici CIAT 899 y expuestas a dos hidrocarburos policíclicos aromáticos durante 31 días. A) 

Fenantreno, B) Naftaleno. n=4. Medias ± Error estándar. 
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En lo que respecta a tratamientos, las plantas inoculadas en presencia de 20 mg FEN L
-1

 

tuvieron mayor biomasa seca, mientras que los tratamientos con el menor PST correspondieron a 

las plantas no inoculadas expuestas a 100 mg FEN L
-1

 y 100 mg NAF L
-1

 (Figura 9A y B). 

 

Compuestos fenólicos totales en Leucaena leucocephala 

El contenido de CFT en hojas presentó diferencias significativas por efecto del tipo de 

contaminante, la inoculación (P<0.001), la concentración del HPA (P<0.01) y el tratamiento 

(P<0.001). En el caso del tipo de contaminante, las plantas expuestas al FEN presentaron 

significativamente mayor contenido de CFT (>36%) que las plantas expuestas al NAF (Figura 

10A y C. Con respecto al factor inoculación, las plantas no inoculadas presentaron hasta 167% 

mayor contenido de CFT con respecto a las plantas con Rhizobium (Figura 10A y C). Por efecto 

del factor concentración de los HPA’s, las plantas expuestas a 100 mg L
-1

 y  60 mg L
-1

 

presentaron mayor concentración de CFT en comparación con plantas testigo sin contaminante, y 

con plantas con 20 mg L
-1

 (Figura 10A y C). El tratamiento que presentó mayor contenido de 

CFT fueron las plantas no inoculadas expuestas a 60 mg FEN L
-1

, mientras que las plantas 

inoculadas expuestas a 20 mg FEN L
-1

 presentaron el menor contenido de CFT (Figura 10A y C). 

En el caso de raíz, el tipo de contaminante, la inoculación, la concentración del HPA y el 

tratamiento presentaron efectos significativos (P<0.001), en el contenido de CFT. En el caso del 

tipo de contaminante, las raíces expuestas al NAF presentaron significativamente mayor 

contenido de CFT que aquellas expuestas al FEN (Figura 10B y D). Con respecto a la 

inoculación, las plantas con Rhizobium presentaron significativamente mayor contenido de CFT 

en comparación con las plantas no inoculadas (Figura 10B y D). Para el factor concentración de 

los hidrocarburos poliaromáticos, las plantas ante 60 mg L
-1

 presentaron significativamente 

mayor concentración de CFT con respecto al resto de las plantas (Figura 10B y D). El tratamiento 
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que presentó mayor contenido de CFT en raíz fueron las plantas inoculadas expuestas a 100 mg 

NAF L
-1

, mientras que las plantas no inoculadas expuestas a 100 mg FEN L
-1

 presentaron el 

menor contenido de CFT (Figura 10B y D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Compuestos fenólicos totales de Leucaena leucocephala en hojas (A y C) y raíz (B y 

D) expuestas a diferentes concentraciones de naftaleno (A y B) y fenantreno (C y D) por efecto 

de tratamiento, evaluados a los 31 días. n=16.  Medias ± Error estándar. 
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El contenido de CFT en nódulos presentó efectos significativos por el tipo de 

contaminante (P<0.001) y el tratamiento (P<0.01). Los nódulos expuestos al FEN presentaron 

mayor concentración de CFT que aquellos expuestos a NAF (Figura 11). En el caso de la 

respuesta a la concentración del HPA, aunque sin presentar diferencias estadísticas, los nódulos 

expuestos a concentraciones de 60 mg L
-1

 presentaron mayor producción de CFT, en 

comparación con el resto de los tratamientos (Figura 11). El tratamiento que presentó mayor 

contenido de CFT en nódulos fueron las plantas expuestas a 20 mg FEN L
-1

, mientras que las 

plantas expuestas a 20 mg NAF L
-1

 y 100 mg FEN L
-1

 presentaron el menor contenido de CFT en 

nódulos (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Compuestos fenólicos totales en nódulos de Leucaena leucocephala expuestos a 

diferentes concentraciones de dos hidrocarburos policíclicos aromáticos, durante 31 días. n=16. 

Medias ± Error estándar. 
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Compuestos fenólicos totales en Acaciella angustissima 

El contenido de CFT en hojas presentó diferencias significativas por efecto del tipo de 

contaminante, la inoculación (P<0.001), la concentración del HPA (P<0.05) y el tratamiento 

(P<0.001). En el caso del tipo de contaminante, las plantas expuestas a FEN presentaron, aunque 

no significativamente, mayor contenido de CFT que las plantas expuestas al NAF (Figura 12A y 

C). Con respecto al factor inoculación, las plantas no inoculadas presentaron hasta 100% mayor 

contenido de CFT con respecto a las plantas con Rhizobium (Figura 12A y C). Por efecto del 

factor concentración de los HPA’s, las plantas expuestas a 20 mg L
-1

 presentaron mayor 

concentración de CFT, aunque no estadísticamente diferente a los tratamientos con 60 y 100 mg 

L
-1

. En contraste, las plantas testigo sin contaminación presentaron la menor concentración de 

CFT (Figura 12A y C). El tratamiento que presentó mayor contenido de CFT en hojas fueron las 

plantas no inoculadas expuestas a 60 mg FEN L
-1

, mientras que las plantas inoculadas expuestas 

a 60 mg FEN L
-1

 presentaron el menor contenido (Figura 12A y C). 

En el caso de raíz, el tipo de contaminante, la inoculación, la concentración del HPA y el 

tratamiento presentaron efectos significativos (P<0.001) en el contenido de CFT. En el caso del 

tipo de contaminante, las raíces expuestas al NAF presentaron significativamente mayor 

contenido de CFT que aquellas expuestas al FEN (Figura 12B y D). Con respecto a la 

inoculación, las plantas con Rhizobium presentaron significativamente mayor contenido de CFT 

en comparación con las plantas no inoculadas (Figura 12B y D). Para el factor concentración de 

HPA, las plantas testigo no contaminadas presentaron significativamente mayor concentración de 

CFT en comparación con el resto de los tratamientos (Figura 12B y D). El tratamiento que 

presentó mayor contenido de CFT en raíz fueron las plantas inoculadas expuestas a 0 mg NAF   

L
-1

, mientras que las plantas no inoculadas expuestas a 60 mg FEN L
-1

 presentaron el menor 

contenido de CFT en raíz (Figura 12B y D). 
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Figura 12. Compuestos fenólicos totales de Acaciella angustissima en hojas (A y C) y raíz (B y 

D) expuestas a diferentes concentraciones de naftaleno (A y B) y fenantreno (C y D) por efecto 

de tratamiento, evaluados a los 31 días. n=16.  Medias ± Error estándar. 
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concentración de CFT que los nódulos expuestos al FEN. El factor independiente concentración 

del HPA no tuvo efectos significativos en la producción de CFT; sin embargo, al igual que en L. 

leucocephala, los nódulos expuestos a concentraciones de 60 mg L
-1

 y 20 mg L
-1

 presentaron 

mayor producción de CFT (6.4 mg g
-1

 y 5.8 mg g
-1

, respectivamente), en comparación con el 

resto de los tratamientos (Figura 13). El tratamiento que presentó mayor contenido de CFT en 

nódulos fueron las plantas expuestas a 20 mg NAF L
-1

, mientras que las plantas testigos 

expuestas a 0 mg FEN L
-1

 presentaron el menor contenido de CFT (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Compuestos fenólicos totales en nódulos de Acaciella angustissima expuestos a 

diferentes concentraciones de dos hidrocarburos policíclicos aromáticos, durante 31 días. n=16. 

Medias ± Error estándar. 
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300% mayor AAT que las plantas con Rhizobium (Figura 14A y C). Para el caso de la 

concentración, las plantas expuestas a concentraciones de 100 mg L
-1

 presentaron 

significativamente mayor AAT con respecto a los tratamientos restantes (Figura 14A y C). El 

tratamiento que presentó mayor AAT en hojas fueron las plantas no inoculadas expuestas a 100 

mg FEN L
-1

, mientras que las plantas inoculadas expuestas a 20 mg FEN L
-1

 presentaron menor 

AAT (Figura 14A y C). 

En la raíz, la AAT presentó efectos significativos por el tipo de contaminante, la 

inoculación, la concentración del HPA y el tratamiento (P<0.001). Las raíces ante NAF 

presentaron significativamente mayor AAT con respecto al FEN (Figura 14B y D). Para el caso 

de la inoculación, las raíces sin Rhizobium presentaron significativamente mayor AAT que los 

tratamientos inoculados. En el caso de la respuesta a la concentración, las raíces ante 

concentraciones de 0 y 20 mg L
-1

 presentaron significativamente mayor AAT en comparación 

con la concentración de 100 mg L
-1

 en la que se obtuvo el menor valor (Figura 14B y D). El 

tratamiento que presentó mayor AAT en raíz fueron las plantas no inoculadas expuestas a 20 mg 

FEN L
-1

, mientras que las plantas inoculadas expuestas a 20 mg FEN L
-1

 presentaron la menor 

AAT (Figura 14B y D). 

La AAT en nódulos fue afectada significativamente por el tipo de contaminante y el 

tratamiento (P<0.001). Los nódulos expuestos al NAF presentaron mayor AAT comparados con 

los expuestos al FEN. En la respuesta al factor independiente concentración del contaminante, las 

plantas ante 100 mg L
-1

 presentaron mayor AAT aunque no estadísticamente diferente al resto de 

los tratamientos (Figura 15). El tratamiento que presentó mayor AAT en nódulos fueron las 

plantas expuestas a 60 mg NAF L
-1

, mientras que las plantas expuestas a 60 mg FEN L
-1

 

presentaron menor AAT (Figura 15). 
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Figura 14. Actividad antioxidante total de Leucaena leucocephala en hojas (A y C) y raíz (B y D) 

expuestas a diferentes concentraciones de naftaleno (A y B) y fenantreno (C y D) por efecto de 

tratamiento, evaluados a los 31 días. n=16.  Medias ± Error estándar. 
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Figura 15. Actividad antioxidante total en nódulos de Leucaena leucocephala expuestos a 

diferentes concentraciones de dos hidrocarburos policíclicos aromáticos, durante 31 días. n=16. 

Medias ± Error estándar. 
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Figura 16. Actividad antioxidante total de Acaciella angustissima en hojas (A y C) y raíz (B y D) 

expuestas a diferentes concentraciones de naftaleno (A y B) y fenantreno (C y D) por efecto de 

tratamiento, evaluados a los 31 días. n=16.  Medias ± Error estándar. 
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plantas testigo presentaron significativamente mayor AAT en relación con el resto de los 

tratamientos (Figura 16B y D). El tratamiento que presentó mayor AAT en raíz fueron las plantas 

no inoculadas expuestas a 0 mg NAF L
-1

, mientras que las plantas no inoculadas expuestas a 60 

mg FEN L
-1

 presentaron menor la AAT (Figura 16B y D). 

La AAT en nódulos fue afectada significativamente por el tipo de contaminante y el 

tratamiento (P<0.01). Los nódulos expuestos al NAF presentaron mayor AAT en relación con los 

expuestos al FEN. El tratamiento que presentó mayor AAT en nódulos fueron las plantas 

expuestas a 100 mg NAF L
-1

, mientras que 0 mg FEN L
-1

 fue el tratamiento que presentó la 

menor AAT (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Actividad antioxidante total en nódulos de Acaciella angustissima expuestos a 

diferentes concentraciones de dos hidrocarburos policíclicos aromáticos, durante 31 días. n=16. 

Medias ± Error estándar. 
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Contenido clorofilas totales y carotenos en Leucaena leucocephala 

En el caso del contenido foliar de clorofilas totales (CloroT), la inoculación, la 

concentración y el tratamiento (P<0.001) presentaron efectos significativos. Las plantas con 

Rhizobium tuvieron mayor cantidad de CloroT con respecto a plantas no inoculadas (Figura 18A 

y C). En lo que respecta a la respuesta por el factor concentración del contaminante, las plantas 

sin contaminante presentaron significativamente mayor cantidad de CloroT que aquellas plantas 

ante 60 mg L
-1

 (Figura 18A y C). El tratamiento que presentó mayor cantidad de CloroT en hojas 

fueron las plantas inoculadas expuestas a 0 mg FEN L
-1

 (sin contaminar), mientras que las plantas 

no inoculadas expuestas a 60 mg FEN L
-1

 presentaron menor cantidad de CloroT (Figura 18A y 

C). 

En el caso del contenido de carotenos totales (CaT), el tipo de contaminante, la 

inoculación, la concentración y el tratamiento (P<0.001) presentaron efectos significativos. Las 

plantas ante FEN presentaron mayor contenido de CaT con respecto a las plantas expuestas al 

NAF (Figura 18B y D). En lo que se refiere al factor inoculación, las plantas sin Rhizobium 

tuvieron significativamente mayor cantidad de CaT que las plantas inoculadas (Figura 18B y D). 

En lo que respecta a la concentración del contaminante, las plantas ante 100 mg L
-1

 presentaron 

mayor cantidad de CaT que ante 20 mg L
-1

 (Figura 18B y D). El tratamiento que presentó mayor 

cantidad de CaT en hojas fueron las plantas no inoculadas expuestas a 60 mg FEN L
-1

, mientras 

que las plantas inoculadas expuestas a 20 mg NAF L
-1

 presentaron menor cantidad de CaT 

(Figura 18B y D). 

 

Contenido de clorofilas totales y carotenos en Acaciella angustissima 

En el caso del contenido de CloroT, la inoculación, la concentración y tratamiento 

(P<0.001) fueron diferencialmente significativos. En el caso del factor inoculación, las plantas 
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inoculadas presentaron hasta 46% mayor contenido de CloroT que las plantas no inoculadas. En 

lo que respecta a la respuesta por el factor concentración del contaminante, las plantas testigo 

presentaron hasta 64% mayor contenido de CloroT que las plantas expuestas a 20 mg de HPA’s 

L
-1

 (Figura 19A y C). El tratamiento que presentó mayor cantidad de CloroT en hojas fueron las 

plantas inoculadas expuestas a 0 mg NAF L
-1

 (sin contaminar), mientras que las plantas no 

inoculadas expuestas a 60 mg FEN L
-1

 presentaron menor cantidad de CloroT (Figura 19A y C). 

En el caso del contenido de carotenos totales, la inoculación, la interacción contaminante 

x concentración (P<0.05) y el tratamiento (P<0.01) fueron diferencialmente significativos. Los 

factores independientes tipo de contaminante o concentración no tuvieron efectos significativos 

en el contenido de carotenos en Acaciella. Con respecto al factor inoculación, las plantas 

inoculadas presentaron significativamente mayor cantidad de carotenos que las plantas no 

inoculadas (Figura 19B y D). El tratamiento que presentó mayor cantidad de CaT en hojas fueron 

las plantas inoculadas expuestas a 0 mg NAF L
-1

, mientras que las plantas inoculadas expuestas a 

20 mg NAF L
-1

 presentaron menor cantidad de CaT (Figura 19B y D). 
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Figura 18. Clorofilas totales (A y C) y carotenos totales (B y D) en hojas de Leucaena 

leucocephala expuestas a diferentes concentraciones de naftaleno (A y B) y fenantreno (C y D) 

por efecto de tratamiento, evaluados a los 31 días. n=16.  Medias ± Error estándar. 
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Figura 19. Clorofilas totales (A y C) y carotenos totales (B y D) en hojas de Acaciella 

angustissima expuestas a diferentes concentraciones de naftaleno (A y B) y fenantreno (C y D) 

por efecto de tratamiento, evaluados a los 31 días. n=16.  Medias ± Error estándar. 
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DISCUSIÓN 

 

El NAF fue el HPA con mayor efecto negativo en la formación de nódulos en la simbiosis 

Rhizobium-Leucaena, mientras que el FEN lo hizo ligeramente para Rhizobium-Acaciella; por el 

contrario, para ambas especies, las plantas expuestas a 20 mg FEN L
-1

 no mostraron diferencias 

significativas en comparación con el testigo, lo que permite proponer hacer nuevas 

investigaciones para conocer el efecto estimulante de este hidrocarburo poliaromático en el 

proceso inicial de reconocimiento Rhizobium-leguminosa. Estos resultados concuerdan con 

González-Paredes et al. (2007), al evaluar la simbiosis entre Phaseolus vulgaris y Rhizobium 

tropici CIAT899, y obtener una aparición más temprana de nódulos con FEN (20 mg L
-1

) en 

comparación con su exposición a NAF o benzo(a)pireno. La formación más temprana de nódulos 

en plantas expuestas a bajas concentraciones de FEN se puede deber a una mayor producción de 

exudados radicales que el contaminante induce en la planta. Al respecto, Muratova et al. (2009) 

indican que 10 mg FEN kg
-1

 estimula la producción de carbohidratos en las raíces de Sorghum 

bicolor.  

Por otro lado, cantidades traza de flavonoides en los exudados radicales fueron reportados 

por primera vez por Lundegardh y Stenlid (1944). Los flavonoides son una clase de compuestos 

fenólicos que están activos a bajas concentraciones y que juegan un papel importante en las 

señales que establecen la simbiosis Rhizobium-leguminosa, al actuar como quimioatrayentes e 

influir en la expresión de los genes nod y estimulación del crecimiento de Rhizobium 

(Sundaravarathan y Kannaiyan, 2002). 

Por otro lado, Rivera-Cruz et al. (2005) evaluaron el número de nódulos de cuatro 

especies de leguminosas tropicales, entre ellas Leucaena sp., donde observaron hasta 86% de 

disminución de nódulos al incrementar la concentración de petróleo en el suelo. Además, estos 
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investigadores concluyen que uno de los indicadores más sensibles para medir el efecto negativo 

de los hidrocarburos en el suelo es la formación de nódulos en plantas leguminosas. El presente 

trabajo muestra que la naturaleza química del HPA juega un papel importante en el 

establecimiento de la simbiosis Rhizobium-Leucaena y Rhizobium-Acaciella. 

En contraste con los resultados del presente trabajo, la contaminación con 1000 mg FEN 

kg
-1

 incrementó el número de nódulos en algunas leguminosas como Trifolium pratense 

(Chiapusio et al., 2007). En otros estudios, Ahmad et al. (1997) encontraron que algunas cepas de 

Rhizobium meliloti son capaces de habitar suelos contaminados con HPA’s y compuestos 

cloroaromáticos, pero únicamente en presencia de su hospedante (Medicago sativa). 

El efecto tóxico de los HPA’s en el crecimiento y desarrollo de las plantas ha sido 

previamente reportado (Henner et al., 1999; Baek et al., 2004; Alkio et al., 2005; Song et al., 

2005; Muratova et al., 2009). En el presente estudio, el PST no fue afectado significativamente 

por el tipo de HPA o la concentración del mismo, pero fue estimulado hasta 150% y 100% más 

por la inoculación con Rhizobium en Leucaena y Acaciella, respectivamente. La nula toxicidad 

de los HPA’s en la biomasa de la planta, ha sido reportada en Phaseolus nipponensis, Zea mays y 

Sorgum bicolor cuando fueron expuestas a concentraciones bajas (10 mg kg
-1

) de NAF y FEN 

(Baek et al., 2004; Muratova et al., 2009). Sin embargo, al exponer plantas de sorgo a 

concentraciones de 100 mg FEN kg
-1

, éstas presentaron menor acumulación de biomasa y 

producción de ácidos carboxílicos, aminoácidos y carbohidratos en el sistema radical (Muratova 

et al., 2009). Por otro lado, Cheema et al. (2009) encontraron que concentraciones de FEN y 

pireno menores a 200 mg kg
-1

 no afectan significativamente la producción de biomasa seca de 

Festuca arundinacea. Los efectos tóxicos de los HPA’s en la planta dependen de dos variables: 

1) factores ambientales y 2) estructura química del contaminante, concentración y tiempo de 

exposición (Henner et al., 1999; Baek et al., 2004; Song et al., 2005). El presente estudio muestra 
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la capacidad de Leucaena leucocephala y Acaciella angustissima para tolerar concentraciones de 

100 mg HPA’s L
-1

, sin afectar la producción de biomasa seca. 

El contenido de CFT y la AAT fueron significativamente mayores en las plantas sin la 

inoculación de Rhizobium lo que sugiere que estas bacterias contribuyen en aminorar la posible 

toxicidad generada por los HPA’s. El efecto tóxico de los HPA’s puede relacionarse con la 

producción exacerbada de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las que se incluyen el H2O2, el 

O2
2-

 y HO
-
, las cuales pueden servir como moléculas de señalización y/o como subproductos 

citotóxicos. Bajo condiciones fotosintéticas y respiratorias normales, estos compuestos se 

producen en las cadenas de transporte de electrones en cloroplastos y mitocondrias, y son 

subproductos de rutas metabólicas en el peroxisoma (Vranova et al., 2002; Liu et al., 2009). 

Debido a que las ROS atacan químicamente nucleótidos, proteínas, carbohidratos y ácidos 

grasos, las plantas deben tener mecanismos bioquimicos para neutralizarlas (Moller et al., 2007). 

Por el contrario, bajo condiciones de estrés, las plantas utilizan niveles bajos de ROS como 

señalización que dan lugar a respuestas complejas a la defensa o destoxificación de sustancias 

externas (Liu et al., 2009). 

En el presente trabajo, el estrés inducido por el tipo de HPA’s y la concentración del 

mismo pueden estar contribuyendo al incremento en la producción de ROS que pueden causar 

efectos negativos en las células de las plantas (Mittler, 2002). Ante tal estrés, las plantas activan 

respuestas metabólicas específicas como son la síntesis y/o la actividad de compuestos 

enzimáticos o no enzimáticos con poder antioxidante (Mittler, 2002; Lee et al., 2007), así como 

compuestos fenólicos, los cuales participan en la limpieza de ROS (Treutter, 2005). En este 

trabajo, las plantas de Leucaena y Acaciella no inoculadas tuvieron mayor contenido de CFT y 

AAT, mismos que podrían estar relacionados con la eliminación de ROS inducidas por el estrés 

causado por la contaminación, en donde la presencia de Rhizobium puede tener un papel 
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relevante en la tolerancia de estas leguminosas arbóreas ante los HPA’s. Estas respuestas reflejan 

ciertos efectos benéficos de Rhizobium en plantas expuestas a HPA’s, al inducir mayor 

resistencia en estas condiciones adversas. 

Las respuestas fisiológicas como el contenido de CFT, AAT y clorofilas y carotenos 

totales han sido poco descritas para plantas expuestas a hidrocarburos del petróleo o HPA’s. Al 

respecto, Liu et al. (2009) encontraron una reducción en los niveles de clorofila a, b y total en 

Arabidopsis thaliana ante diferentes concentraciones de FEN. Lo anterior, confirma el efecto de 

la concentración del contaminante en la reducción del contenido de CloroT en plantas expuestas a 

FEN en comparación con las plantas testigo no contaminadas. 

Los resultados de este trabajo soportan la hipótesis que Leucaena y Acaciella 

experimentan un estrés oxidativo en presencia de HPA’s, el cual es atenuado por Rhizobium en el 

sistema radical de las plantas. Dado que no existen comparaciones en simbiosis Rhizobium-

leguminosa, se cuenta que de manera análoga, la simbiosis micorrízica atenúa este tipo de estrés 

en las plantas. Por ejemplo, Debiane et al. (2008, 2009) reportaron que Glomus intraradices 

reduce notablemente el daño oxidativo en Chichorium intybus causado por la presencia de 

antraceno y benzo(a)pireno. Sin embargo, estos mismos autores afirman que la presencia de los 

HPA’s también reduce la densidad de hifas, la intensidad de esporulación del hongo y el tamaño 

de las raíces de C. intybus. 

El presente trabajo es uno de los primeros en evaluar el efecto de dos HPA’s en el sistema 

simbiótico Rhizobium-Leucaena y Rhizobium-Acaciella y contribuye al conocimiento de las 

respuestas de aquellos procesos fisiológicos que limiten la capacidad de las plantas y sus 

simbiontes de tolerar compuestos aromáticos recalcitrantes. 
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CONCLUSIONES 

 

La contaminación con NAF y/o FEN tuvo efectos tóxicos para la formación de nódulos en 

ambas especies vegetales. Sin embargo, mientras que Leucaena fue más susceptible al NAF, 

Acaciella fue ligeramente más susceptible a la contaminación por FEN, demostrando que las 

propiedades químicas de cada HPA actúan de forma distinta en estas dos leguminosas arbóreas. 

 Para ambas especies, las plantas expuestas a 20 mg FEN L
-1

 no mostraron diferencias 

significativas en la formación de nódulos.  

La presencia de la simbiosis con Rhizobium, incrementó el PST hasta en un 150% en el 

caso de Leucaena, y en un 100% en el caso de Acaciella, comparado con las plantas no 

inoculadas, demostrando, de esta forma, el efecto benéfico que proporciona la bacteria a la 

planta.  

Para ambas especies, el contenido de CFT en hojas fue significativamente mayor en los 

tratamientos no inoculados comparada con los tratamientos inoculados con Rhizobium, y 

significativamente mayor en las plantas expuestas a FEN comparadas con las expuestas a NAF. 

 L. leucocephala y A. angustissima experimentan un estrés oxidativo inducido por HPA’s, 

y este estrés es mayor en ausencia de Rhizobium y en presencia de fenantreno.  

Para ambas plantas, la exposición a 100 mg L
-1

 del HPA, mostró mayor producción de 

CFT y AAT en hojas, en comparación con bajas concentraciones. La inoculación con Rhizobium 

redujo significativamente la producción de CFT y AAT en hojas de ambas especies.  

En ambas especies, el tipo de HPA no tuvo efectos significativos en el contenido de 

CloroT y CaT. Sin embargo, el contenido de CloroT fue mayor en plantas con Rhizobium. 
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CAPÍTULO V 

 

RESPUESTAS FISIOLÓGICAS DE DOS LEGUMINOSAS ARBÓREAS EN SIMBIOSIS 

CON Rhizobium tropici Y CAPACIDAD DE DEGRADACIÓN DE FENANTRENO 

 

RESUMEN 

Este estudio evaluó la degradación de 60 mg FEN kg
-1

 de arena estéril, así como la 

actividad de la enzima nitrogenasa (ANitro) en la rizósfera Leucaena leucocephala Lam. y 

Acaciella angustissima Mill. y la combinación de ambas (Leucaena+Acaciella), inoculadas con 

Rhizobium, o con la aplicación de NH4NO3 (Ninorg) como fuente de nitrógeno. A los 40 días, la 

combinación Leucaena+Acaciella presentó mayor número de nódulos en comparación con 

Leucaena y Acaciella en tratamientos separados. La presencia de 60 mg FEN kg
-1

 no afectó la 

formación de nódulos con respecto a las plantas establecidas en arena no contaminada. Las 

plantas inoculadas con Rhizobium presentaron significativamente mayor peso seco total con 

respecto a las plantas con Ninorg, y con aquellas sin aporte de nitrógeno. Leucaena presentó 

significativamente mayor ANitro con respecto a la combinación Leucaena+Acaciella, y con 

Acaciella. Aunque no se mostraron diferencias significativas, las plantas en arena no 

contaminada mostraron mayor ANitro con respecto a plantas con 60 mg FEN kg
-1

. El factor 

fuente de nitrógeno tuvo efectos significativos (P<0.001) en la degradación de FEN en la 

rizósfera de Leucaena, Acaciella y Leucaena+Acaciella. Sin embargo, la presencia o no de la  

planta no influyó significativamente en la degradación del FEN. Por efecto de la planta, el FEN 

fue degradado en 98.4% en Acaciella, 98.2% en el testigo sin planta,  98.1% en Leucaena y 98% 

en Leucaena+Acaciella. Para el factor fuente de N, los tratamientos inoculados con Rhizobium 

presentaron significativamente mayor degradación de FEN (99.5%) en comparación con aquellos 

tratamientos con Ninorg y sin fuente de nitrógeno (97.5 y 97.5%, respectivamente). 

 

Palabras claves: fenantreno, rizodegradación, actividad nitrogenasa, leguminosa 
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ABSTRACT 

This study evaluated the degradation of 60 mg FEN kg
-1

 as well as the activity of the 

enzyme nitrogenase in the rhizosphere of two legume trees (Leucaena leucocephala Lam. and 

Acaciella angustissima Mill.) inoculated with Rhizobium, or with or without the application of 

NH4NO3 (Ninorg) as nitrogen source. After 40 days of experimentation, the Leucaena+Acaciella 

combination had greater number of nodules in comparison with Leucaena and Acaciella alone. 

The application of 60 mg FEN kg
-1

 did not affect the formation of nodules with respect to the 

control without FEN. The Leucaena+Acaciella combination showed greater dry weight when 

compared to Leucaena and Acaciella alone. Plants inoculated with Rhizobium had significantly 

greater PST than plants with or without Ninorg. Leucaena presented greater activity of the 

enzyme nitrogenase (ANitro) in comparison to the combination of Leucaena+Acaciella, and 

Acaciella alone. Plants without FEN tended to have higher ANitro than plants with FEN. The 

nitrogen source factor had significant effects on the degradation of FEN in the rhizosphere of 

Leucaena, Acaciella and Leucaena+Acaciella. Nevertheless, the presence of the plant did not 

influence significantly the degradation of FEN. Thus, the FEN was degraded up to 98.4% in 

Acaciella, 98.2% in the controls without plants, 98.1% in Leucaena, and 98% in 

Leucaena+Acaciella. With respect to the factor source of N, treatments inoculated with 

Rhizobium showed significantly greater degradation of FEN (99.5%) than those treatments with 

Ninorg and without nitrogen, whose degradation percentage was 97.5 and 97.5%, respectively.  

 

Key words: phenanthrene, rhizodegradation, nitrogenase activity, legumes 
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INTRODUCCIÓN 

  

Los hidrocarburos policíclicos aromáticos (HPA’s) son compuestos orgánicos 

ampliamente distribuidos en el ambiente, potencialmente peligrosos por sus características 

carcinogénicas y recalcitrantes (Wilcke, 2000). Estudios recientes han demostrado que las plantas 

sufren estrés oxidativo a causa de la exposición a los HPA’s (Liu et al., 2009), y que ese estrés 

puede ser contrarrestado por microorganismos simbióticos de las plantas (Debiane et al., 2009). 

La rizodegradación es un mecanismo dentro de la fitorremediación que busca aumentar la 

degradación de compuestos orgánicos contaminantes como los hidrocarburos, mediante el uso de 

plantas y la asociación microorganismos-raíz (Chiapusio et al., 2007). Estudios recientes han 

demostrado que algunas plantas incrementan la degradación de diversos compuestos orgánicos en 

suelos contaminados (Gan et al., 2009). Sin embargo, se conoce poco acerca de la participación 

directa o indirecta, de las interacciones simbióticas y de los mecanismos y etapas que ayudan a la 

transformación de estos compuestos (López-Martínez et al., 2005). En este sentido, la rizósfera 

de las plantas leguminosas representa un hábitat ideal para microorganismos degradadores de 

hidrocarburos (Ferrera-Cerrato et al., 2008). 

Recientemente Joner et al. (2002) demostraron que los microorganismos degradadores de 

hidrocarburos, como los HPA’s, muestran las más altas poblaciones en presencia de exudados 

radicales. Además, los niveles de biodegradación de HPA’s y de poblaciones bacterianas están en 

función de la distancia en que estos se encuentran de la raíz de la planta (Corgié et al., 2003, 

2004), debido a que las raíces liberan exudados radicales,  los cuales son fuente de carbono para 

los microorganismos, y éstos últimos liberan enzimas encargadas de la degradación de los 

contaminantes orgánicos (Atlas y Bartha, 2002). La efectividad de algunas leguminosas 

(Crotalaria incana, Leucaena leucocephala, Medicago sativa, Phaseolus coccineus) como 
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indicadores de toxicidad en suelos contaminados con HPA’s e hidrocarburos totales del petróleo 

ha sido descrita previamente (Vázquez-Luna et al., 2010; Muratova et al., 2003; Ferrera-Cerrato 

et al., 2008), aunque el efecto de estos en el sistema simbiótico rizobio-leguminosa ha recibido 

poca atención. 

Pocos trabajos han estudiado el impacto de la inoculación con Rhizobium y la interacción 

de dos o más leguminosas en la remediación de suelos contaminados con hidrocarburos (Johnson 

et al., 2004). Los rizobios juegan un papel muy importante en estas interacciones pues estimulan 

el crecimiento aéreo y radical de las plantas, aún cuando se presentan limitaciones de nutrimentos 

como el N (Dashti et al., 2009). Se sabe que los rizobios incrementan los exudados radicales en 

las raíces de sus hospedantes (Phillips y Streit, 1996). Al incrementarse los exudados radicales se 

pueden incrementar las poblaciones microbianas que usan al contaminante como una fuente de 

carbono. Damaj y Ahmad (1996) demostraron que los rizobios tienen la capacidad de degradar 

compuestos haloaromáticos y compuestos tan complejos como los bifenilos policlorados. Sin 

embargo, la habilidad de rizobios en simbiosis con leguminosas para degradar ciertos 

contaminantes es todavía desconocida (Johnson et al., 2004). 

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la adaptación y degradación de 

fenantreno por Rhizobium tropici CIAT asociado a las raíces de Leucaena leucocephala, 

Acaciella angustissima y la combinación de estas especies, durante 40 días. 

 

 

 

 

 



 

 58 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Semillas de Leucaena leucocephala (Lam.) y Acaciella angustissima (Mill.) se 

escarificaron con H2SO4 al 90% durante 15 minutos y posteriormente se desinfectaron 

superficialmente con NaClO durante 10 minutos. Posteriormente, las semillas fueron puestas a 

germinar (en grupos de seis) en frascos de vidrio previamente esterilizados y con agar-agua al 

1%.  

A los cinco días después de la germinación, las plántulas (Leucaena, Acaciella, y la 

combinación Leucaena+Acaciella) fueron transferidas a tubos tipo Falcón que contenían 65 g de 

arena estéril contaminada con fenantreno (FEN). El FEN fue disuelto en diclorometano y 

aplicado a la arena para obtener una concentración final de 60 mg  kg
-1

. Posteriormente, la arena 

fue mezclada hasta su completa homogenización y se dejó reposar un día hasta el transplante de 

las plántulas. Además se incluyeron plantas en un sistema no contaminado (0 mg L
-1

) como 

tratamiento testigo, y se consideraron tratamientos sin planta en arena contaminada y no 

contaminada como controles para cuantificar la degradación natural del FEN (Figura 20). 

A los tres días del transplante, algunos tratamientos fueron inoculados con 2.0 mL de la 

cepa de Rhizobium tropici CIAT899 (720 x 10
8
 UFC mL

-1
). Todos los tratamientos fueron 

irrigados diariamente con 2 mL de la solución nutritiva Fahraeus (ver Apéndice I) (Fahraeus, 

1957) sin nitrógeno. Sin embargo, se consideraron tratamientos sin la inoculación de la bacteria y 

con la aplicación de solución nutritiva Fahraeus (ver Apéndice I) que contenía 20 mg NH4NO3   

L
-1

, además de los testigos sin inoculación de la bacteria y sin Ninorg (Figura 20). 

El experimento se mantuvo durante 40 días en condiciones de cámara de crecimiento de 

ambiente controlado con 12 h de fotoperiodo; la temperatura máxima/mínima y humedad relativa 

máxima/mínima promedio fueron 26.0/24.0°C y 65/70%, respectivamente. 
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Figura 20. Esquema de los 24 tratamientos que conformaron la segunda fase experimental. 

Factores: Contaminación (Con y sin 60 mg FEN kg
-1

 de arena); Planta (Leucaena, Acaciella, 

Leucaena+Acaciella, sin planta), Fuente de nitrógeno (Rhizobium, con Ninorg, sin nitrógeno). 
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Las plantas se cosecharon a los 40 días después de establecerse el ensayo, se secaron a 

70°C durante 72 h y se determinó el peso seco total (PST) que correspondió a la suma del peso 

seco de hojas, raíz y nódulos, en el caso de las inoculadas con Rhizobium. 

La actividad de la enzima nitrogenasa (ANitro) fue determinada mediante la prueba de 

reducción de acetileno (Hardy et al., 1968). La raíz de cada unidad experimental fue colectada y 

colocada en viales transparentes de vidrio de 60 mL que fueron sellados herméticamente con un 

tapón de goma. Posteriormente, el 10% del volumen de aire fue extraído y remplazado por 10% 

de acetileno. Después de una hora se extrajeron 3 mL de la fase gaseosa y se transfirieron a tubos 

al vacío (Vacutainer®) de 10 mL. Las muestras obtenidas se analizaron inyectando 0.6 mL de 

éstas a un cromatógrafo de gases Varian (3300 Gas Chromatograph) y con detector de ionización 

de flama de hidrógeno. Las temperaturas del inyector y detector fueron de 95ºC y 105ºC, 

respectivamente, para medir la cantidad de acetileno reducido a etileno y, de esta forma, estimar 

la actividad de la enzima nitrogenasa (Hardy et al., 1968). Los resultados fueron expresados en 

nM de etileno h
-1

 vial
-1

. 

La degradación del FEN se determinó mediante la extracción y cuantificación del FEN al 

inicio (inmediatamente después de la contaminación) al final del experimento (40 días). Para la 

extracción del FEN se utilizó diclorometano como disolvente y agitación mecánica (Schwab et 

al., 1999). Brevemente, a un tubo de vidrio de 50 mL con tapa de rosca se le agregaron 3 g de 

sulfato de sodio (Na2SO4) para absorber el agua de la muestra de arena (5 g) procedente de cada 

tratamiento contaminado y 10 mL de diclorometano (CH2Cl2). Los tubos se colocaron 

horizontalmente en una agitadora rotatoria durante 1 h a 250 rpm. Después de la agitación, los 

tubos se colocaron en una centrifuga a 3000 rpm durante 15 min. El sobrenadante fue extraído 

con una pipeta Pasteur y colocado en viales color ámbar. Posteriormente, se volvieron a agregar 

10 mL de CH2Cl2 a los tubos y se repitió el procedimiento dos veces más para garantizar la 
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mayor extracción posible del hidrocarburo poliaromático (Schwab et al., 1999). Los extractos 

fueron disueltos en 500 µL de hexano y analizados mediante cromatografía de gases/ 

espectrometría de masas (GC/MS) utilizando un cromatógrafo de gases Agilent Technologies 

6890 y un espectrómetro de masas Agilent Technologies 5975 y una columna capilar DB-5 (5%-

fenil)-metilpolisiloxano (60 m, 250 µm i.d., 0.25 µm de espesor de película). Las temperaturas 

del inyector y detector fueron de 250ºC y 280ºC, respectivamente; y se utilizó Helio como gas 

acarreador (1.0 mL min
-1

). La temperatura de inicio fue 70ºC  (5.0 min)  e  incrementada  a  

280ºC  a  una  velocidad de 40ºC min
-1

 y mantenida por 35 min. El FEN fue identificado con base 

en su tiempo de retención y comparación de su espectro de masas a 70 eV con una base de datos 

HPChemstation-NIST 05, Mass Spectral Search Program, versión 2.0d. Además de la 

comparación con un estándar de FEN (Sigma-Aldrich con 98% de pureza) analizado bajo las 

mismas condiciones. Los cromatogramas del GC/MS mostraron la degradación del FEN. 

Para los análisis de peso seco total se utilizó un experimento factorial 2x3x3, que incluyó 

18 tratamientos con seis repeticiones, distribuidos en un diseño experimental completamente al 

azar. Los factores de estudio fueron: contaminación (con y sin 60 mg FEN kg
-1

), especie vegetal 

(Leucaena, Acaciella y la combinación Leucaena+Acaciella) y fuente de nitrógeno (inoculación 

con Rhizobium, Ninorg y sin N).  

Para los análisis de la actividad de la enzima nitrogenasa y número de nódulos, se utilizó 

un experimento factorial 2x3, que incluyó seis tratamientos con tres repeticiones, distribuidos en 

un diseño experimental completamente al azar. Los factores de estudio fueron: contaminación 

(con y sin 60 mg FEN kg
-1

) y especie vegetal (Leucaena, Acaciella y la combinación 

Leucaena+Acaciella).  

Para los análisis de degradación de FEN se utilizó un experimento factorial 4x3, que 

incluyó 12 tratamientos con seis repeticiones, distribuidos en un diseño experimental 
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completamente al azar. Los factores de estudio fueron: especie vegetal (Leucaena, Acaciella, la 

combinación Leucaena+Acaciella y ausencia de planta) y fuente de nitrógeno (inoculación con 

Rhizobium, Ninorg y sin N). 

Los datos obtenidos fueron analizados mediante análisis de varianza y prueba de 

comparación de medias (LSD, α=0.05) mediante el programa SAS (SAS Institute, 2002). 
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RESULTADOS 

Peso seco total 

A los 40 días, el peso seco total mostró diferencias significativas por el factor planta, 

fuente de nitrógeno y el tratamiento (P<0.001). En el caso del factor planta, la combinación 

Leucaena+Acaciella presentó significativamente mayor biomasa seca comparada con Leucaena y 

Acaciella crecidas individualmente (Figura 21A). El factor independiente contaminación no tuvo 

efectos significativos en el PST (Figura 21B). Con respecto al factor independiente fuente de 

nitrógeno, las plantas inoculadas con Rhizobium presentaron significativamente mayor PST 

comparadas con las plantas con Ninorg y sin N (Figura 21C) (ver Apéndice III). En lo que 

respecta a tratamientos, el mayor PST correspondió a la combinación Leucaena+Acaciella 

contaminado con FEN e inoculado con Rhizobium y el que presentó el menor PST correspondió a 

Acaciella contaminado con FEN y sin N (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Peso seco total obtenido por los factores independientes: A) Planta (Leucaena, 

Acaciella y Leucaena+Acaciella); B) Contaminación (con 60 mg  FEN kg
-1

 y sin FEN); C) 

Fuente de N (Sin N, Ninorg y Rhizobium tropici CIAT899) durante 40 días. A) y C) n=24; B) 

n=36 . Medias ± Error estándar. 
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Figura 22. Peso seco total obtenido por tratamientos después de 40 días. Planta (Leucaena, 

Acaciella y Leucaena+Acaciella); Contaminación (con 60 mg  FEN kg
-1

 y sin FEN); Fuente de N 

(Rhizobium tropici, Ninorg y Sin N). n=4. Medias ± Error estándar. * Indica diferencias 

significativas entre tratamientos con o sin la presencia de FEN (LSD, α=0.05). 

 

Número de nódulos 

A los 40 días, el número de nódulos mostró diferencias significativas por el tipo de planta 

y el tratamiento (P<0.001). Por efecto del tipo de planta, la combinación Leucaena+Acaciella 

presentó significativamente mayor número de nódulos comparada con Leucaena y Acaciella. La 

presencia o ausencia del FEN no afectó significativamente el número de nódulos en ambas 

leguminosas. En lo que respecta al tratamiento, la combinación Leucaena+Acaciella ante FEN 

fue el tratamiento que presentó mayor número de nódulos, mientras que Acaciella con FEN fue el 

tratamiento que presentó significativamente la menor nodulación (Figura 23). 
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Figura 23. Número de nódulos formados por Rhizobium tropici CIAT899 en raíces de dos 

leguminosas arbóreas y la combinación de ellas, en presencia de 60 mg FEN kg
-1

, después de 40 

días. n=3. Medias ± Error estándar. 

 

Actividad de la enzima nitrogenasa (ANitro) 

La ANitro en las raíces no mostró diferencias estadísticas significativas por los factores 

planta, contaminación o tratamiento. En el caso del factor independiente planta, Leucaena 

presentó mayor ANitro, aunque no significativamente diferente, en comparación con 

Leucaena+Acaciella y Acaciella (Figura 24A). Con respecto al factor contaminación, aunque no 

se mostraron diferencias estadísticas significativas, las plantas en arena no contaminada 

mostraron numéricamente mayor ANitro con respecto a las plantas con 60 mg FEN kg
-1

 de arena 

(Figura 24B). En el caso de tratamientos, Leucaena no contaminada presentó la mayor ANitro, 

mientras que Acaciella en arena no contaminada presentó la menor ANitro (Figura 25). 
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Figura 24. Actividad de la enzima nitrogenasa en raíces de dos leguminosas y la combinación de 

ellas, en presencia de 0 y 60 mg FEN kg
-1

 de arena, después de 40 días. A) Por efecto de factor 

independiente planta, n=6; y B) Por efecto de factor independiente contaminación con FEN, n=9. 

Medias ± Error estándar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Actividad de la enzima nitrogenasa en raíces de dos leguminosas y la combinación de 

ellas, en presencia de 0 y 60 mg FEN kg
-1

 después de 40 días, por efecto de factor tratamiento. 

n=3. Medias ± Error estándar. 
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Porcentaje de degradación del fenantreno 

La degradación de FEN en la rizosfera de Leucaena, Acaciella y la combinación 

Leucaena+Acaciella tuvo efectos significativos únicamente por el factor fuente de N y 

tratamiento (P<0.001). Sin embargo, la presencia o ausencia de la planta no influyó 

significativamente en la degradación del FEN. Por efecto de la planta, el FEN se degradó hasta en 

un 98.4% en la rizósfera de Acaciella, 98.2% en arena sin planta, 98.1% en la rizósfera de 

Leucaena y 98.0% en la rizósfera combinada de Leucaena+Acaciella. En lo que respecta al factor 

fuente de N, los tratamientos inoculados con Rhizobium presentaron significativamente mayor 

degradación de FEN (hasta 99.5%) en comparación con aquellos tratamientos con Ninorg y sin 

fuente de nitrógeno, cuyos porcentajes de degradación fueron de 7.5 y 97.5, respectivamente 

(Cuadro 4). En el caso de tratamientos, el tratamiento que mostró el mayor porcentaje de 

degradación de FEN fue el testigo sin planta + Rhizobium (99.7), mientras que los tratamientos 

con menor porcentaje de degradación (97.2) correspondieron a Leucaena+Acaciella + Ninorg, y 

Leucaena y sin fuente de nitrógeno (Cuadro 4). La Figura 26 expone los cromatogramas que 

muestran la degradación del FEN en cada tratamiento. 
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Cuadro 4. Porcentajes de degradación de fenantreno en arena contaminada con 60 mg FEN kg
-1

.  

Factor planta (n=18)  Factor fuente de nitrógeno (n=24) 

 % de degradación   % de degradación 

  Fenantreno    Fenantreno 

Leucaena leucocephala 98.1 ± 0.306 a  Rhizobium 99.5 ± 0.306 a 

Acaciella angustissima 98.4 ± 0.214 a  20 mg NH4NO3 L
-1

 (Ninorg) 97.5 ± 0.306 b 

Leucaena+Acaciella 98.0 ± 0.274 a  Sin nitrógeno 97.5 ± 0.306 b 

Sin planta 98.2 ± 0.310 a    

     

Significancia NS  Significancia P<0.001 

     

Factor Tratamiento (n=6) 

Tratamiento % de degradación  Tratamiento % de degradación 

  Fenantreno     Fenantreno 

Leucaena + Rhizobium 99.6 ± 0.100 a  Leu+Aca + Rhizobium 99.3 ± 0.344 a 

Leucaena + Ninorg 97.4 ± 0.317 c  Leu+Aca + Ninorg 97.2 ± 0.289 c 

Leucaena - Sin nitrógeno 97.2 ± 0.300 c  Leu+Aca - Sin nitrógeno   97.5 ± 0.211 bc 

     

Acaciella + Rhizobium 99.3 ± 0.229 a  Sin Planta + Rhizobium 99.7 ± 0.050 a 

Acaciella + Ninorg   97.8 ± 0.375 bc  Sin Planta + Ninorg   97.6 ± 0.503 bc 

Acaciella - Sin nitrógeno 98.2 ± 0.174 b  Sin Planta - Sin nitrógeno 97.2 ± 0.147 c 

     

Significancia P<0.001 

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. (LSD, α=0.05). 
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Figura 26. Cromatogramas que muestran la presencia/degradación de fenantreno en las rizósferas de dos leguminosas, la combinación 

de ellas y sustrato sin planta; con inoculación de Rhizobium tropici, aplicación de Ninorg y sin nitrógeno, después de 40 días. Las 

flechas muestran el pico correspondiente a fenantreno. 
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DISCUSIÓN 

Se ha demostrado que los HPA’s tienen un efecto tóxico en el crecimiento y desarrollo de 

algunas plantas (Baek et al., 2004; Alkio et al., 2005; Song et al., 2005), no obstante los 

resultados del presente estudio soportan la hipótesis de que la aplicación de 60 mg FEN kg
-1

 no 

redujo significativamente el peso seco total de Leucaena o Acaciella. Las características 

fisicoquímicas del FEN determinan su baja absorción por las raíces de las plantas (Gao y Zhu, 

2004; Alkio et al., 2005), por lo que en este estudio, la concentración de FEN podría no estar 

afectando el metabolismo de estas leguminosas. 

Cheema et al. (2009) encontraron que concentraciones de FEN y pireno menores a 200 

mg kg
-1

 no afectan significativamente la producción de biomasa de Festuca arundinacea. En 

contraste, Gao y Zhu (2004) observaron efectos negativos sobre la biomasa de Glycine max y 

Phaseolus vulgaris aplicando bajas concentraciones de FEN (133 mg kg
-1

) y pireno (172 mg    

kg
-1

). Reilley et al. (1996) sugirieron posibles efectos indirectos de estos hidrocarburos; los 

HPA’s podrían reducir la capacidad de los suelos contaminados para proporcionar agua y 

nutrimentos a las plantas a causa de sus carácter hidrofóbico, lo que provocaría una disminución 

en la producción de biomasa vegetal. 

Las leguminosas arbóreas como Leucaena y Acaciella son especies muy versátiles que 

crecen en diferentes tipos de suelos, en zonas con temperaturas y altitudes variables, forman islas 

de fertilidad, son refugio de flora y fauna, además de ser regeneradoras de suelos con problemas 

de erosión (Rincón-Rosales y Gutiérrez-Miceli, 2008), características que podrían postularlas 

como importantes candidatas para procesos de fitorremediación. La presencia de 

microorganismos fijadores de N2 podría explicar cómo especies arbóreas pueden crecer bajo 

limitación del nitrógeno en suelos pobres, erosionados o contaminados (Weyens et al., 2009). En 

el presente estudio, Leucaena se desarrolló más rápido que Acaciella y tuvo mayor producción de 
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biomasa, lo que podría significar una ventaja de la planta para establecerse en un sustrato 

contaminado con 60 mg FEN kg
-1

. Este trabajo es uno de los primeros que proporciona 

información sobre el efecto de dos HPA’s en el peso seco de las leguminosas Leucaena 

leucocephala, Acaciella angustissima y la combinación de sus rizósferas. 

En el presente estudio, Leucaena y Acaciella inoculadas con Rhizobium tuvieron 

significativamente mayor producción de biomasa seca con respecto a las plantas con N 

inorgánico (20 mg NH4NO3 kg
-1

) y las plantas sin fuente de nitrógeno. El efecto benéfico de la 

simbiosis Rhizobium-leguminosa en la nutrición de la planta a través de la fijación de nitrógeno 

podría también contribuir en su tolerancia a contaminantes orgánicos y potenciar la degradación 

de los mismos. 

A los 40 días, la rizósfera combinada de Leucaena+Acaciella  mostró el mayor número de 

nódulos formados por Rhizobium tropici. Sin embargo, Leucaena fue la especie vegetal que 

mostró mayor nodulación comparada con Acaciella. Diversos reportes confirman que Leucaena 

leucocephala y Acaciella angustissima forman simbiosis con Rhizobium tropici (Martínez-

Romero et al., 1991; Rincón-Rosales et al., 2009). La subfamilia Mimosoideae contiene especies 

de leguminosas promiscuas como los géneros Acacia y Leucaena, que son capaces de establecer 

simbiosis con dos o más especies de rizobias (Lloret y Martínez-Romero, 2005). Las leguminosas 

también pueden ser específicas por un simbionte en particular. Por ejemplo, algunas leguminosas 

no promiscuas son Galega officinalis y G. orientalis, las cuales son noduladas únicamente por 

Rhizobium galegae; el caso de Vicia faba que es nodulada por R. leguminosarum bv. Viciae y 

Medicago sp. nodulada únicamente por Sinorhizobium meliloti (Lloret y Martínez-Romero, 

2005). En el presente estudio, Leucaena mostró más afinidad por Rhizobium tropici CIAT899 

con respecto a Acaciella, lo que se reflejó en una mayor nodulación, producción de biomasa y 

fijación de N2 por parte de Leucaena. 
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Algunos géneros y especies de rizobios son tolerantes a ciertos HPA’s. Ejemplos de estos 

microorganismos son Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, el cual es tolerante al criseno 

(Johnson et al., 2004), Sinorhizobium sp. que es tolerante al fenantreno y además es capaz de 

utilizarlo como fuente de carbono (Young-Soo et al., 2006). En un estudio previo, González-

Paredes et al. (2007) demostraron que Rhizobium tropici CIAT889 es capaz de formar nódulos en 

Phaseolus vulgaris aún en presencia de NAF, FEN y benzo(a)pireno. En el presente estudio, la 

supervivencia a los 40 días de nódulos de Rhizobium tropici sugieren que esta cepa es 

potencialmente resistente a concentraciones de 60 mg FEN kg
-1

. 

La actividad nitrogenasa en sistemas simbióticos como el caso de Rhizobium-leguminosa 

ha sido poco estudiada en presencia de HPA’s. Stahl y Williams (1986) indicaron que la 

presencia de petróleo redujo significativamente la actividad nitrogenasa en el sistema simbiótico 

Rhizobium-trébol. Sin embargo, existen antecedentes de que esta actividad enzimática en raíces 

de trébol inoculadas con Rhizobium leguminosarum var. trifolii, puede ser estimulada en 

presencia de dosis bajas de Cr (10 mg kg‑1
); mientras que a dosis más altas (70 mg kg‑1

) se inhibe 

el crecimiento de Rhizobium y su actividad nitrogenasa (Casella et al., 1988). En la cianobacteria 

Nostoc muscorum la actividad nitrogenasa y la absorción de N (NH4
+
 y NO3

‑) son sensiblemente 

afectadas por la aplicación de Cr, Ni y Pb (Rai y Raizada, 1989). La nitrogenasa en bacterias de 

vida libre fijadoras de N2 atmosférico presenta variaciones en su inhibición y/o estimulación por 

efecto de plaguicidas, de manera particular, el paraquat inhibe esta actividad enzimática (Jagnow 

et al., 1979). En el presente estudio, la actividad nitrogenasa de las raíces noduladas no presentó 

diferencias estadísticas significativas entre arena no contaminada y expuesta a 60 mg FEN kg
-1

; 

sin embargo, ésta fue hasta 40% más alta en Leucaena y en la combinación de 

Leucaena+Acaciella sin la exposición al poliaromático. 
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Para que la fitorremediación sea efectiva, es necesario conocer un amplio rango de 

especies vegetales que crezcan en diversos tipos de clima (Merkl et al., 2004). Al respecto, 

Leucena leucocephala es capaz de absorber y metabolizar contaminantes comunes en el ambiente 

como el dibromoetano y el  tricoloetileno por medio de la producción de enzimas peroxidasas y 

deshalogenasas (Doty et al., 2003). Este antecedente es importante en la búsqueda de especies 

como Leucaena promisorias para la degradación de contaminantes. 

En el presente estudio la degradación del fenantreno fue estimulada por la presencia de 

Rhizobium en el sustrato contaminado, lo cual contribuyó en la degradación/atenuación del 

mismo. Sin embargo, en los tratamientos sin planta e inoculados con Rhizobium también se 

produjo mayor degradación del FEN, lo que sugiere que esta bacteria podría estar utilizando el 

hidrocarburo como fuente de energía. 

Pocos trabajos han estudiado el impacto de la inoculación con Rhizobium durante la 

remediación de HPA’s y la interacción de dos o más especies vegetales (Johnson et al., 2004). 

Así, Joner et al. (2002) y Muratova et al. (2009) demostraron que los microorganismos 

degradadores de HPA’s mostraron las más altas poblaciones en presencia de exudados radicales. 

Los niveles de biodegradación de HPA’s y de poblaciones bacterianas están en función de la 

distancia a la raíz, esto es, entre más cerca de la raíz mayor es la degradación y las poblaciones 

bacterianas (Corgié et al., 2003, 2004). Johnson et al. (2004) utilizaron una mezcla de pasto 

(Lolium perenne) y leguminosa (Trifolium repens) para remediar un suelo agrícola contaminado 

con un hidrocarburo poliaromático (Criseno, 500 mg kg
-1

), e inocularon con Rhizobium 

leguminosarum bv. trifolii. Los resultados de su estudio mostraron mayor degradación del 

contaminante en los suelos inoculados con Rhizobium, misma que fue asociada con la 

estimulación tanto del crecimiento radical de las plantas como de la estimulación en la actividad 

microbiana en el suelo. 
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Se sabe que Sinorhizobium meliloti Orange1 fue capaz de degradar dibenzotiofeno 

(Frassinetti et al., 1998). Este fue el primer ejemplo de que Rhizobium puede degradar 

compuestos aromáticos y sugiere el potencial del uso de la inoculación con rizobios para los 

procesos de biorremediación que pueden llevar una doble función: la degradación de 

contaminante y la fijación de N2 (Suominen et al., 2000). Vela et al. (2002) encontraron que 

Sinorhizobium xinjiangensis, Rhizobium leguminosarum biovar trifolli y Bradyrhizobium 

japonicum son capaces de utilizar como fuente de carbono varios compuestos aromáticos y 

alifáticos como benzoatos, fenoles, catecol, resolcinol y hexadecano. En otro estudio, Ahmad et 

al. (1997) encontraron que algunas cepas de Rhizobium meliloti habitan suelos contaminados con 

compuestos poliaromáticos y cloroaromáticos, pero únicamente en presencia de su leguminosa 

hospedera (Medicago sativa). Además, los resultados de dicha investigación sugieren que la 

interacción Rhizobium meliloti-Leguminosa podría estar actuando de forma conjunta en la 

degradación de estos compuestos. En contraste, algunos trabajos presentan resultados menos 

optimistas al respecto. En un estudio de la rizósfera de alfalfa (Medicago sativa) y la inoculación 

con Sinorhizobium meliloti, las plantas no inoculadas de alfalfa fueron más efectivas que las 

plantas inoculadas en la degradación de bifenilos policlorados (Mehmannavaz et al., 2002). 

En el caso del FEN, dadas sus características químicas, su vida media en el suelo es de 16 

a 126 días (Kanaly y Harayama, 2000), dependiendo de las condiciones abióticas y presencia de 

microorganismos capaces de degradarlo. Además, el FEN no es una molécula tan volátil, debido 

al valor bajo de su constante de Henry (2.56 x 10
-5

 atm m
3
 mol

-1
) (ATSDR, 1995). Lo que sugiere 

que la degradación en los tratamientos sin planta y sin bacteria podría darse por la acción 

fotoquímica, por temperatura o por la acción de algún compuesto oxidante (Gan et al., 2009). La 

reacción de fotooxidación más frecuente es la formación de endoperoxidos, que pueden 

convertirse en quinonas (Castaño et al., 2004). Corona-Ramírez e Iturbe-Argüelles (2005) 
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obtuvieron hasta 90% de degradación de HPA’s en un suelo arenoso, expuesto a una atenuación 

natural y sin la presencia de plantas, en donde un alto contenido de agua (30% de humedad) fue 

un factor importante para favorecer la tasa de degradación en corto tiempo (60 días). En el 

presente estudio, la degradación del FEN en arena sin planta fue de hasta 98%, lo que sugiere que 

la rizodegradación no es el único mecanismo que está actuando en la remediación de la arena 

contaminada. 

Durante la degradación de contaminantes por la acción de los microorganismos y sus 

enzimas o de la acción conjunta interacción microorganismo-raíz, se llevan a cabo otros procesos 

que influyen en la sobrestimación o subestimación de dicha degradación (Miranda-Martínez et 

al., 2007), como lo son los procesos de adsorción y absorción de HPA, tanto en suelo, como en 

planta (Schwab et al., 1998). En este sentido, se recomienda realizar estudios relacionados con la 

evaluación de estos dos procesos que influyen en la determinación de la mineralización de 

contaminantes orgánicos en el suelo (Miranda-Martínez et al., 2007). 
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CONCLUSIONES 

 

A los 40 días, la exposición de las plantas a 60 mg FEN kg
-1

 no afectó significativamente 

la formación de nódulos por Rhizobium tropici. Las plantas inoculadas con Rhizobium 

presentaron significativamente mayor PST con respecto a las plantas con Ninorg y a las que no 

tuvieron aporte de nitrógeno.  

Leucaena fue la especie vegetal que presentó significativamente mayor ANitro con 

respecto a la combinación Leucaena+Acaciella y Acaciella.  

La presencia o no de la  planta no influyó significativamente en la degradación del FEN.  

Por efecto de la planta, el FEN fue degradado hasta en 98.4% en Acaciella, un 98.2% en 

el testigo sin planta, un 98.1% en Leucaena y un 98% en Leucaena+Acaciella.  

En lo que respecta al factor fuente de N, los tratamientos inoculados con Rhizobium 

presentaron significativamente mayor degradación de FEN (99.5%) que aquellos tratamientos 

con Ninorg y sin fuente de nitrógeno cuyos porcentajes de degradación fueron de 97.5%, 

respectivamente.  
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CAPÍTULO VI 

 

CONCLUSIONES GENERALES 

 

El sistema simbiótico Rhizobium-leguminosas arbóreas toleró niveles de 

contaminación en el rango de 20-100 mg L
-1

 de NAF y FEN, sin embargo, el número de 

nódulos disminuyó a medida que aumentó la concentración del HPA. 

Leucaena leucocephala y Acaciella angustissima experimentaron un estrés oxidativo 

inducido por los HPA’s, y este estrés fue mayor en ausencia de Rhizobium y en presencia de 

FEN. 

La presencia de Rhizobium aumentó ligeramente la degradación de FEN en el sistema. 

 

PRIMERA FASE 

La contaminación con NAF y/o FEN tuvo efectos tóxicos en la formación de nódulos 

en ambas especias vegetales. Sin embargo, mientras que Leucaena fue más susceptible al 

NAF, Acaciella fue ligeramente más susceptible a la contaminación por FEN. 

La inoculación con Rhizobium, incrementó el PST hasta en un 150% para Leucaena, y 

en 100% para Acaciella, en comparación con las plantas no inoculadas. 

Para ambas especies, el contenido de CFT en hojas fue significativamente mayor en 

los tratamientos no inoculados comparado con los tratamientos inoculados con Rhizobium, y 

significativamente mayor en las plantas expuestas a FEN en comparación con el NAF. Para 

ambas plantas, la exposición de 100 mg L
-1

 resultó en mayor producción de CFT y AAT en 

hojas en comparación con las expuestas a bajas concentraciones de HPA’s. 
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Los resultados de este trabajo apoyan la hipótesis que Leucaena leucocephala y 

Acaciella angustissima experimentan un estrés oxidativo inducido por HPA’s, y que este 

estrés es mayor en ausencia de Rhizobium y en presencia de FEN.  

 

SEGUNDA FASE 

La exposición de las dos especies de leguminosas a 60 mg FEN kg
-1

 no afectó 

significativamente la formación de nódulos.  

Las plantas inoculadas con Rhizobium presentaron significativamente mayor PST con 

respecto a las plantas con Ninorg y con aquellas que no tuvieron aporte de nitrógeno.  

Leucaena fue la especie vegetal que presentó significativamente mayor ANitro con 

respecto a la combinación Leucaena+Acaciella y Acaciella.  

La presencia de la  planta no influyó significativamente en la degradación del FEN.  

Por efecto de la planta, el FEN fue degradado hasta en 98.4% en Acaciella, un 98.2% 

en el testigo sin planta, un 98.1% en Leucaena y un 98% en Leucaena+Acaciella.  

En lo que respecta al factor fuente de N, los tratamientos inoculados con Rhizobium 

presentaron significativamente mayor degradación de FEN (99.5%) que aquellos tratamientos 

con Ninorg y sin fuente de nitrógeno cuyos porcentajes de degradación fueron de 97.5 y 

97.5%, respectivamente. 

Un 97.5% de FEN se degradó en el sistema por la acción de otros mecanismos no 

evaluados (factores abióticos); sin embargo, la presencia de Rhizobium aumentó ligeramente 

(a 99.5%) la degradación del FEN en la arena contaminada. 
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APÉNDICE I 

 

 

Cuadro AI. Composición química de la solución nutritiva Faraheus modificada. 

 

Reactivo Cantidad 

  g L-1 

CaCl2 0.1 

MgSO4.7H2O 0.12 

KH2PO4 0.1 

Na2HPO4.2H2O 0.15 

Citrato férrico 0.005 

NH4NO3* 0.2 

 

MnSO4.H2O traza 

CuSO4.5H2O traza 

ZnSO4.7H2O traza 

H3BO3 traza 

NaCl traza 

(NH4)6Mo7O24.4H2O traza 
          * Omitir para una solución libre de nitrógeno 

          Esterilizar en autoclave y llevar el pH a 6.5 
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APÉNDICE II 

 

 

 

 

 

 

Figura AII.  Efecto de la inoculación de Rhizobium tropici en Leucaena leucocephala en 

sistemas “growth pouch” contaminados con 60 mg NAF L
-1

. (Fase experimental I) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inoculado con Rhizobium tropici No inoculado 
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APÉNDICE III 

 

 

 

Figura AIII. Efecto de la inoculación con Rhizobium, la fertilización inorgánica (20 mg 

NH4NO3 kg
-1

) y los tratamientos sin fuente de nitrógeno; en Leucaena leucocephala y 

Acaciella angustissima. A) No contaminados; B) con 60 mg FEN kg
-1

. 
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