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INTERACCION SIMBIOTICA Rhizobium-LEGUMINOSAS ARBOREAS EN
SISTEMAS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS POLICICLICOS
AROMATICOS
Carlos Lépez Ortiz, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2011

RESUMEN

En este estudio se evalud el establecimiento de la simbiosis entre Rhizobium tropici
CIAT899 y las leguminosas arboreas Leucaena leucocephala (Lam.) y Acaciella
angustissima (Mill.) en sistemas contaminados con naftaleno (NAF) y fenantreno (FEN), y
contemplé dos fases experimentales. En la primera fase se evalud el efecto de NAF y FEN
en la dinamica de formacién de nddulos, asi como la respuesta de la planta en el contenido
de compuestos fenolicos totales, actividad antioxidante total y contenido total de clorofilas
y carotenos. En la segunda fase se evalud la degradacion de 60 mg FEN kg™ de arena, asi
como la actividad de la enzima nitrogenasa en las rizosfera de las plantas. La
contaminacion con NAF y/o FEN tuvo efectos toxicos para la formacion de nodulos en
ambas especies vegetales. Sin embargo, mientras que Leucaena fue mas susceptible al
NAF, Acaciella fue ligeramente mas susceptible a la contaminacion por FEN. Ademas,
para ambas especies, las plantas expuestas a 20 mg FEN L™ no mostraron inhibicién en la
formacion de nodulos. La simbiosis con Rhizobium, incrementd 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 fendlicos totales en hojas fue significativamente mayor en los
tratamientos no inoculados en comparacion 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 hipdtesis que Leucaena leucocephala y
Acaciella angustissima experimentan un estrés oxidativo inducido por hidrocarburos
policiclicos aromaticos y que este estrés es mayor en ausencia de Rhizobium y en presencia
de FEN. EI FEN se degrado 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 degradacién de FEN
(99.5%) que aquellos tratamientos sin Rhizobium (97.5%). La actividad de la enzima
nitrogenasa no presentd efectos significativos por la presencia de FEN, pero fue
significativamente mayor en Leucaena comparada con Acaciella y la combinacién de
ambas especies.

Palabras clave: nodulo, HPA’s, compuestos fenolicos, contaminacion



SYMBIOTIC INTERACTION Rhizobium-LEGUME TREES IN CONTAMINATED
SYSTEMS WITH POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS
Carlos Lépez Ortiz, M.Sc.
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™, 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™ 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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CAPITULO |

INTRODUCCION

El suelo es un recurso natural indispensable para la supervivencia del ser humano.
Sin embargo, éste es susceptible de alteracion por contaminantes organicos resultantes de la
deposicion atmosférica, riego con aguas residuales y accidentes industriales. La
contaminacion del suelo por compuestos organicos 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 policiclicos aromaticos (HPA’s) son una clase de compuestos
organicos ampliamente distribuidos en el ambiente, subproductos de la combustion
incompleta o pirolisis de materiales organicos, los cuales son potencialmente peligrosos por
sus caracteristicas carcinogénicas y recalcitrantes (Wilcke, 2000). En algunos paises 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 situacion de grave riesgo ambiental.

La rizodegradacion es una tecnologia que busca potencializar la degradacion de
compuestos organicos contaminantes como los HPA’s, mediante el uso de plantas y la
asociacion de microorganismos con la raiz (Chiapusio et al., 2007). En este sentido, la
rizosfera de las plantas leguminosas representa un habitat ideal para microorganismos
degradadores de hidrocarburos (Radwan et al., 2007). La simbiosis Rhizobium-leguminosa
favorece la asimilacion de N atmosférico en estas plantas, por lo que estas plantas son mas

competitivas en suelos con baja fertilidad. Ademas, especies de leguminosas arbdreas como



Leucaena leucocephala Lam. y Acaciella angustissima Mill. son consideradas importantes
en la reforestacion de areas con problemas de erosion y tienen un especial interés en
sistemas agroforestales debido a su rapido crecimiento y su tolerancia a cambios extremos
en el ambiente (NAS, 1997; Rincon-Rosales y Gutiérrez-Miceli, 2008).

La efectividad de algunas leguminosas (Medicago sativa, Phaseolus coccineus) en
la remediacion 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 simbiotico ha recibido poca atencién. Por otro lado, el estudio de las respuestas
fisiologicas de leguminosas ante contaminantes organicos como los HPA’s, proporciona
datos desde el punto de vista ecoldgico que permiten comprender el efecto tdxico que el
contaminante provoca en la planta y su simbionte.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos hidrocarburos
poliaromaticos (naftaleno y fenantreno) en el establecimiento de la simbiosis Rhizobium
tropici-leguminosas arbdreas y en respuestas fisioldgicas selectas en hojas, raiz y nédulos,
asi como determinar la adaptacion y degradacion de fenantreno por Rhizobium tropici
CIAT899 asociado a Leucaena leucocephala, Acaciella angustissima, y la combinacion de

estas dos especies.



CAPITULO Il

OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de diferentes concentraciones de fenantreno y naftaleno en el
establecimiento de la simbiosis entre Rhizobium tropici con las leguminosas arbéreas
Acaciella angustissima y Leucaena leucocephala, asi como su respuesta en la acumulacion
de compuestos fendlicos, actividad antioxidante total y en el contenido de clorofilas totales

carotenos totales, y en la degradacién del contaminante.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de fenantreno y naftaleno en el
nimero de nodulos 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 fisioldgica de la
planta y el ndédulo en la produccion de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante, asi como el contenido de clorofilas y carotenoides en hojas, ademas de
la actividad de la enzima nitrogenasa frente a fenantreno.

3) Conocer la capacidad de degradacion de fenantreno por el sistema simbidtico

Rhizobium tropici-leguminosas arbéreas.



HIPOTESIS GENERAL

El sistema simbidtico Rhizobium tropici-leguminosas arboreas tolera y degrada
hidrocarburos poliaromaticos, ademas reduce el estres abiotico en la planta, reflejado en la
produccién de compuestos fendlicos totales, actividad antioxidante total, y contenido de

clorofilas y carotenos.

HIPOTESIS PARTICULARES

1) La tolerancia y el establecimiento de la simbiosis Rhizobium tropici—leguminosas
depende de la naturaleza quimica del hidrocarburo policiclico aromatico.

2) La simbiosis con Rhizobium reduce el estrés abidtico provocado por los
contaminantes en las leguminosas arbéreas, y que se ve reflejado en la reduccién de
los compuestos fenolicos totales, actividad antioxidante total y contenido de
clorofilas y carotenos.

3) El sistema simbidtico Rhizobium-Leguminosas arboreas tiene la capacidad de

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



CAPITULO 111

REVISION DE LITERATURA
EL PAPEL DE LA SIMBIOSIS Rhizobium-LEGUMINOSA EN LA REMEDIACION
DE SITIOS CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS POLICICLICOS

AROMATICOS

Contaminacién del suelo por hidrocarburos

En la actualidad, México al igual que otros paises en vias de desarrollo, ha
experimentado profundos cambios econdémicos y sociales que se han acompafiado de un
creciente deterioro del ambiente y pérdida de sus recursos naturales (SEMARNAT, 2008). La
Ley General del Equilibrio Ecolégico y Proteccién al Ambiente (LGEEPA), define
“contaminacion” como la presencia en el ambiente de uno o mas contaminantes o de
cualquier combinacion de ellos que cause desequilibrio ecologico; y define “contaminante”
como toda materia o energia en cualesquiera de sus estados fisicos y formas, que al
incorporarse o actuar en la atmosfera, agua, suelo, flora, fauna o cualquier elemento natural,
altere o modifique su composicion y condicién natural.

En Meéxico, las actividades industriales y la agricultura han provocado serios dafios 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 toxicos entre los
cuales se incluyen los plaguicidas derivados de las practicas agricolas y los hidrocarburos

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



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
caracteristicas, afecta la naturaleza del suelo. La contaminacion del suelo por hidrocarburos
ocurre durante su explotacion, transporte y por rupturas de los ductos; los derrames de estos
combustibles ocasionan graves problemas sobre todo si el suelo es permeable porque la
contaminacion puede extenderse rapidamente (Saval, 1998). Los limites maximos permisibles
en México para fracciones de hidrocarburos en suelo y los limites méximos permisibles para
hidrocarburos especificos en suelo se muestran en los Cuadros 1 y 2 (NOM-138-

SEMARNAT/SS-2003).

Cuadro 1. Limites méaximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en el suelo

Fraccion de Uso de suelo predominante®
Hidrocarburos (mg kg base seca)
Agricola® Residencial® Industrial
Ligera 200 200 500
Media 1200 1200 5000
Pesada 3000 3000 6000

Cuadro 2. Limites maximos permisibles para hidrocarburos especificos en el suelo

Hidrocarburos Uso de suelo predominante®
especificos (mg kg base seca)
Agricola® Residencial® Industrial

Benceno 6 6 15
Tolueno 40 40 100
Etilbenceno 10 10 25
Dibenzo (a,h) antraceno’ 2 2 10
Benzo (a) pireno” 2 2 10
Benzo (a) antraceno” 2 2 10
Indeno (1,2,3-cd) pireno* 2 2 10

1. Para usos de suelo mixto, debera aplicarse la especificacion al menor valor de los usos de suelo involucrados

2. Agricola incluye suelo forestal, recreativo, y de conservacion.

3. Industrial incluye comercial.

4. La determinacidn de hidrocarburos aromaticos polinucleares deberd realizarse inicamente en los casos que se
pretende demostrar que se esta cumpliendo con los limites méaximos permisibles.
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Hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA’s)

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA's) constituyen una familia de
compuestos de amplia distribucion ambiental, que se caracterizan por contener dos 0 mas
anillos de benceno unidos entre si (Cuadro 3). La mayoria contiene Unicamente carbono e
hidrogeno, y son siempre estructuras polinucleares de tipo aromatico (Vives et al., 2001). Los
HPA's son sustancias lipofilicas, tendencia que se incrementa con el aumento de su masa
molecular, ademas, son inestables fotoquimicamente, por lo que se degradan con la luz
(proceso de fotooxidacion) (Albers, 1995)

Las caracteristicas quimicas y ambientales de los HPA’s dependen del niimero de
anillos aromaticos 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 aromaticos) y 2) HPA’s de alto peso molecular
(contienen cuatro o mas anillos aromaticos). La hidrofobicidad, recalcitrancia y toxicidad de
estos compuestos aumentan con el numero de anillos aromaticos (Cerniglia, 1993). Los
HPA'’s de bajo peso molecular tienden a ser mas solubles y volatiles 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
acumulacién 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 bioldgicos, se
relaciona con su alto grado de toxicidad y con sus caracteristicas 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 mas peligrosos

(Vives et al., 2001).



Cuadro 3. Propiedades fisicoquimicas de trece hidrocarburos policiclicos aromaticos

considerados como principales contaminantes (ATSDR, 1995).

HPA Formula Peso Punto de Puntode  Solubilidad°
quimica  molecular ebullicion (°C)  fusion (°C) (mg L™
CioHs 180 218 77 31
Naftaleno
OO CioHio 154 279 95 3.8
Acenaftaleno
OO CioHg 152 280 94 16.1
Acenaftileno
Oee CuaHuo 178 340 318 0.045
Antraceno
OCQ CusHio 178 340 99.5 1.1
Fenantreno
O-O CisHio 166 295 116 1.9
Fluoreno
O&Q CisHio 203 375 111 0.26

Fluorantreno



Cuadro 3. (Continuacion...)

HPA Formula Peso Punto de Punto de Solubilidad"°
quimica molecular  ebullicién (°C)  fusién (°C)  (mg L™
OOQO CisH12 228 438 158 0.011
Benzo[a]antraceno
OO CisH1z 228 448 253 0.0015
Criseno
!‘ CieHio 202 404 145 0.134
Pireno
O é‘ée CooH12 252 495 179 0.0038
Benzo[a]pireno
‘OO‘ CooHuy 278 524 266 0.0005
Dibenzo[a,h]antraceno
CO CooHa 276 536 162 0.062

Indeno[1,2,3-cd]pireno

W
@
-




La exposicion a los HPA’s puede ocurrir via inhalacion, ingestion 0 contacto cutaneo.
Ademaés, también se ha observado que los HPA’s pueden llegar a la placenta y causar efectos
nocivos al embrion y al feto (Collins et al., 1991). Una vez ingeridos, los HPA’s son
absorbidos rapidamente por el aparato gastrointestinal. Muchos casos de cancer de pulmon,
higado, intestino, pancreas 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 exposicion y la
presencia de otras sustancias toxicas influyen en gran medida en los efectos toxicoldgicos
(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
unicos HPA’s que no son claramente mutagenicos 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 fosiles tales como carbon o
petroleo, 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
combustion incompleta de la materia organica, la actividad volcanica, bosques, praderas, la
combustion de combustibles fésiles, incineracion, y en menor grado al cocinar los alimentos
(Maliszewska-Kordybach, 1999). Ademés, estos compuestos se han detectado en las
emisiones de motores, en el humo de tabaco, y en alimentos tales como carnes al carbon de
lefia, asadas a la parilla o ahumadas, pescados ahumados, ademas en grasas y aceites

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

La biorremediacion es una tecnologia que utiliza organismos vivos 0 sus enzimas para
transformar, acumular o degradar biogquimicamente contaminantes hasta concentraciones que
no produzcan efectos nocivos a la salud humana o al ambiente en el corto y largo plazo
(Fernandez-Linares, 2000).

El fundamento bioquimico de la biorremediacion se basa en que en la cadena
respiratoria, o trasportadora de electrones de las células, se produce una serie de reacciones de
oxido-reduccién cuyo fin es la obtencion de energia. La cadena la inicia con un sustrato
organico que es externo a la célula y que actia como donador de electrones, de modo que la
actividad metabdlica de la célula acaba degradando y consumiendo dicha sustancia, la cual es
transformada en el mejor de los casos, en CO, y agua (Maroto-Arroyo y Rogel-Quesada,
2001). La susceptibilidad a la biodegradacion varia de acuerdo al tipo y tamafio de la
molécula del hidrocarburo. Los n-alcanos tienen mucha similitud con los acidos grasos y las
parafinas, y éstos son utilizados por muchos microorganismos como fuente de carbono y
energia. Los compuestos aromaticos se degradan mas lentamente que los alcanos (National

Research Council, 1985).

Fitorremediacion

Estudios recientes han demostrado que algunas plantas con determinadas
caracteristicas fisiologicas, incrementan la degradacion de diversos compuestos organicos en
suelos contaminados. Sin embargo, se conoce poco acerca de la participacion directa o
indirecta, de las interacciones simbioticas con microorganismos y de los mecanismos y etapas

que ayudan a las transformacion de estos compuestos (Lopez-Martinez et al., 2005).
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El término “fitorremediacion” que consiste en el prefijo griego Phyto (planta) y la raiz
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
agronomicas, se puede dar una remocion del contaminante presente en el suelo (Cunningham
et al., 1996). Hay diferentes formas de fitorremediacion y el definir estas formas es util para
entender los distintos procesos que pueden ocurrir en presencia de las plantas; qué sucede
con el contaminante, donde ocurre la remediacion, y qué debe hacerse para una
fitorremediacion eficaz. Estas diferentes formas de fitorremediacion se pueden aplicar a
contaminantes especificos, a ciertos niveles de contaminacion y también requieren de

distintos tipos de plantas (USEPA, 2000).

El potencial de la rizésfera en la degradacion de hidrocarburos

Las raices de las plantas son un habitat ideal para el desarrollo de microorganismos.
Las poblaciones microbianas que se encuentran asociadas en las raices son muchas y muy
variables (Atlas y Bartha, 2002). Cuando la planta se encuentra presente en suelos
contaminados con hidrocarburos se crea un habitat ideal para bacterias y hongos que utilizan
al compuesto como fuente de carbono, necesario para su metabolismo. Estas poblaciones
microbianas se multiplican rdpidamente en la zona rizosférica, promoviendo de esta forma la
degradacion del contaminante (Hernandez-Acosta et al., 2003; Hernandez-Acosta, 2007).

La rizodegradacion es la degradacion del contaminante por la actividad microbiana y
compuestos metabdlicos activos, exudados por las raices de las plantas (Schonoor et al., 1995;
Ferrera-Cerrato, 2000). Otra definicion se refiere a la biodegradacion natural que ocurre en el

suelo por la influencia de las raices, y que conducira a la destruccién o la desintoxicacion de
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un contaminante organico (Figura 1). Los contaminantes organicos en el suelo se convierten
en productos menos tdxicos o son completamente mineralizados a compuestos inorganicos
como CO, 6 H,0O. La rizosfera 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, aminoacidos, acidos organicos, acidos grasos, enzimas y otros compuestos
(Shimp et al., 1993; Muratova et al., 2009). Para la degradacion de compuestos organicos se
han utilizado plantas como Brachiaria brizantha, Panicum maximun (Hernandez y Mager,

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

2008), entre otras.

Humificacién

C
_ ) \
Biorremediacion

—

0,/H,0

dentro de la raiz/planta

Cometabolismo

©—P_ A

Contaminantes
organicos @ A
Exudantes (Azucares,
alcoholes, fenoles,
carbohidratos y aminoacidos)

Microorganismos en la
rizésfera (Bacterias, hongos y
actinomicetos)

Pluma del contaminante
“C” Representa el compuesto contaminante

Figura 1. Mecanismo de rizodegradacién por accion de la asociacion planta-microorganismos

(ITRC, 2001).
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Degradacion del naftaleno y fenantreno

La habilidad de algunas bacterias para utilizar naftaleno como fuente de carbono y
energia fue reportada desde 1927 (Tattersfield, 1927; Tausson, 1927). Afios mas 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 metabdlica de la degradacion de naftaleno. De esta forma, se conoce que la degradacion
de naftaleno por bacterias es iniciada por la doble hidroxilacion de uno de los anillos, para

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

R OOCMNH-CH;
X O
Mathyl naphthalena Maghthalene Carbaryl
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|
HOH = 1- OH OH
T O —00

Hydroxymethyl 1.2-Dihydroxynaphthalene Naphthol

naphthalene +
4 l R +
OoC oH
Naphthoic ackd Salicylaldehyde
EZ’LW O
COOH :
Salicylic acid o Eipheont

N
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Genlisate Catechol
™~ rd
™
Centrail Carbon
Pathwray

Figura 2. Ruta metabdlica en la degradacion de naftaleno (Phale et al., 2007).
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En el caso del fenantreno, la degradacion inicia con la doble hidroxilacién de uno de
los anillos por accion 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

oo

Cm FhmTthmne

Anthracens i OH

organicos carcinogénicos (Phale et al., 2007).
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Figura 3. Ruta metabdlica en la degradacion de fenantreno (Phale et al., 2007).
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Fijacion bioldgica de nitrégeno

El nitrogeno bioldgicamente disponible es Ilamado también nitrogeno fijado y es un
elemento esencial para la vida. La capacidad de fijar nitrogeno es exclusiva de
microorganismos procariotes que viven libres en el suelo o que establecen una relacion
simbiotica con las raices de algunas plantas (Lloret y Martinez-Romero, 2005; Almaraz-
Suarez y Ferrera-Cerrato, 2007).

La fijacion biologica del nitrégeno en asociacion simbiotica incluye tres grupos de

interacciones (Lloret y Martinez-Romero, 2005):

1. Los heterocistos de las cianobacterias que ocupan tejidos de helechos (Wagner, 1997),
cicadas (Ahern y Staff, 1994) y dicotileddneas.

2. Actinomicetos representados por Frankia (Knowlton et al., 1980), que forman nddulos
con plantas no leguminosas, incluyendo géneros como Alnus y Prusia.

3. Los rizobios que forman ndédulos en muchas leguminosas (Martinez-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 raices de estas plantas se
forman nddulos, estructuras especializadas donde el nitrogeno atmosférico es reducido a
amonio. Asi, la planta aprovecha el nitrégeno y la bacteria recibe a cambio carbohidratos y

nutrimentos (Almaraz-Suarez y Ferrera-Cerrato, 2007).
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Pocos trabajos han estudiado el impacto de la inoculacién con rizobios durante la
remediacion de HPA’s y la interaccion de dos o mas 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 raices 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 haloaroméaticos y compuestos tan complejos
como los bifenilos policlorados (Damaj y Ahmad, 1996). Sin embargo, la habilidad de
rizobios en vida libre o simbi6tica, para degradar HPA’s es poco conocida (Johnson et al.,

2004).

Las leguminosas en suelos contaminados con hidrocarburos

La capacidad de ciertas leguminosas arbdreas y arbustivas para fijar nitrogeno
atmosférico simbidticamente tiene importancia ecol6gica; por ejemplo estas plantas en
sistemas semiaridos-agroforestales permiten la restauracion y mantenimiento de la fertilidad
del suelo, ademas del combate de la erosion y la desertificacion (Marcano et al., 2001).

Las leguminosas normalmente tienen un sistema radical poco ramificado pero
profundo que les permite actuar sobre contaminantes en las capas méas profundas del suelo
(Kirk et al., 2002). La simbiosis Rhizobium-Leguminosa favorece la asimilacion de N en estas
plantas por lo que son mas competitivas en suelos con baja fertilidad. Esta caracteristica es
importante, ya que la contaminacion con hidrocarburos incrementa la relacion 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 fitorremediacion, debido a sus adaptaciones al clima y a condiciones de suelo
donde otras plantas no prosperarian.

El interés principal en la seleccion de leguminosas radica en su rapido crecimiento y
su alta capacidad para fijar nitrégeno. Acaciella angustissima y Leucaena leucocephala son
dos especias arboreas de amplia distribucion en regiones tropicales y subtropicales de México
(Rincon-Rosales y Gutiérrez-Miceli, 2008; CONABIO, 2008), que forman islas de fertilidad,
incrementan el contenido de materia orgénica en el suelo y proveen refugio a la flora y la
fauna (Reyes-Reyes et al., 2003). Ademas, son consideradas especies importantes en la
reforestacion de areas con problemas de erosion (Lloret et al., 2007).

Por otro lado, leguminosas herbaceas como frijol (Phaseolus vulgaris), Phaseolus
coccineus y alfalfa (Medicago sativa) también pueden ser efectivas en los sistemas de
remocion de contaminantes (Gonzalez-Paredes et al., 2007; Sangabriel et al., 2006).
Sangabriel et al. (2006) reportaron tolerancia Phaseolus coccineus a contaminantes como el
combustoleo. Sin embargo, para la fitorremediacion es importante seleccionar especies de
leguminosas con adaptacion a diversas condiciones de sitios y a la concentraciéon del
contaminante (Ferrera-Cerrato et al., 2008).

El uso de leguminosas para potencializar la biorremediacion de suelos contaminados
con compuestos organicos 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 nitrégeno
atmosférico, ofrecen una ventaja nutrimental a los suelos con problemas de contaminacion

(Johnson et al., 2004).
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Hay evidencia que la actividad microbiana en la rizosfera puede favorecer la
degradacion de plaguicidas (Anderson et al., 1994), y la degradacion de quimicos industriales
como los hidrocarburos poliaromaticos (Reilley et al., 1996; Joner et al., 2001).

Merkl et al. (2004) indican que una de las principales caracteristicas para la seleccién
de leguminosas con capacidad de fitorremediar suelos contaminados con hidrocarburos, es la
capacidad que tienen las semillas para germinar en esas condiciones. Ademas, sugieren dos
leguminosas tropicales (Centrosema brasilianum y Calopogonium mucunoides) como buenas
candidatas para la utilizacion en este tipo de tratamientos. Al respecto, Amadi et al. (1993)
mencionaron que la inhibiciéon de la germinacion esta correlacionada con las propiedades
hidrofébicas 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 (Quifiones-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 répido crecimiento, capacidad de fijar nitrégeno, por la
calidad de compuestos secundarios (fenoles, taninos, entre otros) que acumula en su corteza
(Rincon-Rosales et al., 2003). Esta leguminosa se puede encontrar en las regiones aridas y
semiaridas de México (Dzowela, 1994), ademas de Chiapas, donde es usada para el curtido
artesanal de pieles (Rincon-Rosales y Gutierrez-Miceli, 2008).

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

tropical y es una especie de amplia distribucion en las regiones tropicales y subtropicales del
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pais, y se extiende desde México hasta Nicaragua (CONABIO, 2008). Los espafioles la
introdujeron en Filipinas y desde ahi se extendid por todo el sureste asiatico. Ademas, es
considerada una especie importante en la reforestacion de areas con problemas de erosion

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

Respuestas fisioldgicas de la planta a la contaminacion por hidrocarburos

El efecto tdxico de los HPA’s puede relacionarse con la produccion exacerbada de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que incluyen el H,0O,, el O, y HO, las cuales pueden
servir como moléculas de sefializacion y/o como subproductos citotoxicos (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 metabdlicas en el peroxisoma (Vranova et al., 2002; Liu et al., 2009).
Debido a que las ROS atacan quimicamente nucle6tidos, proteinas, carbohidratos y acidos
grasos, las plantas emplean diversos mecanismos para neutralizar estos compuestos (Moller et
al., 2007). Foyer et al. (1994) sugieren que la tolerancia al estrés bidtico y/o abiotico es
debida a un aumento en la capacidad antioxidante de las plantas.

Los sistemas antioxidantes han sido clasificados como enzimaticos y no enzimaticos,
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
superdéxido dismutasa (SOD, elimina el anidn-radical superoxido), la catalasa (CAT, elimina
H.O, en los peroxisomas), glutation reductasa (GR, implicada en la regeneracion del
glutation), ascorbato peroxidasa (APX, elimina H,O; 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-enzimaticos se pueden distinguir los antioxidantes hidrosolubles (como el
acido ascorbico y el glutatién) y los liposolubles (carotenos, xantofilas y el a-tocoferol,
presentes en membranas (Arora et al., 2002; Blokhina et al., 2003).

Por otro lado, los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios sintetizados por
la planta de forma normal en el proceso de desarrollo y como defensa de la planta contra el
estrés hidrico, tolerancia a los cambios de temperatura ambiental, contaminantes, radiacion
UV, entre otros factores (Naczk y Shahidi, 2004). Ademas, participan en la limpieza de ROS,
controlan la simbiosis mutualista, y ayudan a la aclimatacion de las plantas (Treutter, 2005).

Al respecto, Liu et al. (2009) en un estudio con Arabidopsis thaliana encontraron a los
30 dias de exposicion a concentraciones de 0 a 1.25 mM de fenantreno, mayor actividad de
enzimas antioxidantes asi como un incremento de H,O,. Estos autores sugieren un estrés
abiotico provocado por la presencia del poliaromatico en el sistema, que se ve reflejado en la
produccion de enzimas antioxidantes a medida que se incrementa la concentracion del
contaminante.

Sin embargo, en la actualidad son pocos los estudios que muestran evidencia del estrés
que provocan los hidrocarburos poliarométicos bajo condiciones de simbiosis mutualista,

como es el caso de la interaccion Rhizobium-leguminosas.
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CAPITULO IV

ESTABLECIMIENTO Y RESPUESTAS FISIOLOGICAS DE LA SIMBIOSIS Rhizobium

tropici-leguminosas arboreas EN PRESENCIA DE FENANTRENO Y NAFTALENO

RESUMEN

Este estudio evalud el establecimiento de la simbiosis entre Rhizobium tropici CIAT899 y
las leguminosas arboreas Leucaena leucocephala (Lam.) y Acaciella angustissima (Mill.) en
sistemas contaminados con naftaleno (NAF) y fenantreno (FEN), asi como la respuesta de la
planta en el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT), actividad antioxidante total (AAT)
y contenido total de clorofilas (CloroT) y carotenos (CaT). A los 31 dias, el NAF tuvo mayor
efecto negativo en la formacion de nddulos en Leucaena, mientras que el FEN lo hizo
ligeramente con Acaciella. Ambas leguminosas no mostraron diferencias significativas en la
formacion de nédulos a concentraciones de 20 mg FEN L™, mientras que las concentraciones de
60 y 100 mg FEN L™ redujeron significativamente la nodulacién. La inoculacion con Rhizobium
incrementd 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 comparacion con los
tratamientos inoculados con Rhizobium, y significativamente mayor en las plantas expuestas a
FEN en comparacion con el NAF. Para ambas especies, la exposicion a 100 mg HPA’s L™
produjo mayor produccién de CFT y AAT en hojas en comparacion con las expuestas a bajas
concentraciones de HPA’s. Para el caso de raiz, los testigos no contaminados presentaron mayor
produccion 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. EI NAF y FEN actuaron
de forma distinta en el establecimiento de la simbiosis entre Rhizobium tropici-Leguminosas.
Ademas, la inoculacion con Rhizobium fue un factor determinante en el PST y contenido foliar de
CFT y AAT de ambas especies.

Palabras claves: nodulo, HPA’s, compuestos fendlicos, contaminacion
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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™, whereas concentrations of 60
and 100 mg FEN L™ 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™ 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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INTRODUCCION

Las leguminosas son importantes en la agricultura, ya que incrementan la fertilidad de los
suelos a través de la fijacion simbiotica del nitrogeno (Almaraz-Suarez y Ferrera-Cerrato, 2007).
El nitrogeno es fijado dentro de estructuras especializadas denominadas nddulos, que se
desarrollan en la raiz de las leguminosas (Lloret y Martinez-Romero, 2005). La simbiosis
Rhizobium-Leguminosa favorece la asimilacion de N en estas plantas, por lo que son mas
competitivas en suelos con baja fertilidad. Esta caracteristica 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 organicos como los
hidrocarburos (Ferrera-Cerrato et al., 2008).

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA’s) son encontrados en sitios industriales a
muy altas concentraciones, su acumulacion es debido a su baja solubilidad y sus propiedades
recalcitrantes (Wilson y Jones, 1993). El problema que representan estos compuestos en los
sistemas biologicos, se relaciona con su alto grado de toxicidad y por sus caracteristicas
carcinogeénicas y mutagénicas (Edwars, 1983).

La efectividad de algunas plantas en la remediacion 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 atencién. Por ejemplo, la
contaminacion del suelo con fenantreno a una concentracion de 1000 mg kg™ incrementa el
numero de nodulos activos en Trifolium pratense (Chiapusio et al., 2007); mientras que, la
exposicién a fenantreno a una concentracién de 100 pg mL™ reduce significativamente la
nodulacion en Phaseolus vulgaris (Gonzalez-Paredes et al., 2007). El estudio de respuestas

fisiologicas de leguminosas arboreas ante los HPA’s, proporciona datos interesantes desde el
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punto de vista ecoldgico, pues estas plantas forman islas de fertilidad que incrementan el
contenido de materia organica en el suelo y pueden proveer de refugio a la flora y fauna. Ademas,
Leucaena leucocephala y Acaciella angustissima son consideradas especies importantes en la
reforestacion de areas con problemas de erosion y tienen un especial interés en sistemas
agroforestales debido a su rapido crecimiento y su tolerancia a cambios extremos en el ambiente
(NAS, 1997; Rincén-Rosales y Gutiérrez-Miceli, 2008).

En las plantas, el efecto toxico de los HPA’s puede relacionarse con la produccion
exacerbada de especies reactivas de oxigeno (ROS), que incluyen el H,O,, el 0, y HO', las
cuales pueden servir como moléculas de sefializacion y/o como subproductos citotdxicos (Liu et
al., 2009). Sin embargo, existe poca informacion sobre las respuestas fisioldgicas de los sistemas
simbioticos planta-microorganismos en presencia de HPA’s.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos hidrocarburos
poliaromaticos (naftaleno y fenantreno) en el establecimiento de la simbiosis Rhizobium tropici-

Leguminosas arboreas y las respuestas fisioldgicas selectas de hojas, raiz y nédulos.
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MATERIALES Y METODOS

Semillas de Leucaena leucocephala (Lam.) y Acaciella angustissima (Mill.) fueron
escarificadas con H,SO, al 90% durante 15 minutos y posteriormente, desinfectadas
superficialmente con NaClO durante 10 minutos, y germinadas en agar-agua al 1%. A los cinco
dias después de la germinacion, las plantulas fueron transferidas a una bolsa “Growth Pouch” con
40 mL de solucién nutritiva de Fahraeus (Fahraeus, 1957) (ver Apéndice 1) contaminada con
naftaleno (NAF) o fenantreno (FEN). Cada hidrocarburo poliaromatico fue disuelto en acetona y
aplicado a la solucién Fahraeus en las siguientes concentraciones: 20, 60 y 100 mg L™. Ademas
se establecieron plantas en un sistema no contaminado (0 mg L™) como tratamiento testigo. A los
tres dias del transplante, las plantulas fueron inoculadas con 1.0 mL de una suspension con
Rhizobium tropici CIAT899 (720 x 108 UFC mL™ y 350 x 10° UFC mL™, para L. leucocephala y
A. angustissima, respectivamente). Ademas, se consideraron tratamientos sin inoculacion de la
bacteria.

El experimento se mantuvo durante 31 dias en camara de crecimiento de ambiente
controlado con 12 h de fotoperiodo; la temperatura maxima/minima y humedad relativa
méaxima/minima fueron 26.0/24.0°C y 65/70%, respectivamente. Durante este periodo, los
nodulos radicales fueron cuantificados cada tercer dia, a partir de su aparicion hasta el final del
experimento. Las plantas fueron cosechadas a los 31 dias, y secadas a 70°C durante 72 h para
determinar el peso seco total (PST).

El contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) fue determinado mediante el ensayo
con el reactivo Folin-Ciocalteau, utilizando &cido clorogénico como estandar (Singleton y Rossi,
1965; Soong y Barlow, 2004). Muestras de hoja, raiz y nodulos de las plantas fueron maceradas

en mortero con 1.5 mL de metanol al 80%, y centrifugadas durante 15 min a 15000 rpm. Los

26



extractos fueron conservados a —20 °C hasta su analisis. El analisis consistio en reaccionar
alicuotas de 30 pL de los extractos con 90 pL de carbonato de sodio (Na,COs), y 150 uL de
solucion de Folin-Ciocalteau en microplacas de 96 pozos. Después de 30 minutos, se tomaron
lecturas de absorbancia a 725 nm en espectrofotdmetro (Synergy 2, Biotech® Instruments). Los
resultados fueron expresados como miligramos de equivalentes de acido clorogénico por gramo
de tejido fresco (mg acido clorogénico g).

Para evaluar la actividad antioxidante total (AAT) se utilizé el ensayo de decoloracion del
radical 1,1-difenil-2-picrildrazil (DPPH) utilizando Trolox como compuesto antioxidante
(Matthéus, 2002). A partir de los extractos obtenidos para CFT, se tomaron alicuotas de 15 pL
que fueron transferidas a microplacas de 96 pozos y reaccionadas con 285 L solucién 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 espectrofotometro
(Synergy 2, Biotech® Instruments). Los resultados fueron expresados como milimoles de
equivalentes de Trolox por gramo de tejido fresco (mM Trolox g™).

Para la cuantificacién de clorofilas y carotenos se usé la metodologia 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 refrigeracion hasta el momento de tomar
lecturas de absorbancia (470, 645, 662 nm) en espectrofotometro (Synergy 2, Biotech®
Instruments). Los resultados fueron expresados en miligramos por gramo de tejido fresco (mg

g™h). La cuantificacion de los pigmentos fue estimada mediante las siguientes ecuaciones:

Clorofila a Clorofilab Carotenos

Ca= 11.75 Aggr-2.350 Agus Cb=18.61 Agss-3.960Aq, Cyuc= 1000 A470-2.270Ca-81.4Cb/227

A=Absorbancia
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Para cada especie de leguminosa arbdrea, se utilizé un experimento factorial 2x4x2, que
incluyé 16 tratamientos con seis repeticiones, distribuidos en un disefio experimental
completamente al azar. Los factores fueron HPA en el sistema (NAF y FEN), concentracién del
HPA (0, 20, 60 y 100 mg L™), y la inoculacién de Rhizobium tropici (con y sin). Los datos
obtenidos fueron analizados mediante andlisis de varianza y prueba de comparacion de medias

(LSD, 0=0.05) mediante el programa estadistico SAS (SAS Institute, 2002).
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RESULTADOS

Dinamica de nodulacién en Leucaena leucocephala

A los 31 dias, el tipo de contaminante, la concentracion del contaminante y el tratamiento,
tuvieron efectos significativos (P<0.001) para la aparicion de nddulos de R. tropici en L.
leucocephala. En el caso del tipo de contaminante, las plantas ante FEN presentaron una
aparicion mas temprana de nodulos, en comparacion con las plantas expuestas a NAF (Figura
4A). Con respecto al factor concentracion del contaminante, los primeros noédulos aparecieron en
la concentracién de 20 mg L™, a los 11 dfas. Sin embargo, después de los 14 dias se observé que
a mayor concentracion del contaminante menor nimero de nédulos (Figura 4B).

En el caso de tratamientos, las plantas expuestas a 20 mg FEN L™ mostraron hasta el dia
28, mayor namero de nddulos (8.2), sin mostrar diferencias estadisticas con el tratamiento
testigo. En contraste, las concentraciones de 60 y 100 mg FEN L™ disminuyeron
significativamente la formacion de nddulos con 6.5 y 4.3 respectivamente (Figura 5A). Por otro
lado, las plantas expuestas al NAF mostraron la tendencia de retardar significativamente la
aparicién de nodulos al incrementar la concentracion de este hidrocarburo poliaromatico,

especialmente ante 60 y 100 mg NAF L™ en comparacion con el testigo (Figura 5B).

Dinadmica de nodulacién de Acaciella angustissima

A los 31 dias, unicamente la concentracion del contaminante tuvo efectos significativos
(P<0.05) para la formacién de nddulos en raices de Acaciella (Figura 6B), mientras que el tipo de
HPA no fue significativo para la aparicion de nodulos (Figura 6A). Con respecto al factor
concentracion, los primeros nédulos aparecieron en el tratamiento testigo (0 mg L™), siguiendo

una tendencia de disminucion en el nimero de nddulos al aumentar la concentracion (Figura 6B).
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Figura 4. Dindmica de aparicion de nodulos formados por Rhizobium en raices de Leucaena

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

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

(n=12). Medias + Error estandar.
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Figura 5. Dindmica de aparicion de nédulos formados por Rhizobium en raices de Leucaena

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

contaminacion con dos hidrocarburos policiclicos aromaticos. n=6. Medias + Error estandar.
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Figura 6. Dindmica de aparicion de nodulos formados por Rhizobium en raices de Acaciella
angustissima durante 31 dias de establecidas en sistema “growth pouch” atendiendo a los factores
independientes: A) tipo de hidrocarburo (n=24), y B) concentracion del contaminante (n=12).
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Figura 7. Dindmica de aparicion de nodulos formados por Rhizobium en raices de Acaciella
angustissima durante 31 dias de establecidas en sistema “growth pouch” en presencia de

contaminacion con dos hidrocarburos policiclicos aromaticos. n=6. Medias + Error estandar.
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En el caso de tratamientos, las plantas expuestas a 20 mg FEN L™ mostraron hasta el dia
31, mayor nimero de nodulos (3.7), en comparacion con las concentraciones de 0, 60 y 100 mg
FEN L™ que disminuyeron la formacién de nédulos, 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 aparicion de nddulos al incrementar la concentracion de este hidrocarburo
poliaromético (Figura 7B), especialmente ante 60 y 100 mg NAF L™ en comparacién con el

testigo, como en el caso de Leucaena.

Peso seco total de Leucaena leucocephala

El peso seco total de Leucaena mostro diferencias significativas unicamente por el factor
inoculacion y el tratamiento (P<0.001) (ver Apéndice Il). La inoculacién con Rhizobium resulté
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™ tuvieron mayor
biomasa seca (Figura 8A), mientras que el tratamiento con el menor PST correspondio a las

plantas no inoculadas expuestas a 60 mg NAF L™ (Figura 8B).

Peso seco total de Acaciella angustissima

El peso seco total de Acaciella mostrd diferencias significativas por el factor inoculacion
(P<0.001), concentracion 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 inoculaciéon con
Rhizobium resulté en 102% mayor biomasa seca con respecto a las plantas no inoculadas. Por
efecto del factor independiente concentracion del contaminante, las plantas expuestas a 20 mg L™

presentaron mayor PST en comparacion a las expuestas a 0, 60 y 100 mg L™
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Figura 8. Peso seco total de Leucaena leucocephala inoculadas y no inoculadas con Rhizobium
tropici CIAT 899 y expuestas a dos hidrocarburos policiclicos aromaticos durante 31 dias. A)

Fenantreno, B) Naftaleno. n=4. Medias + Error estandar.
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Figura 9. Peso seco total de Acaciella angustissima inoculadas y no inoculadas con Rhizobium
tropici CIAT 899 y expuestas a dos hidrocarburos policiclicos aromaticos durante 31 dias. A)

Fenantreno, B) Naftaleno. n=4. Medias + Error estandar.
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En lo que respecta a tratamientos, las plantas inoculadas en presencia de 20 mg FEN L™
tuvieron mayor biomasa seca, mientras que los tratamientos con el menor PST correspondieron a

las plantas no inoculadas expuestas a 100 mg FEN L™ y 100 mg NAF L™ (Figura 9A y B).

Compuestos fenolicos totales en Leucaena leucocephala

El contenido de CFT en hojas presento diferencias significativas por efecto del tipo de
contaminante, la inoculacién (P<0.001), la concentracion 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 inoculacién, 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 concentracién de los HPA’s, las plantas expuestas a 100 mg L y 60 mg L*
presentaron mayor concentracion de CFT en comparacion con plantas testigo sin contaminante, y
con plantas con 20 mg L™ (Figura 10A y C). El tratamiento que presenté mayor contenido de
CFT fueron las plantas no inoculadas expuestas a 60 mg FEN L™, mientras que las plantas
inoculadas expuestas a 20 mg FEN L™ presentaron el menor contenido de CFT (Figura 10A y C).

En el caso de raiz, el tipo de contaminante, la inoculacion, la concentracion del HPA y el
tratamiento presentaron efectos significativos (P<0.001), en el contenido de CFT. En el caso del
tipo de contaminante, las raices expuestas al NAF presentaron significativamente mayor
contenido de CFT que aquellas expuestas al FEN (Figura 10B y D). Con respecto a la
inoculacion, las plantas con Rhizobium presentaron significativamente mayor contenido de CFT
en comparacion con las plantas no inoculadas (Figura 10B y D). Para el factor concentracion de
los hidrocarburos poliaromaticos, las plantas ante 60 mg L™ presentaron significativamente

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

NAF L, mientras que las plantas no inoculadas expuestas a 100 mg FEN L™ presentaron el

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

Compuestos fendlicos totales (mg Acido clorogénico g)
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Figura 10. Compuestos fendlicos totales de Leucaena leucocephala en hojas (Ay C) y raiz (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 dias. n=16. Medias + Error estandar.
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El contenido de CFT en nodulos presentd efectos significativos por el tipo de
contaminante (P<0.001) y el tratamiento (P<0.01). Los nodulos expuestos al FEN presentaron
mayor concentracion de CFT que aquellos expuestos a NAF (Figura 11). En el caso de la
respuesta a la concentracion del HPA, aunqgue sin presentar diferencias estadisticas, los nodulos
expuestos a concentraciones de 60 mg L™ presentaron mayor produccién de CFT, en
comparacion con el resto de los tratamientos (Figura 11). El tratamiento que presenté mayor
contenido de CFT en nédulos fueron las plantas expuestas a 20 mg FEN L™, mientras que las
plantas expuestas a 20 mg NAF L™ y 100 mg FEN L™ presentaron el menor contenido de CFT en

nodulos (Figura 11).
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Figura 11. Compuestos fenolicos totales en nodulos de Leucaena leucocephala expuestos a
diferentes concentraciones de dos hidrocarburos policiclicos aromaticos, durante 31 dias. n=16.

Medias * Error estandar.
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Compuestos fenolicos totales en Acaciella angustissima

El contenido de CFT en hojas presento diferencias significativas por efecto del tipo de
contaminante, la inoculacion (P<0.001), la concentracion 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 inoculacion, 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 concentracién de los HPA’s, las plantas expuestas a 20 mg L™ presentaron mayor
concentracion de CFT, aunque no estadisticamente diferente a los tratamientos con 60 y 100 mg
L. En contraste, las plantas testigo sin contaminacién presentaron la menor concentracion de
CFT (Figura 12A y C). El tratamiento que presentdé mayor contenido de CFT en hojas fueron las
plantas no inoculadas expuestas a 60 mg FEN L™, mientras que las plantas inoculadas expuestas
a 60 mg FEN L™ presentaron el menor contenido (Figura 12A y C).

En el caso de raiz, el tipo de contaminante, la inoculacion, la concentracién del HPA y el
tratamiento presentaron efectos significativos (P<0.001) en el contenido de CFT. En el caso del
tipo de contaminante, las raices expuestas al NAF presentaron significativamente mayor
contenido de CFT que aquellas expuestas al FEN (Figura 12B y D). Con respecto a la
inoculacion, las plantas con Rhizobium presentaron significativamente mayor contenido de CFT
en comparacion con las plantas no inoculadas (Figura 12B y D). Para el factor concentracién de
HPA, las plantas testigo no contaminadas presentaron significativamente mayor concentracion de
CFT en comparacion con el resto de los tratamientos (Figura 12B y D). El tratamiento que
presentd mayor contenido de CFT en raiz fueron las plantas inoculadas expuestas a 0 mg NAF
L™, mientras que las plantas no inoculadas expuestas a 60 mg FEN L™ presentaron el menor

contenido de CFT en raiz (Figura 12B y D).
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Figura 12. Compuestos fenodlicos totales de Acaciella angustissima en hojas (Ay C) y raiz (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 dias. n=16. Medias + Error estandar.

En contenido de CFT en nddulos de Acaciella angustissima fue influenciado
significativamente por el tipo de contaminante (P<0.001). Contrario a lo ocurrido con L.

leucocephala, los nddulos de A. angustissima expuestos al NAF presentaron mayor
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concentracion de CFT que los nédulos expuestos al FEN. El factor independiente concentracion
del HPA no tuvo efectos significativos en la produccién de CFT; sin embargo, al igual que en L.
leucocephala, los nédulos expuestos a concentraciones de 60 mg L™ y 20 mg L™ presentaron
mayor produccién de CFT (6.4 mg g y 5.8 mg g, respectivamente), en comparacién con el
resto de los tratamientos (Figura 13). El tratamiento que presentd mayor contenido de CFT en
nédulos fueron las plantas expuestas a 20 mg NAF L*, mientras que las plantas testigos

expuestas a 0 mg FEN L™ presentaron el menor contenido de CFT (Figura 13).
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Figura 13. Compuestos fendlicos totales en nddulos de Acaciella angustissima expuestos a
diferentes concentraciones de dos hidrocarburos policiclicos aromaticos, durante 31 dias. n=16.

Medias * Error estandar.

Actividad antioxidante total en Leucaena leucocephala
La AAT en hojas presento diferencias significativas por efecto de la inoculacion, la

concentracion del HPA y el tratamiento (P<0.001). Las plantas no inoculadas presentaron hasta
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300% mayor AAT que las plantas con Rhizobium (Figura 14A y C). Para el caso de la
concentracién, las plantas expuestas a concentraciones de 100 mg L™ presentaron
significativamente mayor AAT con respecto a los tratamientos restantes (Figura 14A y C). El
tratamiento que presentd mayor AAT en hojas fueron las plantas no inoculadas expuestas a 100
mg FEN L, mientras que las plantas inoculadas expuestas a 20 mg FEN L™ presentaron menor
AAT (Figura 14Ay C).

En la raiz, la AAT presentd efectos significativos por el tipo de contaminante, la
inoculacion, la concentracion del HPA y el tratamiento (P<0.001). Las raices ante NAF
presentaron significativamente mayor AAT con respecto al FEN (Figura 14B y D). Para el caso
de la inoculacion, las raices sin Rhizobium presentaron significativamente mayor AAT que los
tratamientos inoculados. En el caso de la respuesta a la concentracién, las raices ante
concentraciones de 0 y 20 mg L™ presentaron significativamente mayor AAT en comparacion
con la concentracion de 100 mg L™ en la que se obtuvo el menor valor (Figura 14B y D). El
tratamiento que presentd mayor AAT en raiz fueron las plantas no inoculadas expuestas a 20 mg
FEN L, mientras que las plantas inoculadas expuestas a 20 mg FEN L™ presentaron la menor
AAT (Figura 14B y D).

La AAT en nddulos fue afectada significativamente por el tipo de contaminante y el
tratamiento (P<0.001). Los nodulos expuestos al NAF presentaron mayor AAT comparados con
los expuestos al FEN. En la respuesta al factor independiente concentracion del contaminante, las
plantas ante 100 mg L™ presentaron mayor AAT aunque no estadisticamente diferente al resto de
los tratamientos (Figura 15). El tratamiento que presentd mayor AAT en nodulos fueron las
plantas expuestas a 60 mg NAF L™, mientras que las plantas expuestas a 60 mg FEN L™

presentaron menor AAT (Figura 15).
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Figura 14. Actividad antioxidante total de Leucaena leucocephala en hojas (A'y C) y raiz (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 dias. n=16. Medias * Error estandar.
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Figura 15. Actividad antioxidante total en nddulos de Leucaena leucocephala expuestos a
diferentes concentraciones de dos hidrocarburos policiclicos aromaticos, durante 31 dias. n=16.
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Actividad antioxidante total en Acaciella angustissima

La AAT en hojas fue afectada significativamente por la inoculacion, la concentracion del
HPA vy el tratamiento (P<0.001). Los plantas no inoculadas presentaron hasta 168% mas AAT
(117.67 mM Trolox g™) que las plantas inoculadas (43.87 mM Trolox g™). Para el caso del factor
concentracion de contaminante, las plantas expuestas a concentraciones de 100 mg L™ de HPA’s
presentaron significativamente mayor AAT comparadas con los tratamientos restantes (Figura
16A y C). El tratamiento que presentd mayor AAT en hojas fueron las plantas no inoculadas
expuestas a 100 mg FEN L™, mientras que las plantas inoculadas expuestas a 60 mg FEN L™

presentaron menor AAT (Figura 16A 'y C).
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Figura 16. Actividad antioxidante total de Acaciella angustissima en hojas (A'y C) y raiz (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 dias. n=16. Medias * Error estandar.

En la raiz, la AAT fue afectada significativamente por el tipo de contaminante, la
concentracion del HPA vy el tratamiento (P<0.001). Las plantas expuestas al NAF presentaron

45% mas AAT que las expuestas al FEN. En el caso de la respuesta al factor concentracion, las
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plantas testigo presentaron significativamente mayor AAT en relacion con el resto de los
tratamientos (Figura 16B y D). El tratamiento que presentd mayor AAT en raiz fueron las plantas
no inoculadas expuestas a 0 mg NAF L™, mientras que las plantas no inoculadas expuestas a 60
mg FEN L presentaron menor la AAT (Figura 16B y D).

La AAT en nddulos fue afectada significativamente por el tipo de contaminante y el
tratamiento (P<0.01). Los nodulos expuestos al NAF presentaron mayor AAT en relacion con los
expuestos al FEN. El tratamiento que presentd mayor AAT en nddulos fueron las plantas

expuestas a 100 mg NAF L™, mientras que 0 mg FEN L™ fue el tratamiento que presentd la

menor AAT (Figura 17).
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Figura 17. Actividad antioxidante total en nodulos de Acaciella angustissima expuestos a
diferentes concentraciones de dos hidrocarburos policiclicos aromaticos, durante 31 dias. n=16.
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Contenido clorofilas totales y carotenos en Leucaena leucocephala

En el caso del contenido foliar de clorofilas totales (CloroT), la inoculacion, la
concentracion 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 concentracion del contaminante, las plantas
sin contaminante presentaron significativamente mayor cantidad de CloroT que aquellas plantas
ante 60 mg L™ (Figura 18A y C). El tratamiento que presenté mayor cantidad de CloroT en hojas
fueron las plantas inoculadas expuestas a 0 mg FEN L™ (sin contaminar), mientras que las plantas
no inoculadas expuestas a 60 mg FEN L™ presentaron menor cantidad de CloroT (Figura 18A y
C).

En el caso del contenido de carotenos totales (CaT), el tipo de contaminante, la
inoculacién, la concentracion 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 inoculacién, las plantas sin Rhizobium
tuvieron significativamente mayor cantidad de CaT que las plantas inoculadas (Figura 18B y D).
En lo que respecta a la concentracion del contaminante, las plantas ante 100 mg L™ presentaron
mayor cantidad de CaT que ante 20 mg L™ (Figura 18B y D). El tratamiento que presenté mayor
cantidad de CaT en hojas fueron las plantas no inoculadas expuestas a 60 mg FEN L™, mientras
que las plantas inoculadas expuestas a 20 mg NAF L™ 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 inoculacion, la concentracion y tratamiento

(P<0.001) fueron diferencialmente significativos. En el caso del factor inoculacion, 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 concentracion del contaminante, las plantas testigo
presentaron hasta 64% mayor contenido de CloroT que las plantas expuestas a 20 mg de HPA’s
L™ (Figura 19A y C). El tratamiento que presenté mayor cantidad de CloroT en hojas fueron las
plantas inoculadas expuestas a 0 mg NAF L™ (sin contaminar), mientras que las plantas no
inoculadas expuestas a 60 mg FEN L™ presentaron menor cantidad de CloroT (Figura 19A y C).
En el caso del contenido de carotenos totales, la inoculacion, la interaccion contaminante
X concentraciéon (P<0.05) y el tratamiento (P<0.01) fueron diferencialmente significativos. Los
factores independientes tipo de contaminante o concentracién no tuvieron efectos significativos
en el contenido de carotenos en Acaciella. Con respecto al factor inoculacion, las plantas
inoculadas presentaron significativamente mayor cantidad de carotenos que las plantas no
inoculadas (Figura 19B y D). El tratamiento que presentdé mayor cantidad de CaT en hojas fueron
las plantas inoculadas expuestas a 0 mg NAF L™, mientras que las plantas inoculadas expuestas a

20 mg NAF L™ 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 dias. n=16. Medias + Error estandar.

47



Concentracién (mg g™

Clorofilas

] No inoculado

300
A) Naftaleno
240 A
180 -
120 T
60
0 T T T
0 20 60 100
300
C) Fenantreno
240
180 -
120 -
60
0 T T T
0 20 60 100

B Inoculado
Carotenos
35
B) Naftaleno
28 -
21 |

14

) 1
0
20

35

28 A

21 -

14

0 60 100
D) Fenantreno
) i
O T T T
0 20 60 100

Concentracién del HPA (mg L™

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 dias. n=16. Medias + Error estandar.

48



DISCUSION

El NAF fue el HPA con mayor efecto negativo en la formacion de nddulos 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™ no mostraron diferencias
significativas en comparacion con el testigo, lo que permite proponer hacer nuevas
investigaciones para conocer el efecto estimulante de este hidrocarburo poliaromatico en el
proceso inicial de reconocimiento Rhizobium-leguminosa. Estos resultados concuerdan con
Gonzélez-Paredes et al. (2007), al evaluar la simbiosis entre Phaseolus vulgaris y Rhizobium
tropici CIAT899, y obtener una aparicién mas temprana de nédulos con FEN (20 mg L™) en
comparacion con su exposicion a NAF o benzo(a)pireno. La formacion mas temprana de nodulos
en plantas expuestas a bajas concentraciones de FEN se puede deber a una mayor produccion de
exudados radicales que el contaminante induce en la planta. Al respecto, Muratova et al. (2009)
indican que 10 mg FEN kg™ estimula la produccién de carbohidratos en las raices 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
fenolicos que estan activos a bajas concentraciones y que juegan un papel importante en las
sefiales que establecen la simbiosis Rhizobium-leguminosa, al actuar como quimioatrayentes e
influir en la expresion de los genes nod y estimulacion del crecimiento de Rhizobium
(Sundaravarathan y Kannaiyan, 2002).

Por otro lado, Rivera-Cruz et al. (2005) evaluaron el niumero de nodulos de cuatro
especies de leguminosas tropicales, entre ellas Leucaena sp., donde observaron hasta 86% de

disminucion de nodulos al incrementar la concentracion de petroleo en el suelo. Ademas, estos
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investigadores concluyen que uno de los indicadores més sensibles para medir el efecto negativo
de los hidrocarburos en el suelo es la formacion de nédulos en plantas leguminosas. El presente
trabajo muestra que la naturaleza quimica 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 contaminacion con 1000 mg FEN
kgt incrementé el nimero de nédulos 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
cloroaromaticos, pero Unicamente en presencia de su hospedante (Medicago sativa).

El efecto toxico 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 concentracion del mismo, pero fue estimulado hasta 150% y 100% mas
por la inoculacion 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™) 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™, éstas presentaron menor acumulacién de biomasa y
produccion de acidos carboxilicos, aminoacidos 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™ no afectan significativamente la produccién de biomasa seca de
Festuca arundinacea. Los efectos toxicos de los HPA’s en la planta dependen de dos variables:
1) factores ambientales y 2) estructura quimica del contaminante, concentracion y tiempo de

exposicion (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, sin afectar la produccién de biomasa seca.

El contenido de CFT y la AAT fueron significativamente mayores en las plantas sin la
inoculacion de Rhizobium lo que sugiere que estas bacterias contribuyen en aminorar la posible
toxicidad generada por los HPA’s. El efecto toxico de los HPA’s puede relacionarse con la
produccidn exacerbada de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las que se incluyen el H,O,, el
0,” y HO', las cuales pueden servir como moléculas de sefializacién y/o como subproductos
citotoxicos. 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 metabdlicas en el peroxisoma (Vranova et al., 2002; Liu et al., 2009).
Debido a que las ROS atacan quimicamente nucleétidos, proteinas, carbohidratos y acidos
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
sefializacion que dan lugar a respuestas complejas a la defensa o destoxificacién de sustancias
externas (Liu et al., 2009).

En el presente trabajo, el estrés inducido por el tipo de HPA’s y la concentracion del
mismo pueden estar contribuyendo al incremento en la produccion de ROS que pueden causar
efectos negativos en las células de las plantas (Mittler, 2002). Ante tal estrés, las plantas activan
respuestas metabdlicas especificas como son la sintesis y/o la actividad de compuestos
enzimaticos 0 no enzimaticos con poder antioxidante (Mittler, 2002; Lee et al., 2007), asi como
compuestos fenolicos, 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 podrian estar relacionados con la eliminacion de ROS inducidas por el estrés

causado por la contaminacion, en donde la presencia de Rhizobium puede tener un papel
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relevante en la tolerancia de estas leguminosas arboreas 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 fisiologicas como el contenido de CFT, AAT vy clorofilas y carotenos
totales han sido poco descritas para plantas expuestas a hidrocarburos del petroleo o HPA’s. Al
respecto, Liu et al. (2009) encontraron una reduccion en los niveles de clorofila a, b y total en
Arabidopsis thaliana ante diferentes concentraciones de FEN. Lo anterior, confirma el efecto de
la concentracion del contaminante en la reduccion del contenido de CloroT en plantas expuestas a
FEN en comparacion con las plantas testigo no contaminadas.

Los resultados de este trabajo soportan la hipétesis 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 analoga, la simbiosis micorrizica atenta este tipo de estrées
en las plantas. Por ejemplo, Debiane et al. (2008, 2009) reportaron que Glomus intraradices
reduce notablemente el dafio 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 esporulacion del hongo y el tamafo
de las raices de C. intybus.

El presente trabajo es uno de los primeros en evaluar el efecto de dos HPA’s en el sistema
simbiotico Rhizobium-Leucaena y Rhizobium-Acaciella y contribuye al conocimiento de las
respuestas de aquellos procesos fisiologicos que limiten la capacidad de las plantas y sus

simbiontes de tolerar compuestos aromaticos recalcitrantes.

52



CONCLUSIONES

La contaminacién con NAF y/o FEN tuvo efectos toxicos para la formacion de nédulos en
ambas especies vegetales. Sin embargo, mientras que Leucaena fue mas susceptible al NAF,
Acaciella fue ligeramente mas susceptible a la contaminacion por FEN, demostrando que las
propiedades quimicas de cada HPA acttan de forma distinta en estas dos leguminosas arboreas.

Para ambas especies, las plantas expuestas a 20 mg FEN L™ no mostraron diferencias
significativas en la formacion de nédulos.

La presencia de la simbiosis con Rhizobium, incrementd 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 exposicién a 100 mg L™ del HPA, mostré mayor produccién de
CFT y AAT en hojas, en comparacion con bajas concentraciones. La inoculacion con Rhizobium
redujo significativamente la produccion 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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CAPITULO V

RESPUESTAS FISIOLOGICAS DE DOS LEGUMINOSAS ARBOREAS EN SIMBIOSIS

CON Rhizobium tropici Y CAPACIDAD DE DEGRADACION DE FENANTRENO

RESUMEN

Este estudio evalué la degradacién de 60 mg FEN kg™ de arena estéril, asi como la
actividad de la enzima nitrogenasa (ANitro) en la rizésfera Leucaena leucocephala Lam. y
Acaciella angustissima Mill. y la combinacion de ambas (Leucaena+Acaciella), inoculadas con
Rhizobium, o con la aplicacion de NH;NO3 (Ninorg) como fuente de nitrégeno. A los 40 dias, la
combinacidon Leucaena+Acaciella presentdé mayor nimero de nddulos en comparacion con
Leucaena y Acaciella en tratamientos separados. La presencia de 60 mg FEN kg™ no afectd la
formacion de nodulos 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 nitrégeno. Leucaena presento
significativamente mayor ANitro con respecto a la combinacién 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™. El factor
fuente de nitrogeno tuvo efectos significativos (P<0.001) en la degradacién de FEN en la
rizosfera de Leucaena, Acaciella y Leucaena+Acaciella. Sin embargo, la presencia o no de la
planta no influy6 significativamente en la degradacion 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 degradacion de FEN (99.5%) en comparacion con aquellos

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

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

This study evaluated the degradation of 60 mg FEN kg™ 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™ 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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INTRODUCCION

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA’s) son compuestos organicos
ampliamente distribuidos en el ambiente, potencialmente peligrosos por sus caracteristicas
carcinogenicas y recalcitrantes (Wilcke, 2000). Estudios recientes han demostrado que las plantas
sufren estrés oxidativo a causa de la exposicion a los HPA’s (Liu et al., 2009), y que ese estrés
puede ser contrarrestado por microorganismos simbidticos de las plantas (Debiane et al., 2009).

La rizodegradacion es un mecanismo dentro de la fitorremediacion que busca aumentar la
degradacion de compuestos organicos contaminantes como los hidrocarburos, mediante el uso de
plantas y la asociacién microorganismos-raiz (Chiapusio et al., 2007). Estudios recientes han
demostrado que algunas plantas incrementan la degradacién de diversos compuestos organicos en
suelos contaminados (Gan et al., 2009). Sin embargo, se conoce poco acerca de la participacion
directa o indirecta, de las interacciones simbiéticas y de los mecanismos y etapas que ayudan a la
transformacion de estos compuestos (LOpez-Martinez et al., 2005). En este sentido, la rizosfera
de las plantas leguminosas representa un habitat 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 mas altas poblaciones en presencia de exudados
radicales. Ademas, los niveles de biodegradacion de HPA’s y de poblaciones bacterianas estan en
funcién de la distancia en que estos se encuentran de la raiz de la planta (Corgié et al., 2003,
2004), debido a que las raices liberan exudados radicales, los cuales son fuente de carbono para
los microorganismos, y estos ultimos liberan enzimas encargadas de la degradacion de los
contaminantes organicos (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 petréleo
ha sido descrita previamente (Vazquez-Luna et al., 2010; Muratova et al., 2003; Ferrera-Cerrato
et al., 2008), aunque el efecto de estos en el sistema simbidtico rizobio-leguminosa ha recibido
poca atencion.

Pocos trabajos han estudiado el impacto de la inoculacion con Rhizobium y la interaccion
de dos o0 méas leguminosas en la remediacion 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, ain cuando se presentan limitaciones de nutrimentos
como el N (Dashti et al., 2009). Se sabe que los rizobios incrementan los exudados radicales en
las raices 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 haloaromaticos y compuestos tan complejos como los bifenilos policlorados. Sin
embargo, la habilidad de rizobios en simbiosis con leguminosas para degradar ciertos
contaminantes es todavia desconocida (Johnson et al., 2004).

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la adaptacion y degradacion de
fenantreno por Rhizobium tropici CIAT asociado a las raices de Leucaena leucocephala,

Acaciella angustissima y la combinacion de estas especies, durante 40 dias.
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MATERIALES Y METODOS

Semillas de Leucaena leucocephala (Lam.) y Acaciella angustissima (Mill.) se
escarificaron con H,SO, 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 dias después de la germinacién, las plantulas (Leucaena, Acaciella, y la
combinacion Leucaena+Acaciella) fueron transferidas a tubos tipo Falcon que contenian 65 g de
arena estéril contaminada con fenantreno (FEN). EI FEN fue disuelto en diclorometano y
aplicado a la arena para obtener una concentracion final de 60 mg kg™. Posteriormente, la arena
fue mezclada hasta su completa homogenizacion y se dejo reposar un dia hasta el transplante de
las plantulas. Ademés se incluyeron plantas en un sistema no contaminado (0 mg L™) como
tratamiento testigo, y se consideraron tratamientos sin planta en arena contaminada y no
contaminada como controles para cuantificar la degradacion natural del FEN (Figura 20).

A los tres dias del transplante, algunos tratamientos fueron inoculados con 2.0 mL de la
cepa de Rhizobium tropici CIAT899 (720 x 108 UFC mL™). Todos los tratamientos fueron
irrigados diariamente con 2 mL de la solucién nutritiva Fahraeus (ver Apéndice 1) (Fahraeus,
1957) sin nitrégeno. Sin embargo, se consideraron tratamientos sin la inoculacion de la bacteria y
con la aplicacion de solucion nutritiva Fahraeus (ver Apéndice 1) que contenia 20 mg NH4NO3
L, ademés de los testigos sin inoculacion de la bacteria y sin Ninorg (Figura 20).

El experimento se mantuvo durante 40 dias en condiciones de cAmara de crecimiento de
ambiente controlado con 12 h de fotoperiodo; la temperatura maxima/minima y humedad relativa

maxima/minima 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: Contaminacién (Con y sin 60 mg FEN kg™ de arena); Planta (Leucaena, Acaciella,

Leucaena+Acaciella, sin planta), Fuente de nitrégeno (Rhizobium, con Ninorg, sin nitrégeno).
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Las plantas se cosecharon a los 40 dias después de establecerse el ensayo, se secaron a
70°C durante 72 h y se determind el peso seco total (PST) que correspondi6 a la suma del peso
seco de hojas, raiz y nodulos, en el caso de las inoculadas con Rhizobium.

La actividad de la enzima nitrogenasa (ANitro) fue determinada mediante la prueba de
reduccion de acetileno (Hardy et al., 1968). La raiz de cada unidad experimental fue colectada y
colocada en viales transparentes de vidrio de 60 mL que fueron sellados herméticamente con un
tapén de goma. Posteriormente, el 10% del volumen de aire fue extraido y remplazado por 10%
de acetileno. Después de una hora se extrajeron 3 mL de la fase gaseosa y se transfirieron a tubos
al vacio (Vacutainer®) de 10 mL. Las muestras obtenidas se analizaron inyectando 0.6 mL de
éstas a un cromatografo de gases Varian (3300 Gas Chromatograph) y con detector de ionizacion
de flama de hidrégeno. Las temperaturas del inyector y detector fueron de 95°C y 105°C,
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™ vial™.

La degradacion del FEN se determind mediante la extraccién y cuantificacion del FEN al
inicio (inmediatamente después de la contaminacién) al final del experimento (40 dias). Para la
extraccion del FEN se utilizé diclorometano como disolvente y agitacion mecanica (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 (Na,SQO,) para absorber el agua de la muestra de arena (5 g) procedente de cada
tratamiento contaminado y 10 mL de diclorometano (CH,Cl,). Los tubos se colocaron
horizontalmente en una agitadora rotatoria durante 1 h a 250 rpm. Después de la agitacion, los
tubos se colocaron en una centrifuga a 3000 rpm durante 15 min. El sobrenadante fue extraido
con una pipeta Pasteur y colocado en viales color ambar. Posteriormente, se volvieron a agregar

10 mL de CH.CI; a los tubos y se repitié el procedimiento dos veces mas para garantizar la
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mayor extraccion posible del hidrocarburo poliaromético (Schwab et al., 1999). Los extractos
fueron disueltos en 500 pL de hexano y analizados mediante cromatografia de gases/
espectrometria de masas (GC/MS) utilizando un cromatografo de gases Agilent Technologies
6890 y un espectrometro de masas Agilent Technologies 5975 y una columna capilar DB-5 (5%-
fenil)-metilpolisiloxano (60 m, 250 um i.d., 0.25 um de espesor de pelicula). Las temperaturas
del inyector y detector fueron de 250°C y 280°C, respectivamente; y se utilizd Helio como gas
acarreador (1.0 mL minY). La temperatura de inicio fue 70°C (5.0 min) e incrementada a
280°C a una velocidad de 40°C min™ y mantenida por 35 min. EI FEN fue identificado con base
en su tiempo de retencidn y comparacion de su espectro de masas a 70 eV con una base de datos
HPChemstation-NIST 05, Mass Spectral Search Program, version 2.0d. Ademas de la
comparacion con un estandar de FEN (Sigma-Aldrich con 98% de pureza) analizado bajo las
mismas condiciones. Los cromatogramas del GC/MS mostraron la degradacion del FEN.

Para los analisis de peso seco total se utilizé un experimento factorial 2x3x3, que incluyo
18 tratamientos con seis repeticiones, distribuidos en un disefio experimental completamente al
azar. Los factores de estudio fueron: contaminacion (con y sin 60 mg FEN kg™), especie vegetal
(Leucaena, Acaciella y la combinacion Leucaena+Acaciella) y fuente de nitrégeno (inoculacion
con Rhizobium, Ninorg y sin N).

Para los analisis de la actividad de la enzima nitrogenasa y nimero de nodulos, se utilizo
un experimento factorial 2x3, que incluyd seis tratamientos con tres repeticiones, distribuidos en
un disefio experimental completamente al azar. Los factores de estudio fueron: contaminacion
(con y sin 60 mg FEN kg™) y especie vegetal (Leucaena, Acaciella y la combinacién
Leucaena+Acaciella).

Para los analisis de degradacion de FEN se utilizO un experimento factorial 4x3, que

incluyé 12 tratamientos con seis repeticiones, distribuidos en un disefio experimental
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completamente al azar. Los factores de estudio fueron: especie vegetal (Leucaena, Acaciella, la
combinacion Leucaena+Acaciella y ausencia de planta) y fuente de nitrégeno (inoculacién con
Rhizobium, Ninorg y sin N).

Los datos obtenidos fueron analizados mediante analisis de varianza y prueba de

comparacion de medias (LSD, 0=0.05) mediante el programa SAS (SAS Institute, 2002).
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RESULTADOS

Peso seco total

A los 40 dias, el peso seco total mostré diferencias significativas por el factor planta,
fuente de nitrogeno y el tratamiento (P<0.001). En el caso del factor planta, la combinacién
Leucaena+Acaciella presentd significativamente mayor biomasa seca comparada con Leucaena y
Acaciella crecidas individualmente (Figura 21A). El factor independiente contaminacion no tuvo
efectos significativos en el PST (Figura 21B). Con respecto al factor independiente fuente de
nitrégeno, las plantas inoculadas con Rhizobium presentaron significativamente mayor PST
comparadas con las plantas con Ninorg y sin N (Figura 21C) (ver Apéndice IIl). En lo que
respecta a tratamientos, el mayor PST correspondié a la combinacion Leucaena+Acaciella
contaminado con FEN e inoculado con Rhizobium y el que presentd el menor PST correspondio a

Acaciella contaminado con FEN y sin N (Figura 22).
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Figura 21. Peso seco total obtenido por los factores independientes: A) Planta (Leucaena,
Acaciella y Leucaena+Acaciella); B) Contaminacion (con 60 mg FEN kg™ y sin FEN); C)
Fuente de N (Sin N, Ninorg y Rhizobium tropici CIAT899) durante 40 dias. A) y C) n=24; B)

n=36 . Medias + Error estandar.
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Figura 22. Peso seco total obtenido por tratamientos después de 40 dias. Planta (Leucaena,
Acaciella y Leucaena+Acaciella); Contaminacion (con 60 mg FEN kg™ y sin FEN); Fuente de N
(Rhizobium tropici, Ninorg y Sin N). n=4. Medias + Error estdndar. * Indica diferencias

significativas entre tratamientos con o sin la presencia de FEN (LSD, 0=0.05).

Numero de nédulos

A los 40 dias, el numero de nddulos mostré diferencias significativas por el tipo de planta
y el tratamiento (P<0.001). Por efecto del tipo de planta, la combinacion Leucaena+Acaciella
presentd significativamente mayor nimero de nédulos comparada con Leucaena y Acaciella. La
presencia 0 ausencia del FEN no afectd significativamente el nimero de nodulos en ambas
leguminosas. En lo que respecta al tratamiento, la combinacion Leucaena+Acaciella ante FEN
fue el tratamiento que presentd mayor numero de nédulos, mientras que Acaciella con FEN fue el

tratamiento que presento significativamente la menor nodulacion (Figura 23).
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Figura 23. Numero de nddulos formados por Rhizobium tropici CIAT899 en raices de dos
leguminosas arbéreas y la combinacion de ellas, en presencia de 60 mg FEN kg™, después de 40

dias. n=3. Medias * Error estandar.

Actividad de la enzima nitrogenasa (ANitro)

La ANitro en las raices no mostr6 diferencias estadisticas significativas por los factores
planta, contaminacion o tratamiento. En el caso del factor independiente planta, Leucaena
presento mayor ANitro, aunque no significativamente diferente, en comparacion con
Leucaena+Acaciella y Acaciella (Figura 24A). Con respecto al factor contaminacion, aunque no
se mostraron diferencias estadisticas significativas, las plantas en arena no contaminada
mostraron numéricamente mayor ANitro con respecto a las plantas con 60 mg FEN kg™ de arena
(Figura 24B). En el caso de tratamientos, Leucaena no contaminada presentd la mayor ANitro,

mientras que Acaciella en arena no contaminada present6 la menor ANitro (Figura 25).
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Figura 24. Actividad de la enzima nitrogenasa en raices de dos leguminosas y la combinacién de
ellas, en presencia de 0 y 60 mg FEN kg™ de arena, después de 40 dias. A) Por efecto de factor
independiente planta, n=6; y B) Por efecto de factor independiente contaminacion con FEN, n=9.
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Figura 25. Actividad de la enzima nitrogenasa en raices de dos leguminosas y la combinacién de
ellas, en presencia de 0 y 60 mg FEN kg™ después de 40 dias, por efecto de factor tratamiento.

n=3. Medias * Error estandar.
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Porcentaje de degradacion del fenantreno

La degradacion de FEN en la rizosfera de Leucaena, Acaciella y la combinacion
Leucaena+Acaciella tuvo efectos significativos Unicamente por el factor fuente de N y
tratamiento (P<0.001). Sin embargo, la presencia o ausencia de la planta no influyo
significativamente en la degradacion del FEN. Por efecto de la planta, el FEN se degradd hasta en
un 98.4% en la rizosfera de Acaciella, 98.2% en arena sin planta, 98.1% en la rizosfera de
Leucaena y 98.0% en la rizosfera combinada de Leucaena+Acaciella. En lo que respecta al factor
fuente de N, los tratamientos inoculados con Rhizobium presentaron significativamente mayor
degradacion de FEN (hasta 99.5%) en comparacion con aquellos tratamientos con Ninorg y sin
fuente de nitrogeno, cuyos porcentajes de degradacion fueron de 7.5 y 97.5, respectivamente
(Cuadro 4). En el caso de tratamientos, el tratamiento que mostré el mayor porcentaje de
degradacion de FEN fue el testigo sin planta + Rhizobium (99.7), mientras que los tratamientos
con menor porcentaje de degradacion (97.2) correspondieron a Leucaena+Acaciella + Ninorg, y
Leucaena y sin fuente de nitrégeno (Cuadro 4). La Figura 26 expone los cromatogramas que

muestran la degradacion del FEN en cada tratamiento.
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Cuadro 4. Porcentajes de degradacion de fenantreno en arena contaminada con 60 mg FEN kg™.

Factor planta (n=18)

Factor fuente de nitrégeno (n=24)

% de degradacion

% de degradacion

Fenantreno Fenantreno
Leucaena leucocephala 98.1+£0.306 a Rhizobium 99.5+0.306 a
Acaciella angustissima 98.4+0.214 a 20 mg NH,NO; L™ (Ninorg) 97.5+0.306 b
Leucaena+Acaciella 98.0+£0.274 a Sin nitrégeno 97.5+0.306 b
Sin planta 98.2+0.310a
Significancia NS Significancia P<0.001

Factor Tratamiento (n=6)
Tratamiento % de degradacién Tratamiento % de degradacién

Fenantreno Fenantreno
Leucaena + Rhizobium 99.6 £0.100 a Leu+Aca + Rhizobium 99.3+£0.344a
Leucaena + Ninorg 97.4+0.317c Leu+Aca + Ninorg 97.2+0.289c¢c
Leucaena - Sin nitrogeno 97.2+0.300c Leu+Aca - Sin nitrégeno 97.5+0.211 bc
Acaciella + Rhizobium 99.3+0.229a 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 nitrogeno 98.2+0.174 Db Sin Planta - Sin nitrégeno 97.2+0.147¢c

Significancia P<0.001

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. (LSD, 0=0.05).
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Figura 26. Cromatogramas que muestran la presencia/degradacion de fenantreno en las rizésferas de dos leguminosas, la combinacién
de ellas y sustrato sin planta; con inoculacion de Rhizobium tropici, aplicacion de Ninorg y sin nitrogeno, después de 40 dias. Las

flechas muestran el pico correspondiente a fenantreno.
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DISCUSION

Se ha demostrado que los HPA’s tienen un efecto toxico 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 hipétesis de que la aplicacién de 60 mg FEN kg™ no
redujo significativamente el peso seco total de Leucaena o Acaciella. Las caracteristicas
fisicoquimicas del FEN determinan su baja absorcion por las raices de las plantas (Gao y Zhu,
2004; Alkio et al., 2005), por lo que en este estudio, la concentracion de FEN podria no estar
afectando el metabolismo de estas leguminosas.

Cheema et al. (2009) encontraron gque concentraciones de FEN y pireno menores a 200
mg kg™ no afectan significativamente la produccién 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™) y pireno (172 mg
kg?). Reilley et al. (1996) sugirieron posibles efectos indirectos de estos hidrocarburos; los
HPA’s podrian reducir la capacidad de los suelos contaminados para proporcionar agua y
nutrimentos a las plantas a causa de sus caracter hidrofébico, lo que provocaria una disminucion
en la produccién de biomasa vegetal.

Las leguminosas arbdreas como Leucaena y Acaciella son especies muy versatiles que
crecen en diferentes tipos de suelos, en zonas con temperaturas y altitudes variables, forman islas
de fertilidad, son refugio de flora y fauna, ademas de ser regeneradoras de suelos con problemas
de erosion (Rincon-Rosales y Gutiérrez-Miceli, 2008), caracteristicas que podrian postularlas
como importantes candidatas para procesos de fitorremediacion. La presencia de
microorganismos fijadores de N, podria explicar como especies arboreas pueden crecer bajo
limitacion del nitrogeno en suelos pobres, erosionados o contaminados (Weyens et al., 2009). En

el presente estudio, Leucaena se desarrollé6 més rapido que Acaciella y tuvo mayor produccion de
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biomasa, lo que podria significar una ventaja de la planta para establecerse en un sustrato
contaminado con 60 mg FEN kg™. Este trabajo es uno de los primeros que proporciona
informacion sobre el efecto de dos HPA’s en el peso seco de las leguminosas Leucaena
leucocephala, Acaciella angustissima y la combinacion de sus rizésferas.

En el presente estudio, Leucaena y Acaciella inoculadas con Rhizobium tuvieron
significativamente mayor produccion de biomasa seca con respecto a las plantas con N
inorgéanico (20 mg NH4NOs kg™) y las plantas sin fuente de nitrégeno. El efecto benéfico de la
simbiosis Rhizobium-leguminosa en la nutricion de la planta a través de la fijacion de nitrégeno
podria también contribuir en su tolerancia a contaminantes organicos y potenciar la degradacién
de los mismos.

A los 40 dias, la rizésfera combinada de Leucaena+Acaciella mostré el mayor nimero de
nodulos formados por Rhizobium tropici. Sin embargo, Leucaena fue la especie vegetal que
mostré mayor nodulacion comparada con Acaciella. Diversos reportes confirman que Leucaena
leucocephala y Acaciella angustissima forman simbiosis con Rhizobium tropici (Martinez-
Romero et al., 1991; Rincon-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 0 més especies de rizobias (Lloret y Martinez-Romero, 2005). Las leguminosas
también pueden ser especificas por un simbionte en particular. Por ejemplo, algunas leguminosas
no promiscuas son Galega officinalis y G. orientalis, las cuales son noduladas Unicamente por
Rhizobium galegae; el caso de Vicia faba que es nodulada por R. leguminosarum bv. Viciae y
Medicago sp. nodulada Unicamente por Sinorhizobium meliloti (Lloret y Martinez-Romero,
2005). En el presente estudio, Leucaena mostré més afinidad por Rhizobium tropici CIAT899
con respecto a Acaciella, lo que se reflej6 en una mayor nodulacion, produccién de biomasa y

fijacion de N, 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 ademas es capaz de
utilizarlo como fuente de carbono (Young-Soo et al., 2006). En un estudio previo, Gonzalez-
Paredes et al. (2007) demostraron que Rhizobium tropici CIAT889 es capaz de formar nodulos en
Phaseolus vulgaris aun en presencia de NAF, FEN y benzo(a)pireno. En el presente estudio, la
supervivencia a los 40 dias de nddulos de Rhizobium tropici sugieren que esta cepa es
potencialmente resistente a concentraciones de 60 mg FEN kg™

La actividad nitrogenasa en sistemas simbio6ticos como el caso de Rhizobium-leguminosa
ha sido poco estudiada en presencia de HPA’s. Stahl y Williams (1986) indicaron que la
presencia de petrdleo redujo significativamente la actividad nitrogenasa en el sistema simbiotico
Rhizobium-trébol. Sin embargo, existen antecedentes de que esta actividad enzimatica en raices
de trébol inoculadas con Rhizobium leguminosarum var. trifolii, puede ser estimulada en
presencia de dosis bajas de Cr (10 mg kg *); mientras que a dosis méas altas (70 mg kg ') se inhibe
el crecimiento de Rhizobium y su actividad nitrogenasa (Casella et al., 1988). En la cianobacteria

Nostoc muscorum la actividad nitrogenasa y la absorcion de N (NH;" y NO3’) son sensiblemente

afectadas por la aplicacion de Cr, Ni y Pb (Rai y Raizada, 1989). La nitrogenasa en bacterias de
vida libre fijadoras de N, atmosférico presenta variaciones en su inhibicion y/o estimulacion por
efecto de plaguicidas, de manera particular, el paraquat inhibe esta actividad enzimatica (Jagnow
et al., 1979). En el presente estudio, la actividad nitrogenasa de las raices noduladas no presento
diferencias estadisticas significativas entre arena no contaminada y expuesta a 60 mg FEN kg™;
sin embargo, ésta fue hasta 40% mas alta en Leucaena y en la combinacion de

Leucaena+Acaciella sin la exposicion al poliaromatico.
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Para que la fitorremediacion 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 produccién de enzimas peroxidasas y
deshalogenasas (Doty et al., 2003). Este antecedente es importante en la bisqueda de especies
como Leucaena promisorias para la degradacion de contaminantes.

En el presente estudio la degradacion del fenantreno fue estimulada por la presencia de
Rhizobium en el sustrato contaminado, lo cual contribuy6é en la degradacion/atenuacion del
mismo. Sin embargo, en los tratamientos sin planta e inoculados con Rhizobium también se
produjo mayor degradacion del FEN, lo que sugiere que esta bacteria podria estar utilizando el
hidrocarburo como fuente de energia.

Pocos trabajos han estudiado el impacto de la inoculacion con Rhizobium durante la
remediacion de HPA’s y la interaccion de dos o mas especies vegetales (Johnson et al., 2004).
Asi, Joner et al. (2002) y Muratova et al. (2009) demostraron que los microorganismos
degradadores de HPA’s mostraron las més altas poblaciones en presencia de exudados radicales.
Los niveles de biodegradacion de HPA’s y de poblaciones bacterianas estan en funcion de la
distancia a la raiz, esto es, entre mas cerca de la raiz mayor es la degradacion 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 agricola contaminado
con un hidrocarburo poliaromético (Criseno, 500 mg kg?), e inocularon con Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii. Los resultados de su estudio mostraron mayor degradacion del
contaminante en los suelos inoculados con Rhizobium, misma que fue asociada con la
estimulacion tanto del crecimiento radical de las plantas como de la estimulacion en la actividad

microbiana en el suelo.
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Se sabe que Sinorhizobium meliloti Orangel fue capaz de degradar dibenzotiofeno
(Frassinetti et al., 1998). Este fue el primer ejemplo de que Rhizobium puede degradar
compuestos aromaticos y sugiere el potencial del uso de la inoculacién con rizobios para los
procesos de biorremediacion que pueden llevar una doble funcién: la degradacion de
contaminante y la fijacién de N, (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 aromaticos y
alifaticos 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 poliaromaticos y cloroaromaticos, pero Unicamente en presencia de su leguminosa
hospedera (Medicago sativa). Ademas, los resultados de dicha investigacion sugieren que la
interaccion Rhizobium meliloti-Leguminosa podria estar actuando de forma conjunta en la
degradacion de estos compuestos. En contraste, algunos trabajos presentan resultados menos
optimistas al respecto. En un estudio de la rizésfera de alfalfa (Medicago sativa) y la inoculacién
con Sinorhizobium meliloti, las plantas no inoculadas de alfalfa fueron mas efectivas que las
plantas inoculadas en la degradacion de bifenilos policlorados (Mehmannavaz et al., 2002).

En el caso del FEN, dadas sus caracteristicas quimicas, su vida media en el suelo es de 16
a 126 dias (Kanaly y Harayama, 2000), dependiendo de las condiciones abidticas y presencia de
microorganismos capaces de degradarlo. Ademas, el FEN no es una molécula tan volatil, debido
al valor bajo de su constante de Henry (2.56 x 10 atm m® mol™) (ATSDR, 1995). Lo que sugiere
que la degradacion en los tratamientos sin planta y sin bacteria podria darse por la accion
fotoquimica, por temperatura o por la accion de algin compuesto oxidante (Gan et al., 2009). La
reaccion de fotooxidacion mas frecuente es la formacion de endoperoxidos, que pueden

convertirse en quinonas (Castafio et al., 2004). Corona-Ramirez e lturbe-Arguelles (2005)
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obtuvieron hasta 90% de degradacion de HPA’s en un suelo arenoso, expuesto a una atenuacion
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 degradacion en corto tiempo (60 dias). En el
presente estudio, la degradacion del FEN en arena sin planta fue de hasta 98%, lo que sugiere que
la rizodegradacion no es el Unico mecanismo que estd actuando en la remediacién de la arena
contaminada.

Durante la degradacion de contaminantes por la accién de los microorganismos y sus
enzimas o de la accién conjunta interaccion microorganismo-raiz, se llevan a cabo otros procesos
que influyen en la sobrestimacion o subestimacion de dicha degradacién (Miranda-Martinez et
al., 2007), como lo son los procesos de adsorcion y absorcion de HPA, tanto en suelo, como en
planta (Schwab et al., 1998). En este sentido, se recomienda realizar estudios relacionados con la
evaluacion de estos dos procesos que influyen en la determinacion de la mineralizacion de

contaminantes organicos en el suelo (Miranda-Martinez et al., 2007).
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CONCLUSIONES

A los 40 dias, la exposicién de las plantas a 60 mg FEN kg™ no afectd significativamente
la formacion de nodulos 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 nitrégeno.

Leucaena fue la especie vegetal que presentd significativamente mayor ANitro con
respecto a la combinacion Leucaena+Acaciella y Acaciella.

La presencia o no de la planta no influyé significativamente en la degradacion 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 degradacion de FEN (99.5%) que aquellos tratamientos
con Ninorg y sin fuente de nitrogeno cuyos porcentajes de degradacion fueron de 97.5%,

respectivamente.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES

El sistema simbidtico Rhizobium-leguminosas arboreas tolerd0 niveles de
contaminacién en el rango de 20-100 mg L™ de NAF y FEN, sin embargo, el nimero de
nodulos disminuy6 a medida que aumenté la concentracion 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 aumento ligeramente la degradacion de FEN en el sistema.

PRIMERA FASE

La contaminacion con NAF y/o FEN tuvo efectos téxicos en la formacion de nddulos
en ambas especias vegetales. Sin embargo, mientras que Leucaena fue mas susceptible al
NAF, Acaciella fue ligeramente més susceptible a la contaminacion por FEN.

La inoculacién con Rhizobium, increment6 el PST hasta en un 150% para Leucaena, y
en 100% para Acaciella, en comparacién 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 comparacion con el NAF. Para
ambas plantas, la exposicién de 100 mg L™ resulté en mayor produccién de CFT y AAT en

hojas en comparacion con las expuestas a bajas concentraciones de HPA’s.
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Los resultados de este trabajo apoyan la hipdtesis 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 exposicion de las dos especies de leguminosas a 60 mg FEN kg™ no afect6
significativamente la formacion de nddulos.

Las plantas inoculadas con Rhizobium presentaron significativamente mayor PST con
respecto a las plantas con Ninorg y con aquellas que no tuvieron aporte de nitrogeno.

Leucaena fue la especie vegetal que presentd significativamente mayor ANitro con
respecto a la combinacion Leucaena+Acaciella y Acaciella.

La presencia de la planta no influy6 significativamente en la degradacién 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 degradacion de FEN (99.5%) que aquellos tratamientos
con Ninorg y sin fuente de nitrgeno cuyos porcentajes de degradacion fueron de 97.5 y
97.5%, respectivamente.

Un 97.5% de FEN se degradd en el sistema por la accion de otros mecanismos no
evaluados (factores abioticos); sin embargo, la presencia de Rhizobium aumenté ligeramente

(2 99.5%) la degradacion del FEN en la arena contaminada.
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APENDICE |

Cuadro Al. Composicién quimica de la solucion nutritiva Faraheus modificada.

Reactivo Cantidad
gL-1
CaCl, 0.1
MgS0,.7H,0 0.12
KH,PO, 0.1
Na,HPO,.2H,0 0.15
Citrato férrico 0.005
NH4NO;* 0.2
MnS0O,4.H,0 traza
CuS0,.5H,0 traza
ZnS0,.7H,0 traza
H;BO; traza
NaCl traza
(NH4)sM0,0,,4.4H,0 traza

* Omitir para una solucion libre de nitrégeno
Esterilizar en autoclave y llevar el pH a 6.5
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APENDICE II

Inoculado con Rhizobium tropici No inoculado

Figura All. Efecto de la inoculacion de Rhizobium tropici en Leucaena leucocephala en

sistemas “growth pouch” contaminados con 60 mg NAF L. (Fase experimental 1)
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APENDICE Il

Figura Alll. Efecto de la inoculacion con Rhizobium, la fertilizacion inorgénica (20 mg
NH4NO; kg™) y los tratamientos sin fuente de nitrégeno; en Leucaena leucocephala y
Acaciella angustissima. A) No contaminados; B) con 60 mg FEN kg™.
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