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RESPUESTAS DE Leucaena leucocephala EN SIMBIOSIS CON Rhizobium Y/O
MICORRIZA EN DIFERENTES ETAPAS DE DESARROLLO DURANTE LA
FITORREMEDIACION DE FENANTRENO

Itzel Villegas Velazquez, M. en C.

RESUMEN

En este estudio se evaluo la respuesta de semillas y plantulas de Leucaena leucocephala
ante fenantreno (FEN), y el potencial de fitorremediacion de FEN por la simbiosis tripartita
Rhizobiun-Leucaena-Glomus, mediante el planteamiento de dos fases experimentales.

En la primera fase, se evalud el efecto de tres dosis de FEN (60, 80 y 100 mg L) y la
inoculacion de Rhizobium tropici CIAT 899 en semillas y desarrollo inmediato (10 dias) de las
plantulas de Leucaena. EI FEN no afecto la conductividad eléctrica ni la germinacién de semillas,
mientras que Rhizobium estimuld la germinacion Unicamente a las 32 h. ElI FEN estimuld la
longitud radical, pero redujo la longitud del tallo, inhibi6 la proliferacion de pelos radicales y
causo lesiones necroticas en cotiledones; en contraste, Rhizobium estimulé el desarrollo de pelos
radicales y atenu6 los dafios necroticos. La actividad antioxidante total (AOX) y el contenido de
compuestos fenolicos (CFT) en raiz disminuyeron al incrementar el FEN, pero incrementaron en
hipocétilos. Rhizobium mantuvo mejor balance en la AOX y el CFT en los diferentes drganos de
las plantulas ain ante FEN.

En la segunda fase, se evalu6 el efecto de Rhizobium y Glomus intraradices en el
desarrollo de plantulas de Leucaena expuestas a 60 mg FEN kg™, durante 60 dias, y el potencial
de la simbiosis tripartita en la degradacién de este contaminante. EI FEN estimul6 la nodulacion,
pero disminuyo la colonizacion micorrizica. La simbiosis tripartita increment6 el peso de materia
seca de la planta, la actividad de la nitrogenasa, el contenido de N y P; en contraste, la AOX vy el
CFT fueron estimulados por Glomus. La degradacion de FEN fue mayor en las plantas
inoculadas con Glomus o con la doble simbiosis. La simbiosis tripartita tiene uso potencial para

la fitorremediacion de suelos contaminados con fenantreno.

Palabras clave: germinacion, desarrollo de plantulas, actividad antioxidante, compuestos

fendlicos, degradacion.



RESPONSES OF Leucaena leucocephala IN SYMBIOSIS WITH Rhizobium AND/OR
MYCORRHIZA AT DIFFERENT DEVELOPMENTAL STAGES DURING THE
PHYTOREMEDIATION OF PHENANTHRENE

Itzel Villegas Veldzquez, M.Sc.

ABSTRACT

In this study the responses of seeds and seedlings of Leucaena leucocephala, and the
phytoremediation potential of phenanthrene (FEN) due to the tripartite symbiosis Rhizobiun-
Leucaena-Glomus were evaluated, two experimental stages were considered:

First stage evaluated the effect of three doses of FEN (60, 80 and 100 mg L™) and the
inoculation of Rhizobium tropici CIAT 899 on seed germination and early development of
seedlings (10 days) of Leucaena. FEN did not affected the electrical conductivity nor the seed
germination, whereas Rhizobium stimulated the germination only at 32 h. FEN stimulated the
total root length but diminished the stem length, inhibited the abundance of root hairs, and caused
necrotic spots on cotyledons. Total antioxidant activity (AOX) and content of phenolic
compounds (CFT) in roots decreased due to FEN, but increase in hypocotyls. Rhizobium
maintained a balance in AOX and CFT in all seedling organs even in presence of FEN.

The second stage evaluated the effect of Rhizobium and Glomus intraradices on the
growth of Leucaena at 60 mg FEN kg™, during 60 days, as well as the potential of the tripartite
symbiosis on FEN degradation. FEN stimulated the nodulation, but diminished the mycorrhizal
colonization. The tripartite symbiosis increased the plant dry weight, the nitrogenase activity, and
the content of N and P; in contrast, the AOX and the CFT were stimulated by Glomus. FEN-
degradation was greater in plants inoculated with Glomus or with the double inoculation. The

tripartite symbiosis has potential use in phytoremediation of contaminated soils with FEN.

Key words: germination, seedling growth, antioxidant activity, phenolic compounds,

degradation.
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CAPITULO I
INTRODUCCION

El petréleo es una mezcla compleja de gases, liquidos y solidos, compuesto
principalmente por hidrocarburos (76 a 86% de carbono y 10 a 14% de hidrogeno) y un pequefio
porcentaje de otros compuestos organicos como oxigeno, azufre y algunos metales en menor
proporcion (Ortinez et al., 2003; Van et al., 2003). Tiene un gran valor para la economia de todos
los paises; México es el tercer productor de petroleo crudo en el mundo (PEMEX, 2011).

Los accidentes por causa del petréleo y sus derivados a través de la historia han sido
diversos y han traido consigo devastadores resultados para el ambiente. Debido a los problemas
ambientales causados por los hidrocarburos, se han desarrollado técnicas para recuperar suelo y
agua contaminadas (Martin et al., 2004). Uno de los hidrocarburos del petroleo que se ha
utilizado como modelo en sistemas de biorremediacion es el fenantreno, con base en sus
caracteristicas fisico-quimicas y su potencial carcinogénico (Guerrero-Zufiiga et al., 2009).

La biorremediacion ha tenido buen éxito en la recuperacion de suelos contaminados por
hidrocarburos en comparacién con las técnicas fisico-quimicas (Kaimi et al., 2007; Nwoko et al.,
2007). La fitorremediacion ha recibido especial interés ya que las plantas incrementan las
actividades microbianas en la rizosfera, influyen en la concentracion de CO,, modifican el pH, el
potencial osmotico, el potencial redox, aumentan la concentracién de O, y el contenido
nutricional del suelo, estimulando asi la degradacion de contaminantes orgéanicos (Jones et al.,
2004; Parrish et al., 2005).

Algunas bacterias, hongos y plantas son capaces de tolerar y/o degradar hidrocarburos del
petréleo (Nwoko et al., 2007; Ri-He et al., 2008; Rodrigues et al., 2008). Por lo que es

importante identificar aquellas plantas capaces de tolerar altas concentraciones de contaminantes,



asi como aislar y caracterizar microorganismos rizosféricos que en combinacién con las plantas
favorezcan la disipacion de los contaminantes en la rizosfera (Chiapusio et al., 2007).

Las leguminosas, con su capacidad de formar simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrégeno y con hongos micorrizicos arbusculares, han sido poco estudiadas para la degradacion
de hidrocarburos del petroleo (Hall et al., 2010). Por lo que la funcién de las interacciones entre
estos tres organismos en la degradacion de hidrocarburos del petréleo no se ha descifrado.
Leucaena leucocephala es una leguminosa arbdrea de clima tropical que es util para la
reforestacion y mejoramiento de suelo debido al aporte de materia organica y de nitrégeno.
Ademas, es tolerante a suelos alcalinos y ligeramente acidos (pH 5.2), a periodos largos de sequia
y exceso de luz (Zarate, 1987; Sethi y Kulkarni, 1995; Shelton y Brewbaker, 1999).

Investigaciones previas han demostrado que la presencia de bacterias del tipo de los
rizobios promueve la degradacion de petréleo crudo (Radwan et al., 2007, Dashti et al., 2008,
Awadhi et al., 2009); mientras que los hongos micorrizicos arbusculares contribuyen en la
disipacion de los hidrocarburos en el suelo y son capaces de almacenar ciertas cantidades de
hidrocarburos en sus estructuras (Cabello, 1997; Robertson et al., 2007; Alarcon et al., 2008). En
el caso de Leucaena, esta planta tolera altas concentraciones de hidrocarburos del petréleo (562
mg kg?), y es capaz de favorecer la disipacion de petréleo crudo (Udom et al., 2008; Véazquez-
Luna et al., 2010).

En esta investigacion se eligi6 como planta modelo a Leucaena leucocephala en simbiosis con
Rhizobium tropici CIAT 899 y Glomus intraradices, para evaluar su capacidad de

fitorremediacion de fenantreno en arena y bajo condiciones controladas.



CAPITULO 1
OBJETIVO GENERAL
Estudiar los efectos de Rhizobium tropici y/o Glomus intraradices en el crecimiento y desarrollo

de Leucaena leucocephala, asi como en la fitorremediacion de fenantreno.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar el beneficio de la inoculacion con Rhizobium tropici en la germinacion de
semillas y el desarrollo temprano de plantulas de Leucaena leucocephala ante tres
concentraciones de fenantreno (60, 80 y 100 mg L™) bajo condiciones controladas.

» Evaluar la simbiosis de Leucaena con Rhizobium tropici y/o Glomus intraradices durante

la fitorremediacion de fenantreno bajo condiciones controladas.

HIPOTESIS GENERAL
La inoculacién de Rhizobium tropici y/o Glomus intraradices estimula el crecimiento y
desarrollo y Leucaena leucocephala expuesta a fenantreno, ademas de estimular la

fitodegradacién de este contaminante.

HIPOTESIS PARTICULARES

» La inoculaciéon con Rhizobium tropici estimula la germinacion de semillas y desarrollo
temprano de plantulas de Leucaena leucocephala ante fenantreno.
» Leucaena leucocephala en simbiosis con Rhizobium tropici y Glomus intraradices

presenta mejor crecimiento y mayor capacidad de disipacion de fenantreno.



CAPITULO 111
EL FENANTRENO, IMPLICACIONES AMBIENTALES Y SU RELACION CON

SISTEMAS BIOLOGICOS UTILIZADOS EN FITORREMEDIACION

El fenantreno dentro de los hidrocarburos policiclicos arométicos

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs) son compuestos organicos formados
por anillos aromaticos, en los que al menos dos de éstos estan fusionados (Ravindra et al., 2008).
Estos compuestos son productos de la combustién incompleta de la materia organica, petréleo y
tabaco, por lo que pueden ser incorporados al ambiente por emisiones de volcanes, incendios,
gases liberados por automoviles, descargas industriales, derrames de petrdleo y sus derivados.
Los HPAs suelen ser poco solubles en agua, afines a lipidos y son los compuestos mas complejos
y toxicos del petrdleo (Jiao et al., 2007). Existen cientos de HPAs de los cuales 17 (Figura 2.1)
son los méas conocidos por su frecuencia en el ambiente, por su toxicidad y la exposicion a los
humanos (ATSDR, 1995).

La toxicidad de los HPAs radica en sus formas genotdxicas (epdxidos y dihidrodioles)
que se forman a partir de la oxidacion de los HPAs por las oxidasas. Estas oxidasas rompen un
anillo aromético convirtiendo un HPA en un ep6xido, lo cual lo hace més hidrosoluble y de facil
excrecion para el cuerpo humano. Sin embargo, las exposiciones prolongadas a estos compuestos
ocasionan su acumulacion en el tejido adiposo, la unién covalente a las proteinas y a los &cidos
nucleicos ocasionando mutaciones que dan origen a diversos tipos de cancer (Vives et al., 2001;
Bracho et al., 2004).

El fenantreno (FEN) es uno de los HPAs mas frecuentes en el ambiente, se utiliza en
investigaciones de laboratorio por su baja toxicidad y por tener una estructura quimica sencilla (3
anillos aromaticos) (Cuadro 2.1 y Figura 2.1), caracteristicas que lo hacen un modelo Util para
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investigar la contaminacion por HPAs (Blumer, 1976; Narro et al., 1992 citado por Guerrero-

Zuiiiga et al., 2009).
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Figura 2.1. Principales hidrocarburos policiclicos arométicos (HPAs) (ATSDR, 1995).
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Cuadro 2.1. Caracteristicas fisico-quimicas del fenantreno.

FENANTRENO (C14H10)

C 94.34% H 5.66%
Peso molecular 178.23 g mol™
Punto de fusion 100° C
Punto de ebullicion 340° C
Punto de evaporacion 6.8 x 10 * (25° C) mm Hg
Densidad 0.980gcm*a4° C
Solubilidad en agua a 25°C 1.20 mg L™
Soluble en Acido acético glacial, benceno, hexano®,

tolueno®, bisulfuro de carbono, acetona,
tetracloruro de carbono, éter etilico
anhidro, etano.
Presion de vapor 5.8 x 10* mm Hg at 25° C
Constante de Henry 2.56 x 10 atm m®mol™
% Presion de vapor :0.5 mm Hg a 20°C
% Densidad del vapor: 6 (Aire = 1)
Coeficiente de particion LoQkow 4.45 Logkoc 4.15

Fuentes: ATSDR (1995). 2 Ortiz-Lépez (2004).

La degradacion y movilizacion de los HPAs en el ambiente dependen principalmente de
sus caracteristicas fisico-quimicas, y debido a que son compuestos bastante estables y requieren
de alta energia para ser oxidados o reducidos, aunque son susceptibles principalmente a la
sustitucion electrofilica. EI FEN tiene un potencial de volatilizacién bajo (Constante de Henry), y
suele quedarse como remanente cuando la contaminacion es natural; sin embargo, cuando la
contaminacion se hace artificialmente la atenuacion del FEN es rapida (Maila y Cloete, 2002;

Chiapusio et al., 2007). Su tendencia para acumularse en tejido graso (Logkow) €5 media, y se ha



llegado a encontrar en concentraciones de 10 ug kg en tejido de Mugil curema y Bagre
panamiensis en la bahia de Salina Cruz, México (Salazar-Coria et al., 2010). Ademas, este
compuesto tiene afinidad media para unirse a carbono orgéanico en suelos o sedimentos (LOgkoc),
por lo que tiene fuerte relacion entre el carbono orgéanico (dependiendo del tipo de suelo con el
secuestro del FEN (Chiapusio et al., 2007). Los HPAs de bajo peso molecular son volatiles, pero
los més pesados permanecen en los suelos haciendo dificil su biodegradacion por lo que son
compuestos recalcitrantes (Vives et al., 2001; Bracho et al., 2004).

Existen microorganismos capaces de degradar HPAs y se ha observado que desde las
primeras horas de exposicion de los HPAs en el suelo se generan metabolitos secundarios que
dependen de los microorganismos que estén interviniendo en el proceso de degradacion. Las
bacterias oxidan HPAs a cis-dihidrodioles por la incorporacion de moléculas de oxigeno a los
carbonos del HPA, posteriormente, los cis-dihidrodioles son oxidados formando diferentes
metabolitos. En el caso del FEN se ha observado que primero ocurre la incorporacion de una
molécula de oxigeno, ya sea en la posicién 1,2 6 3,4 de los anillos, lo que da lugar a metabolitos
como cis-3,4-fenantrenodihidrodioles que después de varios procesos de oxidacion dan lugar a
metabolitos como el acido 1-hidroxi-2-acido naftdico, naftaleno-1,2-diol, &cido salicilico y &cido
protocatequico (Fu-Min et al., 1993; Yang et al., 1994; Parikh et al., 2004; Johnsen et al.,

2005;Young-Soo et al., 2006).

El petroleo como fuente de contaminacion de HPAs
Existen diversas fuentes de contaminacién por HPAs, entre las que se encuentra la
contaminacion por petréleo y sus derivados. El petréleo es una mezcla compleja de gases,

liquidos y soélidos, compuesta principalmente por hidrocarburos, aproximadamente del 76% al



86% es carbono y del 10 al 14% es hidrégeno, y ademas contiene otros compuestos organicos
como oxigeno, azufre y algunos metales en menor proporcién como el vanadio (V), hierro (Fe),
niquel (Ni), entre otros (Ortinez et al., 2003; Van et al., 2003).

El petroleo es la principal fuente de energia en el mundo (Figura 2.2) tan so6lo en el 2007
la demanda mundial de petréleo crudo fue de 85,220 mbd (miles de barriles por dia) (Irastorza et
al., 2008). México es el tercer productor de crudo en el mundo, tan solo en el dltimo trimestre de
2010 transport6 2,601 mbd, y se pueden encontrar 6,890 pozos en explotacion, 4,658 km de
oleoductos, 9,115 km de poliductos y 12,768 ductos de gas. Toda esta infraestructura y
movimiento del petréleo o sus derivados pone a México como un pais propenso a la
contaminacion (PEMEX, 2011).

A lo largo de la historia, a partir del descubrimiento y uso del petréleo como fuente de
energia, multiples accidentes han aniquilado miles de especies animales y han alterado areas
ecologicas (Cuadro 2.2). Tan so6lo en el 2010 un accidente en Deep Water Horizon, Luisiana,
EUA provocé el derrame de cerca de 1 millon de galones de petroleo por dia, lo cual afect6 45
millones de Km de costa en Luisiana (Trevors y Saier, 2010).

En el 2010, ocurrieron dos derrames en localidades del estado de Puebla (México). En
San Martin Texmelucan, Puebla, se incendié un ducto de PEMEX causando una explosion que
dejo heridos graves y 28 muertos. En Ahuazotepec, Puebla, una toma clandestina provocé un
derrame de gasolina que causé dafios al ambiente. Las tomas clandestinas en ductos de gasolina
son frecuentes en México, lamentablemente no son detectadas a tiempo y, ademas de ocasionar

accidentes, son una fuente constante de contaminacion (PEMEX, 2011).
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Figura 2.2. Consumo mundial de energia primaria de 1997 — 2007 (miles de toneladas de petrdleo crudo

equivalente). Fuente.- BP Statistical Review of World Energy, Junio 2008 en Irastorza et al., 2008.

En la Gltima década la cantidad de suelos contaminados con hidrocarburos de petréleo
incrementd abruptamente debido a derrames de cisternas o tanques durante su distribucion,
rupturas en tuberias subterraneas o derrame en procesos industriales. En México y otros paises se
han encontrado muestras de suelo con alteraciones fisicas, quimicas y biolégicas debido a la
contaminacion por hidrocarburos del petroleo (Cuadro 2.3) (Wyszkowska y Kucharski, 2000;
Sangabriel et al., 2006). Una vez que los hidrocarburos estan en el suelo, su distribucion esta en
funcién de su estructura quimica (por ejemplo, la densidad del petréleo), de las caracteristicas

fisicoquimicas del suelo, asi como de los factores climatologicos.



Cuadro 2.2. Algunos accidentes que ocasionaron el derrame de petroleo (von Hippel y von

Hippel, 2003; West, 2005; Trevors y Saier, 2010; Hogan y Suandry, 2011).

Afio Nombre Lugar Causa Cantidad millones de
galones

2010 Deep Water Horizon Luisiana, EUA Derrame por 206
explosién

1994  Rio Kolva tributary Rusia Colapso de un dique 84

1989 Exxon Valdez Alaska Buque encallado 10

1979 IXTOC Cd. del Carmen, Derrame por 140
Campeche, explosion

Méx.

1979  Empresa Atléantica Tobago Choque de barcos 90
petroleros

1991  Guerradel Golfo  Golfo Pérsico, Incendio de pozosy 520
Kuwait reservas.

Los efectos de los derrames de petréleo son nocivos para la salud humana y ademas
representan una fuente de contaminacion de suelos utilizados para la agricultura. Existen
diferentes maneras de controlar y/o recuperar las zonas contaminadas; y en la Gltima década se
observa una significativa atencion a la recuperacion de suelos y de agua mediante sistemas de

biorremediacion.
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Cuadro 2.3. Propiedades del suelo que se modifican por la presencia de hidrocarburos en el

suelo (Ortinez et al 2003; Romaniuk et al 2007).

Propiedades fisicas ~ Propiedades quimicas Propiedades bioldgicas

Estructura del suelo  *Aumento en el carbén organico +Se  modifica la  biomasa

Color *Aumento en las microbiana disminuyendo la
*Disminucion de la concentraciones de fosforo, diversidad pero aumentando la
aireacion fierro,  manganeso,  sodio, concentracion de  bacterias
*Retencion del agua sulfatos. tolerantes o biodegradadoras de
en la capa superficial ~ *Disminucion del pH hidrocarburos.

*El potencial hidrico

Biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos del petroleo

Existen tres mecanismos para la recuperacion de zonas contaminadas con hidrocarburos
del petréleo: confinamiento, limpieza y estrategia de respuesta. EI confinamiento consiste en el
aislamiento de la zona afectada, mientras que los ultimos dos mecanismos consisten en recuperar
la zona afectada mediante técnicas in situ o ex situ tomando en cuenta que la limpieza se hace
desde el inicio de la contaminacion, y la estrategia de respuesta se realiza mediante evaluaciones
de la contaminacién a largo plazo (Martin et al., 2004). Varias técnicas de naturaleza fisica,
quimica o bioldgica han sido utilizadas para la remediacion de suelos contaminados por
hidrocarburos. Algunas de las técnicas fisicas y quimicas que se pueden aplicar in situ son la
extraccion con vapor, el lavado, la solidificacion y la estabilizacion, la separacién electrocinética.
Las técnicas ex situ que se pueden aplicar son la desorcion térmica e incineracion; la extraccion
con disolventes, lavados, Oxido-reduccion, deshalogenacion quimica, solidificacion y
estabilizacion (Peressutti et al., 2003; Sangabriel et al., 2006).

Los meétodos bioldgicos para la remediacion de suelos son conocidos como

biorremediacion. Estos consisten en aprovechar la capacidad natural de organismos vivos de
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degradar contaminantes al utilizarlos como fuente de energia, pero controlando factores tales
como los nutrientes inorganicos, agua, oxigeno, pH y temperatura en ambientes terrestres o
acuaticos (Garbisu et al., 2002; Saul et al., 2005). Es una técnica alternativa exitosa, socorrida
por su bajo costo, por su efectividad y por su afinidad con el ambiente.

Las técnicas de biorremediacion se pueden aplicar ex situ como la biolabranza, donde se
mezcla el suelo contaminado con agentes de volumen y nutrientes, favoreciendo la aireacion y su
mezcla con suelo limpio (Velasco y Volke, 2008a). Asi, se tienen los biorreactores que permiten
la combinacion controlada y eficiente de procesos fisicos, quimicos y biologicos; como las
biopilas, donde se forman pilas con el suelo contaminado y agentes de volumen, se adicionan
nutrientes y agua para colocarse en areas de tratamiento que incluyen sistemas para colectar
lixiviados y alguna forma de aireacién (Martin et al., 2004; Velasco y Volke, 2008a). Las
técnicas que se aplican in situ pueden ser la bioaumentacion, que consiste en la adicion de
microorganismos degradadores de algun contaminante; la fertilizacién o bioestimulacion donde
se aplica oxigeno y/o nutrientes con el fin de aumentar la actividad de los microorganismos
nativos capaces de degradar los contaminantes; el bioventeo, donde se suministra aire al sitio
contaminado a través de pozos de extraccion o por movimientos forzados (extraccion o
inyeccidn) con el fin de promover el oxigeno necesario para los microorganismos degradadores
(Velasco y Volke, 2008b; Martin et al., 2004). Una técnica de biorremediacion que puede ser
utilizada in situ o ex situ, es la fitorremediacion donde se utilizan plantas para remover, transferir,
estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes (organicos e inorganicos) en suelo y agua
(Martin et al., 2004), la cual se describe mas adelante.

El resultado final de una buena biorremediacion es la transformacion de los contaminantes
en compuestos menos o practicamente no toxicos como H,O, CO,, CH,; (condiciones

anaerdbicas), y en biomasa microbiana (Wyszkowska y Kucharski, 2000). Dentro de la
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biorremediacion de suelos se consideran todos los posibles organismos que pueden vivir en el
suelo como algas, actinomicetos, nematodos, oligoquetos, insectos, pequefios mamiferos y
plantas. Sin embargo, como principal objeto de estudio se considera a las bacterias, hongos y
plantas como los mejores organismos capaces de degradar, estabilizar y tolerar las situaciones de
estrés causadas por la contaminacion con hidrocarburos del petroleo (Boszczyk et al., 2004;
Martin et al., 2004; Saul et al., 2005; Tobin y O Connor, 2005).

La mayoria de las bacterias que tienen estas capacidades se encuentran, principalmente,
dentro de las divisiones Proteobacteria (o—, p—, y—) y Actinobacteria, y se han encontrado 79
géneros bacterianos conocidos con esta capacidad como Sphingomonas, Mycobacterium,
Rhodococcus,  Acinetobacter,  Achromobacter, Alcaligenes, Sarthrobacter, Bacillus,
Flavobacterium, Micrococcus, Nocordia, Pseudomonas, Azotobacter (Wyszkowska y Kucharski,
2001; Boszczyk et al., 2004; Saul et al., 2005; Rodrigues et al., 2008;).

Los hongos se caracterizan por aumentar la fertilidad de los suelos, acelerar el ciclo de
minerales y compuestos organicos. Existen varios hongos con la capacidad de mineralizar HPAs,
los principales se encuentran en el Phylum Basidiomycota, que incluye hongos tanto
ligninoliticos como no-ligninoliticos como Phanerochaete, Coriolopsis, Trametes,
Cunninghamella (Martin et al., 2004; Ri-He et al., 2008).

Algunas plantas que toleran hidrocarburos del petrdleo y ademés promueven su
degradacién son Phaseolus coccineus L., P. vulgaris L., Medicago sativa L., Lolium multiflorum
L., Sorghum spp., Zea mays L., Cynodon dactylon L., entre otros (Ferrera-Cerrato et al., 2007,
Kaimi et al., 2007; Nwoko et al., 2007).

Con el incremento de las investigaciones se observa que existen diversos

microorganismos capaces de tolerar y/o degradar hidrocarburos del petréleo, como Azotobacter
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que es capaz de utilizar el carbono de los hidrocarburos como Unica fuente de energia y al mismo
tiempo fijar nitrégeno atmosférico (Gradova et al., 2002). Microorganismos como Pseudomonas
putida, Klebsiella sp. y Frankia son capaces de degradar hidrocarburos gracias a que poseen
genes gue codifican monooxigenasas (alkB1) y dioxigenasa (nodB, todC1 y xylE), ya que estan
involucrados en la degradacion de hidrocarburos (Rodrigues et al., 2008; Lefrancois et al., 2008).

Es dificil establecer un patron universal para la degradacion de hidrocarburos en el suelo
ya que influyen varios factores como las condiciones ambientales, la naturaleza del ecosistema en
particular, los parametros fisicoquimicos como la presencia de nutrientes, contenido de oxigeno,
presion parcial de los gases, temperatura, pH, contenido de sales, tamafio y distribucion de
particulas, la capacidad reguladora del suelo, ademas de la estructura quimica y cantidad de los
contaminantes (Margesin y Shinner, 1997; Peressutti et al., 2003; Romaniuk et al., 2007).

Los microorganismos nunca se encuentran solos en el suelo por lo que es importante
estudiar la interaccion de éstos en la recuperacion de suelos contaminados. En los ultimos afios se
ha dado importancia a microorganismos que forman simbiosis con especies vegetales, ya que
confieren ciertas ventajas a los organismos que forman parte de la simbiosis, en el
establecimiento en suelos contaminados y en la degradacion de los contaminantes. Esta revision
se enfocara al papel que tiene Rhizobium tropici (bacteria) y Glomus intraradices (hongo) en la

biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos.

Rizobios
Los rizobios son bacterias aerobias gram negativas que pertenecen a los subgrupos a y 8
de las Proteobacterias, tienen morfologia bacilar, presentan un flagelo polar o subpolar, de dos a

seis flagelos peritricos que les confieren movilidad (Naya, 2007). Estas bacterias se han
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clasificado en los géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, y
Azorhizobium; y tienen la caracteristica de formar nddulos fijadores de nitrogeno atmosférico en
simbiosis con leguminosas. EI hecho de que puedan fijar nitrogeno hace a esta simbiosis
importante para la agricultura y para la recuperacion de suelos contaminados, debido a la
aportacion de nitrogeno al suelo y por su capacidad de utilizar hidrocarburos como fuente de
carbono y energia (Madigan et al., 2004; Radwan et al., 2007).

Existen estudios en los que se demuestra que los rizobios intervienen en la degradacion de
algunos hidrocarburos, promoviendo el desarrollo de otros microorganismos ya que incrementan
el nitrégeno en el suelo que es afectado por la deposicion de concentraciones altas de carbono.
Ademas, la presencia de los nodulos estimula el desarrollo de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) alrededor de éstos, y que en conjunto
promueven la degradacion de petroleo crudo en mayor cantidad que en las plantas que no tienen
nodulos (Radwan et al., 2007, Dashti et al., 2008; Muratova et al., 2008; Awadhi et al., 2009).

A pesar de saber que estos microorganismos promueven la degradacion de hidrocarburos
del petroleo, falta mucho por investigar, ya que las condiciones pueden cambiar de acuerdo al
simbionte y condiciones del suelo. Radwan et al. (2007) observaron que bacterias del género
Rhizobium son capaces de degradar compuestos alifaticos e hidrocarburos aromaticos atenuando
la contaminacion en el suelo. Rhizobium tropici es una bacteria que tiene muchas ventajas por ser
un buen fijador de nitrégeno, presenta un alto grado de competitividad con rizobios nativos, es
genéticamente estable, tolera condiciones de acidez y altas temperaturas, y es una cepa promiscua
con amplio espectro de plantas hospedantes, lo que incrementa la posibilidad de encontrar plantas
que toleren la contaminacién por hidrocarburos (Hungria et al., 2003). Debido a que Rhizobium
prolifera en climas tropicales y en México los puntos de extraccion del petroleo se encuentran en

zonas con estos climas, es importante estudiar el desarrollo de estas bacterias en presencia de
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HPAs, ya que pueden ser Utiles en los procesos de biorremediacion de suelos contaminados con

hidrocarburos del petréleo.

Hongos micorrizicos arbusculares

Los hongos micorrizicos son bidtrofos que forman simbiosis con raices de plantas
vasculares, en las que se han clasificado siete categorias: arbuscular, ericoide, orquideoide,
arbutoide, monotropoide, ectomicorriza y ectendomicorriza (Finlay, 2008). Los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) tienen una gran capacidad de dispersion y un gran numero de
hospedantes; estos hongos transforman las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas de la
rizosfera. Ademas, los HMA aumentan la absorcion de nutrientes de dificil acceso para las
plantas (fosforo, zinc, cobre, boro, sulfato), aumentan el area de contacto entre la planta y el
suelo, e incrementan la produccién de enzimas oxidativas; todas estas caracteristicas brindan
proteccion a la planta ante patdégenos y condiciones de estrés que se encuentren en el suelo (Joner
y Leyval, 2001; Siddiqui y Pichtel, 2008). Estas cualidades han hecho que los investigadores los
tomen en cuenta en los estudios para la recuperacion de suelos contaminados con hidrocarburos.

Los HMA atenlan los efectos toxicos que originan los hidrocarburos del petréleo en la
planta favoreciendo su crecimiento y su sobrevivencia, y contribuyen en la disipacion de los
hidrocarburos en el suelo; ademas, son capaces de almacenar ciertas cantidades de hidrocarburos
en sus estructuras (Cabello, 1997; Criquet et al., 2000; Gaspar et al., 2002; Robertson et al.,
2007; Alarcon et al., 2008). Los suelos contaminados con hidrocarburos del petréleo afectan la
relacion carbono/nitrogeno en el suelo lo que dificulta la absorcion de ciertos nutrimentos
esenciales y la absorcion de agua hacia la planta, de esta forma los HMA atentan estas
deficiencias cuando se encuentran en asociacion con plantas (Bianciotto et al., 2002; Wilson y

Jones, 1993).
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La biodegradacion de HPAs es catalizada por la actividad de peroxidasa, lacasa,
dioxigenasa, y monofenol monooxidasa de los microorganismos, contribuyendo a la disipacion
de los hidrocarburos en el suelo e incrementando las comunidades microbianas en la rizosfera
(Salzer et al., 1999; Criquet et al., 2000; Joner y Leyval, 2001; Corgié et al., 2006).

El papel de los HMA en la recuperacion de los suelos contaminados con HPAs aun no
estd definido, como ya se mencion6, ademas de promover la degradacion, tienen la capacidad de
absorber y almacenar HPAs, lo que evita que las plantas estén en contacto directo con el
contaminante y con ello, disminuir el estrés que podrian ocasionar (Gaspar et al., 2002).

Aun cuando los HMA tienen ciertas ventajas sobre la recuperacion de suelos
contaminados por HPAs, no todos los HMA tienen la misma tolerancia ni pueden desarrollarse
exitosamente, ya que algunas especies son mas tolerantes que otras. Glomus versiforme es
tolerante a altas concentraciones de FEN pero no al antraceno, mientras que Glomus intraradices
tolera ambos contaminantes; G. aggregatum y G. mosseae son capaces de desarrollarse en suelos
contaminados con petrdleo crudo (Cabello, 1997; Liu y Dalpé, 2009). A pesar de esto la
presencia de hidrocarburos del petréleo afecta notablemente el porcentaje de colonizacion
micorrizica (arbusculos, vesiculas e hifas) y también inhiben la germinacién de esporas de HMA
(Cabello, 1997; Joner y Leyval, 2001; Gaspar et al., 2002; Verdin et al., 2006).

A pesar de la informacion anterior, es necesario profundizar en la influencia de los HMA
en la degradacion de hidrocarburos, ademas de investigar su interaccion con otros
microorganismos. Las bacterias simbioticas fijadoras de nitrogeno (rizobios) y los HMA son de
los endosimbiontes mas importantes y mas distribuidos en la naturaleza (Provorov et al., 2002;
Finlay, 2008), ambos reaccionan a moléculas de identificacion e infeccion similares (flavonoides
e isoflavonoides) (Provorov et al., 2002; Basis et al., 2006;). Los flavonoides en los HMA

incrementan la germinacion de esporas in vitro y facilitan la colonizacion, mientras que en los
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rizobios inducen los genes de la nodulacion (genes Nod); es por esto que ambos simbiontes
pueden establecerse en una planta (Provorov et al., 2002; Barea et al., 2005; Basis et al., 2006;
Yano et al., 2008).

La presencia de los HMA y los rizobios influyen en la habilidad de la planta para obtener
nitrégeno y otros nutrientes. A su vez, las plantas pueden influir en el cambio del ecosistema
secretando metabolitos secundarios en la rizésfera que atraen o inhiben el crecimiento de
microorganismos especificos, por lo que se debe aprovechar esta ventaja ecologica para la

biorremediacion de suelos (Basis et al., 2006).

Fitorremediacion

La fitorremediacion es una tecnologia de la biorremediacion que consiste en utilizar
plantas para limpiar suelos, sedimentos y aguas contaminadas con compuestos organicos e
inorganicos (Zhu et al., 2010; Lopez-Martinez et al., 2005). Existen varios mecanismos mediante
los cuales las plantas actian en la limpieza de los suelos (Figura 2.3), destacando la
fitoextraccion, la fitoestabilizacion, la fitovolatilizacion, la fitodegradacién y la fitoestimulacion
(Hernandez et al., 1994; Lopez-Martinez et al., 2005; Saier y Trevors, 2010)

e Fitoextraccion.- La planta absorbe los contaminantes acumulandolos en hojas, tallos o
raices facilitando la extraccion de éstos; en la contaminacion por metales las plantas
pueden ser procesadas mediante incineracion y reciclaje de los metales.

e Fitoestabilizacion.- El sistema radical impide la movilizacion de los contaminantes por
impedimento fisico, absorcion, adsorcion, o precipitacion del contaminante en la zona

radical.
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FITOVOLATILIZACION

FITOACUMULACION

FITOESTABILIZACION

Figura 2.3. Mecanismos mediante los
cuales las plantas acttan en la limpieza
de los suelos durante la fitorremediacion
(Hernandez et al., 1994; Lopez-Martinez

et al., 2005; Saier y Trevors, 2010).

Este Ultimo mecanismo es uno de
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¢ Fitovolatilizacion.- La planta es
capaz de movilizar el contaminante a las
hojas y liberarlo mediante la transpiracion;
el contaminante puede estar en su forma
original o en una forma modificada.

e Fitodegradacion.- La planta tiene
la capacidad de metabolizar los
contaminantes 'y transformarlos, la
mayoria de las veces en formas menos
toxicas, y en ocasiones en formas
utilizables para la planta (CO,, H,0).

o Fitoestimulacion.- Las raices de
las plantas liberan exudados que estimulan
el desarrollo de otros microorganismos con
capacidad de biotransformar los

contaminantes en compuestos menos

téxicos.

los principales atributos que presenta la
fitorremediacion ya que se ha dado gran importancia a la rizosfera en la degradacion de
contaminantes; por lo que es importante identificar aquellas plantas capaces de tolerar altas
concentraciones de contaminantes, asi como aislar y caracterizar microorganismos rizosféricos

gue en combinacion con las plantas favorezcan la disipacion de los contaminantes en la rizosfera.



Las plantas estimulan la degradacion de contaminantes organicos debido a que aumentan
las actividades microbianas en la rizosfera, influyen en la concentracion de CO,, modifican el pH,
el potencial osmotico, el potencial redox, aumentan la concentracion de O, y el contenido
nutricional del suelo (Jones et al., 2004; Parrish et al., 2005). Las gramineas han sido muy
utilizadas para la fitorremediacion debido a su sistema radical y a su alta tolerancia a
contaminantes organicos; sin embargo, las leguminosas han tomado importancia para la
fitorremediacion debido a que tienen la capacidad de formar simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrégeno, incrementan el nimero de microorganismos en la rizésfera, y ademas incrementan la
cantidad de nitrgeno en el suelo. Esto Gltimo es muy importante en suelos contaminados con
hidrocarburos ya que existen deficiencias de nitrégeno que impide el desarrollo y la actividad de
los microorganismos que favorezcan la destoxificacion de hidrocarburos (Radwan et al., 2007,

Dashti et al., 2008, Awadhi et al., 2009).

Leucaena leucocephala Lam.

Es un arbol de clima tropical y subtropical (25 a 30 °C) que se encuentra distribuido en
América Central y del Sur, Africa, Australia, en el sur de Asia y en algunas islas con clima
tropical. Pertenece a la familia Mimosaceae y en México es conocida como “Guaje”, el cual es un
arbol perennifolio, sus flores son blancas, hermafroditas, sus frutos son vainas que contienen de
15 a 30 semillas que son ligeramente elipticas, aplanadas, de color café brillante (Figura 2.4)
(Zarate, 1987; Shelton y Brewbaker, 1999).

Las semillas de Leucaena son ortodoxas, su morfologia dificulta la absorcion de agua ya
que la testa tiene una capa de cera. En la Figura 2.5 se muestran los tejidos que conforman la
testa. La capa exterior de las semillas esta conformada por células ricas en cera, la cual dificulta

la entrada del agua a las células del embrién y endospermo. Cuando las semillas son embebidas
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ocurre un proceso de absorcion de agua provocando el rompimiento de las células exteriores y
con ellos se permite el paso del agua a las células en empalizada del hilio (Serrato-Valenti et al.,
1994). La dificultad de la entrada de agua no es meramente un proceso fisico ya que la
composicion quimica de la testa tambien la limita. La testa esta compuesta por una serie compleja
de polisacaridos que acompafados de la disposicion de las células, dificultan el proceso de

imbibicidn y de respiracion (Serrato-Valenti et al., 1994).

Figura 2.4. A) Semillas y vainas, B) Flor y C) Arbol de Leucaena leucocephala (Holmes, 2009).

Las semillas pueden ser almacenadas a 7 °C con un 70% de humedad relativa durante 6
afios, y este periodo de almacenamiento puede ser mayor si se mantienen a temperaturas menores
(5 °C) en recipientes sellados con una humedad de 13% (Zérate, 1987). La germinacién es réapida,
ya que inicia en tres dias y se completa a los ocho, obteniendo 75% de germinacion a los cinco
dias y 80-90% de germinacidn entre los seis a ocho dias. Para una mayor germinacion se requiere
un tratamiento pre-germinativo, entre los que destacan la inmersion en agua a 75-85 °C de 3 a 6
min, dejando enfriar para su posterior siembra para lograr 56% de germinacién. También se
utiliza la escarificacion mecanica o lijado de las semillas hasta que las mismas pierdan el brillo

natural, o bien la escarificacién con acido sulfarico (Zarate, 1987; Sanchez et al., 2003; Gonzalez
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et al., 2008). Otras técnicas se relacionan con exponer las semillas al agua en ebullicién por 1
min para romper el estado de latencia y aumentar considerablemente el porcentaje de
germinacion. Sin embargo, conforme las semillas tienen mayor tiempo de almacenamiento el

porcentaje de germinacién disminuye (Cervantes et al., 1996).

Figura 2.5. Anatomia de la semilla de Leucaena leucocephala. A) Semilla sin escarificar, se observa el
pleurograma, el brillo dado por la capa de cera que las recubre; B) Microscopia electronica de barrido de
la capa de cera que cubre a las semillas, se puede observar la parte exterior (0. st), la parte inferior y la
mas gruesa (th. p.). Barra = 0.1 mm (Serrato-Valenti et al., 1994); C) Microscopia Optica, tefiido con azul
de toluidina, pH 4, en la que se observan los surcos de las células en empalizada superiores (cs y *), la
pelicula que cubre a la capa de cera (cc), las células en empalizada inferiores (ci), barra =19 um (Serrato-

Valenti et al., 1994).
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Leucaena leucocephala es una de las leguminosas arbdreas con mayor velocidad de
crecimiento, y tiene importancia por su uso como alimento para ganado (hojas y frutos), como
materia organica, y como lefia. Las hojas y las semillas son de consumo humano en Centro
Ameérica, Indonesia y Tailandia, ya que son fuente de proteina, y una fuente potencial como goma
de mascar comercial (Sethi y Kulkarni, 1995; Hughes, 1998). La planta produce follaje rico en
nitrégeno (aproximadamente el 4.3% de su peso de materia seca) de rapida descomposicion. Un
arbol bien desarrollado puede producir entre 500 y 1,500 g de semilla limpia, y se llegan a
cosechar hasta 50 toneladas ha™ de hojas y vainas verdes, y 50 m* ha™ afio™ de lefia (Zarate,
1987).

Leucaena leucocephala es utilizada para la produccion de aceites esenciales aromaticos,
lefia, carbon, pulpa para papel y postes; sus vainas son comestibles, ricas en vitamina A y
proteinas, sus semillas son utilizadas como piezas de joyeria, asi como remedio para amebas y
viruela (Shelton y Brewbaker, 1999; Zarate, 1987). Forma nodulos con Rhizobium, y fija de 100-
600 kg de N ha™ afio™, por lo que es (til para la reforestacién y mejoramiento de suelo debido al
aporte de materia organica y de nitrogeno. Es tolerante a suelos alcalinos y ligeramente acidos
(pH 5.2), a periodos largos de sequia y exceso de luz (Zarate, 1987; Shelton y Brewbaker, 1999;
Sethi y Kulkarni, 1995).

La importancia que tiene esta leguminosa en la remediacion de suelos contaminados es
diversa, se ha observado que es sensible al cadmio y al plomo los cuales limitan su desarrollo y la
germinacion de semillas. Sin embargo, se ha observado que tolera altas concentraciones de
hidrocarburos del petréleo (562 mg kg™), y que es capaz de incrementar la disipacion de petréleo
crudo en mayor porcentaje que otras leguminosas como Bauhinia monandra, sobre todo cuando
se aplica 0.5% de estiércol (Zafar et al., 2001; Udom et al., 2008; Edwin-Wosu y Albert, 2010;

Véazquez-Luna et al., 2010).
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Esta leguminosa tiene la capacidad de formar doble simbiosis con Rhizobium (Figura
2.6A) y G. intraradices (Figura 2.6B y C) por lo que se plantea su utilizacion en la remediacion
de suelos contaminados con hidrocarburos del petroleo, particularmente en HPAs como el FEN.
Ademas cada organismo, por si mismo, es capaz de desarrollarse en la presencia de hidrocarburos
del petroleo (Radwan et al., 2007; Liu y Dalpe, 2009), por lo que es importante estudiar su
desarrollo en simbiosis con planta y evaluar su capacidad en la degradacion de hidrocarburos del

petréleo.

Figura 2.6. Leucaena leucocephala en asociacion con Rhizobium tropici y Glomus intraradices.
A) Aspecto de los nddulos en raices de Leucaena con Rhizobium observados a través de un estereoscopio.
Aspecto de células corticales de Leucaena colonizadas por G. intraradices observadas a 40X de

magnificaciones en un microscopio 6ptico, tefiidas con azul tripano, B) Arbusculos, y C) Hifas.

Conclusion de la revision de literatura

La contaminacion con hidrocarburos del petréleo es un problema mundial, y debido a sus
caracteristicas fisico-quimicas son compuestos recalcitrantes y toxicos. Existen varias técnicas de
remediacion de suelos, siendo una de las mas importantes la biorremediacion debido a su bajo

costo y buenos resultados. La fitorremediacién es una técnica Util que engloba varias técnicas de
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la biorremediacion por lo que es importante explotarla al maximo, destacando el uso de
leguminosas en la limpieza de sistemas contaminados con hidrocarburos del petroleo.

Leucaena leucocephala es una leguminosa con potencial para la fitorremediacion de
suelos contaminados por hidrocarburos del petréleo; sin embargo, sus habilidades de formar
simbiosis con microorganismos no han sido explotadas para esta finalidad. Rhizobium tropici y
Glomus intraradices son microorganismos que a su vez han sido estudiados para la
biorremediacion de suelos contaminados por HPAs. Por lo anterior, esta investigacion propone
evaluar el papel que desempefia Leucaena leucocephala en interaccién con Rhizobium tropici y/o

Glomus intraradices para la degradacion de los HPAs utilizando como modelo inicial el FEN.
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CAPITULO IV
GERMINACION DE SEMILLAS Y DESARROLLO DE PLANTULAS DE Leucaena
leucocephala INOCULADAS CON Rhizobium tropici ANTE FENANTRENO
RESUMEN
En este estudio se evalué el efecto de tres dosis de fenantreno (FEN, 60, 80 y 100 mg L) y la
inoculacion de Rhizobium tropici CIAT 899 en la germinacion de semillas y desarrollo temprano
de plantulas de Leucaena leucocephala. A las 24 h, la conductividad eléctrica de las semillas ante
60 mg L™ aumenté 15%, pero disminuy6 23.9% ante 100 mg L™, con respecto al tratamiento sin
FEN. Los porcentajes de humedad y de germinacion de las semillas a las 136 h, no presentaron
diferencias significativas por la inoculacién ni por la contaminacion con FEN; sin embargo, a las
32 h, las semillas con Rhizobium y sin FEN presentaron el mayor porcentaje de germinacion
(>40%). Después de 10 dias de desarrollo de las plantulas, el FEN inhibid el desarrollo de pelos
radicales y causd necrosis en los cotiledones ante 80 y 100 mg L™ ElI FEN a 60 mg L™
incrementd 47.3% la longitud de la raiz, mientras que la longitud del tallo disminuy6 al
incrementar la concentracion de FEN. La mayor actividad antioxidante total (AOX) se obtuvo en
epicotilos de plantulas no inoculadas, y disminuy6 27.4% al incrementar el FEN. EIl contenido de
compuestos fendlicos totales (CFT) en raiz disminuyo ante FEN, pero en hipoc6tilos causo
incrementos significativos. Rhizobium mantuvo similar longitud y peso de materia seca de raiz y
tallo, aunque estimul6 el desarrollo de pelos radicales y redujo los dafios necréticos causados por
el FEN. Ademas, Rhizobium mantuvo mejor balance de la AOX y el CFT en los diferentes

organos de las plantulas a pesar de la aplicacion del FEN.

Palabras clave: Conductividad eléctrica, crecimiento de plantulas, actividad antioxidante,

compuestos fendlicos totales.
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SEED GERMINATION AND DEVELOPMENT OF SEEDLINGS OF Leucaena
leucocephala INOCULATED WITH Rhizobium tropici UNDER PHENANTHRENE
ABSTRACT

In this study we evaluated the effect of three doses of phenanthrene (PHE; 60, 80, and 100
mg L™ and the inoculation of Rhizobium tropici CIAT 899 on seed germination and
development of seedlings of Leucaena leucocephala. After 24 h, seed electrical conductivity
under 60 mg L™ increased 15% but at 100 mg L™ caused 23.9% decrease with respect to seeds
without PHE. At 136 h, either inoculation or PHE contamination did not exert significant
differences on seed germination and humidity percentage, however, at 32 h, the seeds inoculated
with Rhizobium and without PHE had the greatest germination percentage (>40%). Ten days
after germination, the application of 80 and 100 mg PHE L™ resulted in significant inhibition of
root hairs, and caused necroses on cotyledons. PHE at 100 mg L™ increased in 47.3% the root
length, whereas the stem length diminished when the dose of PHE increased. The high total
antioxidant activity (AOX) was observed at epicotyls of inoculated seedlings, but it decreased
27.4% as PHE increased. The total content of phenolic compounds (CFT) in roots diminished
under PHE contamination, but on hypocotyls this contaminant caused a significant increase.
Rhizobium maintained similar length and dry weight of root and stems, although it stimulated the
proliferation of root hairs and attenuated the necrotic damage due to PHE. In addition, Rhizobium

kept a better balance on AOX and CFT on the seedling tissues in spite of the PHE contamination.

Key words: Electrical conductivity, seedling growth, antioxidant activity, phenolic compounds.
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INTRODUCCION

La contaminacion de suelos por hidrocarburos del petréleo es un problema comdn debido
a su alta demanda como principal fuente de energia y al aprovechamiento de sus derivados; ante
tal problema la fitorremediacion es una técnica utilizada para limpiar estos suelos (Hall et al.,
2010). Pastos, leguminosas, plantas herbaceas, por mencionar algunas, se han utilizado para
recuperar suelos contaminados con hidrocarburos, obteniéndose buenos resultados en la
atenuacion de los contaminantes (Kirkpatrick et al., 2006; Hall et al., 2010). Las leguminosas han
sido utilizadas en la fitorremediacion debido a que forman simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrégeno, por lo cual ayudan a la fertilidad del suelo e incrementan la poblacion de otros
microorganismos, incluso aquellos capaces de degradar y/o tolerar hidrocarburos (Dashti et al.,
2008; Awadhi et al., 2009).

Leucaena leucocephala Lam. es una leguminosa que genera abundantes cantidades de
materia organica y tolera condiciones de acidez y alcalinidad, y ha sido utilizada para reforestar y
biorremediar suelos contaminados con tricloroetileno y con hidrocarburos de petréleo (Udom et
al., 2008; Edwin-Wosu y Albert, 2010; Vazquez-Luna et al., 2010).

El porcentaje de germinacion de semillas de especies como Festuca arundinacea L.,
Agropyron smithii R., Trifolium repens L., Brassica napus L., Helianthus annuus L., Bouteloua
curtipendula M., Cenchrus ciliaris L. y Rhynchelytrum repens W., ha sido utilizado como criterio
para determinar la tolerancia que podrian tener dichas plantas ante diferentes hidrocarburos
(Besalatpour et al., 2008; Reynoso-Cuevas et al., 2008). La inoculacion de las semillas con
bacterias simbioticas fijadoras de nitrogeno estimula la sintesis de compuestos que favorecen la
germinacion y proliferacion de pelos radicales, y el desarrollo de la plantula. Por ejemplo, la
inoculacion de Glycine max con Bradyrhizobium japonicum, incremento 2.25 veces el porcentaje

de germinacion (Prithiviraj et al., 2003), mientras que en el caso de Medicago truncatula
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inoculada con Sinorhizobium meliloti, y en Glycine max inoculada con B. japonicum, se observd
mayor estimulacion del desarrollo de pelos radicales, la formacion de nédulos y el crecimiento de
las plantulas (Macchiavelli y Brelles-Marifio, 2004; Miransari y Smith, 2009). Sin embargo, los
efectos de la inoculacién de Rhizobium en la tolerancia y germinacion de semillas ante
hidrocarburos poliaromaticos (HPAs) ain no se ha evaluado, asi como su efecto en la
disminucion de los efectos toxicos de estos hidrocarburos en el desarrollo de las plantulas
emergidas.

El proceso de germinacion se divide en tres fases. La fase | (fase de imbibicidn) consiste
en un proceso fisico en el que la semilla seca absorbe agua incrementando aceleradamente el
porcentaje de humedad, en esta fase ocurre la pérdida de solutos (aminoacidos, azucares,
compuestos fendlicos) debido a la inhabilidad de la membrana celular puesto que esta debe estar
bien hidratada para funcionar adecuadamente. La fase Il (fase Lag) se caracteriza por la
estabilizacion en la absorcion de agua, la elongacion celular, la digestion de los compuestos de
almacenamiento de las semillas, y la activacion de los sistemas celulares para la produccion de
nuevas enzimas y materiales de crecimiento, por lo que la absorcion de agua es continua. Una vez
que ocurre la division celular se da la expansion de los puntos de crecimiento, por lo cual se
reconoce la fase 111 (Fase de division celular) (Hartmann et al., 2002).

Con base a la informacién mencionada, el objetivo de este trabajo fue evaluar si la
inoculacién con Rhizobium tropici favorece la germinacién de semillas y el desarrollo temprano
de las plantulas de Leucaena leucocephala ante tres concentraciones de FEN (60, 80 y 100 mg L

1) bajo condiciones controladas.
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MATERIALES Y METODOS
Se establecieron nueve tratamientos en total, considerando ocho tratamientos con
escarificacion con aplicacidn de cuatro concentraciones de fenantreno (FEN; 0, 60, 80 y 100 mg
L™ con v sin la inoculacién de Rhizobium, ademas de un testigo sin escarificar sin FEN y sin
inoculacion —TS. La escarificacion de las semillas se realizd con é&cido sulfarico (H,SO,)
concentrado por 15 min (Sanchez et al., 2003; Gonzalez et al., 2008), en todos los tratamientos,

con excepcion del tratamiento TS.

Fase I. Evaluacion de la conductividad eléctrica de las semillas de Leucaena leucocephala
por efecto de la aplicacion de fenantreno y/o Rhizobium tropici CIAT 899.

Las semillas sin FEN (0 mg L™) y TS se desinfestaron con alcohol etilico por 30 s. Para
aquellos tratamientos contaminados, el FEN se diluyd en alcohol etilico a concentraciones de 60,
80 y 100 mg L™ y estas soluciones se utilizaron para desinfectar e impregnar las semillas con el
contaminante. Una vez sumergidas las semillas en las soluciones mencionadas, éstas se secaron
sobre papel absorbente. Posteriormente, para los tratamientos inoculados, las semillas se
colocaron en una solucién de inoculante de Rhizobium (30 x 10° rizobios mL™) por 5 minutos.

Cada tratamiento consistié en cuatro repeticiones con 25 semillas cada una, que se
colocaron en frascos de vidrio con 25 mL de agua desionizada durante 24 h para proceder a tomar
la lectura de la conductividad eléctrica con un conductimetro (OAKTON PC 300).

Este experimento tuvo un disefio completamente al azar y los datos se analizaron
mediante el sistema de analisis estadistico SAS y prueba de comparacion de medias Tukey (o =

0.05) (SAS Institute, Inc., 1999).
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Fase 11. Evaluacion del porcentaje de humedad y germinacion de semillas, longitud del tallo
y raiz, peso de materia seca de la parte aérea y raiz, contenido de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante total de plantulas de Leucaena leucocephala.

Las semillas de los tratamientos correspondientes, se desinfestaron con alcohol etilico por
30 s, se enjuagaron con tres lavados de agua estéril, se colocaron en una solucion de hipoclorito
de sodio al 2%, e inmediatamente, se lavaron cinco veces con agua estéril. Cada tratamiento
consistio de cuatro repeticiones y cada una de ellas con 25 semillas.

Paralelamente, la contaminacion del papel absorbente utilizado para la germinacion, se
realiz6 con soluciones de acetona adicionada con FEN a 60, 80 y 100 mg L™, respectivamente. A
cada papel absorbente se le aplicaron 6 mL de cada solucién y se dejaron secar a temperatura
ambiente en condiciones de campana de flujo laminar.

Las 25 semillas por repeticion de cada tratamiento se colocaron sobre el papel absorbente
previamente esterilizado con y sin la aplicacion de la correspondiente concentracion de FEN. La
mitad de los tratamientos se inocularon con 5 mL de una suspension bacteriana de Rhizobium
tropici CIAT 899 (30 x 10° rizobios mL™); mientras que los demas tratamientos se hidrataron
unicamente con 5 mL de agua estéril.

Para la evaluacion del porcentaje de humedad se utilizaron 12 semillas de las 25
consideradas para cada repeticion, las cuales se pesaron antes de ser colocadas en el papel
absorbente (tiempo 0), y se continuaron pesando cada ocho horas hasta que la mayoria de los
tratamientos alcanzaron un porcentaje de germinacion mayor al 50%. Una vez pesadas en cada
tiempo de evaluacion las semillas se regresaron a su respectivo tratamiento.

Después de 10 dias de establecidas las semillas para su germinacion, a partir de las
plantulas emergidas se realizaron las evaluaciones de la longitud del tallo y raiz, peso de materia

seca de la parte aérea y raiz, contenido de compuestos fendlicos totales, y la actividad
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antioxidante total. Cabe hacer la aclaracion que en estas evaluaciones no se considero el
tratamiento TS.

Para evaluar la longitud del tallo y parte aérea (cm) se tomaron 15 plantulas al azar por
repeticion de cada tratamiento, y también a partir de estas 15 plantulas, se utilizaron 10 de ellas
para evaluar el peso de materia seca de la parte aérea y del tallo a 70 °C durante tres dias (ISTA,
2005).

Para la evaluacion del contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) y de la actividad
antioxidante total (AOX) se utilizaron 5 de las plantulas restantes por tratamiento. Cada plantula
se disecto en raiz, hipocétilo, cotiledones y epicétilo, los cuales fueron pesados individualmente y
macerados con 1.5 mL de metanol al 80%, colocando los extractos en tubos eppendorf a 4 °C
para su posterior analisis de la AOX, y de CFT.

La AOX se determind mediante el método propuesto por Re et al. (1999) y Matthaus
(2002), utilizando una solucion con 24 mg de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) disuelto en
100 mL de metanol, misma que fue diluida en metanol (1:4 v/v). De esta solucion se tomaron 270
uL que fueron adicionados con 15 pL de cada extracto, obteniendo un volumen final de 285 pL;
el cual se dejé reaccionar por 15 min. Se tomaron lecturas de absorbancia, al inicio y al final de la
reaccion, a 515 nm en un espectrofotdmetro (Synergy 2, Biotech® instruments). Se utilizé Trolox
(&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico) para la curva estandar y los resultados se
expresaron finalmente en mM de equivalentes de Trolox g™ de tejido fresco.

La determinacion del CFT fue realizada mediante la técnica modificada de Swain y Hillis

(1959). A 30 pL de cada extracto, se adicionaron 150 uL de Folin-Ciocalteau 0.25 N y 90 uL de
Na,CO3 1 N, obteniendo un volumen final de 270 pL, el cual se dejo reaccionar por 30 min, para

tomar lecturas de absorbancia a 725 nm en espectrofotometro (Synergy 2, Biotech® instruments).
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Se utilizdé acido galico para la curva estandar y los resultados se expresaron en mg de
equivalentes de acido galico g™ de tejido fresco.

El experimento fue un factorial 2 x 4 (dos niveles de inoculacién y cuatro niveles de
contaminacion) gue incluyo ocho tratamientos distribuidos en un disefio completamente al azar.
Para la evaluacion del porcentaje de humedad de las semillas se consideraron cuatro repeticiones
(n =4, con 12 semillas por repeticion) y para el porcentaje de germinacion se consideraron cuatro
repeticiones (n = 4, 25 plantulas por repeticion) por tratamiento. Para la longitud de tallo y raiz se
consideraron cuatro repeticiones (n = 4, con 15 plantulas por repeticion); para el peso de materia
seca de parte aérea y raiz se consideraron cuatro repeticiones (n = 4, con 10 plantulas por
repeticion); mientras que para AOX y CFT se consideraron cinco repeticiones (n = 5), por
tratamiento. Los datos se analizaron mediante el sistema de analisis estadistico SAS y prueba de

comparacion de medias Tukey (o = 0.05) (SAS Institute, Inc., 1999).

RESULTADOS

Conductividad eléctrica de las semillas de Leucaena leucocephala por efecto de la aplicacion
de fenantreno e inoculacion de Rhizobium tropici CIAT 899.

No se observaron diferencias significativas en la conductividad eléctrica por la aplicacion
de FEN en comparacion con el tratamiento sin contaminacion; sin embargo, el FEN a 80 y 100
mg L™ dificult6 la entrada de agua a las semillas, ya que disminuy® la conductividad eléctrica en
7.2%y 9.2%, respectivamente (Figura 4.1). La inoculacion con Rhizobium no afecté la entrada de
agua a las semillas; sin embargo, Rhizobium en combinacién con FEN a 60 mg L™, incremento la
conductividad eléctrica en 13.3%, mientras que a 100 mg L™ disminuyé 24.6%, con respecto al

tratamiento no inoculado y sin FEN (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Conductividad eléctrica de semillas de Leucaena leucocephala inoculadas o no con
Rhizobium tropici CIAT 899 y con aplicacidn de tres concentraciones de fenantreno, a las 24 h. n = 4.
Abreviaciones: TS = sin escarificar, 0 = sin fenantreno (0 mg L™), F60, F80 y F100 = aplicacion de

fenantreno a 60, 80 y100 mg L ™. Promedios + error estandar.

Porcentaje de humedad y germinacion de semillas, longitud del tallo y raiz, peso de materia
seca de la parte aérea y raiz, contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante
total de plantulas de Leucaena leucocephala.

Las semillas de Leucaena mostraron una acelerada absorcion de agua en las primeras 8 h,
y a partir de ese tiempo la absorcion fue gradual, en la que el FEN y la inoculacion con Rhizobium
no modificaron los porcentajes de humedad. Las semillas de todos los tratamientos que fueron
escarificados, presentaron una germinacion uniforme que inici6 a las 32 h y terminé a las 136 h,
alcanzando 81% de germinacion en promedio (Figura 4.2). En contraste, las semillas del

tratamiento TS tuvieron una cinética de absorcion de agua muy lenta, y comenzaron a germinar a
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partir de las 48 h, alcanzando una germinacion del 53% a las 136 h. Debido a este bajo porcentaje

de germinacidn, el tratamiento TS no fue considerado para las siguientes evaluaciones.
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Figura 4.2. Curva de hidratacion de semillas de Leucaena leucocephala por efecto de la inoculacion con
Rhizobium tropici CIAT 899 y/o por la aplicacion de tres concentraciones de fenantreno. La linea
transversal indica la Fase | (absorcion de agua acelerada). A las 32 h inici6 la germinacion de las semillas
escarificadas y las 48 h las semillas sin escarificar (TS), n = 4. Abreviaciones: TS = Sin escarificar; 0 = sin
fenantreno (0 mg L™), F60, F80 y F100 = aplicacion de fenantreno 60, 80 y 100 mg L™ respectivamente.
Las figuras rellenas de negro indican tratamientos con Rhizobium, figuras rellenas de blanco indican

tratamientos sin Rhizobium.

A las 32 h, la aplicacion de FEN redujo significativamente (p < 0.01) el porcentaje de
germinacion especialmente con la aplicacién de 80 mg L™, en comparacién con las semillas sin

contaminar. En contraste la inoculacion con Rhizobium independientemente de la aplicacion de
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FEN no produjo efectos significativos en la germinacion de las semillas (Figura 4.3A). En los
tratamientos sin contaminar la inoculacion con Rhizobium mostro un incremento del 527.7% en
el porcentaje de germinacion en comparacion con las semillas sin inocular (Figura 4.3A).

Los mayores porcentajes de germinacion fueron obtenidos a las 136 h (Figura 4.3B).
Independientemente de la contaminacion, no se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de germinacién entre los tratamientos inoculados (80.5%) con los no inoculados
(81.6%) (Figura 4.3B). Por otra parte, el porcentaje de germinacion obtenido en semillas
expuestas a FEN con 80 6 100 mg L ** sin Rhizobium, fue del 80%, mientras que en presencia de
la bacteria, los porcentajes fueron del 77.7 y 76 %, respectivamente (Figura 4.3B).

Después de 10 dias de germinacion, la aplicacion de FEN incrementé significativamente
(p < 0.01) la longitud de la raiz pivotante especialmente a 60 mg L™, en comparacioén con las
plantulas sin FEN. Independientemente de la contaminacion, la inoculacion de Rhizobium
disminuyd significativamente (p < 0.05) la longitud de raiz de las plantulas. En cuanto a los
tratamientos, la aplicacion de FEN (60 mg L™) en las plantulas no inoculadas, estimul6
significativamente la elongacién de la raiz en 47.3% en comparacion con las plantulas sin FEN y
sin Rhizobium. En las plantas no inoculadas, al aumentar la concentracion de FEN, la elongacién
de la raiz no mostrd diferencias significativas (Figura 4.4A y 4.5). Los tratamientos inoculados
con Rhizobium no mostraron resultados significativos en la elongacién de la raiz, aunque esta

elongacion fue mayor en los tratamientos con la aplicacion de FEN (Figura 4.4A y 4.5).
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Figura 4.3. Porcentaje de germinacion de semillas de Leucaena leucocephala inoculadas o no con

Rhizobium tropici CIAT 899 y/o por la aplicacion de tres concentraciones de fenantreno. El asterisco (*)
indica que existen diferencias significativas en el porcentaje de germinacion entre tratamientos con y sin
inoculacion. (Tukey, a = 0.05), n = 4. Abreviaciones: TS = testigo sin escarificar, 0 = sin fenantreno (0 mg

L'l), F60, F80 y F100 = aplicacion de fenantreno 60, 80 y 100 mg L™, Promedios + error estandar.
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Figura 4.4. Longitud de raiz (a) y tallo (B) de Leucaena leucocephala inoculadas o no con Rhizobium
tropici CIAT 899 y/o por la aplicacion de tres concentraciones de fenantreno, a los 10 dias de desarrollo.
El asterisco (*) sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos con y sin Rhizobium.
(Tukey, o = 0.05), n = 4. Abreviaciones: T = sin fenantreno (0 mg L™), F60, F80 y F100 = aplicaci6n de

fenantreno 60, 80 y 100 mg L™
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Figura 4.5. Aspecto de las raices de Leucaena leucocephala por la aplicacion de fenantreno a diferentes
concentraciones y/o la inoculacién con Rhizobium tropici CIAT 899 después de los 10 dias de la

germinacion.
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La longitud del tallo de las plantulas disminuyé significativamente (p < 0.001) por la
aplicacion de FEN, especialmente a 100 mg L™ en comparacién con las plantulas sin el
contaminante. En contraste, la inoculacion con Rhizobium no produjo diferencias significativas.
En cuanto a los tratamientos, las plantulas no inoculadas sin FEN tuvieron significativamente
menor longitud del tallo en comparacion con las plantulas inoculadas (Figura 4.4B). Ante 100 mg
L™ de FEN la inoculacién con Rhizobiun incrementé 59% la longitud del tallo con respecto a las
plantulas sin inocular (Figura 4.4B).

En el peso de materia seca de la parte aérea ni de la raiz se observaron diferencias
significativas por efecto de la inoculacién. Sin embargo, la aplicacion de FEN incremento
significativamente (p < 0.01) el peso de materia seca de la parte aérea, con excepcién de la dosis
de 60 mg L™ En contraste la aplicacién de FEN no modifico significativamente el peso de
materia seca de la raiz. En cuanto a los tratamientos, en las plantulas no inoculadas se observo un
incremento significativo (p < 0.05) del 20% en el peso de materia seca de la parte aérea por la
aplicacion de FEN (100 mg L™) con respecto al peso de materia seca de las plantulas expuestas a
60 mg L™ (Figura 4.6B).

En los tratamientos con Rhizobium en presencia de FEN no se observaron efectos
significativos en la elongacion del tallo ni en el peso de materia seca de la parte aérea de
Leucaena, en comparacion con el tratamiento testigo inoculado (Figura 4.4B y 4.6B). Lo anterior
indica que la inoculacion ayud6 a mantener constantes la longitud y el peso de materia seca de las
plantulas, independientemente de la concentracion de FEN (Figura 4.4 y 4.6), ademas se estimulo
el desarrollo de pelos radicales, mismos que fueron inhibidos por el FEN (Figura 4.5).

Las evaluaciones a los 10 dias de desarrollo se llevaron a cabo en plantulas que formaron
hojas verdaderas. Ante concentraciones de 80 y 100 mg L™ se observaron dafios necréticos en los

cotiledones de algunas plantulas lo cual dificulté su desarrollo; sin embargo, estos dafios fueron
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menos frecuentes en las plantulas con Rhizobium (Figura 4.7). Es importante sefialar que a pesar

de los dafios necroticos causados por el FEN sobre los cotiledones, la inoculacion estimuld el

desarrollo de los pelos radicales (Figura 4.7).
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Figura 4.6. Peso de materia seca de raiz (A) y parte aérea (B) de Leucaena leucocephala inoculadas o no

con Rhizobium tropici CIAT 899 y/o por la aplicacion de tres concentraciones de fenantreno, a los 10 dias

de desarrollo. Abreviaciones: 0 = sin fenantreno (0 mg L), F60 = fenantreno 60 mg L™, F80 =

fenantreno 80 mg L™, F100 = fenantreno 100 mg L. Promedios # error estandar.
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Figura 4.7. Aspecto de las plantulas de Leucaena leucocephala a los 10 dias de desarrollo, en las que se
observan dafios por la aplicacion de fenantreno (80 y 100 mg L™) con o sin la inoculacion de Rhizobium

tropici CIAT 899.
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La aplicacién de FEN a 60 y 100 mg L tincremento significativamente la AOX de la raiz
(p < 0.05), mientras que a 80 mg L™ se mantuvo similar a las plantulas sin FEN (0 mg L™). En los
cotiledones y en el epicotilo la AOX disminuyé significativamente (p < 0.05 y p < 0.01,
respectivamente) por el FEN; mientras que en el hipocotilo no se observaron diferencias
significativas. En contraste, la inoculacion de Rhizobium no modificé significativamente la AOX
en ninguno de los 6rganos de las plantulas (Figura 4.8).

En cuanto a los tratamientos, la AOX de las plantulas fue mayor en el epicétilo mientras
que los menores valores se observaron en la raiz, hipocétilo y cotiledones (Figura 4.8). La AOX
determinada en la raiz no se vio alterada por el FEN en cualquiera de sus concentraciones; en
contraste, la inoculacién con Rhizobium ante FEN a 60 mgL™ produjo un incremento significativo
del 35.9% en comparacion con su respectivo tratamiento sin inocular (Figura 4.8A). La AOX
determinada tanto en hipocétilo como en cotiledones no present6 diferencias significativas en
ninguno de los tratamientos (Figura 4.8B y C).

En los epicotilos de las plantulas inoculadas y no inoculadas se observé una disminucién
de la AOX por la aplicacion del FEN; sin embargo, esta disminucién fue menor en los
tratamientos inoculados con Rhizobium (Figura 4.8D). En las plantulas no inoculadas, la AOX
disminuy6 27.4% al incrementar la concentraciéon de FEN, llegando a su méaxima reduccion a 80
mg L, a partir de esta concentracion la AOX se estabiliz obteniendo 13.8 uM de Trolox ante
100 mg L™ (Figura 4.8D). En las plantulas no contaminadas la AOX disminuyé 18% por la
inoculacion de Rhizobium, esta reduccién continué por la aplicacién de FEN a 60 y 80 mg L™; sin
embargo, a 100 mg L™, la inoculacién produjo un incremento del 23.2% en comparacion con su

respectivo tratamiento sin Rhizobium (Figura 4.8D).
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Figura 4.8. Actividad antioxidante total de diferentes 6rganos de Leucaena leucocephala por la aplicacion
de tres concentraciones de fenantreno con o sin Rhizobium tropici CIAT 899, a los 10 dias de desarrollo.
El asterisco (*) sobre las barras indica que existen diferencias significativas entre tratamientos con y sin

inoculacion. (Tukey, a = 0.05), n = 5. Abreviaciones: 0 = sin fenantreno (0 mg L™), F60 = fenantreno 60

mg L™, F80 = fenantreno 80 mg L™, F100 = fenantreno 100 mg L ™. Promedios + de error estandar.

El contenido de CFT en cotiledones y en epicétilos fue menor a 0.0001 + 9.9 e® mg g™,
sin presentar diferencias significativas entre tratamientos (datos no presentados). Los mayores
contenidos de CFT se encontraron en raiz y en hipocotilo, sin presentar diferencias significativas

por el FEN ni por la inoculacion con Rhizobium (Figura 4.9). En la raiz sin Rhizobium se observo
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una disminucion del CFT al incrementar la concentracion de FEN, mientras que las plantulas

inoculadas mostraron valores similares (Figura 4.9A).
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Figura 4.9. Contenido de compuestos fenodlicos totales de diferentes 6rganos de Leucaena leucocephala
por la aplicacién de tres concentraciones de fenantreno con/sin Rhizobium tropici CIAT 899, a los 10 dias
de desarrollo. Abreviaciones: 0 = sin fenantreno (0 mg L™), F60 = fenantreno 60 mg L™, F80 =

fenantreno 80 mg L™, F100 = fenantreno 100 mg L™. Promedios # de error estandar.

La inoculacién de Rhizobium redujo 43.5% el CFT en las raices de los tratamientos no
contaminados, en tanto que con la aplicacién de FEN a 60 y 80 mg L™, la inoculacién incrementé

la CFT 46.5% y 92%, respectivamente, en comparacion con las raices de sus respectivos
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tratamientos sin inocular. Ante, 100 mg L™, el contenido de CFT se mantuvo similar con y sin la
inoculacion (Figura 4.9A).

En los hipocotilos sin inocular el contenido de CFT aumentd al incrementar la
concentracion de FEN (Figura 4.9B); especialmente ante 80 y 100 mg L™, dicho aumento fue de
37.5% en promedio, comparado con el tratamiento sin inocular y sin FEN (Figura 4.9). Aunque
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos no contaminados la inoculacion
incremento el contenido de CFT 20.6%; mientras que, en los tratamientos con la aplicacion de
FEN, independientemente de la concentracion, la inoculacion mantuvo este contenido similar o

menor a sus respectivos tratamientos sin inocular (Figura 4.9B).

DISCUSION
Conductividad eléctrica de las semillas de Leucaena leucocephala por efecto de la aplicacion

de fenantreno y/o Rhizobium tropici CIAT 899.

A pesar de no mostrar diferencias significativas, la aplicacion de 100 mg L™ de FEN
redujo la conductividad eléctrica, lo cual indica posiblemente que a el FEN genera una capa
alrededor de la semilla que dificulta la entrada de agua afectando los procesos de absorcion desde
la primera fase de germinacion. La conductividad eléctrica se relaciona con la permeabilidad de
la membrana (pérdida de electrolitos), por lo que es un parametro utilizado para medir su
integridad y relacionarlo con el vigor de las semillas (Krishna y Chandra, 1994; Ferguson, 1995;
Aparecida et al., 2006). La conductividad eléctrica puede ser un indicador para evaluar los
efectos que los HPAS tienen sobre la absorcion de agua y en el vigor de las semillas. Una de las
principales caracteristicas del FEN es su hidrofobicidad y poca solubilidad en agua, por lo que su
presencia dificulta el acceso de agua a las plantas o semillas y limita su desarrollo (ATSDR

1995), lo cual se puede relacionar con la disminucion de la permeabilidad de la membrana de las
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semillas ante FEN, resultando una menor pérdida de electrolitos. Por otra parte, la inoculacion
con Rhizobium no modificé los procesos de absorcidn de agua por las semillas sin contaminar ya
que no se observaron diferencias en la conductividad eléctrica entre los tratamientos sin
contaminar; sin embargo, la aplicacion de FEN a 80 y 100 mg L™ maés la inoculacién de la
bacteria, causé mayor reduccion de la conductividad eléctrica. Estos resultados indican que a
pesar de observarse la disminucion de la conductividad eléctrica de las semillas ante
concentraciones de FEN hasta 100 mg L™, este contaminante no afecté el vigor de las semillas las

cuales alcanzaron altos porcentajes de germinacion (Figura 4.3).

Porcentaje de humedad y germinacion de semillas, longitud del tallo y raiz, peso de materia
seca de la parte aérea y raiz, contenido de compuestos fendélicos y actividad antioxidante
total de plantulas de Leucaena leucocephala.

Las semillas recién cosechadas de Leucaena cv. Cunningham presentan un patrén
trifasico de germinacién, en el que con base en el porcentaje de humedad, la Fase | (fase de
imbibicidn) se alcanza a las 8 h, la Fase Il (fase Lag) a las 25 h, y la Fase 111 (proceso de division
celular) a las 30 h, mientras que las semillas envejecidas presentan una fuerte absorcion de agua
durante las primeras 10 h, seguida de una absorcion gradual (Reino, 2005). Un bajo porcentaje y
poca uniformidad de germinacién son reflejo del envejecimiento, por lo que estos parametros son
indicadores del vigor de las semillas ( Salinas et al., 2001). A pesar de que en este estudio se
obtuvo una germinacion desfasada 4 dias, las semillas escarificadas alcanzaron un porcentaje de
germinacion mayor al 76%, indicando que eran utiles para la siguiente fase experimental dirigida
a la evaluacion de los efectos del FEN y/o la inoculacion con Rhizobium sobre Leucaena.

El incremento en el porcentaje de germinacion que se observd a las 32 h en las semillas

inoculadas con Rhizobium tropici es probable que se deba a los lipo-quito-oligosacaridos (LOCs)
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producidos por la bacteria. Al respecto, las semillas de M. truncatula tienen receptores (NFBSL,
NFBS2 y LYK) afines a los LOCs los cuales parecen intervenir también en el proceso de la
nodulacion (Macchiavelli y Brelles-Marifio, 2004). Se ha postulado que estos LOCs intervienen
en el incremento en la germinacion de semillas de especies no leguminosas y leguminosas, entre
las que destacan Zea mays, Oryza sativa, Beta vulgaris, Glycine max, Phaseolus vulgaris,
Medicago truncatula, Hordeum vulgare y Gossypium hirsutum, (Prithiviraj et al., 2003;
Macchiavelli y Brelles-Marifio, 2004; Miransari y Smith, 2009).

Al concluir la fase de germinacion (136 h) no se observaron efectos toxicos por la
aplicacion de FEN en las concentraciones utilizadas, y los principales efectos por la inoculacion
de Rhizobium se observaron en el desarrollo de las plantulas. Bajo condiciones de contaminacion
artificial, la presencia de altas concentraciones de HPAs reduce los porcentajes de germinacion;
sin embargo, pueden ser bien tolerados por diversas especies vegetales como Trifolium pratense
L., Lactuca sativa L., Rapahanus L., Triticum aestivum L., Festuca arundinacea S., Bouteloua
curtipendula M,, Cenchrus ciliaris L., Echinochloa crusgalli L., Rhynchelytrum repens W.
(Banks y Schultz, 2005; Reynoso-Cuevas, 2008). Este fendmeno de tolerancia de las semillas a la
presencia de HPAs en condiciones de laboratorio puede atribuirse a que la disipacién de los
HPAs ocurre con mayor facilidad cuando la contaminacion es artificial en comparacién con un
suelo cronicamente contaminado (Maila y Cloete, 2002; Chiapusio et al., 2007). A pesar de que
los HPAs sean tolerados por diversas especies vegetales, sus efectos tdxicos sobre el desarrollo
de las plantas han sido evidentes en diferentes estudios (Alkio et al., 2005; Muratova et al. 2009),
por lo que fue necesaria la evaluacion del desarrollo inmediato de las plantulas de Leucaena.

En el presente trabajo, la aplicacion de FEN incremento significativamente la elongacion
de la raiz pero no modifico su peso de materia seca. Este resultado concuerda con lo observado

por Muratova et al. (2009) en donde la biomasa de la raiz de Medicago sativa no se modificé por
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la aplicacién de FEN (10 y 100 mg L™). Lo anterior denota que la presencia de FEN no modifica
la biomasa de la raiz, aunque existe evidencia de que el FEN (9 a 45 mg L™) altera la expresién
del gen EXP8 en Arabidopsis thaliana, gen que esta relacionado con la pérdida de la pared
celular y el alargamiento, pero no modifica la expresion del gen Cyclin B1;1::GUS que se
relaciona con la division celular (Colon-Carmona et al., 1999; Alkio et al., 2005).

Los efectos del FEN sobre la longitud del tallo y peso de materia seca de la parte aérea
difieren dependiendo de la especie vegetal y concentracion de este (Alkio et al., 2005; Muratova
et al., 2009). Probablemente estos efectos sean mas evidentes porgue la raiz tiene contacto directo
con el contaminante, mientras que en la parte aérea el contaminante debe ser absorbido y
transportado, para asi expresar su toxicidad en la planta. Debido a que el mecanismo mediante el
cual la planta reacciona ante el estrés oxidativo depende de la etapa de desarrollo de la planta y la
exposicion a los factores de estrés, es posible que estos factores también influyan en los efectos
toxicos del FEN (Glyan’ko y Vasil’eva, 2010). No obstante, se requieren estudios mas especificos
sobre lo que ocurre en el metabolismo vegetal por la presencia del FEN.

Rhizobium tropici atenud los efectos del FEN en las plantulas al mantener menores
variaciones en la longitud del tallo y raiz en comparacion con su correspondiente tratamiento sin
FEN. Ademas, la inoculacion estimul6 el desarrollo de pelos radicales en presencia de FEN.
Existen evidencias de que la inoculacion de Rhizobium favorece la division celular de la raiz y la
proliferacion de los pelos radicales en Medicago truncatula y en Glycine max bajo condiciones
controladas de laboratorio (Macchiavelli y Brelles-Marifio, 2004; Miransari y Smith, 2009).

La presencia de necrosis en los cotiledones de plantulas de Leucaena ocasionadas por el
FEN pueden relacionarse con la muerte celular causada por la acumulacion de FEN en este punto
especifico. Este efecto dafiino ha sido descrito para A. thaliana expuesta a FEN (9 a 45 mg L™), y

cuya acumulacion en hojas como en cotiledones esta relacionada con la induccion de estrées
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oxidativo que se refleja en la produccion de H,O; y que desencadena la muerte celular (necrosis)
en los puntos de su acumulacion (Alkio et al., 2005). La induccidn del estrés oxidativo en plantas
expuestas a HPAs ha sido documentada (Roy et al., 1996; Alkio et al., 2005; Paskova et al.,
2006); sin embargo, en el presente estudio no se observo de manera clara este fendmeno en
ninguno de los 6rganos evaluados por la aplicacion de FEN.

Es un hecho que ain no esta claro el mecanismo antioxidante de defensa que tienen las
plantas ante la presencia de estos compuestos. La produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno durante un proceso de estrés puede ser dafiina para la célula debido a que degradan
proteinas; sin embargo, en concentraciones necesarias sirven también como sefiales para la
activacion de mecanismos de respuesta de defensa (Mittler, 2002). La aplicacion de FEN no
modificd la AOX en ninguno de los o6rganos evaluados con respecto al tratamiento sin
contaminar, lo que indica que el FEN no modificé la produccion de especies reactivas de oxigeno
al menos en las plantulas que lograron completar su desarrollo a los 10 dias de germinacion.

La inoculacién con Rhizobium ayudd a activar el sistema antioxidante en la raiz de las
plantulas de Leucaena expuestas a FEN (60 mg L™); por lo que es posible que la activacién de
este sistema contrarrestara los efectos ocasionados por el FEN en la elongacion de la raiz
manteniendo un tamafio similar al tratamiento inoculado sin FEN (Figuras 4A y 5). Por otra parte,
las alteraciones en la longitud del tallo, en el peso de materia seca de la parte aérea y puntos
necréticos en los cotiledones causados por el FEN no fueron tan severas en los tratamientos con
Rhizobium. Esto puede explicarse debido que a pesar de no ser significativo, la inoculacion de
esta bacteria mantuvo mayor balance de la AOX como se observo en los epicotilos de plantulas
expuestas al FEN, en comparacion con el tratamiento sin Rhizobium (Figuras 4.7 y 4.8D).

En los procesos fotosintéticos se activa la AOX debido a la abundante produccion de

especies reactivas de oxigeno que se producen durante este proceso fisiologico (Mittler et al.,
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2004), por lo que es predictible que la mayor AOX se encontrara en el epicotilo de las plantulas
no contaminadas sin inocular. Sin embargo, la presencia del FEN disminuyé significativamente la
AOX, lo cual indica que este contaminante influye en la reducciéon del mecanismo antioxidante
que se lleva normalmente en esta parte de la plantula.

El FEN redujo el contenido de CFT en la raiz pero incremento en el hipocotilo. A causa
de la etapa del desarrollo en el que las plantulas de Leucaena fueron evaluadas, es posible que la
funcién de los compuestos fendlicos no sea del tipo antioxidante, ya que la concentracion que se
obtuvo de AOX fue mayor que el contenido de CFT (Figuras 4.8 y 4.9). Lo anterior indica que
los efectos del FEN son dependientes del 6rgano de la plantula; ademas, estas alteraciones en el
contenido de CFT indican que la aplicacion de FEN esta influyendo en alguna de las funciones
bioldgicas que llevan a cabo los compuestos fendlicos tales como el desarrollo vascular de la
planta y de la pared celular, actuando como moléculas de sefializacién, de pigmentos y de soporte
que dan rigidez a las células (Hutzler et al., 1998; Vermerris y Nicholson, 2008).

Debido a que uno de los mecanismos del reconocimiento planta-Rhizobium es la
liberacion de flavonoides por parte de la planta (Cohn et al., 1998), la inoculacién con Rhizobium
en Leucaena deberia presentar mayor contenido de CFT en las raices, sin embargo, el mayor
contenido se obtuvo en las raices de plantulas sin contaminar y sin la bacteria (Figura 9A). Es
probable que por el periodo de exposicion al inoculante y por la etapa de desarrollo de las
plantulas (10 dias), el reconocimiento con la bacteria ain no ocurriera.

Es un hecho el FEN y otros HPAsS, tiene efectos sobre el desarrollo vegetal. Este estudio es
uno de los primeros en su tipo para identificar algunos de los efectos que tiene el FEN y la
inoculacion con Rhizobium tropici sobre la germinacion de semillas y el desarrollo inmediato de
plantulas de Leucaena leucocephala. Ademas, permitio conocer que Leucaena tolera

concentraciones de FEN de hasta 100 mg L™, y que la inoculacién con Rhizobium es una buena
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alternativa para mejorar la tolerancia de las plantulas hacia este contaminante, al menos en
estadios tempranos. Sin embargo, ain queda mucho que investigar sobre el papel de este

simbionte con Leucaena ante contaminantes organicos como los HPAs.

CONCLUSIONES
La aplicacion de FEN y la inoculacion con Rhizobium tropici no influyeron en los

procesos de germinacion de las semillas de Leucaena (conductividad eléctrica, porcentajes de
humedad y germinacion); aunque, la bacteria adelant6 la germinacion a 32 h. Los efectos del FEN
y la inoculacién con Rhizobium se expresaron durante el desarrollo inmediato de la plantula. El
FEN estimuld el alargamiento de la raiz sin modificar su peso de materia seca, incremento el peso
de materia seca de la parte aérea al aumentar la concentracién del contaminante e inhibid el
crecimiento de los pelos radicales.

La inoculacién con Rhizobium mantuvo un balance en la elongacion de la raiz y del tallo,
asi como en el peso de materia seca de la raiz y de la parte aérea, aun en presencia de FEN. El
contaminante disminuy6 la AOX Unicamente en los epicotilos de las plantulas en comparacién
con los tratamientos no contaminados, mientras que en los otros 6rganos vegetales (hipocétilo,
cotiledones y raiz) no se observd modificacion de esta actividad antioxidante. EI FEN disminuy0
el contenido de CFT en raiz, pero lo incrementd en los hipocétilos. La inoculacion con
Rhizobium tropici no tuvo efectos significativos en la AOX ni en el contenido de CFT de las

plantulas.
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CAPITULO V
BIODEGRADACION DE FENANTRENO POR LA SIMBIOSIS TRIPARTITA Rhizobium

tropici — Leucaena leucocephala — Glomus intraradices
RESUMEN

En el presente estudio se evaluo la simbiosis tripartita de la leguminosa Leucaena
leucocephala con Rhizobium tropici CIAT 899 y/o Glomus intraradices como modelo para la
fitorremediacién de fenantreno (60 mg kg™). Se realiz6 un experimento factorial 2 x 4
considerando los tratamientos de Leucaena sin inocular testigo (T), inoculada con G. intraradices
(G), inoculada con Rhizobium (R), y con la doble inoculacion (GR), en arena sin contaminar o
contaminada, durante 60 dias en condiciones controladas. Rhizobium tropici presentd mayor
tolerancia que G. intraradices ante fenantreno. La aplicacion de fenantreno estimuld el nimero
de nodulos blancos y rojos en 585.6% y 13.2%, respectivamente; y redujo la colonizacion
micorrizica en 76%. La doble inoculacion (GR) incremento el nimero y peso de materia seca de
los nddulos, la actividad de nitrogenasa, el contenido de nitrogeno y de fosforo en la planta, el
volumen radical y nimero de hojas bipinnadas. La inoculacion con G estimuld la actividad
antioxidante (AOX), mientras que el fenantreno la redujo en 59%. El contenido de compuestos
fenolicos totales (CFT) incremento por la inoculacién G > R > GR > Testigo, mientras que por la
aplicacion de fenantreno ocurrié un efecto inverso: GR > R > G ~ Testigo. Los tratamientos GR y
G degradaron fenantreno de manera similar (99.73% y 99.83%, respectivamente), alcanzando
mayor porcentaje de degradacién que el tratamiento Testigo. La simbiosis tripartita de Leucaena
- Rhizobium - G. intraradices es un modelo til para la fitorremediacion de suelos contaminados

con fenantreno.

Palabras clave: nodulos, colonizacion micorrizica, actividad antioxidante, compuestos fenolicos.
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PHENANTHRENE BIODEGRADATION BY THE TRIPARTITE SYMBIOSIS Rhizobium
tropici — Leucaena leucocephala — Glomus intraradices
ABSTRACT

In this study we evaluated the tripartite symbiosis between Leucaena leucocephala
inoculated with Rhizobium tropici CIAT 899 and/or Glomus intraradices as a phytoremediation
model of phenanthrene (60 mg kg™). A 2 x 4 factorial experiment was established by considering
the following treatments with Leucaena: non-inoculated control (T), inoculated with G.
intraradices (G), inoculated with Rhizobium (R), and with the double inoculation (GR), grown in
contaminated or non-contaminated sand, during 60 days under controlled conditions. Rhizobium
tropici showed greater tolerance to phenanthrene than G. intraradices. Phenanthrene stimulated
the number of white and red nodules in 585.6% and 13.2%, respectively; and diminished the
mycorrhizal colonization in 76%. The double inoculation (GR) increased the number and the dry
weight of nodules, the nitrogenase activity, N and P content, root volume, and number of
bipinnate leaves. Inoculation with G stimulated the total antioxidant activity (AOX), whereas
phenanthrene caused a 59% of decrease. The total content of phenolic compounds (CFT)
increased due to the inoculation: G > R > GR > Control, whereas an inverse effect was observed
due to phenanthrene: GR > R > G =~ Control. Inoculation with GR and G had similar degradation
of phenanthrene (99.73% y 99.83%, respectively) which was greater than that observed at the
Control. The tripartite symbiosis between Leucaena - Rhizobium - G. intraradices represents a

useful model for the phytoremediation of contaminated soils with phenanthrene.

Key words: nodules, mycorrhizal colonization, antioxidant activity, phenolic compounds.
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INTRODUCCION

La fitorremediacion es una de las tecnologias utilizadas dentro de la biorremediacion en la
que algunas plantas son capaces de degradar y/o acumular contaminantes organicos, como los
hidrocarburos del petréleo, y a la vez modifica las condiciones fisicas y quimicas del suelo (Jones
et al., 2004; Parrish et al., 2005). Es una técnica que abarca varios procesos ya que promueve la
volatilizacioén, la solubilizacion de contaminantes organicos, y en los ultimos afios ha tomado
mayor importancia debido a que también promueve la bioestimulacion de microorganismos
capaces de degradar contaminantes (Gerhardt et al., 2009).

El éxito de la fitorremediacion consiste en la seleccion de las especies vegetales para la
degradacion de hidrocarburos del petroleo, tales como Phaseolus coccineus L., Medicago sativa
L., Phaseolus vulgaris L., Lolium multiflorum L., Sorghum spp., Zea mays L., Cynodon dactylon
L., Leucaena leucocephala L., entre otras (Ferrera-Cerrato et al., 2007; Kaimi et al., 2007,
Nwoko et al., 2007; Vazquez-Luna et al., 2010); sin embargo, es importante apostarle a la
seleccidn de especies vegetales en relacion con la estimulacion de microorganismos para acelerar
el proceso de remediacion.

Leucaena leucocephala es una leguminosa tropical arbérea Gtil para la reforestacion y
mejoramiento de suelo debido al aporte de materia organica y de nitrégeno, fija de 100-600 kg N
ha™ afio™. Ademas, es tolerante a suelos alcalinos y ligeramente 4cidos (pH 5.2), y a periodos
largos de sequia y exceso de luz (Zéarate, 1987; Sethi y Kulkarni, 1995; Shelton y Brewbaker,
1999;), tolera altas concentraciones de hidrocarburos del petréleo (562 mg kg™), y es capaz de
incrementar la disipacion de petroleo crudo (Udom et al., 2008; Vazquez-Luna et al., 2010).

La funcion de los microorganismos simbioticos como rizobios o los hongos micorrizicos
arbusculares en la degradacion de hidrocarburos del petroleo, ha recibido poca atencion. En

ciertos estudios las bacterias del género Rhizobium son capaces de tolerar y degradar
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hidrocarburos aromaticos, mientras que los hongos del género Glomus toleran fenantreno y
petréleo crudo (Cabello, 1997; Criquet et al., 2000; Gaspar et al., 2002; Radwan et al., 2007,
Robertson et al., 2007; Alarcon et al., 2008; Dashti et al., 2008; Muratova et al., 2008; Awadhi et
al., 2009).

Las leguminosas, debido a su capacidad de formar simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrdbgeno y con hongos micorrizicos arbusculares, han sido poco estudiadas durante la
degradacion de hidrocarburos del petréleo (Hall et al., 2010). Por lo anterior, en este estudio se
propuso la simbiosis de la leguminosa Leucaena con Rhizobium tropici y/o Glomus intraradices
como modelo para evaluar su capacidad de fitorremediacién de fenantreno bajo condiciones

controladas.

MATERIALES Y METODOS

Se establecid un experimento factorial 2 x 4, en el que se consideraron los tratamientos de
Leucaena leucocephala: 1) Testigo sin inocular (T), 2) inoculada con Glomus intraradices (G),
3) inoculada con Rhizobium tropici CIAT 899 (R), y 4) inoculada con G. intraradices +
Rhizobium CIAT 899 (GR) en arena sin contaminar o con arena contaminada con fenantreno (60
mg kg). Cada tratamiento estaba integrado por nueve repeticiones. Ademas se colocaron 14
tubos con arena contaminada bajo las mismas condiciones que los otros tratamientos para evaluar
la atenuacion natural del fenantreno (cinco tubos sin inocular — sin planta (SP) y cinco inoculados
con Rhizobium — sin planta (SPR), y cuatro tubos con arena contaminada sin aplicacion de riego
(AR)).

El sustrato que se utilizd fue arena esterilizada a 18 Ib por 3 h durante 3 dias, y
posteriormente la arena se seco a 110 °C por 4 dias. Para la contaminacion de la arena se pesaron

60 mg de fenantreno por cada kilo, y se diluyeron con diclorometano. La dilucion se aplico en la
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arena, mezclandola intensamente y secandola a temperatura ambiente en condiciones de campana
de flujo laminar. La arena (65 g) contaminada o no, se coloco en 86 tubos tipo Falcon de 50 mL.

Las semillas de Leucaena fueron escarificadas con acido sulfurico concentrado (H,SOy)
por 15 min (Sanchez et al., 2003; Gonzalez et al., 2008). Posteriormente, se desinfestaron con
alcohol por 30 s, se enjuagaron tres veces con agua estéril, se colocaron en una solucién de
hipoclorito de sodio al 2% durante 15 min, e inmediatamente, se lavaron cinco veces con agua
estéril. Las semillas se colocaron a germinar en agar agua al 1% durante 4 dias, una vez
germinadas fueron transplantadas a tubos tipo Falcon con la arena contaminada o sin contaminar,
respectivamente.

Una vez que las plantulas fueron trasplantadas, éstas fueron inoculadas con raicillas
provenientes de un cultivo monoxénico de raices transformadas de Daucus carota micorrizadas
(71.6% =* 7.3) con G. intraradices (proporcionadas por el Dr. Ignacio E. Maldonado Mendoza,
CIIDIR-IPN, Guasave, Sinaloa). Posteriormente, se realiz6 la inoculacion con 3 mL de in6culo
de Rhizobium (30 x 10° rizobios mL™). Las plantas se mantuvieron durante 60 dias en
condiciones controladas (25 £ 1.5 °C, 36.8 + 14.5% HR, y fotoperiodo de 12h); y con riego cada
tercer dia. Una vez por semana las plantas fueron fertilizadas con solucién Jensen sin nitrégeno y

con 16 pg de fosforo mL™.

Nodulacién y colonizacién micorrizica

A los 60 dias, las plantas se extrajeron de la arena y se contabilizaron los nddulos
clasificandolos en rojos o blancos. Ademas, los nodulos de cinco plantas se separaron de la raiz y
se colocaron a 70 °C durante tres dias para evaluar su peso de materia seca.

La colonizacidn micorrizica se evalud con base en el método de clareo y tincion con azul

de tripano (Phillips y Hayman, 1970) a partir de 4 plantas por tratamiento. Para el clareo, las
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raices se colocaron en una solucion de hidroxido de potasio (KOH-10%) durante una semana, y
despues, las raices se enjuagaron con abundante agua y se colocaron durante 15 min en perdéxido
de hidrogeno (H20,) comercial. Posteriormente, se lavaron con abundante agua y se colocaron en
una solucion de acido clorhidrico (HCI-10%) durante 15 min y se colocaron en azul de tripano
(0.05% en lactoglicerol). Al tercer dia se sacaron y se enjuagaron con lactoglicerol (1:1). Se
disectaron 25 raicillas de 1 cm de largo y se colocaron en portaobjetos (cuatro repeticiones por
planta). Las preparaciones fueron observadas a 40X en un microscopio Optico (Reichert,
Microstar 1V, modelo 410), para evaluar la frecuencia de las estructuras fangicas en las céelulas
corticales y con ello estimar el porcentaje de colonizacion para cada tratamiento (Biermann y

Linderman, 1981).

Actividad nitrogenasa y contenido de nitrogeno y fosforo.

La determinacion de la actividad nitrogenasa se realizé con la prueba de reduccién de
acetileno (Hardy et al., 1968). Tres raices por tratamiento se colocaron individualmente en tubos
de ensaye de 7 mL, se taparon herméticamente y se retird el 10% del volumen de aire con una
jeringa de 1 mL, el cual se reemplaz6 con acetileno, y se incubaron durante 1 h. Posteriormente,
se tomaron 3 mL de cada muestra y se colocaron en tubos al vacio (Vacutainer®) de 7 mL. A
partir de estas muestras, se inyectaron 0.6 mL en un cromatografo de gases Varian (3300 Gas
Chromatograph), con detector de ionizacion de flama (FID), para medir la reduccion de acetileno
a etileno. La temperatura del inyector fue de 95 °C y la del detector de 105 °C. Los resultados se
expresaron en nM de etileno h™ vial™. Este anélisis se llevé a cabo en el Laboratorio de Ecologia
Gendmica y Microbiana del Centro de Ciencias Genomicas, UNAM-Cuernavaca.

Para la determinacion del contenido de nitrégeno (N), se tomaron 0.1 g de material

vegetal seco molido (parte aérea y raiz) de cinco plantas por tratamiento, a los que se agregaron 4
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mL de una mezcla de &cido sulfarico (H,SO,) con &cido salicilico (C7Hg03), y se dejo reposar por
una noche. Posteriormente, se adicionaron 5 mg de tiosulfato de sodio (Na,S,0; - 5H,0), se
calento la reaccion 15 min, se dejo enfriar, y se agregd 1.1 g de una mezcla de 1g de sulfato de
potasio (K,SOy,), 0.1g de sulfato clprico (CuSO4-5H,0) y 0.01 g de Selenio metalico. Esta mezcla
se sometio a una digestion himeda colocandola a 360° C durante 5 h; posteriormente, se dejo
enfriar y se colocaron 7 mL de agua destilada por muestra. Para la determinacion del porcentaje
de nitrégeno se realizd la destilacion de las muestras digestadas con 10 mL de NaOH (10 N),
cada muestra se recolecté en un frasco con 10 mL de una solucién de &cido borico con
indicadores a pH 5 (H3BO3; méas verde de bromocresol y rojo de metilo), hasta obtener un
volumen final de 50 mL. El producto de la destilacion se titulé con una solucion de H,SO,
(0.01N) observando el cambio de coloracion de verde a rosa. Los resultados se expresaron en
porcentaje total de nitrogeno por planta.

Para la determinacion de fosforo (P) se tomaron 0.25 g de material vegetal seco molido
(parte aérea y raiz) de cinco plantas por tratamiento, a los que se agregaron 4 mL de acido nitrico
(65%), 2 mL de acido perclorico (72%), y se dejaron reposar toda una noche. Posteriormente, el
material se colocd a 150 °C durante 1 h 'y a 210 °C por 1 h, se dejo6 enfriar y se diluy6 con 50 mL
de agua destilada. Se tomaron 20 mL de la solucion por muestra, a los que se adicionaron 7.5 mL
de molibdato de amonio (5%) y se aford a 50 mL. De esta solucién se tomé un alicuota de 290
uL por muestra y se tomaron lecturas de absorbancia a 470 nm en un espectrofotometro
ultravioleta visible (UV-VIS) (Synergy 2, Biotech® Instruments). Se utilizo fosfato dihidrégeno
de potasio (KH,PQ,) para preparar la curva estandar. Los resultados se expresaron en porcentaje

de fésforo por planta.
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Variables de crecimiento

En nueve plantas, se contaron las hojas bipinnadas del tallo, se midio la longitud total de
la planta (cm), el didmetro del tallo (mm), y volumen radical (cm®). Para la determinacién del
peso de materia seca (g), se tomaron cinco plantas al azar por tratamiento, y se colocaron a 70 °C

durante tres dias y se determiné su peso de materia seca total.

Actividad antioxidante total y contenido de compuestos fendlicos totales en raiz

Se utilizaron cuatro raices secas por tratamiento, cada una se macerd (aproximadamente
0.1g) con 1.5 mL de metanol al 80%, y se coloco en tubos Eppendorf de 2 mL a 4 °C para el
posterior analisis de actividad antioxidante total (AOX) y compuestos fenolicos totales (CFT).

La AOX se determind mediante el método propuesto por Matthdus (2002) y Re et al.
(1999); utilizando una solucion con 24 mg de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) disuelto en
100 mL de metanol, misma que fue diluida en metanol (1:4 v/v). De esta solucion se tomaron
alicuotas de 270 uL a las que se adicionaron 15 uL de cada extracto vegetal, obteniendo un
volumen final de 285 uL que se dejo reaccionar por 15 min. Se tomaron lecturas de absorbancia,
antes y después de la reaccion, a 515 nm en un espectrofotometro ultravioleta visible (UV-VIS)
(Synergy 2, Biotech® Instruments). Se utilizd Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-
carboxilico) para la curva estandar, y los resultados se expresaron en mM de equivalentes de
Trolox g™ de tejido seco.

La determinacion del CFT se realizé mediante la técnica modificada de Swain y Hillis
(1959). A 30 pL de cada extracto, se adicionaron 150 uL de Folin-Ciocalteau 0.25 N y 90 uL de
carbonato de sodio (Na,COs3) 1 N, obteniendo un volumen final de 270 pL, el cual se dejo

reaccionar por 30 min, para después tomar lecturas de absorbancia a 725 nm en
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espectrofotometro (Synergy 2, Biotech® Instruments). Se utilizé &cido galico para la preparacion
de la curva estandar, y los resultados se expresaron en mg de equivalentes de acido gélico g™ de

tejido seco.

Biodegradacion de fenantreno

Dos muestras de arena recién contaminadas se mantuvieron a -20 °C durante 150 dias
para determinar la concentracion inicial de fenantreno. Las muestras de suelo obtenidas al
finalizar el experimento (60 dias de desarrollo) se almacenaron a -20 °C durante 90 dias, para
analizar posteriormente la degradacion del fenantreno en el laboratorio de la Unidad de Servicios
de Apoyo en Resolucién Analitica (SARA) de la Universidad Veracruzana en Xalapa, Veracruz.

Para la determinacion de la degradacion de fenantreno se utilizaron 20 g de arena por
muestra, obteniendo un total de 5 muestras por tratamiento. Se realizaron 5 lavados con 12 mL de
acetona (grado analitico), se agitaron vigorosamente por 10 minutos con la ayuda de un vortex, se
esperd la sedimentacion de la arena, se retird el sobrenadante en cada lavado, y se obtuvo
volumen final aproximado de 50 mL por muestra. Posteriormente, los sobrenadantes recolectados
se evaporaron con la ayuda de un rotavapor (Buchi B-480) a una temperatura de 58 °C.
Finalmente, las muestras se resuspendieron en 1 mL de acetona (grado HPLC) y se filtraron
empleando acrodiscos (0.45 um).

Las muestras se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC/MS), utilizando un cromatrografo de gases Agilent Techonologies 6890 y un
espectrometro de masas Agilent Technologies 5975 con una columna capilar DB-5 (5%-fenil-
metilpolisiloxano, 60 m, 250 um i.d., 0.25 um de grosor). La temperatura del inyector fue de 250

°C y la del detector de 280 °C, se utilizé Helio como gas acarreador (1 mL min™). La temperatura
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de inicio fue de 70 °C (5 min) e incrementé 40 °C min™ hasta alcanzar 280 °C, temperatura que
se mantuvo por 35 min. El fenantreno se identificd con base en su tiempo de retencion y por la
comparacion de su espectro de masas a 70 eV con la biblioteca del HP CHEMSTATION-NIST
MS, version A.00.00-1995. Ademas, se realizd la comparacion con un estandar de fenantreno
(Sigma-Aldrich con 98% de pureza) analizado bajo las mismas condiciones. Los resultados se

expresaron en porcentaje de degradacion de fenantreno.

Disefio experimental y analisis de los datos

El disefio experimental fue un factorial 2 x 4, que incluyd 8 tratamientos con nueve
repeticiones, distribuidos en un disefio experimental completamente al azar. Los datos obtenidos
se analizaron mediante anélisis de varianza y prueba de comparacion de medias Tukey (o = 0.05)

mediante el sistema de analisis estadistico SAS (SAS Institute, Inc., 1999).

RESULTADOS
Efectos en la nodulacion y la colonizacién micorrizica
A pesar de que la inoculacion con Rhizobium CIAT899 se realiz6 unicamente en los
tratamientos R y GR, se obtuvieron nddulos en todos los tratamientos, posiblemente por la gran
afinidad que existe entre leguminosas y rizobios, asi como al manejo de los tratamientos. Los
tratamientos inoculados y no inoculados se colocaron dentro de una incubadora con flujo de aire,
lo que posiblemente permitié el movimiento de las bacterias y debido a que las condiciones de
los tratamientos eran estériles lograron un facil establecimiento.
La contaminacién con fenantreno (60 mg kg™) incrementé significativamente (p < 0.001)
el nimero de ndédulos blancos (585.6%) y nddulos rojos (13.2%), aunque este Gltimo no fue

significativo con respecto a la nodulacion en las plantas sin contaminar (Figura 5.1A). En cuanto
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al factor inoculacion, no se observaron diferencias significativas en el nimero de nddulos rojos o
blancos; sin embargo, se observo mayor ndmero de nddulos rojos (Figura 5.1B). En el nimero de
nodulos rojos fue mayor en los tratamientos T y GR en comparacion con los tratamientos G o0 R,
mientras que los nodulos blancos se encontraron en mayor namero en los tratamientos R y GR
(Figura 5.1B). En el andlisis por tratamiento, la aplicacion de fenantreno incrementd el nimero de
nodulos rojos en los tratamientos T (53.9%) y GR (50.7%) en comparacion con sus respectivos
tratamientos sin contaminante, mientras que en los tratamientos G y R el nimero de nddulos
rojos disminuy6 (31.7 y 151.6%, respectivamente). Cabe aclarar que ninguna de estas diferencias
fue estadisticamente significativa entre los diferentes tratamientos (Figura 5.1C).

En cuanto a los nodulos blancos, la aplicacién de fenantreno en los tratamientos R y GR
incrementd significativamente (p < 0.001) el ndmero de noddulos (776.6% y 1101%
respectivamente) en comparacion con sus respectivos tratamientos sin contaminar (Figura 5.1C).
En los tratamientos T y G, la aplicacion de fenantreno también increment6 el nimero de nddulos
blancos pero sin mostrar diferencias significativas entre sus tratamientos sin contaminar (Figura
5.1C).

El peso de materia seca de los nédulos disminuyé significativamente (p < 0.001) por la
aplicacion de fenantreno en 68.6%, en comparacion con el peso de materia seca de los nédulos de
los tratamientos sin el contaminante (Figura 5.2A). En el caso del efecto de la inoculacién de los
microorganismos no se observaron diferencias en el peso de materia seca de los nédulos (Figura
5.2B). Para el analisis del efecto del tratamiento, se observé un incremento gradual en el peso de
materia seca de los nddulos en los tratamientos inoculados (T < G < R < GR) sin el contaminante,
aunque las diferencias no fueron significativas (Figura 5.2C). En contraste, con la aplicacion de

fenantreno, el peso de materia seca de los nddulos disminuyé significativamente (p < 0.001) en
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comparacion con sus tratamientos sin contaminar; en especial en los tratamientos G y R cuya

reduccion fue del 88% y 97.9% respectivamente (Figura 5.2C).
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Figura 5.1. Numero de nddulos rojos y blancos en raices de Leucaena leucocephala por efecto de la

inoculacion con Rhizobium tropici CIAT 899 y Glomus intraradices, y/o por la aplicacion de fenantreno
(60 mg kg). A) Efecto por la aplicacion de fenantreno, n = 36. B) Efecto por la inoculacion de los
microorganismos, n = 18. C) Efecto por tratamiento, n = 9. Abreviaciones 0 = Sin fenantreno, F60 =
aplicacion de fenantreno; T = Testigo (sin inocular), G = G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G.
intraradices y Rhizobium. Promedios + error estandar. El asterisco (*) indica diferencias significativas
entre los tratamientos sin y con fenantreno. Letras diferentes indican diferencias entre la inoculacion de

los microorganismos (Tukey o = 0.05).
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Se observo colonizacion micorrizica Unicamente en las raices de los tratamientos en los
que se inoculd con G. intraradices. La colonizacidon micorrizica disminuyo significativamente (p
< 0.001) en 76% por la aplicacion de fenantreno, en comparacion con las plantas sin aplicacion
del contaminante (Figura 5.3A). Por otra parte, la inoculacion con Rhizobium redujo
significativamente (p < 0.001) la colonizacién micorrizica en 93% en comparacion con el
tratamiento inoculado Unicamente con G. intraradices (Figura 5.3B). En el analisis por
tratamiento, la aplicacion de fenantreno redujo significativamente la colonizacion micorrizica en
69% en las plantas con la sola inoculacién de G en comparacion con su respectivo tratamiento sin
contaminar (Figura 5.3C); en contraste, en el tratamiento GR no se obtuvieron efectos
significativos por la aplicacién del contaminante, cuya colonizacién micorrizica fue de 2.54%, en

promedio (Figura 5.3C).

Efecto en la actividad nitrogenasa y en el contenido de nitrégeno y fosforo

La aplicacion de fenantreno redujo significativamente (p < 0.001) la actividad de la
nitrogenasa en 52% en comparacion con aquellos tratamientos sin contaminar (Figura 5.4A). Por
otra parte, la inoculacion de los microorganismos produjo diferencias significativas (p < 0.01) en
la actividad nitrogenasa, donde la doble inoculacién (GR) incrementd 56.5% esta actividad
enzimatica en comparacion con la sola inoculacion de R (Figura 5.4B). En cuanto al andlisis por
efecto de tratamiento, la actividad nitrogenasa de los tratamientos sin fenantreno disminuyo
17.5% con la inoculacion de G, mientras que incremento 5.6% y 40% por la inoculacion de Ry
GR, respectivamente, en comparacion con el T. La aplicacion de fenantreno redujo
significativamente esta actividad enzimatica en los tratamientos R y GR (89.4% y 48.4%,
respectivamente) en comparacion con sus correspondientes tratamientos sin contaminar (Figura

5.4C).
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Figura 5.2. Peso de materia seca de nddulos de Leucaena leucocephala por efecto de la inoculacion con
Rhizobium tropici CIAT 899 y Glomus intraradices, y/o por la aplicacion de fenantreno (60 mg kg™). A)
Efecto por la aplicacion de fenantreno, n = 20. B) Efecto por la inoculacién de los microorganismos, n =
10. C) Efecto por tratamiento, n = 5. Abreviaciones 0 = Sin fenantreno, F60 = aplicacion de fenantreno; T
= Testigo (sin inocular), G = G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G. intraradices y Rhizobium.
Promedios + error estadndar. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos sin y
con fenantreno. Letras diferentes indican diferencias entre la inoculacion de los microorganismos (Tukey

o, = 0.05).
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Figura 5.3. Colonizacién micorrizica total en raices de Leucaena leucocephala por efecto de la
inoculacion con Glomus intraradices y Rhizobium tropici CIAT 899, y/o por la aplicacién de fenantreno
(60 mg kg™). A) Efecto por la aplicacion de fenantreno, n = 48. B) Efecto por la inoculacion de los
microorganismos, n = 24. C) Efecto por tratamiento, n = 12. Abreviaciones 0= Sin fenantreno, F60=
aplicacién de fenantreno; T = Testigo (sin inocular), G = G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G.
intraradices y Rhizobium. Promedios + error estandar. El asterisco (*) indica diferencias significativas
entre los tratamientos sin y con fenantreno. Letras diferentes indican diferencias entre la inoculacion de

los microorganismos (Tukey o = 0.05).
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Figura 5.4. Actividad de nitrogenasa de nédulos de Leucaena leucocephala por efecto de la inoculacién
con Rhizobium tropici CIAT 899 y Glomus intraradices y/o por la aplicacion de fenantreno (60 mg kg™).
A) Efecto por la aplicacion de fenantreno, n = 12. B) Efecto por la inoculacion de los microorganismos, n
= 6. C) Efecto por tratamiento, n = 3. Abreviaciones 0 = Sin fenantreno, F60 = aplicacion de fenantreno; T
= Testigo (sin inocular), G = G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G. intraradices y Rhizobium.
Promedios + error estandar. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos sin y
con fenantreno. Letras diferentes indican diferencias entre la inoculacion de los microorganismos (Tukey

o = 0.05).
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El nitrogeno total de las plantas de Leucaena disminuyo significativamente (p < 0.001) en
44.5% por la aplicacién de fenantreno (Figura 5.5A). En contraste, no se observaron diferencias
significativas, por efecto de la inoculacién; sin embargo, la doble inoculacion (GR) alcanzo el
mayor contenido de N (Figura 5.5B). Con respecto al analisis por tratamiento, en los tratamientos
sin contaminar el contenido de N total disminuy6 28% con G; incrementd 27.6% y 81% con la
inoculacion de R y GR, respectivamente, en comparacion con el tratamiento T (Figura 5.5C). El
fenantreno redujo el contenido de N total (51.9% en promedio) en comparacion son sus
correspondientes tratamientos sin contaminar, excepto el tratamiento inoculado con G, el cual
mostré un incremento del 17.2% comparado con su respectivo tratamiento sin contaminar (Figura
5.5C). La reduccion del contenido de N por la contaminacion fue significativa en los tratamientos
R y GR, los cuales mostraron menos contenido de N (72.8 y 66.8 %, respectivamente) en
comparacion con sus tratamientos sin contaminar (Figura 5.5C).

El contenido de fosforo no presentd diferencias significativas por la aplicacion de
fenantreno ni por la inoculacion; sin embargo, este contenido fue mayor en las plantulas sin
contaminar, y en las plantas con la doble inoculacion (GR) (Figuras 5.6A y B). En el caso del
analisis por efecto del tratamiento, el contenido de P total de las plantas sin fenantreno se redujo
34.9% con la inoculacién de G pero incrementd 16% y 73.5% con la inoculacion de R y GR,
respectivamente, en comparacion con el tratamiento T (Figura 5.6C). En presencia de fenantreno,
el contenido de P incrementd 7% y 95% en las plantas T y con la inoculacién de G,
respectivamente, en comparacion con sus respectivos tratamientos sin contaminar; en contraste,
los tratamientos R y GR presentaron una reduccion en el contenido de P del 29% y 59%,

respectivamente, comparado con sus respectivos tratamientos sin contaminar (Figura 5.6C).

69



12 12
- Al L B)
E\i 10 - * § 10
T 8- T 8- a
) -
e T 2 a
o 6 T 1 o 6 - a a
c c
g g
S 4 - 2 4
. |
=) o+
S 2 - Z 2
0 T O T T T
0 F60 T G R GR
Aplicacion de fenantreno (mg kg) Inoculacion
[ ] Sincontaminar ] Fenantreno
12
= 10| *C)
X
= *
< 8
g8
8
o 6
o
S
g 4
S
=
= 2
0
T G R GR

Tratamientos

Figura 5.5. Porcentaje de nitrogeno total en las plantas de Leucaena leucocephala por efecto de la
inoculacion con Rhizobium tropici CIAT 899 y Glomus intraradices y/o por la aplicacion de fenantreno
(60 mg kg™). A) Efecto por la aplicacion de fenantreno, n = 20. B) Efecto por la inoculacién de los
microorganismos, n = 10. C) Efecto por tratamiento, n = 5. Abreviaciones 0 = Sin fenantreno, F60 =
aplicacién de fenantreno; T = Testigo (sin inocular), G = G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G.
intraradices y Rhizobium. Promedios + error estandar. El asterisco (*) indica diferencias significativas
entre los tratamientos sin y con fenantreno. Letras diferentes indican diferencias entre la inoculacion de

los microorganismos (Tukey o = 0.05).

70



0.0025 0.0025

A) B)
0.002 - 0.002 -

a
0.0015 + 0.0015

a a a
0.001 - 0.001 -
0.0005 - 0.0005 -
O T 0 T T T
T G R GR

0 F60

Fosforo total (%)
_|
Fésforo total (%)

Aplicacién de fenantreno (mg kg?) Inoculacién

[ ] Sincontaminar ] Fenantreno

%C)

0.0025
0.002 -

0.0015

Faésforo total (%)

0.001

0.0005 -

T G R GR
Tratamientos

Figura 5.6. Fosforo total en plantas de Leucaena leucocephala por efecto de la inoculacién con
Rhizobium tropici CIAT 899 y Glomus intraradices y/o por la aplicacién de fenantreno (60 mg kg™). A)
Efecto por la aplicacion de fenantreno, n = 20. B) Efecto por la inoculacién de los microorganismos, n =
10. C) Efecto por tratamiento, n = 5. Abreviaciones 0 = Sin fenantreno, F60 = aplicacion de fenantreno; T
= Testigo (sin inocular), G = G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G. intraradices y Rhizobium.
Promedios + error estandar. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos sin y
con fenantreno. Letras diferentes indican diferencias entre la inoculacion de los microorganismos (Tukey

o, = 0.05).
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Efecto sobre las variables de crecimiento

El fenantreno redujo (p < 0.001) significativamente el crecimiento de las plantas (hojas
bipinnadas, diametro del tallo y volumen radical), mientras que el factor inoculacién no tuvo
efectos significativos (Cuadro 5.1). En cuanto al analisis por tratamiento, sin contaminante, la
inoculacion doble (GR) incremento significativamente (> 51%) el nimero de hojas bipinnadas en
comparacion con el tratamiento T. La contaminacion con fenantreno disminuyo
significativamente (44%) el volumen radical del tratamiento GR, en comparacion con su
tratamiento sin contaminar. La aplicacion del fenantreno disminuyd6 significativamente las hojas
bipinnadas en los tratamientos G, R y GR, (31.8%, 20.7% y 44.9%, respectivamente) y redujo la
longitud total de las plantas en 36% en comparacion con las plantas sin contaminar (Cuadro 5.1).
Por otra parte, la inoculacion con G y R redujo la longitud total en 15.8% y 24.5%,
respectivamente; mientras que la doble inoculacién (GR) mantuvo una longitud similar, en
comparacion con el tratamiento T (Cuadro 5.1). Por efecto de tratamiento, ante la contaminacion
con fenantreno, la longitud total de las plantas disminuyd significativamente, mostrando la
siguiente tendencia en los tratamientos: R > G > GR >T (48%, 41%, 35.9% y 23.9%,
respectivamente), en comparacion con sus tratamientos sin contaminar (Cuadro 5.1).

El fenantreno redujo significativamente (p < 0.01) el peso de materia seca de las plantas
en 34% en comparacién con el tratamiento sin contaminar (Figura 5.7A). Por otra parte, no se
observaron cambios significativos por efecto de la inoculacién, a pesar de que el mayor peso de
materia seca se observo en las plantas con doble inoculacion (GR) (Figura 5.7B). En el caso del
efecto por tratamiento, la aplicacion de fenantreno redujo el peso de materia seca excepto en el
tratamiento G. La disminucion en el peso de materia seca fue significativa unicamente en el
tratamiento GR al presentar una reduccion del 58.9% con respecto a su tratamiento sin

contaminar (Figura 5.7C).
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Cuadro 5.1. Variables de crecimiento (diametro del tallo, volumen radical, hojas bipinnadas y longitud total) de plantas de Leucaena

leucocephala por efecto de la inoculacién con Rhizobium tropici CIAT 899 y/o Glomus intraradices y la aplicacion de fenantreno (60 mg kg™), a

los 60 dias de desarrollo.

Contaminacion con Inoculacion Diametro tallo Volumen NUmero de hojas Longitud
fenantreno (mg kg™) microbiana (mm) radical (ml) bipinnadas total (cm)
T 197+0.13ab 0.19+0.03ab 11.6 +1.06 bc 12.38+0.70 a
0 G 229+0.16a 0.20 £ 0.02 ab 14.67 £1.43 ab 11.64 £ 0.69 ab
R 2.02+0.11ab 0.19 +£0.02 ab 12.44+0.69 b 10.51£0.89 ab
G+R 2.20+0.09 ab 0.25+0.01 17.56 £ 0.99 a 11.79£0.72 ab
T 1.81+0.11ab 0.18 £ 0.01 ab 10.88 £ 0.74 bc 9.43 +£0.55 bc
60 G 1.85+0.14 ab 0.13+0.02b 10+0.83¢c 6.85+0.58 cd
R 1.77 £0.04 ab 0.14+0.02b 9.86 +0.86 C 543+041d
G+R 1.69+0.12b 0.14+0.01b 9.67+£0.62c 7.56 + 0. 38 cd
DMS (Tukey 0=0.05) 0.54 0.08 4.23 2.89
Contaminacion <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Significancia Inoculacién NS NS NS <0.001
Tratamientos <0.01 <0.001 <0.001 <0.001

Abreviaciones: DMS = Diferencia minima significativa; 0 = Sin fenantreno, F60 = aplicacion de fenantreno; T = Testigo (sin inocular), G
= G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G. intraradices y Rhizobium. Promedios * error estandar. Contaminacién (n = 36), Inoculacion (n = 18) y

Tratamiento (n = 9). Letras diferentes indican diferencias entre la inoculacion de los microorganismos (Tukey o = 0.05).
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Figura 5.7. Peso de materia seca total de plantas de Leucaena leucocephala por efecto de la inoculacién
con Rhizobium tropici CIAT 899 y Glomus intraradices y/o por la aplicacion de fenantreno (60 mg kg™).
A) Efecto por la aplicacién de fenantreno, n = 20. B) Efecto por la inoculacién de los microorganismos, n
= 10. C) Efecto por tratamiento, n = 5. Abreviaciones 0 = Sin fenantreno, F60 = aplicacion de fenantreno;
T = Testigo (sin inocular), G = G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G. intraradices y Rhizobium.
Promedios + error estandar. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos sin y

con fenantreno. Letras diferentes indican diferencias entre la inoculacion de los microorganismos (Tukey

o, = 0.05).
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Efecto en la AOX y en el contenido de CFT

La aplicacion del fenantreno y el factor inoculacion no causaron modificaciones
significativas en la AOX de las raices (Figura 5.8A y B); sin embargo, las plantas inoculadas con
G presentaron la mayor actividad AOX (Figura 5.8B). En el andlisis por tratamiento, se
observaron diferencias significativas (p < 0.001), en las que la mayor actividad AOX en las
plantas sin fenantreno, la presento el tratamiento G (Figura 5.8C). Por otra parte, la aplicacion de
fenantreno redujo significativamente en 59% la AOX en el tratamiento G (Figura 5.8C), mientras
que en los demas tratamientos generd un incrementd que no fue significativo (Figura 5.8C).

La aplicacion del factor fenantreno y el factor inoculacién no causaron diferencias
significativas en el contenido de CFT (Figuras 5.9A y B); sin embargo, el mayor contenido de
CFT se obtuvo en las plantas inoculadas G (Figura 5.9B). En el analisis por efecto de tratamiento,
se observaron diferencias significativas (p < 0.05), en las que el mayor contenido de CFT se
observo en el tratamiento G sin contaminar, mientras que la inoculacion con R y GR se obtuvo
una reduccion del 44.7% y 74% respectivamente, en comparacion con el tratamiento T (Figura
5.9C). Por otra parte, la aplicacion de fenantreno redujo el contenido de CFT en 26.9% y 85% en
los tratamientos T y G, respectivamente, mientras que en los tratamientos R y GR se obtuvo un

incremento del 103% y 990%, respectivamente, por la presencia de fenantreno (Figura 5.9C).
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Figura 5.8. Actividad antioxidante de la raiz de Leucaena leucocephala por efecto de la inoculacion con
Rhizobium tropici CIAT 899 y Glomus intraradices y/o por la aplicacién de fenantreno (60 mg kg™). A)
Efecto por la aplicacion de fenantreno, n = 16. B) Efecto por la inoculacién de los microorganismos, n =
8. C) Efecto por tratamiento, n = 4. Abreviaciones 0 = Sin fenantreno, F60 = aplicacion de fenantreno; T =
Testigo (sin inocular), G = G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G. intraradices y Rhizobium. Promedios
+ error estandar. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos sin y con

fenantreno. Letras diferentes indican diferencias entre la inoculacion de los microorganismos (Tukey o =

0.05).
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microorganismos, n = 8. C) Efecto por tratamiento, n = 4. Abreviaciones 0 = Sin fenantreno, F60 =
aplicacion de fenantreno; T = Testigo (sin inocular), G = G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G.
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Biodegradacion de fenantreno

Los porcentajes de degradacion de fenantreno obtenidos en los diferentes tratamientos se
aprecian en la Figura 5.10. En general, todos los tratamientos alcanzaron en promedio 99.8% de
degradacion del fenantreno, aunque el tratamiento G presentd mayor porcentaje de degradacion
de fenantreno (Figura 5.10). Lo anterior se hace mas evidente en los cromatogramas incluidos en
la Figura 5.12, en los que se indican los picos de fenantreno encontrados en las muestras
rizosféricas, observandose que el menor pico se encontré en el tratamiento inoculado con G.

intraradices.
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Figura 5.10. Porcentaje de biodegradacion del fenantreno (60 mg kg™) por Leucaena leucocephala en
simbiosis con Rhizobium tropici CIAT 899 y Glomus intraradices. (n = 5). Abreviaciones T = Testigo (sin
inocular), G = G. intraradices, R = Rhizobium, GR = G. intraradices y Rhizobium. Promedios + error

estandar.
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Figura 5.11. Cromatogramas que muestran la desaparicién del fenantreno en muestras rizosféricas de Leucaena leucocephala en simbiosis con

Rhizobium tropici CIAT 899 y/o Glomus intraradices expuestas a fenantreno (60 mg kg™), durante 60 dfas.

79



DISCUSION

El incremento en el numero de nodulos por la aplicacion de fenantreno observado en este
trabajo, habia sido reportado por Chiapusio et al. (2007) en Trifolium pratense L. Sin embargo,
en el presente estudio el fenantreno redujo significativamente el peso de materia seca y la
actividad nitrogenasa de los nodulos. Estos resultados indican que la aplicacion de fenantreno no
afecta el reconocimiento entre Leucaena y Rhizobium, pero provoca alteraciones en el
metabolismo de la simbiosis. La leghemoglobina es una proteina sintetizada por las leguminosas
en los nddulos durante la simbiosis con Rhizobium (Madigan et al., 2004). Esta proteina sirve de
proteccién a las bacterias ya que controla el flujo de oxigeno promoviendo la respiracion,
disminuyendo la cantidad de oxigeno que pasa hacia los bacteroides, y evitando la formacién de
especies reactivas de oxigeno (Dakora, 1995). La reduccién de la leghemoglobina tiene relacion
directa con la disminucion en la actividad nitrogenasa por lo que es probable que el fenantreno
reduzca la sintesis de leghemoglobina (Sassi et al., 2008; Scherer et al., 2008). Lo anterior
sugiere que el incrementd en la cantidad de nodulos blancos (indicando la ausencia de
leghemoglobina) por efecto de la aplicacién de fenantreno es debido a la reduccion o inhibicién
de la sintesis de esta proteina y por consiguiente, la reduccion en la actividad nitrogenasa (Figura
5.1y5.4).

La simbiosis tripartita entre leguminosas - Rhizobium - Micorriza arbuscular en sistemas
no contaminados proporciona ventajas a todos los microorganismos que interaccionan, y que se
relacionan con el incremento del porcentaje de colonizacion, el nUmero y biomasa de nodulos,
biomasa de la raiz y tallo, ademés de estimular la actividad nitrogenasa (Geneva et al., 2006;
Tajini et al., 2011). En el presente estudio, la doble inoculacion (GR) increment6 el nimero y el
peso de materia seca de nodulos, la actividad nitrogenasa, y contenido de N total y de P total

observado en las plantas; y a pesar de no ser significativo, se observd mayor volumen radical,
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hojas bipinnadas y peso de materia seca de la planta, lo que es un indicador del estimulo de la
doble simbiosis en el desarrollo de Leucaena bajo condiciones sin contaminacion.

Los trabajos enfocados a la doble simbiosis en leguminosas bajo condiciones de
contaminacion son escasos. Teng et al. (2010) observo que en suelos contaminados con bifenilos
policlorados la inoculacion de Rhizobium meliloti y Glomus caledonium incremento el
establecimiento de Medicago sativa. En el presente estudio, en presencia del fenantreno, la doble
inoculacion con GR incrementd el nimero de nodulos, la actividad nitrogenasa y el peso de
materia seca de la planta en comparacion con los tratamientos con la inoculacion simple (G o R).
Lo anterior sugiere que la doble inoculacion con GR es conveniente para favorecer el
establecimiento de L. leucephala en la condicion de contaminacion.

Glomus intraradices es una especie de hongo micorrizico arbuscular tolerante a
fenantreno (Liu y Dalpé, 2009); sin embargo, se ha reconocido que la presencia de hidrocarburos
del petréleo afecta notablemente la colonizacion micorrizica (arbusculos, vesiculas e hifas), y la
germinacion de esporas (Gaspar et al., 2002; Verdin et al., 2006). En esta investigacion se
observé que Rhizobium y G intraradices toleran el fenantreno a 60 mg kg™; sin embargo,
Rhizobium logra un mayor establecimiento en el sistema radical (expresado en el nimero de
nodulos), mientras que el porcentaje de colonizacion micorrizica disminuyé significativamente
ante el fenantreno. Estos resultados concuerdan con lo observado por Chiapusio et al. (2007) en
donde observaron la estimulacién y mejor establecimiento de Rhizobium en comparacién con la
colonizacion de los hongos micorrizicos arbusculares en un suelo contaminado con fenantreno
(1000 mg kg™).

La doble inoculacion (GR) incrementa el porcentaje de colonizacion micorrizica ante
situaciones relacionadas con la limitacion de P, en suelos sin contaminar, o en suelos

contaminados con bifenilos policlorados (Geneva et al., 2006; Teng et al., 2010; Tajini et al.,
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2011). Por otra parte, Ide et al. (2010) observé que la colonizacion micorrizica se redujo
notablemente por la inoculacién de Rhizobium bajo condiciones de estrés hidrico, aun cuando la
actividad nitrogenasa mostrd incrementos en la doble simbiosis. En el presente estudio se observo
una reduccion significativa en la colonizacion micorrizica en presencia de la doble inoculacion en
ausencia del contaminante; en contraste, en presencia de fenantreno, la doble inoculacion (GR)
estimuld la colonizacion micorrizica.

La presencia de hidrocarburos del petroleo reduce el desarrollo de raices transformadas in
vitro y de plantas bajo condiciones controladas de laboratorio, y estos efectos se reducen por la
inoculacion de Rhizobium y/o Glomus sp. favoreciendo asi el establecimiento y desarrollo vegetal
(Debiane et al., 2009; Muratova et al., 2009; Hernandez-Ortega et al., 2011). En el presente
estudio también se observé que la aplicacion de fenantreno redujo significativamente el
contenido de N total, el diametro del tallo y el volumen radical, las hojas bipinnadas, la longitud
y el peso de materia seca total de la planta; sin embargo, no se observaron efectos benéficos por
las inoculaciones en estas variables, en la presencia de fenantreno.

Existe la posibilidad de que la infeccién de Rhizobium en los tratamientos T y G haya
ocurrido desde la semilla, ya que existe evidencia de que semillas de Phaseolus vulgaris
contienen diversos microorganismos como Rhizobium etli (Pérez-Ramirez et al., 1998; Lopez-
Lopez et al., 2010). Debido a esta infeccién posiblemente no se observaron diferencias en el
namero y peso de materia seca de nddulos entre los tratamientos inoculados con el tratamiento T
(sin inocular). Sin embargo, como ya se menciono, la doble inoculacion en presencia del
fenantreno incrementd el ndmero de nodulos, la colonizacion micorrizica, la actividad
nitrogenasa, la actividad AOX, y el contenido de CFT.

Por otra parte, es probable que la infeccion de Rhizobium en los tratamientos T y G

ocurriera cuando la concentracion de fenantreno habia disminuido, logrando mayor
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establecimiento en estos tratamientos. Los tratamientos T y GR presentaron similar nimero y
peso de materia seca de nodulos, los tratamientos T y G tuvieron mayor contenido de N y P en
comparacion con los tratamientos R y GR, sin mostrar diferencias significativas. Por lo anterior,
se puede inferir que es conveniente realizar la inoculacién dias después a la contaminacion con
fenantreno con el fin de incrementar el metabolismo de la asociacion, lo cual se reflejaria en la
estimulacion del desarrollo de la planta y la simbiosis.

La induccidn del estrés oxidativo en plantas por efecto de los HPAs ha sido documentada,
reflejandose en un incremento por ejemplo, de la glutation reductasa, del peréxido de hidrégeno,
de la AOX, y del malondialdehido (Roy et al., 1996; Alkio et al., 2005; Paskova et al., 2006;
Debiane et al., 2009; Herndndez-Ortega et al., 2011). Sin embargo, en este estudio no se
observaron incrementos significativos en la actividad AOX; posiblemente debido a que la
evaluacion de la AOX se realizo (a los 60 dias) cuando las plantas estaban expuestas a una
concentracion baja de fenantreno, debido a su posible degradacion.

La inoculacion con HMA incrementa la actividad antioxidante de las raices en presencia
de la contaminacién por hidrocarburos (Criquet et al., 2000; Debiane et al., 2009; Hernandez-
Ortega et al., 2011). En este estudio el tratamiento sin contaminacion que fue inoculado con G,
alcanzd la mayor actividad AOX y contenido de CFT con respecto a los demds tratamientos,
aunque no presentd diferencias significativas; sin embargo, ante la aplicacion de fenantreno, se
redujo significativamente la AOX y el CFT posiblemente debido a la disminucion en el
porcentaje de colonizacion micorrizica causado por la presencia del contaminante. Estos
resultados indican que la colonizacion micorrizica de G. intraradices en Leucaena incrementa en
mayor proporcion la AOX y el contenido de CFT en comparacion con la inoculacion con

Rhizobium.
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La actividad AOX fue mayor que el contenido CFT, pero se observd una tendencia
similar en los tratamientos sin contaminar, por lo que es probable que los compuestos fendlicos
estén participando como agentes antioxidantes por su habilidad de donar &tomos de hidrégeno a
radicales libres (Mittler, 2002; Zainol et al., 2003). Por otra parte, la aplicacion de fenantreno
incrementd la actividad AOX en los tratamientos T, R y GR, y el contenido CFT en el
tratamiento GR en comparacion con sus respectivos tratamientos sin contaminar.

La degradacion del fenantreno que se determind en los tratamientos para evaluar la
atenuacion natural (SP-sin planta, y SPR-sin planta con Rhizobium) fue de 99.85% en promedio.
Mientras que la degradacion en AR (tubos con arena contaminada sin riego) fue del 67.2%; por lo
que es posible asumir que el 32.7% de la degradacion del fenantreno bajo estas condiciones
experimentales fue atribuida posiblemente por la aplicacion de agua de riego al incorporar
oxigeno al sistema contaminado. Al respecto, el oxigeno promueve el desarrollo de
microorganismos aerdébicos que degradan el fenantreno (Garrett et al., 1998; Prince et al., 2003).
Es probable que debido a que la arena es un sustrato poroso permite la entrada de oxigeno y en
combinacion con el agua puede favorecer el desarrollo de microorganismos que estimularon la
degradacion del fenantreno.

A pesar de lo anterior, en el presente estudio la inoculacion con microorganismos
incrementd la degradacién de fenantreno, especialmente con la inoculacién de G. intraradices a
pesar de mostrar bajo porcentaje de colonizacién micorrizica, lo que se puede relacionar con la
menor actividad AOX observada en el tratamiento G en comparacion con su correspondiente
tratamiento sin contaminar. Lo anterior puede ser indicador de que el fenantreno en simbiosis con
G. intraradices controla el sistema antioxidante estimulando posiblemente la actividad
peroxidasa, lacasa, dioxigenasa, y monofenol monooxidasa las cuales intervienen en la

biodegradacion de hidrocarburos del petroleo (Salzer et al., 1999; Criquet et al., 2000; Joner y
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Leyval, 2001; Corgie et al., 2006). Para corroborar esta hipétesis es necesario realizar estudios
mas especificos sobre el sistema oxidativo y las enzimas que podrian estar actuando en la
degradacion del fenantreno, asi como la interaccion de otros microorganismos que se pudieron
haber presentado durante el experimento.

Este estudio sobre la interaccion de Leucaena - Rhizobium - G. intraradices en la
degradacion de fenantreno, sirviéo como modelo preliminar para determinar el efecto benéfico de
sistemas biologicos funcionales que pueden ser dirigidos a la fitorremediacion. Sin embargo, aun
falta considerar varios aspectos en estas interacciones simbioticas para explotar al maximo sus

capacidades durante la biodegradacion de compuestos organicos contaminantes.

CONCLUSIONES

Rhizobium tropici presentd mayor tolerancia que G. intraradices ante fenantreno (60 mg
kg™); sin embargo, ambos microorganismos son capaces de crecer ante este contaminante. La
aplicacion de fenantreno estimul6 la nodulacion pero redujo el metabolismo de la simbiosis con
Rhizobium al desarrollar mayor nimero de ndédulos blancos (no fijadores de N), ademas que
redujo la colonizacion micorrizica.

La doble inoculacion con Rhizobium y G. intraradices en general, estimulé el desarrollo
de la planta incrementando el nimero y el peso de materia seca de los nddulos, ademas de la
actividad de la nitrogenasa, el contenido de N y de P en la planta, y producir mayor volumen
radical y hojas bipinnadas.

La inoculacion con G. intraradices produjo mayor AOX en las plantas, mientras que la
aplicacion de fenantreno la redujo. En el contenido de CFT los resultados no fueron
significativos; sin embargo, se observo la tendencia de que la inoculacion incrementd el

contenido de CFT en el siguiente orden de magnitud: G. intraradices > Rhizobium > G.
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intraradices + Rhizobium > Testigo. En contraste, la contaminacion con fenantreno mostrd una
tendencia inversa G. intraradices + Rhizobium > Rhizobium > G. intraradices ~ Testigo.

La simbiosis tripartita alcanz6 un porcentaje de degradacion de fenantreno similar al
tratamiento inoculado con G. intraradices, tratamiento en el que se alcanz6 mayor porcentaje de
degradacion. La simbiosis tripartita de L. leucocephala - Rhizobium - G. intraradices es un
modelo atil para utilizarlo en sistemas de la fitorremediacion de suelos contaminados con

fenantreno.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES GENERALES

Las semillas de Leucaena toleran la contaminacion de FEN al mantener la
conductividad eléctrica y la germinacién de manera similar a las semillas sin
contaminar.
Rhizobium ante FEN favoreci6 el desarrollo de las plantulas al incrementar los pelos
radicales y mantener en balance la longitud y peso de materia seca de la raiz y parte
aerea.
El FEN no alterd significativamente los niveles de la AOX y el contenido de CFT en
ningun 6rgano de las plantulas, mientras que Rhizobium increment6 la AOX ante 60
mg FEN L™,
La simbiosis tripartita (Leucaena-Rhizobium-Glomus) estimul6 el crecimiento de las
plantas ante la presencia de FEN (60 mg kg™).
La aplicacion de FEN redujo la AOX de las plantas, mientras que Glomus produjo su
estimulacion.
A pesar de no presentar diferencias significativas, el contenido de CFT fue estimulado
por los microorganismos con base en este comportamiento: Glomus > Rhizobium >
Glomus+Rhizobium > Testigo. En contraste, ante FEN se observd la siguiente
tendencia: Glomus+Rhizobium > Rhizobium > Glomus ~ Testigo.
El porcentaje de degradacion de FEN fue similar en las plantas inoculadas con Glomus
y por la doble simbiosis (Glomus+Rhizobium).
La simbiosis tripartita Leucaena — Rhizobium - Glomus es un modelo que puede ser

util durante la fitorremediacién de suelos contaminados con fenantreno.
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