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RESPUESTA DE LA SIMBIOSIS TRIPARTITA Rhizobium-LEGUMINOSA-MICORRIZA
ARBUSCULAR ANTE VANADIO Y NIQUEL
Judith Estela Vidal Fernandez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2012
RESUMEN

Este trabajo evalud la respuesta de la simbiosis tripartita Rhizobium-leguminosa-micorriza
arbuscular en presencia de vanadio (V) y niquel (Ni). El trabajo se dividid6 en dos fases
experimentales; la primera fase estudié el comportamiento de la simbiosis Rhizobium tropici-
Phaseolus vulgaris ante concentraciones de V o Ni (0, 25, 50, 75, 100 y 120 mg L™) y su efecto en
el contenido elemental en nddulos, en un sistema de bolsa de crecimiento bajo condiciones
controladas (25°C, 70% HR y 12h de fotoperiodo) durante 30 dias. En las plantas con V, la
nodulacion inici6 al cuarto dia después de la inoculacién y tuvo un maximo de 40 nédulos por
planta en el testigo y 6 nddulos en las concentraciones de 50 y 100 mg L™. La mayor actividad
nitrogenasa (AN) se present6 ante de 75 mg V L™. En las plantas contaminadas con Ni se cuantificd
un maximo de 25 nodulos por planta ante 0, 25 y 50 mg L™. Las plantas inoculadas presentaron
mayor peso seco total pero menor contenido de clorofila total en comparacion con aquellas sin
inocular. A mayor concentracién de Ni se redujo la actividad nitrogenasa. EI V presento el limite
més bajo de deteccion en nédulos ante 0, 25y 50 mg V L™, mientras que ante 75, 100 y 120 mg L™,
el V se acumul6 en los nddulos. En los nédulos de plantas contaminadas con Ni, el contenido
elemental de P, K, y Cu fue disminuido, mientras que el contenido de Fe y Mn fue estimulado. La
segunda fase experimental evalud las respuestas de la simbiosis tripartita Rhizobium tropici-
Phaseolus vulgaris-Rhizophagus intraradices en suelo contaminado con V o Ni (0 y 120 mg L)
bajo condiciones de invernadero (temperatura minima 12 °C y maxima 39°C, y la humedad relativa
media maxima 80% y minima 23%) durante 60 dias. Las plantas en presencia de VV no mostraron
diferencias en el peso seco total y en la tasa absoluta de crecimiento, y presentaron un maximo de
12 nodulos. El porcentaje de colonizacion micorrizica en V fue del 28% en promedio. ElI V no
afectd el contenido de clorofila (a, b, y total) y de carotenoides, ademas del intercambio gaseoso y
la AN. En presencia de Ni las plantas presentaron en promedio, 13 nédulos y 40 % de colonizacién
micorrizica. Las plantas con Rhizobium sin contaminar presentaron mayor contenido de clorofila
total, mientras que el testigo presentd el mayor valor de fotosintesis. La AN fue mayor en las
plantas con Rhizobium sin Ni. EI V se acumul6 en el tejido foliar, superando el limite critico para

frijol; mientras que el Ni se encontrd dentro de las concentraciones establecidas como no toxicas.

Palabras clave: nodulacién, metales, fitorremediacion, simbiosis, Phaseolus, Rhizophagus.



RESPONSES OF THE TRIPARTITE SYMBIOSIS Rhizobium-LEGUME-
ARBUSCULAR MYCORRHIZA TO VANADIUM AND NICKEL
Judith Estela Vidal Fernandez, M. Sc.
Colegio de Postgraduados, 2012
ABSTRACT

This study evaluated the response of the tripartite symbiosis Rhizobium-legume- arbuscular
mycorrhizal in presence to vanadium (V) and nickel (Ni). This work was split in two experimental
stages. First experimental stage evaluated the behavior of the symbiosis between Rhizobium tropici-
Phaseolus vulgaris to vanadium and nickel concentrations (0, 25, 50, 75, 100 and 120 mg L™), and
their effects on the elemental content in nodules at growth pouch system under controlled
conditions (25°C, 70% RH and 12h of light) during 30 days. In plants under V-contamination,
nodulation started at the fourth day after inoculation, and after 30 days the maximum number of
nodules was achieved in the control (40 nodules), and 6 nodules at the concentrations of 50 y 100
mg L™. The highest nitrogenase activity (NA) was found at 75 mg V L™. For plants contaminated
with Ni the maximum number of nodules was observed at 0, 25 and 50 mg Ni L™. Inoculated plants
had greater total dry mass but lower chlorophyll content when compared to those plants without
bacterial inoculation. High concentrations of Ni resulted in low NA. The lowest detection limit for
V was observed at 0, 25 and 50 mg L™, whereas at 75, 100 and 120 mg L™, the V showed greater
accumulation in nodules. The accumulation of Ni in nodules resulted in reduced elemental content
of P, K, Cu, but a stimulated Fe and Mn content. The second experimental stage evaluated the
responses of the tripartite symbiosis Rhizobium tropici-Phaseolus vulgaris-Rhizophagus
intraradices established at contaminated soil with VV or Ni (0 y 120 mg L™) under greenhouse
conditions (minimum and maximum temperature of 12°C and 39°C, respectively, and maximum
and minimum relative humidity of 80% and 23%) during 60 days. Plants under V-contamination
did not show significant differences on total dry weight, absolute growth rate, and had a maximum
number of nodules of 12. The mycorrhizal colonization in presence of V was 28% in average.
Vanadium had no effects on the content of a, b and total chlorophyll and carotenoids, and on plant
gas exchange or NA. In presence of Ni, plants had in averaged 13 nodules, and 60% of mycorrhizal
colonization. Plants with Rhizobium without contamination had greater total content of chlorophyill,
whereas control plants showed greater photosynthesis; The NA was greater in plants with
Rhizobium without Ni. Vanadium was accumulated on foliar tissue overpassing the critical limits

for bean plants; in contrast, Ni accumulation was in non-toxic concentrations.

Key words: nodulation, metals, phytorremediation, symbiosis, Phaseolus, Rhizophagus.
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CAPITULO I
INTRODUCCION

El desarrollo de las diferentes actividades industriales ha contribuido que se generen
residuos contaminantes que alteran los ecosistemas y sus componentes. Estas alteraciones
causan la degradacion del ambiente debido a la contaminacién del suelo, aire y mantos
fredticos. En las ultimas décadas la sobreexplotacion de los recursos naturales no
renovables ha ocasionado un aumento progresivo de los residuos y una contaminacion
exagerada. Tal es el caso de la explotacion y procesamiento del petrdleo el cual esta
compuesto principalmente por hidrocarburos que pueden ser degradados mediante métodos
fisicos, quimicos y biolégicos; sin embargo también hay elementos que no pueden ser
degradados y causan contaminacion, por ejemplo los metales como vanadio y niquel que
son componentes de las metaloporfirinas del petréleo crudo. Ambos elementos en bajas
concentraciones participan en diversos procesos bioldgicos indispensables para los seres
vivos. Cuando los niveles de estos metales se incrementan se convierten en contaminantes
que pueden llegar a ser tdéxicos, dependiendo de las condiciones ambientales, la
concentracion, la forma quimica de elemento, etc.

Los metales no pueden ser degradados, sin embargo se pueden emplear estrategias
para minimizar su efecto toxico. Tal es el caso de la fitorremediacion, la cual consiste en el
uso de ciertas plantas para descontaminar sitios problema, aunque la mayoria de los casos
el uso de estas plantas no es suficiente, por lo que también se aprovechan los
microorganismos asociados a la rizosfera para aumentar la eficiencia en la remocion de
contaminante y de esta forma disminuir la contaminacion. Una de las simbiosis mas
estudiadas desde el punto de vista agronomico es la que se forma entre las leguminosas y

los rizobios para fijar nitrogeno atmosferico, ademéas de esta ventaja tambien se ha
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estudiado el potencial de esta interaccion en la fitorremediacion de contaminantes
organicos e inorganicos, como los metales.

De la misma manera, las micorrizas han sido ampliamente estudiadas en estos
procesos de fitorremediacion de suelos contaminados con metales, ya que las hifas de los
hongos micorrizicos funcionan como una extension de la raiz de la planta que le confiere
una mayor capacidad de exploracion, ayudando a la adaptacion y supervivencia de las
plantas que crecen en sitios contaminados.

La mayoria de las investigaciones en los que se ha utilizado la fitorremediacion
como mecanismo para descontaminar suelos, se basa en el uso de plantas y algunos
microorganismos, ya sean hongos o bacterias. Sin embargo, son pocos los trabajos en los
que se asocian a dos microorganismos diferentes para llevar a cabo el proceso de
remediacién. Ademas de que no se tiene conocimiento previo del efecto del vanadio y
niquel en sistemas simbidticos.

El frijol ha sido estudiado como planta modelo para la fitorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos. Los microorganismos rizosféricos juegan un papel
importante en dicha remocion porque incrementan la disponibilidad del contaminante
debido a su capacidad para desarrollarse utilizando los exudados radicales, ademés de
poseer un sistema radical poco ramificado pero profundo que le permite actuar sobre los
contaminantes en las capas profundas del suelo.

De esta manera nace la inquietud de conocer si la simbiosis Rhizobium-leguminosa
cuando hay presencia de vanadio y niquel, en concentraciones que pudieran resultar toxicas
para las plantas, ademas de su efecto en la asociacion tripartita de Rhizobium-leguminosa-
micorriza arbuscular como sistema modelo de fitorremediacion de suelos contaminados con

estos dos metales.



CAPITULO Il

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general
e Analizar el efecto que tiene el vanadio y el niquel en la fitorremediacion mediante la

simbiosis tripartita Rhizobium-leguminosa-micorriza arbuscular.

Objetivos particulares

e Conocer la posible toxicidad del vanadio y del niquel en el establecimiento de la
simbiosis Rhizobium-leguminosa mediante el uso de un sistema de bolsa de
crecimiento.

e Evaluar el contenido elemental en los nddulos de Rhizobium tropici cuando son
sometidos a contaminacion por vanadio y niquel en un sistema de bolsa de
crecimiento.

e Estudiar las alteraciones fisioldgicas y nutrimentales que provocan el vanadio y el
niquel en Phaseolus vulgaris en simbiosis con Rhizobium tropici y Rhizophagus
intraradices.

e Evaluar la capacidad de fitorremediacién de suelo contaminado con vanadio y
niquel mediante el uso de la simbiosis tripartita Rhizobium-leguminosa-micorriza

arbuscular.



Hipotesis general

El vanadio y el niquel afectan el proceso de fitorremediacion suelo y el
establecimiento de la simbiosis tripartita Rhizobium-leguminosa- micorriza

arbuscular.

Hipotesis particulares

Tanto el vanadio como el niquel afectan el crecimiento de Phaseolus vulgaris y la
capacidad de nodulacion de Rhizobium tropici CIAT899 en un sistema de bolsa de
crecimiento.

La presencia de vanadio y de niquel no alteran el contenido elemental de los
nédulos de Rhizobium tropici.

El vanadio y el niquel no alteran el contenido nutrimental y la fisiologia vegetal en
la simbiosis tripartita Rhizobium-leguminosa-micorriza arbuscular.

El vanadio y el niquel no afectan la capacidad de fitorremediacion de un suelo
contaminado mediante la simbiosis tripartita Rhizobium-leguminosa-micorriza

arbuscular.



CAPITULO Il
REVISION BIBLIOGRAFICA
SIMBIOSIS Rhizobium-LEGUMINOSA Y SIMBIOSIS MICORRIZICA
ARBUSCULAR, Y SU RELACION CON CONTAMINANTES INORGANICOS:

VANADIO Y NIQUEL

3.1 Fijacion bioldgica de nitrégeno en la simbiosis Rhizobium-leguminosa

El nitrdgeno (N) es un elemento que se encuentra incorporado a moléculas
organicas que desempefian funciones vitales para todas las células ya que es un
constituyente bésico de aminoacidos, &cidos nucleicos, azicares aminadas y polimeros
(Hirel et al., 2007). En la atmdsfera se encuentra el 78% de nitrogeno diatomico (N), lo
que hace a la molécula casi inerte y no puede ser aprovechado por la mayoria de los
organismos vivos; en forma natural presenta diferentes formas quimicas, y por lo tanto en
distintos estados de oxidacion (Eugenia-Baca et al., 2000). En términos termodinamicos, el
N, es la forma mas estable del nitrgeno, las otras formas quimicas (NHz, NO3, NH4")
revierten a N, bajo condiciones de equilibrio para los organismos vivos. Asi, el reciclaje del
N depende entonces de las transformaciones quimicas de compuestos nitrogenados mas
disponibles a través de reacciones de oOxido-reduccién (Mayz-Figueroa, 2004). La
importancia agronémica del nitrogeno radica, en que es uno de los elementos que las
plantas cultivadas demandan en mayor cantidad, por lo que es necesario abastecer el
nitrdgeno que es extraido del suelo; sin embargo, el uso excesivo de fertilizantes
nitrogenados ha conducido a problemas de contaminacion ambiental, bajos rendimientos y

la reduccion de la fertilidad del suelo. Una de las formas de suministrar el nitrdgeno



necesario a los cultivos agricolas es a través de la fijacion bioldgica (Almardz-Suarez y
Ferrera-Cerrato, 2007).

Para que el nitrogeno atmosférico pueda ser aprovechado por las plantas se tiene
que romper el triple enlace de la molécula y después ser fijado a NH;" 0 NOs™. Este proceso
lo llevan a cabo algunos organismos procariéticos, mediante la fijacién bioldgica de
nitrégeno. Las bacterias diazotroficas tienen la capacidad de llevar a cabo este proceso y
presentan una amplia diversidad taxonémica (Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter), con
diferentes estilos de vida y tipos de asociacion. Las bacterias mas eficaces son aquellas que
forman una simbiosis mutualista con las plantas, especialmente leguminosas, desarrollando
nodulos radicales producidas por la planta (Graham et al., 2008). La conversion enzimatica
del nitrégeno molecular a amonio es catalizada por la nitrogenasa, que representa un
complejo enziméatico oxigeno-labil altamente conservado en los organismos diazotroficos,
la forma comln de la nitrogenasa tiene un grupo prostético con molibdeno, este complejo
esta separado en dos componentes: la Fe-proteina y la FeMo- proteina (Figura 3.1).

La Fe-proteina (dinitrogenasa reductasa) es la mas pequefia de los dos componentes
y tiene dos subunidades idénticas de 32 a 72 kDa dependiendo del organismo, cada
subunidad cuenta con un cluster metalico hierro-azufre (4 Fe y 4 $%) que participa en las
reacciones de dxido-reduccion implicadas en la conversion de N, a NHs. Por otro lado, la
FeMo-proteina (dinitrogenasa) tiene cuatro subunidades, con una masa molecular total de
180 a 235 kDa, y cada subunidad tienen dos cluster Fe-Mo-S (Newton, 2007; Sprent,
2007).

La reduccién del nitrégeno atmosférico en un mecanismo muy complejo que se
presenta en diversas reacciones y para que se lleven a cabo, se requieren grandes cantidades

de energia (ATP) y la reduccion obligada de protones con un minimo de 1 mol de H;
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producida por cada mol de N, reducido (Halbleib y Luden, 2000). En condiciones
naturales, la reduccion de H* compite con la reduccion de N, por los electrones de la
nitrogenasa; en los rizobios del 30 al 60% de la energia suministrada por la nitrogenasa se
pierde como H,, disminuyendo con ello la eficiencia de la fijacion de nitrégeno, por lo que
algunos generos de rizobios contienen la enzima hidrogenasa que divide al H, generando

electrones requeridos para la reduccion de N, (Kneip et al., 2007).

Feproteina MMoFe proteina

Productes
2NH4 Hy

Ferrodoxina,,

Sustrato
M, 8H*

Ferrodozina,g

Figura 3.1. Complejo enzimatico de la nitrogenasa y reacciones catalizadas (Taiz y Zeiger,
2002). La ferrodoxina reduce la Fe proteina, la hidrolisis del ATP y su unién a la Fe
proteina causa un cambio conformacional que facilita las reacciones de 6xido-reduccién. La

Fe proteina se reduce a la proteina MoFe y ésta a su vez en NHs.

La reduccién del nitrégeno atmosférico en un mecanismo muy complejo que se
presenta en diversas reacciones y para que se lleven a cabo, se requieren grandes cantidades
de energia (ATP) y la reduccion obligada de protones con un minimo de 1 mol de H;
producida por cada mol de N, reducido (Halbleib y Luden, 2000). En condiciones
naturales, la reduccion de H* compite con la reduccion de N, por los electrones de la

nitrogenasa; en los rizobios del 30 al 60% de la energia suministrada por la nitrogenasa se
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pierde como H,, disminuyendo con ello la eficiencia de la fijacion de nitrégeno, por lo que
algunos generos de rizobios contienen la enzima hidrogenasa que divide al H, generando
electrones requeridos para la reduccion de N, (Kneip et al., 2007).

La nitrogenasa se inactiva en presencia de concentraciones elevadas de oxigeno,
aunque este elemento es esencial para el metabolismo de los organismos involucrados en la
fijacion de nitrogeno. Dentro de los nédulos, la concentracion de oxigeno es regulada por
barreras fisicas y la leghemoglobina, la cual es una proteina que participa en el transporte y
difusion del oxigeno desde la periferia de las células infectadas hasta el bacteoride, esta
proteina le confiere el color rojo a los nédulos y puede alcanzar hasta 30% de la proteina
soluble (Kiers et al., 2008).

3.1.1 La planta hospedera y los rizobios

Muchas especies de leguminosas establecen relaciones simbioticas con los rizobios,
que son las bacterias que crecen dentro de los nddulos radicales, para llevar a cabo la
fijacion bioldgica de nitrdgeno. Las leguminosas pertenecen al orden Fabales y
tradicionalmente se distinguen tres subfamilias: Caesalpinoideae, Mimosoideae Yy
Papilionideae. Los miembros de la familia Fabaceae pueden presentar consistencia lefiosa o
herbacea, con hojas alternadas, de division diversa y con estipulas muy llamativas. Las
raices presentan nodulos cuando se establece la simbiosis con los rizobios (Strasburger et
al., 2004).

La subfamilia Caesalpinoidae esta representada por plantas lefiosas subtropicales o
tropicales que presentan pocas especies formadoras de nodulos (Ceratonia siliqua L.);
mientras que en la Papilionidae se ubican la mayoria de los cultivos de importancia agricola
y forestal, por ejemplo, Trifolium sp. L., Medicago sativa L., Vicia faba L., Phaseolus

vulgaris L., Glycine max L., (alimenticias), Lupinus sp. L. (forrajera), Robinia
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pseudoacacia L. (forestal), y Laburnum anagyroides Medik (ornamental) (Strasburger et
al., 2004). Por ultimo, las plantas tropicales de la subfamilia Mimosoideae son de
consistencia lefiosa y herbacea, las cuales en los Ultimos afios han tomado importancia
econdmica, ya que ciertas especies se utilizan para fines forestales (Acacia sp., Prosopis
sp.) (Strasburger et al., 2004).

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una planta anual, cultivada desde el tropico hasta
las zonas templadas, y se cultiva para obtener las semillas, las cuales contienen un alto
contenido de proteina (22% con base seca). Es una planta herbacea, con hojas simples
insertadas en los nudos del tallo y en ramas. Las hojas simples aparecen en el primer estado
de crecimiento de la planta y se acomodan en el segundo nudo del tallo, mientras que las
hojas compuestas son trifoliadas. La raiz es tipica y ligeramente fibrosa con nédulos
abundantes. La flor es hermafrodita, zigomorfa y de colores variados. El fruto es largo,
cilindrico y la semilla presenta diversos tamafios, formas y colores, lo cual sirve para
establecer las diferencias entre cultivares (Meneses et al., 1996).

3.1.2 El proceso de infeccién y la organogénesis nodular

Durante la formacion del nddulo ocurren dos procesos simultaneos, la infeccion y la
organogénesis nodular (Figura 3.2). Durante la preinfeccion se da un reconocimiento
especifico raiz-rizobio mediante sefiales bioquimicas (flavonoides). Los rizobios activan
una serie de genes implicados en la nodulacién, y que corresponden a sustancias que
estimulan la multiplicacion de la poblacién bacteriana en la rizosfera y la adhesion a los
pelos radicales (Gage, 2004). Al momento de la infeccidn, los rizobios se unen a los pelos
radicales liberando los factores Nod e inducen el curvamiento de los pelos radicales.
Durante la deformacién del pelo radical, se reciben sefiales emitidas por los rizobios, e

inicia el desarrollo para la formacion del nodulo en donde se llevara a cabo la fijacion de
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nitrégeno; ademas un conjunto de genes de las plantas (nodulinas) se activan en respuesta a
la percepcion de los factores de nodulacion (Franche et al., 2009). Las oscilaciones de la
concentracion de calcio observados durante el inicio de la infeccion de los pelos radicales
indican que este elemento desempefia un papel importante como mensajero secundario en
el proceso de infeccién (Oldroyd y Downie, 2008). Los rizobios entran a través del hilo de
infeccion formado por la planta para facilitar su entrada. Los nddulos pueden ser
determinados, lo que significa que el meristemo deja de funcionar después de completar la
funcion del nédulo, y también pueden ser indeterminados los cuales tienen un meristemo
apical (Figura 3.2) (Foucher y Kondorosi, 2000).

Un factor comin entre los rizobios es que codifican genes para la nodulacion y la
fijacion de nitrégeno (nod, nif, nol, noe y fix). Estos genes a menudo se trasladan en los
plasmidos y las propiedades codificadas pueden perderse o ganarse facilmente (MacLean et
al., 2007). Los productos de los genes nod, nol y noe estan implicados en la sefializacion de
la nodulacion. Para la formacién del nédulo debe existir compatibilidad entre la bacteria y
la planta hospedera lo que responde a un dialogo molecular entre ambos (Perret et al.,
2000).

3.1.3 Fisiologia del nodulo

La reduccion de N en el nodulo requiere de energia que es proporcionada por la
planta. Los fotosintatos en forma de glucosa, son transportados al nddulo, donde los
bacteroides disponen de carbono y energia a traves de la membrana del simbiosoma. Para la
generacion de energia mediante la respiracion se tiene una concentracion baja de oxigeno

que es regulada por la leghemoglobina (Franche et al., 2009).
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Pelo radical

Rizobios

Hilo de infeccion

Curvamiento del
pelo radical

d)

Fusion del hilo de infeccion
con la membrana celular

Figura 3.2. Proceso de la formacién del nddulo. a) Preinfeccion, b) Adsorcion y

deformacion de los pelos radicales, c¢) Infeccién, d) Hilo de infeccion, €) Los rizobios son

liberados en el apoplasto y penetran la lamela media, f) El hilo de infeccién se ramifica y

las bacterias se liberan en el citosol (Taiz y Zeiger, 2002).
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El amoniaco producido por los bacteroides necesita ser transportado hacia la planta
a través de la membrana del simbiosoma mediante el flujo de aminoéacidos, donde es

asimilado como glutamina y asparagina dentro del citosol (Figura 3.3).

Xilema Asparagina <—— Glutamina
’-"‘\ Ureidos Glu
Flbema —Amidas Acidos
- . ___—» Sacarosa orgnicos
————— Fotosintatos
Bactercide
Poder reductor
8
N
N, { N, asa > NH
S N.O 16 ATP
- @-—-—._‘_H___ H'asa H;
NO = 7
NO; ——> NOy -~
NiR "as3
| e NOy ———> NOy 2 RA¥
NOs~ -f==7"""" NR'asa -

Figura 3.3. Transporte de NH;" desde el nédulo hacia la parte aérea de la planta (Bacana y
Sprent, 1987).

3.1.4 Especificidad y eficacia de las cepas de rizobios

Algunas leguminosas son infectadas por diferentes géneros de rizobios y otras
especies vegetales son altamente restrictivas y aceptan pocas cepas de estos simbiontes
(Cuadro 3.1). La composicion de los exudados radicales y la estructura de los factores Nod
confieren especificidad al hospedero hacia la interaccion simbiotica (Perret et al., 2000). La
especificidad del microorganismo, se refleja en la tasa de nitrogeno fijado; por ejemplo, las

cepas fijadoras de nitrégeno en Galega orientalis L. no fijan nitrdgeno cuando se inoculan
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en Galega officinalis L. y viceversa (Tas et al., 1996). La expresion de los genes que
intervienen en el establecimiento de la simbiosis es consecuencia de la liberacion de
flavonoides que interaccionan con el factor de transcripcién Nod D (proteina Nod D), el
cual regula operones inducibles y estimula la transcripcion de los genes nod. Para que se
produzca la infeccion, la proteina Nod D se activa por la interaccion con un flavonoide
especifico, debido a este fendmeno los factores Nod D son determinantes en la
especificidad de la bacteria (Lohrke et al., 1995).

Los viobares confieren especificidad en la nodulacion; por ejemplo, Rhizobium
leguminosarum biovar viciae nodula en chicharo (Pisum sp.) y en vezas (Vicia sp.),
mientras que el biovar phaseoli nodula en frijol (Phaseolus sp.), y el biovar trifolii en trébol
(Trifolium sp.). En los biovares, el genoma central es similar y los genes que involucran la
simbiosis pueden ser intercambiados a través de los plasmidos (Young et al., 2006). Las
cepas de Sinorhizobium sp. representan otro extremo, ya que estas cepas establecen
simbiosis con 112 géneros de plantas. Esto se debe a que la proteina NodD es muy versatil
ya que es inducida por una gran variedad de exudados radicales (Franche et al., 2009). En
otro estudio se aislaron 293 cepas de rizobios de las raices de Calliandra calothyrsus
Meins., colectadas en diferentes partes del mundo, encontrando que diversos géneros y
especies de rizobios pueden nodular a esta planta, ya que los genes nodA en 70 de estos
aislamientos bacterianos estan relacionados con los genes nodA de Rhizobium tropici, por
lo que se considera a Calliandra como una planta promiscua, cuyo carbono y energia atraen
a bacterias que forman nodulos pero que no fijan nitrogeno atmosférico (Bala y Guiller,
2001). Tas et al. (1996) reportaron que una leguminosa inoculada con Rhizobium galegae,
no parecia reconocer entre rizobios efectivos y no efectivos, y la competencia entre estas

bacterias ocasion0 la muerte de la planta debido a la ausencia de nitrégeno.
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Cuadro 3.1. Generos reconocidos de rizobios que establecen simbiosis con leguminosas
(Graham et al., 2008).

Géneros/especies

Principales hospederos reportados

Allorhizobium undicola

Azorrhizobium caulinodans
Azorrhizobium doebereinerae

Bradyrhizobium canariense
Bradyrhizobium elkanii
Bradyrhizobium japonicum
Bradyrhizobium liaoningense
Bradyrhizobium yuanmingense

Mesorhizobium amorphae
Mesorhizobium chacoense
Mesorhizobium ciceri
Mesorhizobium huahuii
Mesorhizobium lotti
Mesorhizobium mediterraneum
Mesorhizobium plurifarium
Mesorhizobium seprentrionale
Mesorhizobium temperatum
Mesorhizobium tianshanense

Rhizobium etli
Rhizobium galegae
Rhizobium gallicum
Rhizobium guardinni
Rhizobium hainanese
Rhizobium huatlense
Rhizobium indigoferae
Rhizobium leguminosarum

bv. trifoli

bv. viciae

bv. phaseoli
Rhizobium loessense
Rhizobium mongolense
Rhizobium sullae
Rhizobium tropici
Rhizobium yanglingense

Sinorhizobium abri
Sinorhizobium americanus
Sinorhizobium arboris
Sinorhizobium fredii
Sinorhizobium indiaense
Sinorhizobium kostiense
Sinorhizobium kummerowiae
Sinorhizobium medicae
Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium morelense
Sinorhizobium saheli
Sinorhizobium terangae

Neptunia natans, Acacia, Faidherbia, Lotus

Sesbhania rostrata
Seshania virgata

Chamaecytisus, Lupinus
Glycine max

Glycine max

Glycine max

Lespedeza, Medicago, Melilotus

Amorpha fruticosa

Prosopis alba

Cicer arietinum

Astragalus sinicus, Acacia

Lotus corniculatus

Cicer arietinum

Acacia senegal, Prosopis juriflora, Leucaena
Astragalus adsurgens

Astragalus adsurgens

Glycyrrhiza pallidiflora, Glycine, Caragana, Sophora

Phaseolus vulgaris, Mimosa affinis

Galega orientalis, G. officinalis

Phaseolus vulgaris, Leucaena, Macropitilium, Onobrychis
Phaseolus vulgaris, Leucaena, Macropitilium, Desmanthus
Desmodium sinuatum, Stylosanthes, Vigna, Arachis, Centrosema
Sesbania herbacea

Ingoferea

Trifolium

Lathyrus, Lens, Pisum, Vicia

Phaseolus vulgaris

Astragalus, Lespedeza

Medicago ruthenica, Phaseolus vulgaris

Hedysarum coronarium

Phaseolus vulgaris, Dalea, Leucaena, Macroptilium, Onobrychis
Amphicarpaea, Coronilla, Gueldenstaedtia

Abrus precatorius

Acacia spp.

Acacia senegal, Prosopis chilensis
Glycine max

Sesbania rostrata

Acacia senegal, Prosopis chilensis
Kummerowia stipulacea
Medicago trunculata, Medicago polymorpha, Medicago orbicularis
Medicago, Melilotus, Trigonella
Leucaena leucocephala

Acacia, Sesbania

Acacia, Sesbania
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3.2 La simbiosis micorrizica arbuscular

El término micorriza, proviene del griego Mykes=hongo y Rhiza=raiz, que
literalmente significa “hongo de la raiz”, este término fue acufiado Albert B. Frank en 1885,
para describir la union de dos organismos que forman un solo érgano morfolégico en donde
existe una retroalimentacion de los simbiontes (Agarwal y Sah, 2009). Inicialmente se creia
que la asociacion micorrizica se presentaba Unicamente en especies arboreas, pero a traves
del tiempo y con los resultados de diversas investigaciones se demostrd que existe una
amplia diversidad de asociaciones que estdn presentes en la mayoria de las plantas
superiores (Aguilera-Gomez et al., 2008). La asociacion micorrizica confiere beneficios a
la planta, como la estimulacion del crecimiento debido al incremento en la absorcion de
nutrimentos, la tolerancia de la planta a estrés bidtico y abio6tico, ademas de contribuir en el
biocontrol de enfermedades de la raiz (Molina et al., 1992).

Durante el establecimiento de la asociacion micorrizica existen cambios
estructurales en el hongo y la planta; por ejemplo, la formacién de la interfase arbuscular
que es el lugar en donde se da el intercambio bidireccional de nutrimentos; asi, la micorriza
representa una parte fisiolégicamente fundamental de la raiz (Pereira et al., 2001).

Tradicionalmente se reconocen cinco grupos de micorrizas basandose en criterios
morfolégicos, anatomicos y sistematicos tanto de las plantas como de los hongos. Tales
grupos son micorriza arbutoide, monotropoide, ericoide, orquidioide, arbuscular y
ectomicorriza (Read, 1998).

La micorriza arbuscular no presenta manto externo que pueda verse a simple vista;
estructuralmente las hifas de los hongos se introducen entre las células corticales de la raiz,

hasta que penetran en el interior de estas formando vesiculas y arbusculos. Esta simbiosis
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es una de las asociaciones benéficas més antiguas entre plantas y microorganismos del
suelo (Remy et al., 1994).

Los hongos que forman esta asociacion mutualista pertenecen a la
division Glomeromycota y se pueden encontrar en todo tipo de plantas, y abundan en suelos
pobres como los de las praderas y estepas, la alta montafia y selvas tropicales (Selosse et
al., 2006).

3.2.1 Taxonomia y morfologia de los hongos micorrizicos arbusculares

Los hongos formadores de la micorriza arbuscular (HMA) pertenecen a la clase de
los Glomeromycetes que se caracterizan por formar filamentos Ilamados hifas, en cuyo
interior viajan muchos nucleos por un citoplasma comun, debido a que no hay paredes
celulares, es decir son cenociticos (Kiers y van der Heijden, 2006), y se conocen mas de
150 especies de hongos micorrizicos arbusculares. Basandose en los resultados obtenidos
mediante el empleo de técnicas moleculares y su relacion con la morfologia de las esporas,
se cred una nueva clasificacion en la que se describen las caracteristicas filogenéticas
(Alarcén, 2007) (Cuadro 3.2).

La micorriza arbuscular se reporta en mas de 200 familias botanicas y mas de 1000
géneros de plantas, distribuidas en el grupo de Briofitas, Pteriodofitas, Angiospermas y
Gimnospermas, dentro de las cuales se incluyen muchas especies de cultivos importantes
en la agricultura, principalmente en gramineas y leguminosas (Daniell et al., 2001).

Durante su ciclo de vida, los HMA producen esporas que al germinar forman un
micelio vegetativo y al hacer contacto con la superficie de la raiz se modifica en una
protuberancia similar a una ventosa (apresorio), de donde surge la hifa que inicia la

infeccion de los tejidos radicales (Reyes-Jaramillo, 2002).
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Cuadro 3.2. Clasificacion taxondmica y generos de hongos micorrizicos arbusculares
(SchuRler y Walker, 2010; Stiirmer, 2012).

Phylum Clase Orden Familia Género
Claroideoglomeraceae Claroideoglomus

Glomerales Glomeraceae Funneliformis
Glomus
Rhizophagus

G Sclerocystis
G L
L O  Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
O M
M E  Archaeosporales Archaeosporaceae Archaespora
R R Geosiphonaceae Geosiphon
O O Ambisporaceae Ambispora
M M
Y Y  Diversisporales  Gigasporaceae Gigaspora
C C Racocetra
@) E Scutellospora
T T
A E Acaulosporaceae Acaulospora
S
Entrophosporaceae Entrophospora
Pacisporaceae Pacispora
Diversisporaceae Diversispora
Redeckera
Otospora

Posteriormente, se forman hifas inter e intracelularmente en las células corticales,
que se van ramificando probablemente para introducir los carbohidratos procedentes de la
planta y dan el aspecto de diminutos arboles llamados arbusculos (Aguilera-Gémez et al.,
2008). Basicamente la morfologia de los HMA se resume de la siguiente manera (Figura
3.4):

e Arbusculos: los HMA al ponerse en contacto con la raiz forman una estructura

sobre las células epidérmicas vegetales conocida como “apresorio” y a partir de esta
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estructura se producen las hifas que penetran la epidermis radicular hasta llegar a la
endodermis sin atravesarla, alli comienza su ramificacion para formar los
arbusculos, cuya vida aproximada es de 1 a 3 semanas, después de lo cual se
colapsa, y parte de él se reabsorbe hacia el citoplasma hifal y el resto de
componentes permanecen en la célula rodeados por el plasmalema.

Vesiculas: son las estructuras de almacenamiento de los hongos, cuya formacién de
sustancias como lipidos es posterior a la de los arbusculos y tiene lugar a partir del
hinchamiento de una hifa generalmente terminal. Esta estructura principalmente en
las especies del género Glomus puede llegar a engrosar sus paredes y convertirse en
esporas.

Micelio externo o extramatrical: este micelio es componente importante en la
simbiosis, y estd formado por las hifas principales, gruesas y ramificadas
dicotomicamente, asi como por hifas también ramificadas, siendo las encargadas de
la absorcion del fésforo y otros nutrientes al proliferar en lugares donde las raices
no pueden acceder por si mismas. Cuando el sustrato se agota, el citoplasma de las
hifas finas se retrae hacia la hifa principal donde se forman septos. Este fendmeno
puede ser un indicador de deficiente aireacién y/o agotamiento de nutrientes del
suelo, entre otros factores adversos.

Esporas: Estas estructuras se forman sobre el micelio extramatrical y son 6rganos de
reproduccion asexual de los HMA, que presentan caracteristicas propias
constituyendo una estructura externa que permite el reconocimiento morfologico de
las especies de estos hongos, y miden de 20 a 1000 um, las cuales se pueden aislar

del suelo cercano a raices colonizadas (Varela y Trejo, 2001). Como criterios
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morfoldgicos de la espora se incluyen: color, textura, superficie, tamafio, forma, hifa
que sostiene a la espora, contenidos y capas de la pared; asi como procesos de

germinacion y formacion de esporas, principalmente (Aguilera-Gomez et al., 2008).

Figura 3.4. Estructura morfoldgica de los hongos micorrizicos arbusculares (Escobar-
Acevedo et al., 2007).

En algunos casos las hifas se hinchan y forman vesiculas ovoides que contienen
lipidos o substancias de reserva. Los tejidos de la raiz colonizados por el hongo son la
epidermis y las células corticales, mientras que los meristemos y tejidos vasculares son
resistentes a la colonizacion micorrizica (Reyes-Jaramillo, 2002). Estos hongos se han
especializado en introducirse en las células corticales de la planta y en formar estructuras
singulares para poder llevar a cabo su metabolismo. En cambio, en la rizosfera, las demas
hifas se ramifican en la matriz del suelo (fase extraradical) explorando y adquiriendo
macronutrientes y micronutrientes que son absorbidos y aprovechados por la planta

hospedante (Aguilera-Gomez et al., 2008). Se conoce muy poco sobre el micelio
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extraradical de los HMA, en gran parte debido a la falta de transparencia (opacidad) del
suelo y a la dificultad de disefiar experimentos que permitan estudiar su desarrollo sin tener
que destruirlo (Mirabal et al., 2002).
3.2.2 Funcion de los HMA

Los HMA son heterétrofos, no fotosintéticos y establecen una relacién muy estrecha
con la raiz de la planta hospedera ya que son incapaces de completar su ciclo de vida sin
colonizarla. Entre la planta y el hongo se establece un intercambio en el cual ambos se
benefician, la planta proporciona al micobionte carbohidratos y el hongo micorrizico la
abastece de fosforo, nitrogeno, potasio, calcio, magnesio e incrementa la absorcién de
micronutrientes como cobre y zinc. Ademas, el hongo confiere a la planta proteccion contra
patdgenos e incrementa la solubilidad de minerales del suelo. De esta manera, la planta
incrementa su crecimiento en respuesta al transporte de nutrimentos que el hongo obtiene
del suelo (Xoconostle-Cazares y Ruiz-Medrano, 2002).

El HMA utiliza del 10 al 20% del CO; asimilado por las plantas (Harris-Valle et al.,
2009). Por otra parte, el micelio extraradical del HMA beneficia a la estructura del suelo
debido a su abundante crecimiento en la rizésfera y a los exudados de las hifas
(glicoproteinas) que actian como agentes cementantes, favoreciendo la agregacion de las
particulas del suelo (Kling y Jakobsen, 1998). A pesar de haber obtenido el crecimiento del
hongo micorrizico in vitro, no se ha tenido un desarrollo satisfactorio del hongo para
compensar las necesidades para su aplicacion tecnolégica (Karandashov et al., 2000;
Guzman-Gonzalez y Farias-Larios, 2005).

A pesar de la importancia de la interaccion planta-hongo, no todas las plantas
cultivadas llegan a establecer la simbiosis con los HMA. Una de las causas principales son

las diversas labores agricolas que se practican durante el ciclo de cultivo, ya que alteran la
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disponibilidad de inoculo compatible. Otra causa es la introduccion de hongos comerciales,
que estdn en desventaja competitiva con el resto de microorganismos del suelo
(Xoconostle-Cézares y Ruiz-Medrano, 2002).

3.2.3 Establecimiento de la micorriza arbuscular

La seleccion natural ha favorecido atributos especializados de la simbiosis que
conducen a la dominancia de un tipo de micorriza en un bioma definido. La micorriza
arbuscular domina comunidades vegetales de herbaceas y lefiosas (Read, 1991). Los
requisitos ambientales trascienden sus necesidades por una planta especifica, por lo que la
estructura de la comunidad de estos hongos se explica por las condiciones edafocliméticas
de la zona, y su distribucion estd mas influenciada por variables ambientales que por la
asociacion especifica hongo-planta, aunque localmente las plantas influyen en su
distribucion (Shalamuk et al., 2006).

No todas las plantas que componen la comunidad vegetal dependen en igual medida
de los HMA para su crecimiento; en funcién del grado de dependencia micorrizica de la
planta dominante y de la abundancia de HMA, la diversidad de la comunidad vegetal
tendera a aumentar o disminuir (Kiers y van der Heijden, 2006). La diversidad genética de
los HMA estd asociada a una elevada diversidad funcional causando efecto en el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Varela y Trejo, 2001; Martinez y Pugnaire, 2009).

El inicio de la colonizacion fingica en la planta y en consecuencia el
establecimiento de la simbiosis, inicia con la germinacion de las esporas en el suelo cuando
las condiciones de temperatura y humedad son favorables o bien, mediante el crecimiento
de hifas a partir de propagulos que se encuentran cerca del sistema radical a colonizar
(Miransari, 2011). EI crecimiento del micelio aumenta por los exudados radicales, ya que

éstos proporcionan sustratos para el desarrollo de las hifas después de que las reservas de
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nutrimentos en las esporas se han agotado (Aguilera-Goémez et al., 2008). Cuando la hifa
tiene contacto con la célula epidérmica o un pelo radical se produce un apresorio
ligeramente engrosado, a partir del cual se desarrollan ramificaciones infectivas.
Posteriormente, inicia la penetracion mediante la presion ejercida por la hifa sobre la pared
celular, la cual hace que esta ultima se curve alrededor de la hifa y se vuelva mucho mas
delgada en las células corticales, en donde ocurre una alta actividad hidrolitica, y la entrada

de la hifa a la raiz se facilita por la presencia de pectinasas (Bonfante et al., 2004).

3.3 Fitorremediacion

En los ultimos afios del siglo XX surgieron tecnologias basadas en el uso de
organismos vivos para descontaminar suelos o lugares contaminados, y recuperar los
ecosistemas afectados. La fitorremediacion se definié como el uso de plantas verdes para
eliminar los contaminantes del entorno o reducir su peligrosidad (Salt et al., 1998). La
fitorremediacion de suelos contaminados utiliza plantas en las que se aplican enmiendas y
técnicas agrondmicas para eliminar, retener o disminuir la toxicidad de los contaminantes
en el suelo. Este grupo de fitotecnologias tiene la ventaja de ser limpia y econémica
(Cuadro 3.3), ya que no utilizan reactivos quimicos ni afectan negativamente la estructura

del suelo (Carpena y Bernal, 2007).
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Cuadro 3.3. Ventajas y desventajas de la fitorremediacidon (NUfiez-Lopez et al., 2004)

Ventajas

Desventajas

Tecnologia sustentable o

Eficiente para tratar diversos tipos de
contaminantes in situ

Bajos costos, no requiere personal
especializado para su manejo ni
consumo de energia

Poco perjudicial para el ambiente

No produce contaminantes secundarios y
por lo mismo no existe la necesidad de
lugares de desecho

Tiene una alta probabilidad de ser
aceptada

Tiene un versatilidad potencial para
tratar una gama de diversos materiales
peligrosos o

Se pueden reciclar recursos (agua,
biomasa, etc.)

En un proceso relativamente lento

Dependiente de las estaciones del afio

El crecimiento de la vegetacion puede
estar limitado por extrema toxicidad
ambiental

Los contaminantes acumulados en las

hojas pueden ser nuevamente liberados

al ambiente

Los contaminantes pueden acumularse
en la madera de las especies lefiosas

La solubilidad de algunos contaminantes
pueden incrementarse, resultando en un

mayor dafio ambiental o migracion de
los contaminantes

Se requieren de areas relativamente
grandes

La fitorremediacion puede ser aplicada in situ o ex situ, para limpiar diferentes

compuestos organicos como los hidrocarburos del petrdleo, gases (6xidos de nitrégeno y

azufre), plaguicidas, compuestos clorados, compuestos explosivos, asi como también

sustancias inorganicas toxicas como metales pesados, metaloides y radionucleidos La

desintoxicacién de contaminantes mediante fitorremediacion se realiza empleando al menos

uno de los siguientes mecanismos (Morikawa y Takahashi, 2000) (Figura 3.5):

e Fitoextraccion o fitoacumulacion: implica el uso de plantas que acumulan los

contaminantes en las raices, tallos o follaje, los cuales pueden ser facilmente

cosechados. Los contaminantes extraidos son principalmente metales pesados,
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aungue también puede extraerse cierto tipo de contaminantes organicos, elementos e
isotopos radiactivos.

Fitoestimulacion: los exudados radicales estimulan el crecimiento de
microorganismos capaces de degradar contaminantes organicos. Las plantas liberan
a la rizosfera azucares simples, aminoacidos, nutrientes, enzimas y oxigeno,
favoreciendo el desarrollo de comunidades microbianas cuyas actividades
metabolicas ayudan a la mineralizacion de los contaminantes.

Fitodegradacién: se basa en el uso de plantas para degradar o transformar
sustancias toxicas de diferentes tipos de contaminantes organicos como
hidrocarburos poliaromaticos, hidrocarburos totales del petréleo, plaguicidas,
compuestos clorados y explosivos. A través de reacciones enzimaticas que llevan a
cabo plantas y microorganismos en la rizosfera, los contaminantes son parcial o
completamente degradados o transformados. En determinadas ocasiones los
productos de la degradacion sirven a la planta para acelerar su crecimiento.
Fitovolatilizacion: algunas plantas son capaces de volatilizar ciertos contaminantes,
como el mercurio y el selenio contenidos en suelos, sedimentos o agua. Tales
contaminantes son absorbidos, metabolizados y liberados a la atmosfera en formas
volatiles, relativamente menos tdxicas. La transformacion de estos elementos se
lleva a cabo en la raiz y se liberan durante la transpiracion.

Fitoestabilizacion: en esta estrategia se utilizan plantas que desarrollan un sistema
radical denso, para reducir la biodisponibilidad de metales y otros contaminantes en
el ambiente mediante secuestro, lignificacion o formacion de humus. La

inmovilizacion de los metales ocurre a través de reacciones quimicas como la

24



precipitacion o formacion de compuestos insolubles, los metales se adsorben
fuertemente en las raices o en la materia orgénica del suelo, limitando su
biodisponibilidad y su migracion vertical hacia los mantos freaticos.

e Rizofiltracion: se basa en hacer crecer raices de plantas terrestres y/o acuéticas con
una alta tasa de crecimiento y area superficial para absorber, concentrar y precipitar

metales pesados de aguas residuales contaminadas.

Las estrategias de fitorremediacion hacen referencia a los mecanismos bioldgicos
predominantes en las plantas y en algunos casos, indican el papel de las comunidades
microbianas asociadas a estos procesos, lo que denota que la fitorremediacion es un proceso

complejo que involucra tanto microorganismos y plantas.

*Procesamiento v

Liberacién como vapor o IR
disposicion postcosecha

*Eliminacion o reciclaje

Absorcién y
*Postcosechamicrobiana traslocacion
*Separacién y
Cosecha €<—  *Separacion almacenamiento
2 Enmiendas
Traslocacion a vastagos B
I B A *Secuestro en raices/
& | *Precipitacién y o
’ 2 rizosfera
Absorcion radical €<—— § formacién de 7
§ complejos *Absorcion radical de
S C .
g iz PP —> CC e
Eomi 41 soate de giaal iR e % *Reduccion de lixiviacion a il
iodisponibilidad d= los ) ., ¥, |mantos freaticos y disminucion de ) L,
A) Fitoextraccion < |la dispersion B) Fitoestabilizacion
Derrame/Cosecha ~€——————— Metabolismo/secuestro/ *Contaminantes del aire
fitoestabilizacion
*Traslocacion *Absorcion foliar
x
'8 Metabolismo/secuestro Transporte
i T T
Degafiacnon enla Absoréica adical Asimilacidén
rizosfera
- ”
/I\ Incorporacion de humus Separac:c.m ¥
almacenamiento

Degradacion
microbiana
C) Fitodegradacion D) Fitorremediacién de contaminantes del air:

Desorcion de contaminantes del suelo ——>

Figura 3.5. Tipos de fitorremediacion. A) Fitoextraccion. B) Fitoestabilizacion. C)
Fitodegradacion. D) Fitorremediacion de contaminantes del aire (Singh et al., 2007).
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La eficiencia de remocién de los contaminantes durante el proceso de
fitorremediacion dependera de la especie vegetal utilizada, su estado de crecimiento, la
estacionalidad y el tipo de contaminante que se pretende remover. Este tipo de plantas
sobreviven en ambientes adversos por lo que poseen sistemas metabdlicos flexibles que
involucran adaptaciones genéticas y fisioldgicas para evitar la separacion, degradacion, el
almacenamiento o la exclusion de diversas sustancias toxicas no deseadas, desarrollando
mecanismos de adaptacion generales y especificos que las protegen del estrés generado por
los contaminantes. EI uso de la fitorremediacion se basa en explotar el potencial de las
plantas para asociarlas con diferentes tipos microorganismos (Singh et al., 2007) (Figura
3.6).

Diversas plantas acumulan naturalmente diferentes contaminantes como metales
pesados y contaminantes organicos (Morikiwa et al., 2005). Para la descontaminacion de
suelos con metales pesados, las plantas deben ser tolerantes a las altas concentraciones de
estos contaminantes, ademas de acumularlos, tener una rapida tasa de crecimiento, alta
productividad y de preferencia, pertenecer a la zona que se pretende descontaminar.
Ademas, deben poseer mecanismos de tolerancia para resistir y sobrevivir a la exposicion
de los metales, como por ejemplo: exclusién, reduccién, solubilizacién, quelacion,
redistribucion y acumulacion (Khan et al., 2010). La produccién de &cidos organicos,
(matalo, citrato y oxalato), metalotioneinas y fitoquelatatinas son mecanismos desarrollados
por las plantas para favorecer su supervivencia en suelos contaminados (NUfez-Lopez et

al., 2004).
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Figura 3.6. Estrategias de remediacion de metales pesados aplicados a suelos

contaminados (Khan et al., 2010).

Quimicamente los metales pesados tienen una densidad mayor o igual a 5 g cm™, y
constituyen un grupo de 65 elementos con caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas
heterogéneas. Se clasifican en esenciales y no esenciales, estos ultimos no tienen una
funcién biolodgica y su presencia en el ambiente puede considerarse como toxica. Por otra
parte, los esenciales se consideran elementos traza y desempefian una funcion biolégica
(Prieto-Méndez et al., 2009). Los metales pesados pueden convertirse en contaminantes si
su distribucion en el ambiente se altera mediante las actividades humanas. Las principales
fuentes de contaminacion de ecosistemas acuaticos, aéreos y terrestres son los efluentes

industriales, las emisiones vehiculares, las actividades agricolas, la extraccion de minerales
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y el refinamiento de productos mineros. A diferencia de los contaminantes organicos, su
impacto ambiental se acentta porque no son biodegradables, provocando diversos efectos
toxicos en la biota (Alcala et al., 2009).

Cuando los metales pesados en el suelo alcanzan niveles que rebasan los limites
maximos permitidos causan efectos inmediatos en las comunidades vegetales asociadas a
estos sitios; por ejemplo, hay una inhibicion del crecimiento y desarrollo normal del
vegetal, ademas de una disminucion en las comunidades microbianas dando como resultado
un disturbio funcional en los componentes ambientales (Yang et al., 2005). En el suelo, los
metales pesados estan presentes como iones libres, compuestos metélicos solubles, éxidos,
carbonatos y como hidréxidos. Estos metales actian directamente en los seres vivos a
través del bloqueo de las actividades bioldgicas, es decir la inactivacion enziméatica como
en el caso de la formacion de enlaces metal-grupos sulfhidrilos de las proteinas, causando
dafos irreversibles en los diferentes organismos (Memon y Schréder, 2009).

La remediacion de suelos contaminados es necesaria para eliminar los riesgos
ambientales debido a la presencia de metales toxicos. Por ejemplo, diversas enfermedades
en los seres humanos son causadas por las concentraciones elevadas de cadmio y plomo en
el suelo (Rajkumar et al., 2009). Ademas, la contaminacion provocada por residuos de zinc,
cobre y niquel provenientes de minas y fundidoras, provoca fitotoxicidad en especies
cultivadas y forestales (Kiikkild, 2003). Una de las mayores preocupaciones para la salud
humana es la causada por la contaminacion por plomo. La exposicion al plomo puede
ocurrir a través de multiples vias, incluyendo la inhalacion y la ingestion alimentaria. El
peligro de la exposicion al plomo radica en su lenta movilidad en el ambiente

(Neugschwandtner et al., 2008).
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Los metales pesados son considerados como los contaminantes industriales méas
significativos debido a que son selectivamente toxicos, persistentes y no biodegradables
(Singh et al., 2005). Los mecanismos de unién de los metales son complejos y varian de
acuerdo a la composicion, la acidez y las condiciones redox del suelo. La biodisponibilidad
y movilidad de estos contaminantes dependen de los procesos de redistribucion entre la
solucién del suelo y los componentes de la fase solida (Thangavel y Subburaam, 2004).
Una de las limitantes para la utilizacion de la fitoextraccion de metales es su lenta
desorcidn, generalmente solo una pequefia fraccion de los metales que hay en el suelo estan
disponibles para las plantas; sin embargo, su biodisponibilidad puede cambiar por ciertas
propiedades de la rizosfera como el pH, la adicién de agentes quelantes, fertilizantes
amoniacados, alteracion de la composicion ionica del suelo (Datta y Sarkar, 2004). Por
ejemplo, la capacidad de retencion en un suelo varia en funcién de las fracciones organicas
y minerales, por lo que las arenas y gravas finas son més féciles de tratar (Volke-Sepulveda
et al., 2005). El pH afecta la solubilidad y la disponibilidad de los macro y micronutrientes,
y la movilidad de los metales y la reactividad de los minerales. Los metales son moviles a
pH bajo, si el pH es alcalino forman carbonatos o fosfatos minerales insolubles. La
actividad y el crecimiento microbiano es fuertemente afectado por el pH, la mayoria de las
bacterias tienen un rango Optimo de crecimiento de 6.5 a 8.5 (Volke-Sepulveda et al.,
2005).

Un factor importante dentro de la fitorremediacion es el uso de los microorganismos
del suelo, los cuales tienen caracteristicas que los hacen utiles en estos procesos (exudacion
de compuestos organicos, tolerancia a las concentraciones elevadas de contaminantes). Los
microorganismos del suelo exudan compuestos organicos que estimulan la

biodisponibilidad de una gran variedad de iones metéalicos (Fe®*, Mn**, Cd*, etc.)

29



favoreciendo la absorcion por la raiz (Vivas et al., 2006a). Las bacterias quimiolitotroficas
poseen mecanismos de transferencia y movilizacion de metales, pudiendo modificar ciertas
propiedades quimicas de la rizosfera que estimulan la movilidad de los metales (Jing et al.,
2007).

La elevada concentracion de metales en los suelos, y por lo tanto su absorcién de
éstos por las plantas, afecta el crecimiento, el establecimiento de simbiosis mutualistas y
por lo tanto, el rendimiento de los cultivos (Wani et al., 2008). La concentracion elevada de
metales actla como sustancias genotoxicas provocando la desintegracion de los organelos
celulares y la disrupcién de las membranas, afectando procesos fisiolégicos como la
fotosintesis, la respiracion celular, la sintesis de proteinas y el metabolismo de los
carbohidratos (Shakolnik, 1984).

Para evitar el estrés debido a la presencia de metales, los microorganismos han
desarrollado mecanismos que incluyen: el bombeo de los iones fuera de la célula,
acumulacion y secuestro de iones metélicos dentro de la célula, la acidificacion del suelo,
cambios en la solubilidad de los complejos metalicos a través de exudados organicos
(fitosiderdforos), y la adsorciéon y desorcion de los compuestos metalicos (Wani et al.,
2008).

Los metales no pueden ser degradados y se consideran indestructibles, la
especiacion quimica y la biodisponibilidad de los metales puede cambiar debido a factores
ambientales. Por ejemplo, el Zn**, Cu*, Ni** y Cd** son considerados micronutrimentos
para las plantas, animales y microorganismos, mientras que otros como el cadmio, el
mercurio y el plomo no tienen alguna funcién biologica o fisioldgica (Olson et al., 2001).
No obstante, en altas concentraciones, estos metales pueden reducir la biomasa microbiana,

disminuir el numero de poblaciones especificas, como es el caso de Rhizobium
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leguminosarum bv. trifoli cuya poblacién disminuyé de 4.2x10° células por gramo de suelo
seco a 20 células por gramo de suelo debido a la aplicacion de lodos residuales que
contenian sales de Cr, Zn, Cd, Ni y Pb en una concentracion aproximada de 600 mg kg™
(Chaudri et al., 1993). Ademaés algunos metales pueden cambiar por completo la estructura
de la comunidad microbiana de un sitio contaminado (Pilon-Smits, 2005). De la misma
manera se pueden inhibir diferentes actividades metabdlicas, la actividad enzimatica, la
respiracion celular, etc. (Figura 3.7) y los microorganismos pueden desarrollar resistencia a

las elevadas concentraciones de los metales (Gray y Smith, 2005).

Desnaturalizacién de Inhibicidn dela divisién

proteinas (Hg, Pb, Cd) celular { Pb, Hg, Cd, Hi)

—
[ Microorganismos ]
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Disrupcién dela membrana

celular (Hg, Pb, Zn, N, C, enzimaticas (Hg, Ph, Zn, M1,
Cd) Cu, Cd)

[Inhibi cidn dela transcripeidn

y

DMA ——= RIA —— Sintesis de proteinas

!

Dafioen el DNA Inhibicién detranscripoidn

(Hg, Pb, Cd, As) Hg, Pb, Cd) /

Figura 3.7. Mecanismos de toxicidad de algunos metales pesados en los microorganismos
(Khan et al., 2010).

La habilidad de crecer en concentraciones de metales por encima de las normas
establecidas, ha sido reportada para diferentes microorganismos rizosféricos, y esta

habilidad se atribuye a mecanismos intrinsecos o inducidos (Rahmanian et al., 2011). Para

31



sobrevivir al estrés ambiental inducido por la presencia de metales, las bacterias pueden
inmovilizar, movilizar o transformar a los metales, mediante los siguientes procesos (Khan
etal., 2010):
e Exclusion: los iones metélicos se mantienen alejados del sitio objetivo.
e Extrusion: los metales son sacados fuera de la célula a través de diferentes eventos
que son regulados por cromosomas/plasmidos.
e Adaptacion: los metales forman complejos con las metaloproteinas u otros
componentes celulares.
e Biotransformacion: los metales téxicos son reducidos a formas quimicas menos
toxicas.

e Metilacion y desmetilacion

Los mecanismos de resistencia de las bacterias se codifican en los plasmidos y
transposones, y es probable que estos mecanismos se activen por transferencia de genes o
mutaciones espontaneas. Los plasmidos codificantes dependen de la energia de salida de
los sistemas metélicos, que incluyen ATPasas y bombas de protones quimiostaticas. Los
limites de la toxicidad por metales para los microorganismos del suelo no son concluyentes,
las interacciones entre metales y microorganismos ocurren de forma natural; ademas, estos
microorganismos interactian con los metales a través de diferentes mecanismos (Figura
3.8) y son usados en diversas estrategias para aumentar el potencial de la fitorremediacion

(Lloyd y Lovley, 2001).
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Figura 3.8. Interacciones metal-microorganismo que influyen en la biorremediacion.
M= metal; M?* = metal (Tabak et al., 2005).

3.4 El petréleo crudo

El petréleo es una mezcla de compuestos organicos de origen fosil, insoluble en
agua, producto de la descomposicion de la materia organica procedente de restos de
animales y vegetales, depositados en grandes cantidades en fondos andxicos (Ayotamuno et
al., 2010). La transformacién quimica debida al calor y a la presion durante la diagénesis
(proceso de formacion de roca a partir de sedimentos sueltos que sufren un proceso de
consolidacién), produce en etapas sucesivas los hidrocarburos ya sean liquidos o gases
(Meléndez, 1982). Estos productos ascienden a la superficie debido a la porosidad de las
rocas sedimentarias, y cuando se dan las circunstancias geoldgicas que impiden dicho

ascenso se forman entonces los yacimientos petroliferos (Lépez de Mesa et al., 2006).
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Existen diferentes tipos de petréleo crudo dependiendo de sus propiedades fisicas y
quimicas; sin embargo, para clasificar a un petréleo crudo generalmente se expresa en una
escala normalizada por el Instituto Americano de Petroleo (API, por sus siglas en inglés)
denominada gravedad API (Van-Epps, 2006). Con base en este parametro el petréleo crudo
se clasifica en diferentes tipos (Cuadro 3.4), mientras menor sean los grados API el crudo
es mas pesado. Los crudos pesados son de color oscuro a negro y no pueden ser producidos,
transportados y refinados por los procesos establecidos para crudos ligeros. Un crudo ligero
es usualmente rico en fracciones ligeras con baja concentracion de heterodtomos (S, N, O y
metales) y asfaltenos. Los crudos extrapesados son materiales que se encuentran en estado
solido o semisdlido por lo que son incapaces de fluir en condiciones ambientales (GOmez et

al., 2003).

Cuadro 3.4. Clasificacion de los tipos de petréleo crudo de acuerdo a los Grados API
(Speight, 1999).

Petroleo crudo Dens'd.?d Grados API
(gmL™)

Extrapesado >1.0 <10.0

Pesado 0.92-1.01 10.1-22.3

Mediano 0.87-0.91 22.4-22.1

Ligero 0.83-0.86  31.2-39.0

Extraligero <0.83 >39.0

El petréleo que se extrae en México corresponde en 60% a crudo pesado, teniendo
como resultado una alta produccién de residuos que empobrecen la calidad y la cantidad de

los productos petroquimicos, lo cual se debe a las altas concentraciones de asfaltenos que
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contiene; por ejemplo, el crudo Maya (14.5% del total del residuo), ademas de cenizas y
residuos de carbon (17.2%) (IMP, 2011).

El petroleo es esencialmente una mezcla de hidrocarburos; pero contiene pequefias
cantidades de oxigeno, azufre, nitrogeno, vanadio, niquel y cromo, son primordialmente
parafinas, anillos aromaticos, naftenos, resinas y asfaltenos (Gémez et al., 2003). Cada uno
es una familia individual de moléculas de hidrocarburo que comparten una caracteristica
estructural comun, pero difieren en el nimero de dtomos de carbono. Los hidrocarburos son
los constituyentes méas importantes del petréleo y estdn formados principalmente por
carbono (76-87%) e hidrdgeno (13-24%), mismos que se dividen en varias familias
quimicas segun su estructura (Wauquier, 2004). Los hidrocarburos pueden ser alifaticos
cuyos compuestos tienen cadenas abiertas, saturados si la molécula posee un enlace entre
los &tomos de carbono, e insaturados si tienen cuando menos un doble o triple enlace. Los
alifaticos saturados son quimicamente méas estables que los insaturados (Freedman, 1989).
En los hidrocarburos aliciclicos algunos o todos sus atomos de carbono estan arreglados en
una estructura de anillos y pueden ser saturados e insaturados (Botello, 2005). Los
hidrocarburos aromaticos estan presentes en una gran proporcion en los crudos siendo su
base elemental el anillo bencénico (Wauquier, 2004). Ademas de los hidrocarburos existen
moléculas que contienen atomos diferentes al carbono e hidrégeno, por ejemplo los
compuestos organicos con heteroatomos y los érganometalicos (Melo y Cuamatzi, 2007).
Los atomos de oxigeno, nitrogeno, azufre y metales como vanadio y niquel, son

considerados los constituyentes polares del petroleo (Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.5. Intervalo de la composicion del petréleo crudo a nivel mundial (Speight,
1999)

Intervalo de concentracion

Composicién (% peso)
Carbon 83.0-87.0
Hidrogeno 10.0-14.0
Nitrogeno 0.1-2.0
Oxigeno 0.05-1.5
Azufre 0.04-6.0
Asfaltenos 0.1-12
Residuos de carbon 0.2-10
Metales (Ni+V) <1000 ppm

Las mayores reservas de petréleo en el mundo se concentran en los crudos pesados,
presentando baja gravedad API y alta concentracion de azufre. La cantidad de azufre,
asfaltenos y metales contenidos en los crudos depende de su origen. México es un pais
petrolero, cuyos crudos de exportacion son el Maya, el Itsmo y el Olmeca (lIE, 1998). En
el cuadro 3.6 se observa que el petréleo Maya seria considerado ligero de acuerdo con sus
grados API pero es considerado como pesado debido a la gran cantidad de heterodtomos (S,
N, O) y metales (Ni, V) que contiene. Los heteroatomos de azufre, nitrégeno y oxigeno, asi
como los metales no se encuentran en forma elemental en el petréleo, sino formando
compuestos cuya complejidad varia con la estructura quimica del hidrocarburo y del
namero de carbonos. De esta manera los crudos pueden tener diferentes propiedades que
los caracterizan y determinan su comportamiento para la elaboracion de combustibles,

lubricantes, ceras o solventes (Speight, 1999).
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Cuadro 3.6. Comparacion de propiedades quimicas de tres petréleos de origen Mexicano
Olmeca, Istmo y Maya (IIE, 1998).

Maya Istmo Olmeca
Gravedad APl 213 331 38.7
Analisis elemental (% wt)
Carbon 83.96 854 8591
Hidrégeno 118 12.68 128
Oxigeno 035 0.33 0.23
Nitrogeno 032 0.14 0.07

Azufre 3.57 1.45 0.99
Relacion H/C  1.687 1.782 1.788
Metales (ppm)

Niquel 534 10.2 1.6

Vanadio 298.1 52.7 8.0
Asfaltenos (% peso)

nC5 14.10 3.63 1.05

nC7 11.32 3.34 0.75

Los metales contenidos en el petréleo crudo estan presentes como metaloporfirinas
y los méas abundantes son las porfirinas de niquel y vanadio (Figura 3.9). Todos los
petroleos crudos contienen metales y generalmente su concentracion se incrementa en los
crudos pesados; estos mismos compuestos pueden estar presentes en la molécula de
asfalteno. Una caracteristica importante del vanadio en la porfirina es que esta unido a un
atomo de oxigeno, mientras que el niquel no presenta esta particularidad (Speight, 2001;

Gomez et al., 2003).
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Figura 3.9. Metaloporfirinas de niquel (A) y vanadio (B) presentes en el petroleo crudo
(Speight, 2001).

El contenido de los heteroatomos (S, N, O y metales) del petroleo y de los distintos
tipos de hidrocarburos (parafinas, naftenos y aromaticos) incrementa conforme el crudo es
mas pesado y al aumentar el intervalo de ebullicion (0-500 °C). El contenido de estos
compuestos también depende del lugar de origen (cuadro 3.7); los petr6leos de América son
los que contienen mas vanadio, mientras que en crudos provenientes de Venezuela las
concentraciones van de 282 a 1,180 pg g™, en la variedad Athabasca de Canada y la Maya

de México el contenido es de 640 y 243 ug g, respectivamente (Crans et al., 2004).

3.5 Vanadio y niquel: Formas quimicas y funcion en las plantas

El vanadio (V; Ndmero atémico: 23; Masa atomica: 50.9415 u) es un metal de transicion
que a pH neutro puede existir en dos estados de oxidacion: V(IV) (i6n vanadil, especie
catédica VO*) y V(V) (i6n vanadato especie idnica H,VO,) (Rehder, 1992) y puede
afectar diversos procesos biolégicos. El vanadato es parecido al ién fosfato (HPO,>) por lo

que puede usar enzimas que metabolizan el mismo grupo funcional. Otra funcidn
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importante de estos iones de vanadio es la de formar complejos con grupos carboxilato,

catecolato e hidroxamato que estan presentes en diferentes sideroforos (Keller et al., 1991

Cuadro 3.7. Caracteristicas de las diferentes fracciones del petréleo crudo a 250 °C
(Wauquier, 2004; Centeno et al., 2004).

: Viscosidad Asféltenos O N S Ni \/
Crudo  Origen
(mm?s™) (% p) (*%p)  (*%p) (*%p) (**ppm) (**ppm)

Batiraman Turquia 1.180 22.1 0.53 0.49 7.04 99 153
Boscan Venezuela 595 14.1 0.79 0.74 5.46 125 1.2
Lacq superior Francia 81.1 13.2 0.57 0.42 4,94 19 29
Chauvin Source ~ Canada 28 6.0 0.48 0.66 2.80 35 67
Bellshill Lake Canada 7.9 2.2 0.34 <0.3 1.97 11 18
Esmeralda Congo 113 1.7 1.10 0.65 0.57 64 9
Anguila Gabén 141 12 0.92 0.26 0.82 115 14
Duri Sumatra 51 0.7 0.65 0.47 <0.1 39 15
Permatang Sumatra 10.2 0.1 0.51 0.26 <0.1 15 0.6
Edjeleh Argelia 5.3 0.1 0.73 0.34 <0.1 15 2.3
Hassi Messaoud  Argelia 2.32 0.1 1.93 0.38 <0.1 <0.2 <0.2
Maya México ns 11 0.34 0.36 351 53 252

*%p= porcentaje en peso **ppm= partes por millén ns=no se mencionan datos referenciales

El vanadio se encuentra en bajas concentraciones en todas las plantas y su absorcion
se da mediante procesos pasivos (Welch, 1973). Dentro de una misma especie vegetal, la
variacion en la concentracion de vanadio es afectada por los niveles de este elemento en el
suelo, la acidez del suelo y las condiciones de crecimiento de la especie, aunque el intervalo
de variacién no es muy grande. Para la mayoria de las plantas los niveles de vanadio son
menores en la parte aérea que en las raices y no estan relacionadas con los niveles de este
elemento en el suelo, la concentracién media en plantas (hoja y tallo) es de 0.12 mg kg™ de
peso fresco, 1 mg kg ™ de peso seco, y 7 mg kg™ en cenizas (Trejo-Téllez et al., 2007).

El vanadio puede actuar como catalizador redox en el transporte de electrones en los

fotosistemas | y IlI; por ejemplo, en Chlorella fusca las concentraciones moderadamente
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altas (0.1 mM) de vanadato y citrato de vanadyl incrementan la produccién fotosintética de
O,. A una concentracion de 20 mM de V la reaccién del fotosistema | es maxima, mientras
que a menores concentraciones (0.2 mM) solo en i6n vanadato estimula la fotosintesis. En
la mayoria de los organismos cuando las células se exponen a concentraciones mayores a
50 UM de sulfato de vanadil a un pH mayor a 4.0 se observan pérdidas en los niveles de
potasio sugiriendo dafio en la membrana plasmatica ocasionado por la presencia de vanadio
(Bode et al., 1990). También se ha encontrado que este metal puede alterar los flujos de
Ca’" en las células inhibiendo el sistema de transporte de ATPasas (Delfert y McDonald,
1985); ademas, puede causar efectos tdxicos en soya, arroz, trigo y cebada en presencia de
VClz (2.5 ug V mL™) (Tham et al., 2001). No obstante se necesita profundizar més en
cuanto a estudios relacionados con los mecanismos de absorcion y transporte y en las rutas
de sefalizacion que regulan la expresion genética dependientes de este elemento, asi como
en el tipo de proteinas y metabolitos relacionados en los procesos mencionados.

Una de las funciones del vanadio se relaciona con la V-nitrogenasa. La nitrogenasa
es la enzima responsable de la fijacién bioldgica de nitrégeno, desde su descubrimiento se
ha aceptado que el molibdeno (Mo) tiene un papel fundamental para el funcionamiento de
la nitrogenasa; sin embargo, algunas cepas de Azotobacter son incapaces de sintetizar Mo-
nitrogensa y en su lugar producen V-nitrogenasa (Hales et al., 1986). A pesar de que todos
los organismos que fijan nitrdgeno tienen una Mo-nitrogenasa, estudios genéticos y
fisioldgicos demostraron que la V-nitrogenasa se encuentra ampliamente distribuida, pero
se sintetiza cuando el Mo es un factor limitante (Eady, 2003).

El vanadio no se encuentra en forma pura en la naturaleza, por sus propiedades
intrinsecas es propenso a reaccionar con otros elementos y su liberacion a la atmosfera es

ocasionada, en la mayoria de las veces por la actividad humana por lo que es considerado
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un contaminante ambiental. De las 64 mil toneladas de vanadio descargadas anualmente,
alrededor del 91% son producidas por la combustion del petroleo, carbon, aceites pesados y
el 9% restante deriva de la erosion del suelo, las emisiones volcanicas, incendios forestales,
entre otros procesos (IPCS, 2001).

Los niveles de vanadio en el ambiente dependen de las condiciones climéticas, la
posicion geografica y la urbanizacion. Para la Ciudad de México se han reportado valores
de vanadio que alcanzan 0.114 pg m™ en particulas aéreas de 10 pm, y 0.093 ug m™ en las
particulas de 2.5 um (Gutiérrez-Castillo et al., 2006). En el agua potable se reportan valores
por debajo de 10 pg L™, con un promedio de 4.3 pug L™, mientras que en rios cercanos a
minas y mantos acuiferos ubicados cerca de zonas industriales se han encontrado
cantidades que van de 49.2 a 70 pg L™ (Gutiérrez-Castillo et al., 2006). La concentracion
promedio de este metal en el suelo es alrededor de 100 pg g™ de peso seco, pero en suelos
cercanos a plantas metalurgicas los valores superan los 400 ug g™ (IPCS, 2001).

El niquel (Ni; Nimero atémico: 28, Masa atomica: 50.71 u) puro es un metal duro,
blanco-plateado, que tiene propiedades que lo hacen muy deseable para formar aleaciones
con otros metales, como hierro, cobre, cromo y zinc (ATSDR, 2005). El niquel ocupa el
lugar nimero 24 en la lista de elementos més abundantes en la corteza terrestre. En el
ambiente se encuentra principalmente combinado con oxigeno o azufre en forma de éxidos
o sulfuros. También se encuentra en meteoritos y en el fondo del océano formando masas
de minerales Ilamadas nodulos del fondo del mar. El centro de la tierra esta compuesto de
6% de niquel (Kerr, 2005). La liberacion de Ni a la atmosfera se propicia cuando se extrae
de minas y por industrias que fabrican o usan niquel, aleaciones o compuestos de este
elemento. Estas industrias también pueden desecharlo a través de las aguas residuales y por

plantas de energia que queman petréleo o carbon (Oyarzun, 2009).
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El niquel es el elemento mas recientemente reconocido como esencial (Salisbury y
Ross, 2004), cuyo contenido en plantas cultivadas varia de 0.1 a 1.0 mg kg™ de peso seco y
su forma aprovechable es como i6n Ni?*. EI Ni es componente de la enzima ureasa,
(responsable de la hidrdlisis de la urea) por lo que las plantas deficientes de este elemento
acumulan niveles toxicos de urea en los apices de las hojas (Chen et al., 2009).

El riego con aguas negras industriales puede provocar niveles elevados de Ni en las
plantas, lo que puede inducir deficiencia de Fe o Zn por competencia de absorcion cationica
(Nufez-Escobar, 2007). Ademaés, la deficiencia de niquel perturba el metabolismo de los
ureidos, aminoacidos y &cidos organicos, ademas de propiciar la acumulacién de los &cidos
oxalico y lactico (Bai et al., 2006). Las manchas necroticas asociadas con la deficiencia de
Ni corresponden a los sitios de acumulacién de urea o de los &cidos oxalico y lactico, lo que
indica también que existen cambios en el metabolismo del carbono, en particular una
disminucion en la respiracién (Wood et al., 2006). Estos efectos sugieren que el Ni cumple
diferentes funciones importantes en las plantas superiores.

Este metal también esta involucrado en la fijacion simbidtica de nitrégeno, ya que
incrementa la actividad hidrogenasa en los bacteroides aislados de los nddulos radicales.
Algunos experimentos en campo han encontrado que la adicién de hasta 40 g de Ni ha™
aumenta la nodulacion y el rendimiento en grano de Phaseolus vulgaris L. (Singh et al.,
2005). También se ha encontrado que la forma de transporte del amonio fijado en los
nodulos de la raiz en Glycine max son ureidos cuyo metabolismo implica la formacion de
urea la cual sélo puede hidrolizarse en presencia de ureasa (Walker et al., 1985). Ademas
los niveles bajos de Ni en los suelos agricolas pueden limitar la actividad simbiotica de

Rhizobium leguminosarum (Klucas et al., 1983).
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Las plantas cultivadas en suelos no contaminados por niquel tienen concentraciones
de Ni que van de 0.05 a 5 g kg™ de peso seco, y esta variacion es causada por la
disponibilidad de Ni en el suelo y por las especies vegetales que se encuentren en ese lugar.
Los diferentes 6rganos o partes de las plantas pueden tener diferentes contenidos de Ni; por
ejemplo, el contenido de Ni en el borde de la hoja de frijol es alto durante el crecimiento
vegetativo, pero al momento de la cosecha, los granos contienen mas Ni que la paja
(Gerendas et al., 2000). ElI aumento en los niveles de NH3 en las hojas puede inducir la
floracion (Lovatt et al., 1988). Esto sugiere que altos niveles de Ni en las flores incrementa
la actividad ureasa y genera NH3 lo que puede estimular la floracion y el porcentaje de
amarre del fruto en frijol (Malavolta, 2006). Los sintomas de toxicidad se originan cuando
se absorben niveles excesivos de Ni, presentandose clorosis por la reduccion de la
absorcién de hierro, poco crecimiento de la raiz y de la parte aérea, la deformacion de
varias partes de la planta, y la presencia de manchas inusuales de las hojas (Mishra y Kar,
1974). Las plantas varian en su sensibilidad o tolerancia para el exceso de Ni. Los niveles
téxicos en las plantas estan comdnmente en el rango de 25 a 50 mg kg™. Sin embargo,
existen especies que soportan altos niveles de Ni en el sustrato y en el tejido. Estas plantas
(hiperacumuladoras) logran prosperar en suelos ricos en Ni, usualmente de origen
ultramafico (baja disponibilidad de nutrientes y altas concentaciones de Mg y metales
pesados) o suelos contaminados por la actividad minera e industrial (Kidd et al., 2007).

La absorcion del Ni se lleva a cabo en el sistema radicular a través de difusion
pasiva y mediante transporte activo (Seregin y Kozhevnikova, 2006). La proporcion de
absorcion entre los dos mecanismos, varia segun la especie vegetal, la forma quimica y la
concentracién de Ni en el suelo. Los compuestos solubles del Ni** también pueden ser

absorbidos a través del sistema de transporte de iones Mg?*, debido a la relacién similar
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carga/tamarfio de estos dos iones metalicos (Oller et al., 1997). La absorcion depende de la
concentracion de Ni?*, el metabolismo de la planta, la acidez del suelo o solucién nutritiva,
la presencia de otros metales y la composicion de la materia orgénica (Chen et al., 2009).
El transporte de Ni ocurre desde las raices a los brotes y hojas a través del xilema. Este
elemento esencial es suministrado a zonas meristeméticas de las plantas mediante
retranslocacion de las hojas viejas a las jovenes, yemas, frutos y semillas, a través del
floema, aunque méas del 50% del Ni absorbido se conserva en raices debido a la retencion
en los sitios de intercambio catidnico de la pared celular del parénquima y a la
inmovilizacion en vacuolas (Seregin y Kozhevnikova, 2006).

Las fuentes de contaminacion ambiental en las ciudades estdn determinadas por las
emisiones generadas por las actividades vinculadas a la produccion de energia. Las formas
quimicas predominantes en el aire son el sulfato de niquel (NiSOy), los 6xidos complejos
del niquel y otros metales (hierro principalmente), y en menor escala el sulfuro de niquel
(NiS) y niquel metalico (Ni**). Las principales fuentes primarias de emisién de este metal
al aire son la combustion de los productos del petroleo (quema de carbon y aceite para la
generacion de energia y/o calor), la industria minera (fundicién y refinacion), incineracion
de desechos municipales, industria intermedia (manufactura de acero y galvanoplastia), y
por la combustion de vehiculos automotores (Kiikkild, 2003). Para las zonas rurales se
tienen concentraciones de Ni en un rango de 1-20 ng m™, mientras que en las zonas urbanas
hay de 10-60 ng m™ (Parida et al., 2003).

En suelo agricolas la concentracion tipica de Ni fluctia en un rango que va de 5 a
500 pg g*, y para tierras no agricolas el rango va de 4 a 80 pug g*. Ademas se han
encontrado niveles tan altos como 24 000 pg g™ en suelos cercanos a refinerias (Giordani et

al., 2005).
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En México, existen zonas contaminadas debido a la actividad petrolera, en las que
se evaluo el contenido de metales pesados (Cd, Cu, Cr, Ni, V, Pb, Zn) en suelo del campo
petrolero Samaria, Tabasco. A partir del analisis de cuatro perfiles de suelo en un transecto
definido de acuerdo con las densidades de instalaciones petroleras (alta, media, baja y
nula), se encontrd que la concentracion de los metales se ubica por encima de los niveles
que se consideran como criticos, el vanadio se concentra en los horizontes superficiales,
mientras que el niquel presentd concentraciones elevadas en todos los horizontes de los
perfiles. La presencia de Ni y V en los diferentes perfiles posiblemente se debi¢ a los
aportes de la explotacion petrolera, ademas de la contaminacién derivada de la quema de

gases, Yy por los contenidos naturales en los sedimentos aluviales (Zavala-Cruz et al., 2003).

3.6 Los microorganismos simbidticos en la fitorremediacion de suelos contaminados
por metales e hidrocarburos

El uso de procesos biologicos ha sido propuesto para destoxificar residuos y
remediar sitios afectados por las diferentes actividades antropogénicas, debido a que son
mas préacticos y econdmicamente factibles para el manejo y tratamiento de los diferentes
tipos de residuos, por ejemplo aquellos que son producto de la explotacion petrolera (Pefia-
Castro et al.,, 2006). Los métodos bioldgicos dependen de la capacidad de los
microorganismos para degradar residuos organicos toxicos a productos inocuos (dioxido de
carbono, agua y biomasa) a través de reacciones bioquimicas. Una alternativa para la
remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos, metales, metaloides, etc., es el uso
de plantas asociadas a microorganismos, cuyos exudados radicales contribuyen a la

precipitacion de los contaminantes reduciendo su biodisponibilidad a través de la liberacion
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de enzimas especificas o cofactores enzimaticos que propician la transformacién del
contaminante (Kucerova et al., 2001).

Algunas especies de plantas probadas con éxito en la fitorremediacion de
hidrocarburos del petroleo y metales son Zea mays L., Panicum maximun Jacg., Paspalum
virgatum L., Echinochloa polystachya H.B.K., Sorghum vulgare L., Phaseolus vulgaris L.,
Phaseolus coccineus L., entre otras (Pérez-Vargas et al., 2002). En lo que respecta a
microorganismos de vida libre, los estudios realizados se han enfocado al aislamiento de
bacterias y hongos filamentosos de zonas contaminadas y con capacidad de degradar
petréleo crudo y fracciones especificas, asi como bacterias heterotréficas y bacterias
fijadoras de nitrogeno atmosférico de vida libre, algunas cianobacterias, y hongos
filamentosos de los géneros Penicillium, Trichoderma o Aspergillus han sido caracterizados
como degradadores de hidrocarburos (George-Okafor et al., 2009). En contraste, los
microorganismos simbioticos han recibido poca atencion como elementos bioldgicos
dirigidos para estimular la fitorremediacion (Agudelo-Betancour, 2005).

El establecimiento de diferentes simbiosis entre plantas y microorganismos ha sido
estudiado para la descontaminacion de suelos, en especial aquellas simbiosis que tienen
algun interés agronémico, como la que se da entre las leguminosas y los rizobios. Algunas
estrategias que se han implementado para tener mayor eficiencia de la fitorremediacion de
contaminantes es la combinacién de estos procesos biolégicos con la bioaumentacion, ya
que la liberacion de nutrientes por las raices de las plantas crea un ambiente rico en fuentes
de carbono que incrementa la actividad microbiana (Zhuang et al., 2007). Las poblaciones
de rizobios desarrollan resistencia cuando se inoculan en suelos contaminados por metales,
aungue todavia se desconocen los mecanismos a nivel celular y molecular (Khan et al.,

2010). A pesar de estas caracteristicas, se ha reportado que la elevada concentracion de
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metales en el suelo afecta la nodulacion vy la fijacion de nitrogeno en Vicia faba, Glycine
max y Lupinus, y afecta la sobrevivencia de Rhizobium, ya que su poblacién se reduce en
altas concentraciones de Zn y Cd, ademas disminuye el nimero de nédulos (Younis, 2007).
En los ultimos afos, el interés por los rizobios para utilizarlos en la remediacion de suelos
contaminados por metales ha aumentado debido a la influencia que ejercen en la
solubilidad, la biodisponibilidad y la movilidad de los metales entre la rizosfera y el
hospedero, ademés de ayudar a mantener el N en los suelos (Pereira et al., 2006).

Los rizobios crecen lentamente por largos periodos en el suelo hasta que encuentran
una leguminosa compatible, y se da la formacion de nddulos con capacidad de fijar
nitrogeno atmosférico. Una vez establecida la simbiosis, los metales [NiCl,, CdSO,4, CuSO4
y Pb(NOs3),] pueden acumularse en los nédulos radicales de Vigna radiata (Nie et al.,
2002). La investigacion actual se ha centrado en el mejoramiento genético de diferentes
cepas de rizobios para aprovechar sus capacidades como bacterias promotoras del
crecimiento vegetal y posteriormente, introducirlas al ambiente. Por ejemplo, el gen que
codifica la metaloproteina arabidopsis fitoquelatina sintasa (PCS) se introdujo en
Mesorhizobium huakuii Rengei B3, la cual expresa un promotor especifico del bacteroide
(nifH o nolB) dando como resultando cepas acumuladoras de cadmio (Perret et al., 1999).
La fitorremediacion también depende de factores como la presencia o liberacion de
metabolitos primarios y secundarios ademas del establecimiento y colonizacion de los
rizobios, la supervivencia y las interacciones ecologicas con los deméas organismos de la
rizosfera (Khan et al., 2009). Por ejemplo, al inocular Vigna radiata con cepas de
Bradyrhizobium en diferentes concentraciones de Ni y de Zn, se encontrd que la

inoculacion mejoro significativamente el crecimiento de la planta, ademas la simbiosis
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redujo la absorcion de Ni y de Zn por los tejidos de la planta y estimulé una mayor
disponibilidad de nitrégeno (Wani et al., 2007).

El estrés ambiental producido por la exposicion de elevadas concentraciones de
metales pesados, puede afectar la homeostasis celular reflejandose en un aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno tales como el oxigeno singlete (*O,), peréxido
de hidrégeno (H,0) y radicales hidroxilo (-OH) principalmente, que causan oxidacion en
proteinas y lipidos de la membrana, dafios en el ADN y en consecuencia, los tejidos
dafiados por este estrés oxidativo presentan un aumento en la produccion de etileno
(Schiitzendiibel y Polle, 2002). Los nddulos tienen una alta capacidad para sintetizar
productos quimicos perjudiciales debido a las altas tasas de respiracién, las condiciones
necesarias para la reduccion del N, y la tendencia de la leghemoglobina para autooxidarse
(Dalton, 1995). Debido a estas caracteristicas las leguminosas y los rizobios tienen un
sistema de defensa eficaz para eliminar las especies reactivas de oxigeno. La enzima
glutation reductasa, desintoxica de H,O, a través del ciclo ascorbato-glutation, y su
actividad ha sido identificada en raices y nddulos de plantas de chicharo cultivadas en
suelos contaminados con niquel y zinc. Las plantas inoculadas con rizobios tuvieron mayor
actividad de esta enzima, sugiriendo que a mayor concentracion de estos metales se induce
la actividad de la glutation reductasa por el estrés oxidativo inducido por la generacion de
especies reactivas de oxigeno (Lima et al., 2006).

Las diversas actividades humanas han ocasionado que toneladas de residuos toxicos
organicos e inorganicos se movilicen, dando como resultado un impacto negativo directo en
la salud humana y en la diversidad bioldgica. Por el ejemplo, el petréleo y sus derivados
representan la fuente de energia basica que sustentan las actividades economicas, aunque

tambien contribuyen ampliamente al calentamiento global y a la liberacion de moléculas
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toxicas (Hall et al., 2003). En diversos estudios se ha demostrado que la degradacién de los
hidrocarburos es mas rapida en suelos con vegetacion, debido a que la planta y los
microorganismos asociados a su rizosfera participan activamente en los diferentes procesos
para llegar a la degradacion de compuestos organicos.

Ademas de las bacterias, también los hongos micorrizicos tienen importancia en los
procesos de fitorremediacion, lo que puede deberse a que las plantas asociadas a los HMA
presentan un aumento en la absorcion de nutrientes, y agua, ademas de estimular las
poblaciones de bacterias, y proteger a la raiz del ataque de patdgenos y del estrés (sequia,
heladas, etc.) (Pefia et al., 2006). En este sentido la inoculacion de Funneliformis mosseae
en Triticum aestivum, Vigna radiata y Solanium melongena en presencia de hidrocarburos
policiclicos arométicos (500 mg kg™ de antraceno, criseno y pireno), mejoré la disposicion
de estos hidrocarburos en el suelo, ademés de que estas plantas presentaron mayor
supervivencia y crecimiento, aunque se redujo el porcentaje de colonizacién con respecto a
las plantas establecidas en suelo no contaminado (Rabie, 2005). Las investigaciones sobre
la fitorremediacién de hidrocarburos y sus derivados se han enfocado en el uso de modelos
en los que se aplican compuestos simples o algunas mezclas de hidrocarburos en
concentraciones bajas. Binet et al. (2000) probaron una mezcla de hidrocarburos
policiclicos aromaticos (1000 mg kg ™) de suelo con plantas y sin plantas inoculadas con
Funneliformis mosseae, con lo que obtuvieron una eliminacién de hidrocarburos del 65% y
39%, respectivamente.

Los mecanismos involucrados en los HMA aplicados a la fitorremediacion de
hidrocarburos no se han estudiado ampliamente (Davis et al., 2002). Se cree que el
beneficio de los HMA se debe a efectos directos en la actividad enzimatica de la raiz y a

efectos indirectos como la aireacion, el consumo de agua, la actividad y la composicion

49



microbiana derivada de la entrada de carbono, y la exudacion de compuestos fendlicos que
inducen la actividad enzimatica y las rutas metabdlicas que ayudan a degradar los
contaminantes organicos, ademas de influir en el pH, en el potencial de éxido-reduccion, en
el potencial osmotico, etc. (Joner y Leyval, 2003).

Por otro lado, las investigaciones realizadas sobre el papel de los HMA en la
fitorremediacién de metales pesados, demuestran la participacion activa de estos
microsimbiontes. La contaminacion del suelo debida a elementos potencialmente toxicos
como los metales, es uno de los problemas ambientales mas importantes en muchas
regiones del mundo. La mayoria de las plantas que crecen en suelos contaminados con
elementos potencialmente toxicos estan asociadas a los HMA (Becerril et al., 2006). La
micorriza sirve como interfase entre el suelo y las raices de las plantas hospederas,
sugiriendo que los HMA desempefian un papel relevante en la proteccion contra elementos
toxicos porque influyen en la utilizacion de nutrimentos, al afectar su movimiento,
transporte y traslocacion del suelo hacia la planta y al estimular mecanismos de tolerancia a
altas concentraciones a ciertos elementos del suelo (Gianinazzi-Pearson, 1996; Gonzalez-
Chévez, 2007).

Los HMA han coevolucionado con ciertas especies de plantas que crecen en suelos
contaminados (Hildebrandt et al., 2007), es posible que los HMA contribuyan en la
resistencia de las plantas hacia los metales y fomentar su coexistencia con dichas plantas
(Gonzalez-Chavez, 2007). Diferentes especies de HMA han sido aisladas de suelos
contaminados con lodos que tienen un alto conteniendo de Cd y de Pb (del Val et al.,
1999). En condiciones naturales se ha observado que el desarrollo de la micorriza
arbuscular es afectado en algunos suelos contaminados con metales, pero en otros no hay

un efecto aparente (Karimi et al., 2011).
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Se han propuesto diferentes estrategias para explicar el efecto protector de la
micorriza arbuscular en plantas contra los metales, entre las que se destaca el mejor estado
nutricional favorecido por las redes hifales que proveen nutrimentos hacia la planta, la
restriccion de la absorcion del metal mediante la sintesis de glicoproteinas insolubles como
la glomalina (Gonzélez-Chavez et al., 2004). Sin embargo, la micorrizacién permite la
traslocacion de los metales de las raices a los brotes de plantas hiperacumuladoras
favoreciendo con ello la fitoextraccion de metal. Asimismo, las células fingicas tienen una
alta capacidad de adsorcion de metales por la presencia de grupos carboxilo, amino,
hidroxilo, fosfato y sulfhidrilo, asi como por los componentes de la pared celular (quitina),
aungue las cepas de HMA tolerantes parecen tener una alta capacidad de adsorcion (Joner
et al., 2000). La quelacién de los metales pesados en el citoplasma fungico y vegetal es
favorecido mediante la sintesis de metalotioneinas y fitoquelatinas, lo cual se ha propuesto
como otro mecanismo de tolerancia hacia los metales (Caballero-Mellado y Rivera-
Becerril, 2006).

La interaccién entre las diferentes poblaciones de bacterias, los HMA y las plantas
favorecen los procesos de desintoxicacion en el suelo. La inoculacion de un consorcio de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal y Rhizophagus intraradices aumentd
significativamente la absorcion y la acumulacién de Cd** y Zn** en Zea mays (Gharemaleki
et al., 2010). La resistencia al metal generada por los microorganismos induce también
cierta resistencia en aquellas plantas sensibles a concentraciones elevadas de metales
pesados. En un experimento con plantas de Trifolium repens ante diferentes
concentraciones de NiSO, (30, 90 y 270 mg kg™) e inoculadas con Funneliformis mosseae
y Brevibacillus brevis, se encontr6 mayor crecimiento por efecto de los microorganismos,

resultado que se atribuye a la capacidad de B. brevis para tolerar la presencia de niquel y a
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la tolerancia de Funneliformis mosseae para crecer bajo estas condiciones, y con ello
favorecer la capacidad de fitorremediacion (Vivas et al., 2006b).

El uso de la fitorremediacién con plantas en simbiosis con rizobios y HMA, no se
encuentra altamente difundido para el caso de metales como el niquel y el vanadio. Para el
caso de metales, las investigaciones se han enfocado, en adicionar quelantes como el EDTA
y el &cido citrico para ayudar a la planta a acumular el metal (Turgut et al., 2004). Lo
anterior ha dejado de lado la evaluacion del efecto que puede tener la simbiosis tripartita

(Rhizobium-leguminosa-micorriza arbuscular) (January et al., 2008).
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CAPITULO IV
TOLERANCIA DE Phaseolus vulgaris Y Rhizobium tropici HACIA VANADIO Y
NIQUEL, Y EFECTOS EN EL CONTENIDO ELEMENTAL DE NODULOS

RESUMEN

Este trabajo evalud la tolerancia de la simbiosis entre Phaseolus vulgaris var. Flor
de mayo y Rhizobium tropici CIAT899 ante concentraciones (0, 25, 50, 75, 100 y 120 mg
L), de V (OsSV-H,0) y/o Ni (NiSO4-6H,0). Las plantulas de P. vulgaris sin inocular e
inoculadas con R. tropici (4.24 x 10° UFC mL™) fueron crecidas en bolsas de crecimiento
(growth pouch) con 40 mL de solucién nutritiva de Jensen, con y sin la aplicaciéon de los
metales, durante 30 dias bajo condiciones controladas. Se evalu6 la dindmica de nodulacion
a partir del cuarto dia después de la inoculacidn, hasta los 30 dias, para determinar el peso
seco total, el contenido de clorofila total, y la actividad nitrogenasa. Para ambos metales, la
mayor nodulacion se presento en el testigo (sin metal), y la formacién de nodulos fue
visible a partir del séptimo dia para la mayoria de las concentraciones, a excepcion de la
concentracién de 50 mg V L™, Las concentraciones de V a 25y 120 mg L™, estimularon la
formacion de nodulos. El peso seco total mostrd diferencias significativas ante 0, 50 y 120
mg V L™, mientras que para Ni se encontraron diferencias significativas por efecto de la
inoculacion y de su concentracion. El contenido total de clorofilas y la actividad
nitrogenasa no mostraron diferencias significativas entre tratamientos en ambos metales.
Las plantas en las concentraciones de 0, 25 y 50 mg V L™ no mostraron acumulacién de
este elemento, mientras que ante 75, 100 y 120 mg V L™, se acumulé principalmente en los
nédulos. El contenido de S, Mn, Fe y Zn en nédulos fue estimulado ante 25 mg V L™,
mientras que concentraciones mayores a 50 mg V L™ redujeron el contenido de S, Fe y Cu
en comparacion con el testigo sin V. Ante Ni, el contenido de P, S, Mn y Zn no fue
alterado; mientras que para Cl, Ca y Cu, su contenido disminuyd, especialmente ante 100 y
120 mg Ni. En contraste, el contenido de K y Fe fue estimulado con la aplicacion de 25 y
50 mg Ni L™

Palabras clave: Metales, nodulacion, peso seco, clorofilas, actividad nitrogenasa, rayos X.
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CHAPTER IV
TOLERANCE OF Phaseolus vulgaris AND Rhizobium tropici TO VANADIUM AND

NICKEL, AND EFFECTS ON THE ELEMENTAL CONTENT OF NODULES

ABSTRACT

This study evaluated the tolerance of the symbiosis between Phaseolus vulgaris var. Flor de
mayo and Rhizobium tropici CIAT899 to concentrations (0, 25, 50, 75, 100 and 120 mg L), of V
(OsSV-H,0) or Ni (NiSO4:-6H,0). Seedlings of P. vulgaris without or with the inoculation of R.
tropici (4.24 x 10° UFC mL™) were grown in a growth pouch system with 40 mL of Jensen nutrient
solution either contaminated or not with the metals, during 30 days under controlled conditions. The
nodulation kinetic was evaluated since the fourth day after the inoculation during 30 days. After 30
days, the total dry weight (TDW), the total chlorophyll content (TCC), and the nitrogenase activity
(AN) were determined. For both metals, the higher nodulation was observed at controls, and the
nodule formation was visible after the seventh day for most treatments, excepting at 50 mg V L™.
Concentrations of 25 and 120 mg V L™ stimulated nodule formation. The TDW showed significant
differences at 0, 50 and 120 mg V L™ meanwhile, Ni had significant effects due to bacterial
inoculation and to Ni-concentrations. The TCC and NA had no significant effects among treatments
for both metals. Plants at 0, 25 and 50 mg V L™ had no accumulation of this metal in root nodules,
but it was significantly accumulated at 75, 100 and 120 mg V L™ The content of S, Mn, Fe and Zn
was stimulated at 25 mg V L™, whereas concentrations higher than 50 mg V L™ resulted in
diminished content of S, Fe, and Cu when compared to the control without V. For Ni, the content of
P, S, Mn, and Zn was unaltered; however, content of Cl, Ca and Cu was reduced, especially at
concentrations of 100 and 120 mg Ni L™, In contrast, the content of K and Fe was stimulated with

the application of 25 and 50 mg Ni L™.

Key words: Metals, nodulation, plant dry mass, chlorophyll, nitrogenase activity, X-ray
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INTRODUCCION

La fitorremediacion es una vertiente de la biorremediacion que se considera una
alternativa tecnoldgica rentable y sostenible para la degradacion y/o disminucion de la
peligrosidad de contaminantes organicos e inorganicos (Robinson et al., 2006). En la
fitorremediacion se usan plantas (Vassilev et al.,, 2004) e interacciones con
microorganismos asociados a la rizosfera (Kirk y Cain, 1996) para acumular, degradar o
excluir sustancias toxicas mediante procesos metabdlicos (Le Duc y Terry, 2005). Esta
técnica incluye varios procesos que involucran la exclusién, la mineralizacién, la reduccion
quimica, la solubilizacion, la quelacion, la redistribucion, y la acumulacion de los metales
contaminantes (Khan et al., 2010). No obstante, la eficiencia de la remocion de los
contaminantes dependera de la planta utilizada, de su etapa fenoldgica, el tipo de
contaminantes, y la capacidad de interactuar con los microorganismos (Singh et al., 2007).

Los metales pesados son los contaminantes industriales méas significativos ya que
son selectivamente toxicos, persistentes y no biodegradables (Singh et al., 2005). Los
mecanismos de union de las sustancias organicas a los metales son complejos y cambian de
acuerdo a la composicion, la acidez y las condiciones redox del suelo (Thangavel y
Subburaam, 2004). Ademas, una pequefia fraccion de los metales que estan presentes en el
suelo se encuentran disponibles para las plantas (Vassilev et al., 2004). Ciertos
microorganismos del suelo han desarrollado mecanismos para disminuir el estrés inducido
por la presencia de metales, que incluyen el bombeo de iones fuera de la célula, la
acumulacion y el secuestro de los iones metélicos dentro de la célula, la adsorcion y la
desorcion de los compuestos (Wani et al., 2008).

Los metales contenidos en el petréleo crudo estan presentes como metaloporfirinas

y las mas abundantes son las porfirinas de vanadio y niquel, y cambian de acuerdo al
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origen; por ejemplo, en los crudos provenientes de Venezuela las concentraciones de
vanadio van de 282 a 1180 pg g™, mientras que el crudo Maya (México) contiene de 640 a
243 pg g™ (Crans et al., 2004).

El vanadio y el niquel son metales de transicion que cumplen una funcion biolégica.
El vanadio puede actuar como catalizador redox en el transporte de electrones en los
fotosistemas | y 11, dependiendo de las condiciones del cultivo y de la intensidad luminica
(Bode et al., 1990); y puede alterar los flujos de Ca®* en las células inhibiendo el sistema de
transporte de ATPasas (Delfert y McDonald, 1985). Una de las funciones del vanadio se
relaciona con la actividad V-nitrogenasa; enzima responsable de la fijacion bioldgica de
nitrogeno (Newton, 2007). Desde el descubrimiento de esta enzima, el molibdeno (Mo)
tiene un papel fundamental para el funcionamiento de la nitrogenasa; sin embargo, algunas
cepas de Azotobacter son incapaces de sintetizar Mo-nitrogenasa y en su lugar producen V-
nitrogenasa (Hales et al., 1986). A pesar de que todos los organismos que fijan nitrégeno
tienen una Mo-nitrogenasa, estudios genéticos y fisioldgicos demostraron que la V-
nitrogenasa se encuentra ampliamente distribuida, la cual se sintetiza cuando el Mo es un
factor limitante (Eady, 2003).

El niquel es un elemento esencial cuyo contenido en las plantas cultivadas varia de
0.1 a 1.0 mg kg™ (Eskew et al., 1984; Seregin y Kozhevnikova, 2006). Este elemento es
componente de la enzima ureasa (responsable de la hidrélisis de la urea); cuando hay
deficiencia de niquel, la urea se acumula en los apices de las hojas (Wood et al., 2006).
Ademas, el niquel tiene un papel importante en la fijacion bioldgica de nitrogeno, ya que
incrementa la actividad hidrogenasa de los bacteroides (Zobiole et al., 2010).

Las leguminosas establecen simbiosis con bacterias fijadoras de nitrogeno

atmosférico, y esta simbiosis ha sido poco estudiada durante la fitorremediacion de metales,
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como el vanadio y el niquel (Robinson et al., 2006). La simbiosis entre las leguminosas y
las bacterias fijadoras de nitrogeno, ha recibido cierta atencién debido al interés
agronomico que se deriva de esta simbiosis (Giordani et al., 2005). Algunas especies de
leguminosas probadas con éxito en la fitorremediacion son Phaseolus vulgaris L., P.
coccineus L., Leucaena leucocephala L., Medicago sativa L., Glycine max L., entre otras
(Kaimi et al., 2007). En cuanto a los microorganismos, la mayor atencién se ha centrado en
aquellos de vida libre, en contraste las bacterias simbidticas han recibido poca atencion
(Khan et al., 2010). Las poblaciones de rizobios desarrollan resistencia cuando son
inoculadas en suelos contaminados con metales, y pueden influir en la solubilidad, la
biodisponibilidad y la movilidad de los metales en la rizosfera, y favorecer la incorporacion
del nitrogeno en el suelo (Zhuang et al., 2007).

Por lo anterior, este estudio propuso el uso de la simbiosis entre Phaseolus vulgaris
var. Flor de mayo y Rhizobium tropici CIAT899, como modelo para evaluar su tolerancia
ante vanadio y niquel bajo condiciones controladas, asi como analizar la dindmica de
nodulacién y el contenido elemental en los nédulos radicales, por efecto de ambos metales.

MATERIALES Y METODOS

Fase I. Evaluacion del efecto de vanadio y niquel en la simbiosis Rhizobium -

leguminosa en bolsa de crecimiento

La cepa de Rhizobium tropici CIAT899 fue reactivada en medio de cultivo
ELMARC (Extracto de levadura manitol rojo congo) (Anexo Cuadro 1A) en cajas de petri,
incubadas a 28 °C durante 72 h. Una vez reactivada, se tomd una asada de la colonia
bacteriana y se transfirié a tubos con agar con medio ELMA (Anexo Cuadro 1A) inclinado

para su conservacion y posterior uso.
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El inéculo bacteriano fue preparado en CELM (Caldo de extracto levadura manitol)
(Anexo Cuadro 2A), inoculado con una asada de la cepa de Rhizobium con crecimiento
activo, y se incubaron a 28 °C en agitacion orbital a 180 rpm por 48 h. Transcurrido ese
tiempo, el in6culo fue centrifugado a 7500 rpm durante 10 minutos y el pellet bacteriano
fue recuperado en tubos para centrifuga de 50 mL con 35 mL de agua destilada estéril. A
partir de esta suspension se cuantificoO el nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) por mililitro de inoculo.

En un sistema de bolsas de crecimiento con tres compartimientos, que contiene
papel absorbente como soporte para la semilla, y que permite apreciar el crecimiento de la
raiz y el proceso de nodulacion, se evaluo el efecto del vanadio (OsSV'H,O Sigma-
Aldrich®) y/o niquel (NiSO4-6H,0 Sigma-Aldrich®) en la simbiosis Rhizobium-
Phaseolus. La contaminacién de las bolsas de crecimiento, se realiz6 al aplicar por
separado, cinco concentraciones de vanadio y/o cinco de niquel con base en las siguientes
dosis: 25, 50, 75, 100 y 120 mg L™. Cada una de las bolsas fue suministrada con 40 mL de
solucién nutritiva de Jensen (Anexo Cuadro 3A) con seis repeticiones, ademas de la
cantidad correspondiente de vanadio y/o de niquel de acuerdo a cada tratamiento. También
se incluyeron sistemas con tres repeticiones con y sin la aplicacion de los metales (V y Ni)
como testigos; las bolsas una vez contaminadas se esterilizaron a 121 °C durante 18
minutos.

Las semillas de frijol (Flor de mayo de origen comercial) fueron desinfectadas con
alcohol etilico al 95% durante 1 minuto y aplicando tres lavados con agua destilada estéril.
Posteriormente, las semillas se transfirieron a una solucion de hipoclorito de sodio al 10%
durante 20 minutos y enjuagadas siete veces con agua destilada estéril. Finalmente, las

semillas fueron colocadas en una solucién de gentamicina (500 mg L) a la que se le
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afiadié una gota de Tween 80, durante 30 minutos en agitacion constante. Transcurrido ese
tiempo la solucion fue decantada, y las semillas fueron colocadas sobre papel absorbente
estéril para su secado en condiciones de campana de flujo laminar. Una vez secas, las
semillas fueron sembradas en frascos con 35 mL de medio agar-agua al 1% (5 semillas por
frasco) para facilitar la pregerminacion a temperatura ambiente (22 °C). Una vez
germinadas, las semillas fueron transferidas a las bolsas de crecimientos previamente
esterilizadas, y mantenidas en cdmara de crecimiento (25+1.5 °C, 70% HR y 12 h
fotoperiodo), durante 30 dias. Las plantas fueron irrigadas cada tercer dia con solucion
nutritiva de Jensen estéril aplicandola a través de una pipeta Pasteur estéril, con el fin de
mantener aproximadamente los 40 mL de solucién nutritiva en cada bolsa.

La inoculacion de los rizobios se llevd a cabo en las seis repeticiones de su
correspondiente tratamiento, al tercer dia después del trasplante de las semillas
pregerminadas en las bolsas de crecimiento. Las unidades experimentales se inocularon con
3 mL del inéculo de Rhizobium tropici CIAT899 con una carga bacteriana de 4.24 x 10°
UFC mL™. El inéculo fue homogeneizado en toda la solucién nutritiva de cada bolsa de
crecimiento.

Una vez realizada la inoculacién, cada tratamiento fue revisado a partir del cuarto
dia, para cuantificar el nimero de nédulos que se formaban en las plantulas y con ello,
estimar la dindmica de nodulacién durante 30 dias.

A los 30 dias después del trasplante se determino el contenido de clorofila total y
actividad nitrogenasa. Para la determinacion de clorofila total se prepararon tubos con 3 mL
de metanol al 80% en los que se colocé un fragmento de hoja fresca (0.4 mm?) y se realiz6
por triplicado para cada tratamiento. A partir de esta muestra se tomo 1 mL y se traspaso a

tubos eppendorf (1.5 mL de capacidad), para centrifugarlos a 3000 rpm durante 5 minutos.
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A partir del sobrenadante, 200 uL se transfirieron a microplacas de 96 pozos para la lectura
en el espectrofotometro (BIOTEK, modelo Synergy 2), para tener lecturas de absorbancia
de 470, 653 y 666 nm y aplicar las ecuaciones propuestas por Dere et al., (1998).

La determinacion de la actividad nitrogenasa se realizd6 mediante la prueba de
reduccion de acetileno. Se coloc6 todo el sistema radical recién cortado por cada uno de los
tratamientos con tres repeticiones, en frascos de vidrio de 210 mL de capacidad, se taparon
herméticamente y se retir0 el 10% del volumen de aire con una jeringa de 50 mL,
remplazéndolo con acetileno y se incubaron durante 1h (Hardy et al., 1968).
Posteriormente, se tomaron 3 mL de cada muestra y se colocaron en tubos Vacutainer® al
vacio de 7 mL. A partir de estas muestras se inyectd 1 mL en un cromatdégrafo de gases
Hewlett Packard (5890 Series Il Gas Chromatograph), con detector de ionizacion de flama,
para medir la reduccion de acetileno a etileno. Los resultados se expresaron en nM de
etileno (CoHs) h™ mL™.

Ademas, se determind el peso total de la materia seca (g), de raiz, tallo, hoja y
nddulos (tratamientos inoculados con Rhizobium), y secados a 70 °C durante 48 h.

El disefio experimental para cada metal (V y Ni) consistié de un factorial, que
incluyé seis niveles de concentracion del metal (0, 25, 50, 75, 100 y 120 mg mL™) y dos
niveles de inoculacion de Rhizobium (con y sin), con 12 tratamientos y seis repeticiones
cada uno, distribuidos en un disefio experimental completamente al azar. Los datos
obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza y la prueba de comparacion de

medias LSD (o= 0.05) utilizando el paquete estadistico SAS 9.0 (SAS Institute Inc., 1999).
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Fase 11. Determinacion de la composicion elemental de los ndédulos radicales

Los nddulos fueron analizados con fluorescencia de rayos X, mediante el sistema de
analisis no destructivo por rayos X (SANDRA) (Figura 4.1), que es una técnica que se basa
en la deteccion de rayos X caracteristicos practicamente cualquier material, incluyendo
metales y minerales, y proporciona concentraciones de elementos mayores, menores y
traza. El equipo consta de tubos de molibdeno y wolframio que se pueden combinar con
detectores Si-PIN y Cd-Te para analizar regiones de 0.5 a 4 mm de diametro. Los rayos X
generados en el tubo irradian la region seleccionada de la muestra, la coincidencia de dos
rayos laser determina la regidén de analisis de tal manera que, los elementos quimicos
presentes en la muestra emiten rayos X caracteristicos que son captados por un detector
especial conectado a una computadora, en donde se almacena y procesa la informacion en
forma de graficos o espectros (Ruvalcaba-Sil et al., 2010). La fluorescencia de rayos X ha
sido utilizada en diversos estudios que requieren la caracterizacion no destructiva de
diversos materiales, ya que determinada la concentracion multielemental de una muestra
bioldgica (Gunes et al., 2009). El uso de estos dispositivos permiten estudiar la distribucion
de los elementos en los tejidos, con el fin de estudiar las alteraciones en algunos elementos
vinculados a procesos fisiologicos y metabdlicos (Ruvalcaba-Sil et al., 2010). Por ejemplo;
Sanchez-Viveros, (2012) utiliz6 el SANDRA para evaluar la capacidad de Azolla
filiculoides en la tolerancia a altas concentraciones de arsénico en sus frondas.

Después de 30 dias en el sistema de bolsa de crecimiento (experimento de la Fase 1),
los nédulos fueron disectados de la raiz, y secados por separado en sobres de papel a 70 °C
durante 48 h. A partir de los noédulos secos, se determind el contenido elemental para
evaluar sus interacciones por efecto del vanadio y niquel. Los nddulos fueron colocados en

un portamuestras de plastico para su lectura con un tubo de rayos X de molibdeno durante
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450 segundos a 600 mA y 35 kV. Se realizaron tres mediciones por cada concentracion de
vanadio y niquel. El andlisis consistio en hacer coincidir el haz de rayos X sobre la
superficie de los nddulos de frijol, provocando que los atomos capaces de absorber los
rayos X pasen del estado fundamental a estado excitado debido a la salida de electrones de
las capas internas del atomo. El estado excitado es inestable por lo que el atomo tiende a
volver al estado fundamental, produciéndose la transicion de electrones desde los niveles
externos hacia los niveles internos y ocupar los huecos producidos en las capas
electronicas. Desencadenando la emision de energia en forma de radiacion de rayos X
secundaria (Fluorescencia de rayos X) caracteristica de cada elemento (Ruvalcaba-Sil et al.,
2010).

Las intensidades de rayos X son proporcionales a la concentracién del elemento en
los nodulos. Las sefiales del detector se procesaron en un amplificados PX4 de Amptek
conectado a una computadora. Los espectros fueron analizados con el programa AXIL para
determinar las intensidades de los picos de rayos X (Vekemans et al., 1994). Se analiz6 el
contenido elemental de P, S, Cl, K, Ca, Mn, Fe, Cu y Zn, en relacién a las diferentes
concentraciones de vanadio y niquel. Esta determinacion fue realizada en las instalaciones
del Instituto de Fisica de la UNAM.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza y una
prueba de comparacion de medias LSD (a=0.05) con el paquete estadistico SAS 9.0 (SAS

Institute Inc., 1999).
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Figura 4.1. Componentes del sistema de analisis no destructivo por rayos X (SANDRA).
Instituto de Fisica UNAM (Ruvalcaba-Sil et al., 2010), con el cual fue determinado el

contenido de elementos en nddulos por efecto de vanadio y niquel.
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Figura 4.2. Espectro electromagnético tipico (Tippens, 2008).
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RESULTADOS
Los resultados de esta fase experimental se muestran para cada metal analizado por

separado.

a) Efecto de las concentraciones de vanadio en la formacion de nédulos y crecimiento
de las plantas

El conteo de nddulos se inicié al cuarto dia después de la inoculaciéon de Rhizobium
y concluyé 30 dias después. En la figura 4.3 se observa el comportamiento de la
nodulacion, en la cual se observan diferencias significativas (p<0.05) en los tratamientos
correspondientes a 0, 25 y 120 mg L™, ademas de una estimulacién de la nodulacién,
principalmente en las concentraciones de 25 y 120 mg V L™. La aparicién de los primeros
nddulos se observé a partir del séptimo dia para los tratamientos con 0, 25, 75, 100 y 120
mg V L™; en contraste, el tratamiento correspondiente a la concentracién de 50 mg L™ la
nodulacion se inicié hasta el dia 17 (Figura 4.4). EI mayor nimero significativo de ndédulos
por tratamiento se obtuvo en las concentraciones de 0, 25 y 120 mg V L™, con un maximo
de 40 nddulos para el testigo, 20 y 30 nddulos para las concentraciones de 25 y 120 mg V
L, respectivamente, y un minimo de 6 nédulos en las concentraciones de 50 y 100 mg V
L (Figura 4.4).

Para el peso seco total de las plantas no se encontraron diferencias estadisticas
significativas, por efecto de la inoculacion (Figura 4.5A) y/o por efecto de tratamiento
(Figura 4.5C). En contraste, se observaron efectos significativos (LSD, a=0.05) por efecto
de la concentracion de vanadio, especialmente en la aplicacién de 50 mg L™ la cual produjo

el menor peso seco (Figura 4.5B).
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Figura 4.3. Dinamica de nodulacion en raices de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo inoculadas
con Rhizobium tropici CIAT899 y crecidas en solucion nutritiva de Jensen contaminada con diferentes
concentraciones de vanadio (mg L™). n=6. Letras idénticas para la misma fecha de muestreo son

estadisticamente iguales (LSD, a=0.05).
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Figura 4.4. Numero total de nddulos en plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo inoculadas con
Rhizobium tropici CIAT899, contaminadas con diferentes concentraciones de vanadio a los 30 dias. n=6.

Letras idénticas sobre las barras son estadisticamente iguales (LSD, 0=0.05). Medias + Error estindar.
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Figura 4.5. Peso seco total de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la inoculacién
con Rhizobium tropici CIAT899 y aplicacion de diferentes concentraciones de vanadio, después de 30 dias.
(A) Efecto de la inoculacién con rizobios, (B) Efecto de la concentracién de vanadio, (C) Efecto del
tratamiento. n=6. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente iguales (LSD,

0=0.05). Medias * Error estandar.

En el contenido de clorofila total se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
por efecto de la concentracion y por efecto del tratamiento; sin embargo no se encontraron
diferencias significativas por efecto de la inoculacion (Figura 4.6). EI mayor contenido de

clorofila se encontré en la concentracién de 25 mg V L™ y el menor contenido en el
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tratamiento con 50 mg V L™ (Figura 4.6B). En las concentraciones de 25y 75 mg V L™, el
mayor contenido de clorofila se encontré en las plantas con Rhizobium, mientras que en los

tratamientos sin Rhizobium el mayor contenido se obtuvo en el testigo (Figura 4.6C).
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Figura 4.6. Clorofila total de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la inoculacién
con Rhizobium tropici CIAT 899 y aplicacion de diferentes concentraciones de vanadio, después de 30 dias.
(A) Efecto de la inoculacion con rizobios, (B) Efecto de la concentracién de vanadio, (C) Efecto del
tratamiento. n=6. Letras idénticas sobre las barras de cada gréafica son estadisticamente iguales (LSD, 0=0.05).

Medias + Error Estandar.
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La actividad nitrogenasa de las plantas con Rhizobium o sin Rhizobium no presento

diferencias significativas; sin embargo, las diferentes concentraciones de vanadio tuvieron

diferencias significativas (p<0.05) en la nitrogenasa entre los tratamientos de 25 y 100 mg

V L* (Figura 4.7B). Por efectos de tratamientos, se encontraron diferencias significativas

(p<0.05) en los tratamientos sin Rhizobium con 50 y 75 mg V L; mientras que en las

plantas con Rhizobium la mayor nitrogenasa se observé con 25 mg V L™y la menor con

100 mg V L™ (Figura

400

4.7C).
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Figura 4.7. Actividad nitrogenasa de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la

inoculacién con Rhizobium tropici CIAT899 y aplicacion de diferentes concentraciones de vanadio, después

de 30 dias. (A) Efecto de la inoculacién con rizobios, (B) Efecto de la concentracion de vanadio, (C) Efecto

del tratamiento. n=6. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente iguales (LSD,

0=0.05). Medias * Error estandar.
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b) Efecto de las concentraciones de niquel en la formacion de nédulos y crecimiento
de las plantas

El proceso de nodulacién inicio al cuarto dia después de la inoculacién para el
tratamiento testigo, mientras que ante 50 y 75 mg Ni L™, la nodulacién se inici6 al séptimo
dia (Figura 4.8). La mayor nodulacion a lo largo del experimento, se observd en el testigo,
y en las concentraciones de 25 y 50 mg Ni L™, mientras que el menor (p<0.05) nimero de
nédulos se contabilizé en la concentracién de 100 mg L™ (Figura 4.8). A los 30 dias, las
plantas con niquel mostraron en general, menor nimero de nddulos (Figura 4.9); esta
nodulacion fue menor al comparar su respuesta ante vanadio (Figura 4.4). Los tratamientos
con menor concentracién de niquel (0, 25 y 50 mg L™) presentaron mayor niimero de
nddulos (25 en promedio) con respecto al resto de las concentraciones, las que presentaron

en promedio 10 nddulos por planta (Figura 4.9).
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Figura 4.8. Dindmica de nodulacion en raices de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo inoculadas

con Rhizobium tropici CIAT899 y crecidas en solucion nutritiva de Jensen contaminada con diferentes
concentraciones de niquel (mg L™). n=6. Letras idénticas para la misma fecha de muestreo son

estadisticamente iguales (LSD, ¢=0.05).
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Figura 4.9. Namero total de nodulos en plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo inoculadas con
Rhizobium tropici CIAT899, contaminadas con diferentes concentraciones de niquel a los 30 dias. n=6. Letras

idénticas sobre las barras son estadisticamente iguales. (LSD, 0=0.05). Medias + Error estandar.

En el caso del peso seco total de las plantas, la contaminacion con niquel resulto en
diferencias significativas. En la figura 4.10A se puede observar que los tratamientos con
Rhizobium presentaron mayor peso seco total en comparacién con el tratamiento sin
inocular (p<0.05). Similarmente la concentracion de niquel produjo diferencias
significativas (p<0.05) en las concentraciones de 25, 50 y 100 mg Ni L™, el mayor peso
seco se presentd en el tratamiento de 50 mg Ni L™ y el menor en 100 mg Ni L™ (Figura
4.10B). No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos; sin
embargo, se puede observar que las plantas inoculadas con Rhizobium, ante 50 mg Ni L™
presentaron mayor peso seco, mientras que en el tratamiento sin inoculacion en presencia

de 100 mg Ni L™ el peso seco fue menor (Figura 4.10C).
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Figura 4.10. Peso seco total de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la inoculacién
con Rhizobium tropici CIAT899 y aplicacion de diferentes concentraciones de niquel, después de 30 dias. (A)
Efecto de la inoculacién con rizobios, (B) Efecto de la concentracion de niquel, (C) Efecto del tratamiento.
n=6. Letras idénticas sobre las barras para cada gréafica son estadisticamente iguales (LSD, 0=0.05). Medias +

Error estandar.

El contenido de clorofila total en las plantas en presencia de niquel no mostré
diferencias significativas por los factores de inoculacion (Figura 4.11A), ni por efecto de la
concentracion de Ni (Figura 4.11B). En el caso del efecto por tratamiento se encontraron

diferencias significativas (LSD, a=0.05), donde el mayor contenido se obtuvo en la

71



concentracién 100 mg Ni L™ sin inocular (Figura 4.11C). En las concentraciones de 0 y 25
mg Ni L, las plantas inoculadas con Rhizobium presentaron mayor contenido de clorofila,
mientras que a partir de la concentracién de 50 mg Ni L™, las plantas no inoculadas

tuvieron mayor contenido de este pigmento fotosintético (Figura 4.11C).
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Figura 4.11. Clorofila total de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la inoculacién
con Rhizobium tropici CIAT899 y aplicacion de diferentes concentraciones de niquel, después de 30 dias. (A)
Efecto de la inoculacion con rizobios, (B) Efecto de la concentracion de niquel, (C) Efecto del tratamiento.
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En cuanto a la actividad nitrogenasa no se observaron diferencias significativas en
el factor de inoculacion (Figura 4.12A) y por efecto del tratamiento (Figura 4.12C). Por
efecto de la concentracion se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre el
testigo, con la aplicacién de 50, 100 y 120 mg Ni L™ (Figura 4.12B). En el testigo, las
plantas presentaron alrededor de 60 nmoles de etileno, mientras que en las concentraciones
de 100 y 120 mg Ni L™ la concentracion de etileno se redujo drasticamente, registrandose 0
nmoles de etileno en la concentracién de 120 mg Ni L™ (Figura 4.12B). Tanto en los
tratamientos como en el factor concentracién se observé que entre més elevada sea la
concentracion de niquel, la actividad nitrogenasa fue menor; en el tratamiento
correspondiente a 100 mg Ni L™(Figura 4.12C) existe cierta actividad en los nédulos a

pesar de ser la concentracion en la que se obtuvo menor numero de éstos (Figura 4.9).

c) Acumulacion de V y Ni en nédulos y su efecto en el contenido elemental

El contenido elemental de los nédulos radicales obtenidos a partir de las plantas de
Phaseolus vulgaris inoculadas con Rhizobium tropici en presencia de ambos metales, se
analizé con la técnica de fluorescencia de rayos X, mediante el sistema no destructivo
(SANDRA). Para este trabajo se detect6 potasio, fésforo, azufre, calcio, zinc, manganeso,
cloro, fierro, y cobre, ademés de vanadio y/o niquel. Estos dos Ultimos elementos no se
detectaron en todas las muestras analizadas, sin embargo, se pudo observar el efecto de la
acumulacion o pérdida de los otros elementos por el efecto de la concentracion de vanadio

y/o niquel.
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Figura 4.12. Actividad nitrogenasa de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
inoculacién con Rhizobium tropici CIAT899 y aplicacion de diferentes concentraciones de niquel, después de
30 dias. (A) Efecto de la inoculacién con rizobios, (B) Efecto de la concentracion de niquel, (C) Efecto del
tratamiento. n=6. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente iguales (LSD,

0=0.05). Medias * Error estandar.

En las concentraciones de 0, 25 y 50 mg V L™, el vanadio se encontrd en el limite
de deteccién, mientras que en las concentraciones de 75, 100 y 120 mg V L™, el vanadio se

acumulo en los nddulos e interactu6 con los demas elementos analizados (Figura 4.13). En
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el caso del fdsforo, cloro, potasio, calcio, hierro y zinc, se encontraron diferencias
significativas en el tratamiento correspondiente a 120 mg L™ (LSD, a=0.05) (Figura 4.13
A-E; Figura 4.14A, C), mientras que para cobre se encontraron diferencias en la
concentracion de 75 mg L™ (Figura 4.14B), el cobre no se detect6 en las concentraciones de
25y 75 mg V L™ Por Gltimo, el manganeso presentd diferencias significativas en las
concentraciones de 100 y 120 mg L™ (LSD, ¢=0.05) (Figura 4.13F). Conforme aumenta la
concentracion de vanadio se comenzd a detectar este elemento en los nddulos,
encontrandose el méximo en la concentracién de 100 mg V L™ y el minimo en la
concentracién mas alta de vanadio (120 mg L™) (Figura 4.12; Figura 4.14).

El comportamiento del vanadio fue diferente en relacion a cada uno de los
elementos analizados. En relacion con el fésforo, manganeso y zinc la intensidad del
vanadio fue mayor en comparacion con lo observado con los demés elementos, en la
concentracién de 100 mg L™ se present6 la mayor intensidad y en 120 mg L™ la menor
(Figura 4.13A, F y Figura 4.14C). EIl azufre, cloro, potasio, calcio y hierro (Figura 4.13B,
C, D, E y Figura 4.14A) estan en mayor concentracion que el vanadio. Por ultimo el cobre,
presentd menor intensidad que el vanadio en las concentraciones de 75 a 120 mg V L™

(Figura 4.14B).
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Figura 4.13. Contenido elemental de los nédulos de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo

inoculados con Rhizobium tropici CIAT899, por efecto de la contaminacion con diferentes concentraciones de
vanadio, después de 30 dias. Fosforo (A), Azufre (B), Cloro (C), Potasio (D), Calcio (E), y Manganeso (F).

n=6. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente iguales (LSD, 0=0.05). Medias +

Error estandar.
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Figura 4.14. Contenido elemental de los nédulos de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo
inoculados con Rhizobium tropici CIAT899, por efecto de la contaminacion con diferentes concentraciones de
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En los nddulos en presencia de niquel se observo que para fosforo se encontro en la
concentracién de 0 y 120 mg Ni L™ se presentaron diferencias significativas (p<0.05), a
partir del tratamiento de 50 mg Ni L™ conforme aumenta la concentracién aumenta la

intensidad reflejada del niquel incremento, y la del fosforo disminuyd (Figura 4.15A). Para
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azufre se observaron diferencias estadisticas (LSD, 0=0.05) todas las concentraciones
analizadas a excepcion de 120 mg Ni L™, cuando se comparan las intensidades de ambos
elementos se observd que para todos los tratamientos el niquel reflejo mayor energia en
comparacion con el azufre (Figura 4.15B). Resultados similares se encontraron para cloro y
potasio, en donde se obtuvieron diferencias significativas (LSD, 0=0.05) para todas las
concentraciones excepto en la de 120 mg Ni L™ (Figuras 4.15C y 4.15D). En el caso del
calcio se encontraron diferencias significativas en las concentraciones (LSD, a=0.05) de 50,
75y 120 mg Ni L™ y al igual que el potasio y el azufre, la energia reflejada por el niquel
fue considerablemente menor a la del calcio (Figura 4.14E). En cuanto al manganeso hubo
diferencias (p<0.05) en las concentraciones correspondientes al testigo en donde no se
detectd este elemento en presencia de niquel; sin embargo al aumentar la concentracion de
este metal la intensidad del manganeso disminuy6 en el tratamiento de 120 mg Ni L™
(Figura 4.15F). Para hierro y cobre se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en 0y
50 mg Ni L™. En el caso de hierro a partir del tratamiento de 50 mg Ni L™ la intensidad del
niquel aumentd conforme se increment6 la concentracion de niquel; en el tratamiento de
120 mg Ni L™ ambos metales tuvieron la misma intensidad (Figura 4.16A), mientras que al
aumentar la concentracion de niquel la intensidad del cobre disminuy6 (Figura 4.16B). La
intensidad de zinc en todos los tratamientos fue similar excepto con 120 mg Ni L-1 donde

la intensidad de Ni fue significativamente mayor (Figura 4.16C).
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inoculados con Rhizobium tropici CIAT899, por efecto de la contaminacion con diferentes concentraciones de
niquel, después de 30 dias. Fosforo (A), Azufre (B), Cloro (C), Potasio (D), Calcio (E) y Manganeso (F). n=6.
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DISCUSION

Tanto la planta como el microsimbionte fueron tolerantes a las diferentes
concentraciones de vanadio y niquel. De acuerdo con Campanharo et al. (2010), el frijol
comin puede tolerar hasta 100 mg L™ de niquel (NiCl,-6H,0) sin presentar sintomas de
toxicidad que se manifiestan por la presencia de manchas clor6ticas en hojas maduras. En
el presente experimento a partir de los 15 dias después del trasplante, las plantas con 50 mg
Ni L, presentaron hojas maduras cloréticas; sin embargo, este sintoma fue constante para
las concentraciones superiores, por lo que no se atribuyeron efectos de toxicidad de las
plantas por la presencia de niquel.

Para vanadio, no se encontraron referencias para frijol, aunque la alfalfa puede
tolerar concentraciones de hasta 400 mg kg™ de suelo (Yang et al., 2011), mientras que soya
tolera hasta 75 mg kg™ de suelo (Wang y Liu, 1999), esto se debe principalmente a la forma
de cultivo la alfalfa, ya que por lo regular el riego es con aguas tratadas, ademas de que es
una planta que acumula metales (Su et al., 2004). Cuando existe elevada concentracion de
vanadio en el suelo, la toxicidad en la planta se refleja en disminucién del crecimiento y
puede acumularse en el sistema radical (Wang y Liu, 1999). A la fecha, no se ha reportado
una dosis de vanadio que resulte extremadamente toxica para las plantas ya que esta
toxicidad depende de diferentes factores como el pH del suelo, la disponibilidad de
nutrientes, y en mayor medida del genotipo de la planta (Stratton et al., 2001). En el caso
de jitomate y de lechuga, la concentracion optima de vanadio para no causar alteraciones
fisiologicas es de 2 ng g™ (Welch, 1973), mientras que Astragalus preussi puede tolerar
hasta 100 pg V mL™ de solucién nutritiva (Warington, 1956).

El niquel es considerado como un micronutriente esencial para las plantas aunque

en concentraciones muy bajas (0.1-1.0 mg kg™ de peso seco) (Eskew et al., 1983). Se ha
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identificado una serie de enzimas en las que el Ni es un componente principal; por ejemplo,
glioxalasas, péptido deformilasas, reductasa metil-CoM, y la ureasa, por lo que este metal
juega un papel muy importante en ciertos procesos metabdlicos, incluyendo la ureolisis, el
metabolismo del hidrégeno y la acitogénesis (Ermler et al., 1998).

Desde el descubrimiento de la importancia del niquel en el metabolismo de las
plantas, se ha estudiado su absorcidn y transporte durante sus procesos fisioldgicos. Cuando
hay exceso de niquel en el suelo o sustrato se presentan algunos sintomas que incluyen
clorosis por la reduccion de la absorcion de hierro, poco crecimiento de la raiz y de la parte
aerea, la deformacion de varias partes de la planta, e inusuales manchas foliares (Mishra y
Kar, 1974). Las plantas varian en su sensibilidad o tolerancia para el exceso de Ni. Los
niveles toxicos en las plantas estan comidnmente en el rango de 25 a 50 mg kg™; sin
embargo, existen especies que soportan altos niveles de Ni en el sustrato, acumuléandolos en
sus tejidos (Kidd et al., 2007). En el presente experimento se utilizaron concentraciones
medias para V y Ni de acuerdo a lo reportado en la literatura (Campanharo et al., 2010;
Yang et al., 2011), los cual justificaria la ausencia de sintomas visibles de toxicidad tanto
en la planta como para los rizobios.

Los resultados de la dinamica de nodulacion y nimero total de nédulos indican que
se pudo haber presentado una autorregulacion de la nodulacién en las plantas, siendo mas
evidente en presencia del niquel. La autorregulacion es un mecanismo de la planta para
controlar una nodulacion excesiva bajo condiciones de estrés, por ejemplo, produce etileno
y disminuye la absorcion de nitrato forzando los mecanismos de regulacion de la planta
(Stougaard, 2000). La baja nodulacion cuando hay niquel en la rizosfera, puede ser una
respuesta a la presencia de contaminantes fomentando los mecanismos de regulacion

(Aveline et al., 2003). Aunque la presencia de niquel no afecto la formacion del nodulo, el
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proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno disminuyé en presencia de este metal debido a la
carencia de nddulos rojos, lo cual es indicativo de la presencia de enzima leghemoglobina
que favorece el proceso de fijacion de nitrégeno.

El estrés debido a la presencia de niquel interfiere con la actividad de la superdxido
dismutasa, provocando una posible acumulacion de H,O, en el tejido foliar. De acuerdo
con Chen et al., (2000), se ha sugerido que el H,O, inhibe el crecimiento de las plantas
tratadas con metales pesados, ya que actla como sustrato de la peroxidasa que participa en
el endurecimiento de las paredes celulares, restringiendo la elongacion celular (Diaz et al.,
2001). Para este experimento, las plantas tratadas con niquel presentaron menor
crecimiento vegetativo en comparacion con el testigo. A pesar de la importancia del Ni para
el metabolismo del nitrégeno en las leguminosas, las plantas de frijol son consideradas
como sensibles a este metal en comparacion con otros cultivos (Gerendas et al., 2000). En
este experimento no se observaron efectos de toxicidad debido a niquel en las plantas; sin
embargo, la nodulacion fue inhibida en las concentraciones mas altas afectando el
crecimiento vegetativo.

El contenido de clorofila total para Phaseolus vulgaris en presencia de vanadio y
niquel, pudo haber sido afectado debido a la falta de luz durante la Gltima fase del
experimento ya que el tejido foliar presentaba clorosis indicando una baja concentracion de
clorofila para ambos metales. De acuerdo con Sozudogru et al. (2001), el contenido de
clorofila total aumenta conforme se incrementa la concentracion de vanadio (0-2 pg g™) en
Glycine max, comportandose como un oligoelemento para este cultivo en este intervalo de
concentracion de este metal ya que estimula la produccion de sustancias como la clorofila.
Para el presente trabajo se utilizaron concentraciones mas elevadas de vanadio (hasta 120

mg kg™?), y al hacer la comparacién con la referencia citada se puede inferir que cualquier
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metal a ciertas concentraciones deja de ser un contaminante y se convierte en un
oligoelemento como lo ha descrito Panichev et al. (2006).

El frijol comdn reduce significativamente su rendimiento cuando los niveles de
niquel en hoja sobrepasan los 40 mg kg™, afectando también los niveles de clorofila total
debido a una menor absorcion de Mg?* ante un exceso de Ni. Por ejemplo, una dosis de
fertilizacion de 2.3 mg NiSO,-6H,0 kg™ en suelo es suficiente para aumentar el contenido
de este metal en hoja por encima de 5 mg kg™ en peso fresco (Berton et al., 2006). Las
dosis mencionadas son menores a las que se aplicaron en el presente experimento, por lo
que se corrobora que la concentracion de niquel pudiera estar afectando los niveles de
clorofila, aunque es necesario evaluar el contenido de vanadio y de niquel en el tejido foliar
para corroborar estos resultados, asi como relacionarlos con la influencia de la intensidad
luminica.

La actividad nitrogenasa (AN) que se lleva a cabo por las bacteroides del interior de
los nddulos se inhibe por las altas concentraciones de oxigeno, cuya difusién es regulada
por la leghemoglobina (Hussein, 2001). La actividad nitrogenasa requiere un gasto
energético en forma de ATP y un poder reductor que se obtiene a partir de fotosintatos
aportados por la planta, y es fundamental para la fijacién bioldgica de nitrégeno (Taiz y
Zeiger, 2002). Las investigaciones acerca de la variacion en la capacidad de reduccion de
acetileno (forma como se determina la AN) y la leghemoglobina (LB) durante el
crecimiento de algunas especies de leguminosas, han establecido una correlacion positiva
en el aumento de AN y LB en el tejido nodular a medida que aumenta la edad de la planta,
produciéndose la maxima AN al inicio de la floracion. Posteriormente, la AN disminuye
por efecto de la competencia y mayor flujo de carbohidratos hacia el fruto (Pate y Herridge,

1978). Esta relacion estd fuertemente influida por los diferentes factores ambientales (Lie,
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1974). Para cada especie vegetal y cepa de rizobios las condiciones Optimas de temperatura,
humedad, radiacion y pH son particulares (Soto-Urzla y Baca, 2001). El uso de las reservas
de carbohidratos que dan soporte a la AN, parece estar mediado por la temperatura
(Skwierinski et al., 1995).

La técnica de fluorescencia por rayos X, no es una técnica tradicional en el analisis
elemental en material biologico, por lo que tiene la desventaja de que para cada anélisis se
tiene que calibrar el equipo (SANDRA) y estandarizar los valores del mismo. Sin embargo,
es una técnica rapida, versatil y no destructiva para el analisis del contenido elemental en
los diferentes 6rganos vegetales.

El contenido elemental de los nédulos fue diferente para cada metal contaminante
aplicado (V y Ni). La concentracion para cada uno de los elementos fue menor en los
nodulos recolectados de las plantas contaminadas con vanadio en comparacion de aquellos
tratados con niquel. Los elementos que se encontraron en mayor proporcion son el potasio
y el manganeso en ambos metales contaminantes. Sin embargo, se desconoce el contenido
de estos elementos en los diferentes tejidos de la planta y por lo tanto, como estan
influyendo en las demas variables.

El comportamiento del vanadio fue similar respecto los otros elementos analizados;
en las concentraciones de 0 a 50 mg L™ el vanadio se encontraba en el limite més bajo de
deteccion, mientras que la concentracién mas alta se encontré en 100 mg L™. Para fésforo,
azufre, potasio, calcio, manganeso y hierro se observo que a medida que aumenta la
concentracion de vanadio, estos elementos disminuyen su intensidad llegando a su puntos
mas bajo en 50 mg L™, para después volver a aumentar en 75 mg L™. En el caso de cloro,
cobre y zinc la menor intensidad de estos elementos se encontré en 75 mg V L. En cuanto

al niquel, la menor intensidad se observé en la concentracion de 50 mg L™ y la mayor en
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120 mg Ni L™, en relacién a todos los elementos analizados. En potasio, zinc y calcio se
observé una correlacion, ya que a medida que aumenta la concentracién de niquel de igual
manera aumenta la concentracion del elemento analizado; mientras que para cobre, azufre,
manganeso, cobre y fésforo se encontré una correlacion inversa, es decir, conforme
aumenta el niquel la concentracion del otro elemento disminuye.

En presencia de altas concentraciones de vanadio (75-100 mg V L) el contenido de
hierro y de azufre disminuyd en los nédulos. El hierro es un componente de las enzimas
implicadas en la transferencia de electrones, y los dos principales grupos de proteinas que
contienen Fe son las hemo y las Fe-S (Taiz y Zeiger, 2002). Las primeras se caracterizan
por la presencia de un complejo Fe- hemo-porfirina que actia como un grupo prostético de
citocromos que facilitan el transporte de electrones en la respiracién (Fernandez-Luquefio y
Espinoza-Victoria, 2008). La actividad de las proteinas hemo disminuye en deficiencia de
Fe, causando clorosis en las hojas jovenes ya que este elemento se considera necesario para
la sintesis de complejos proteina-clorofila. La baja movilidad del hierro se debe a su
precipitacion en las hojas mas viejas al formar 6xidos insolubles, fosfatos o la formacion de
fitoferritina (Rivera-Ortiz et al., 2009). La cadena de transporte de electrones durante la
fotosintesis tiene varios grupo hemo, cuando hay deficiencia de Fe se reduce el contenido
de clorofila y la actividad de los transportadores de electrones en ambos fotosistemas. La
ferridoxina (proteina Fe-S) es el primer compuesto redox estable en la cadena de transporte
electrones durante la fotosintesis. La falta de Fe disminuye la produccion de ferridoxina,
que a su vez afecta el transporte de electrones (Taiz y Zeiger, 2002).

El azufre es componente de la cisteina y la metionina, ademés de coenzimas y
vitaminas esenciales para el metabolismo (Taiz y Zeiger, 2002). Para estar disponible para

las plantas, las formas reducidas de azufre deben ser primero oxidadas; aproximadamente el
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40% de las enzimas (ferrodoxina, nitrogenasa, etc.) dependen de la presencia de grupos
sulfidrilo (SH) para su actividad catalitica. Los grupos SH proporcionan sitios de unién
para los metales y se relacionan con la destoxificacion de diversos componentes, ademas de
participar en reacciones redox debido a su relativa facilidad de oxidacion (Imsande y
Schmidt, 1998).

Cuando la concentracién de vanadio fue baja (0-50 mg L), el hierro y el azufre
presentaron una intensidad alta que cambia conforme aumentd la concentracion de este
metal. Esto se puede deber a que el azufre participa en la destoxificacién de metales a nivel
celular, por lo que al aumentar su concentracion el mecanismo pierde eficiencia en la
destoxificacién, afectando la movilidad del hierro y por lo tanto, se inhiben los procesos
metabolicos relacionados con este elemento, principalmente la fotosintesis (Igbal et al.,
2012).

Al aumentar la concentracion de niquel, la intensidad de fésforo y potasio
incremento, mientras que la del cobre disminuy6. El fosforo tiene como funcion principal el
almacenamiento y la transferencia de energia a través de la molécula de ATP. Ademas,
forma parte de los &cidos nucleicos, nucle6tidos, coenzimas, fosfolipidos, etc.; y participa
en la division y crecimiento celular, la floracion, la fructificacion y la formacion de semillas
(Taiz y Zeiger, 2002). El potasio esta relacionado con la osmoregulacion, la sintesis de los
almidones, la activacion de enzimas, la sintesis de proteinas, el movimiento osmético v el
balance de cargas idnicas, y contribuye en la adaptacion de los cultivos a condiciones de
estrés bidtico y abidtico (Salisbury y Ross, 2004). El cobre es parecido al Fe ya que forma
quelatos altamente estables que permiten la transferencia de electrones durante los procesos
redox de la fisiologia vegetal. Varias enzimas (&cido ascoOrbico oxidasa, tirosinasa,

monoaminooxidasa, uricasa, citocromo oxidasa, fenolasa, lacasa) y proteinas
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(plastiocianina) que contienen Cu desempefian un papel fundamental en la fotosintesis, en
la respiracion, o en la desintoxicacion de radicales libres. La reduccion del transporte de
electrones en la fotosintesis, como consecuencia de concentraciones bajas de plastocianina
provoca la disminucién de la tasa de fijacion de CO,, de tal forma que el contenido de
almidon y sacarosa se reduce (Taiz y Zeiger, 2002). EI manganeso desempefia un
importante papel en los procesos redox, como el transporte de electrones en la fotosintesis y
en la desintoxicacion de radicales libres de oxigeno (Salisbury y Ross, 2004). Cuando
aumenta la concentracion de niquel en los nédulos se tiende a disminuir la intensidad del
fésforo y manganeso, mientras que el cobre no fue detectado en las concentraciones mas
elevadas de niquel, siendo este metal el predominante en relacion al cobre. En contraste, la
intensidad del potasio es mucho mas elevada que la del niquel, y se observo la misma
tendencia de los elementos anteriores en la que al elevarse la concentracion de niquel
aumenta la intensidad de ambos metales.

Todos los elementos analizados cumplen una funcion y se relacionan entre si; al
propiciarse cambios en la concentracion de alguno de ellos se alteran diversos procesos
bioldgicos dentro de la planta. Por ejemplo, al aumentar la concentracion de Ni en los
nddulos es posible que la produccion de radicales libres incremente por efecto de un estrés
oxidativo, y al bajar la concentracion de Cu la desintoxicacion se hace méas lenta, ya que
este elemento estimula los proceso de destoxificacion por metales (Khalil et al., 2006). Un
mecanismo de reaccion es el aumento en la produccion de Mn que sintetiza la superoxido
dismutasa para bajar la produccion de radicales libres (Becana et al., 1986). Como todos los
elementos estan relacionados al aumentar la concentracion de vanadio o de niquel, los
rizobios pueden ser inhibidos, afectado asi el establecimiento de la simbiosis con la

leguminosa, sin llegar a causar sintomas de toxicidad. La alteracion en la concentracion de
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ambos metales, influyd en el contenido elemental de los nodulos, y en cambios en el
contenido de clorofila, afectando la fotosintesis, la actividad nitrogenasa, y por

consiguiente, el crecimiento de Phaseolus vulgaris.

CONCLUSIONES

El vanadio y el niquel son toxicos para la simbiosis P. vulgaris-R. tropici en un
sistema de bolsa de crecimiento. Las contaminacion con vanadio y niquel no afecto la
capacidad de P. vulgaris var. Flor de mayo de establecer simbiosis con Rhizobium tropici
CIAT899, sin embargo el nimero total de nédulos fue menor en las concentraciones mas
altas para ambos metales.

El peso seco total fue mayor en las plantas inoculadas con Rhizobium, mientras que
el contenido de clorofila total y actividad nitrogenasa es mayor en las plantas no
inoculadas.

A medida que aumento la concentracion de los metales se disminuy6 el contenido
de clorofila y la actividad nitrogenasa.

La técnica de fluorescencia por rayos X no es una técnica ampliamente utilizada en
el andlisis de material bioldgico; sin embargo, demostré ser método (til, rapido y no
destructivo en la determinacion del contenido elemental en los nddulos de Phaseolus
vulgaris contaminados con vanadio y niquel. EI empleo de fluorescencia por rayos X,
mediante el SANDRA permitié determinar que a medida que aumenta la concentracion de
vanadio en los nodulos el contenido elemental del hierro y el azufre disminuye en
concentraciones superiores a 75 mg V L™, mientras que para niquel se observé el mismo
efecto en potasio, fosforo y cobre. El contenido de hierro y manganeso se incremento

conforme la concentracion de niquel aumento.
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CAPITULO V
RESPUESTAS DE LA SIMBIOSIS TRIPARTITA Rhizobium tropici-Phaseolus
vulgaris-Rhizophagus intraradices EN SUELO CONTAMINADO CON VANADIO Y
NIQUEL
RESUMEN

Esta investigacion evalud el efecto de la simbiosis tripartita entre Rhizobium tropici
CIAT899, Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo y Rhizophagus intraradices en la
fitoextraccion de vanadio y/o niquel (120 mg kg™). El experimento fue de un factorial 4x2, con
cuatro niveles de inoculacion [Sin inocular (T), Rhizobium tropici (R), Rhizophagus
intraradices (M) y doble inoculacién (R+M)] y dos niveles de V o Ni (con o sin metal) en
suelo, durante 60 dias en condiciones de invernadero. Se evalud el peso seco total, la tasa
relativa de crecimiento, el nimero de nddulos, el porcentaje de colonizacion micorrizica, el
contenido de clorofila y carotenoides, el intercambio gaseoso de la planta (transpiracion,
conductancia estomatica, fotosintesis, y uso eficiente del agua), la actividad nitrogenasa, Yy el
contenido de V y Ni en tejido foliar y suelo. La simbiosis tripartita Rhizobium-Phaseolus-
Rhizophagus fue mas sensible a la presencia de niquel que de vanadio. En presencia de V, las
plantas con R presentaron mayor nimero de nddulos (12 nddulos), mientras que la doble
inoculacion (R+M), mostr6é un porcentaje de colonizacidon micorrizica de 26%, y contenido de
clorofila total de 0.008 mg cm™. La actividad fotosintética fue més elevada en T (10.9 pmol m™
s1) con aplicacion de V. La mayor actividad nitrogenasa se presentd en las plantas no
contaminadas e inoculadas con R (10218 nmol C,H, h™ mL™). El contenido de V en suelo fue
més elevado en las plantas con M (1.2 mg V kg?). Las plantas contaminadas con Ni
presentaron menor peso seco que las no contaminadas, y un promedio de 13 nddulos en las
plantas con R sin contaminar, ademas de 60% de colonizacién micorrizica con la doble
inoculacion. La clorofila b fue la mas sensible a la contaminacion con Ni (0.0025 mg cm™). La
mayor actividad fotosintética (11.2 pmol m? s™) y la actividad nitrogenasa (9837 nmol C,H, h™
1 'mLY) se presenté en el tratamiento con R sin contaminante. El tratamiento con la

concentracion mas elevada de Ni en suelo se presento en las plantas con M (4.5 mg Ni kg™).

Palabras clave: simbiosis, colonizacién micorrizica, intercambio gaseoso, actividad

nitrogenasa
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CHAPTER V
RESPONSES OF THE TRIPARTITE SYMBIOSIS Rhizobium tropici-Phaseolus
vulgaris-Rhizophagus intraradices AT CONTAMINATED SOIL WITH VANADIUM

AND NICKEL

ABSTRACT
This research evaluated the responses of the tripartite symbiosis Rhizobium tropici

CIAT899, Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo and Rhizophagus intraradices to contaminated
soil with vanadium or nickel (120 mg kg™). A 4x2 factorial experiment was set with four levels
of inoculation [(control (C), Rhizobium tropici (R), Rhizophagus intraradices (M) and the
double inoculation (R+M)] and two levels of V or Ni (with or without the metal) in the soil,
during 60 days under greenhouse conditions. The total dry weight, the relative growth rate, the
number of nodules, the mycorrhizal colonization, the content of chlorophyll and carotenoids,
the plant gas exchange (transpiration, stomatal conductance, photosynthesis, and water use
efficiency), the nitrogenase activity, and the content of V or Ni in leaves or soil were
determined. The tripartite symbiosis Rhizobium-Phaseolus-Rhizophagus was more sensitive to
Ni than V. In presence of V, plants inoculated with R had greater number of nodules (12
nodules); whereas the double inoculation (R+M) showed 26% of mycorrhizal colonization and
0.008 mg cm of total chlorophyll. The highest photosynthetic activity was found at C (10.9
umol m? s?) in presence of V. The greatest nitrogenase activity was observed in plants
inoculated with R and without contamination (10218 nmol C,H, h™* mL™). The content of V in
soil was high in plants with M (1.2 mg V kg™). In regards to Ni contamination, plants showed
lower dry weight than plants without Ni, and plants with R without Ni had greater number of
nodules (13 nodules), whereas plants with double inoculation had 60% of mycorrhizal
colonization. Chlorophyll b was more sensitive to Ni contamination (0.0025 mg cm™). The
highest photosynthetic activity (11.2 pmol m™ s™) and nitrogenase activity (9837 nmol C,H, h*
mL™) was obtained at plants inoculated with R without Ni. The content of Ni in soil was high
in plants with M (4.5 mg Ni kg™).

Key words: symbiosis, mycorrhizal colonization, plant gas exchange, nitrogenase activity
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INTRODUCCION

La contaminacién del suelo por altas concentraciones de metales derivadas de las
actividades industriales es uno de los problemas ambientales actuales. El riesgo de la
presencia de estos contaminantes en el ambiente se centra en su capacidad de acumularse
en la superficie del suelo quedando accesibles hacia la rizosfera y con ello se favorece su
movilizacion hacia las cadenas troficas hasta llegar al ser humano (Puga et al., 2006).

El petréleo estd compuesto por una mezcla de compuestos organicos, heterodtomos
y compuestos metalicos. Estos Ultimos estan presentes como metaloporfirinas destacando
las porfirinas de vanadio y de niquel (Speight, 2001). Ambos metales cumplen una funcion
bioldgica; sin embargo, la emision de gases producto de la quema de los combustibles
fosiles ha contribuido a la elevada concentracion de estos metales en el ambiente. Por
ejemplo, en zonas aledafias a campos petroleros de México, la acumulacion de vanadio y
niquel varia de acuerdo al transecto, entre mas cercano se encuentre el suelo a la fuente
contaminante la concentracion es mas elevada (Zavala-Cruz et al., 2003).

La fitorremediacion se ha utilizado en los Gltimos afios para eliminar contaminantes
organicos e inorganicos presentes en el ambiente. En el caso de los metales, la
fitoextraccion permite la acumulacion de metales en raices, tallos o follajes, proceso que es
facilitado por microorganismos asociados a la rizosfera (Morikawa y Takahasi, 2000). El
establecimiento y el éxito de la fitoextraccion estd mediado por el tipo de plantas a utilizar,
de las cuales se han reportado exitosamente: Medicago sativa, Triticum aestivum, Glycine
max, Thlaspi sp., Zea mays, Phaseolus vulgaris, Alyssum sp., entre otras (Andrade et al.,
2004; Freeman et al., 2004; Nakata et al., 2010; Yang et al., 2011). Ademas de la planta, es

importante considerar las condiciones del suelo (pH, materia organica, contenido
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nutrimental, etc.), el tipo y la concentracion del contaminante, y los microorganismos
asociados a la rizosfera (Singh et al., 2007).

A pesar de la importancia de los microorganismos simbidticos en la fitoextraccion
de metales, se ha prestado poca importancia al papel que tienen durante los procesos que se
dan en el suelo, especialmente cuando se trata de una doble simbiosis (Andrade et al.,
2004). La mayoria de las investigaciones se centran en el uso de un solo microorganismo,
destacando los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) debido a su capacidad de
acumular metales pesados en sus hifas (Hildebrandt et al., 2007). Las plantas micorrizadas
tienen mayor tolerancia a las elevadas concentraciones de metales debido a la capacidad de
inmovilizarlos en la raiz; y a su vez, la pared celular de los HMA tiene una capacidad de
adsorber cationes (Navarro-Avifio et al., 2007), ademas los HMA, reducen el acceso de los
metales a la planta a través del apoplasto y favorecen la quelacion mediante los exudados
(Leyval et al., 1997). A pesar de la contaminacion por metales, se puede establecer la
simbiosis entre los HMA y las plantas; por ejemplo, se ha reportado 30% de colonizacién
de un consorcio de HMA en raices de Trifolium sp., los cuales crecen naturalmente en
suelos cercanos a minas (Gildon y Tinker, 1981). También se report6 que en un suelo con
456 mg kg™ de plomo, disminuye el nimero de esporas por gramo de suelo, reportandose
un porcentaje de colonizacién del 27% (Diaz y Honrubia, 1993). Esto demuestra que el uso
de los HMA en la fitoextraccion de metales se ha estudiado ampliamente (Upadhyaya et al.,
2010). Sin embargo, todavia se desconocen las relaciones que se presentan al asociarse con
mas de un microorganismo en la rizosfera.

Las leguminosas y la simbiosis que forman con los rizobios, representan un
componente importante en los ciclos biogequimicos en los ecosistemas naturales y en la

agricultura (Feller et al., 2008). Las leguminosas han sido asociadas a suelos contaminados
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con arsénico y plomo, entre otros (Reichman, 2007), notandose efectos en la disminucion
de la nodulacion. EIl estrés por metales induce que ciertas proteinas involucradas en el
metabolismo vegetal no se expresen adecuadamente y se inicie la sintesis de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (Qureshi et al., 2010). Sin embargo, el
establecimiento de esta simbiosis estimula en la planta la tolerancia a metales pesados; por
ejemplo, la simbiosis entre Astragalus sinicus y Mesorhizobium huakuii subsp. rengei,
tolerd concentraciones de hasta 100 mg kg™ de cadmio y se contabilizaron 1 x 10° unidades
formadoras de colonias mL™ (Ike et al., 2007).

La importancia de las leguminosas en la fitoextraccion de metales pesados o
elementos potencialmente toxicos, radica en que puede establecer simbiosis tanto rizobios
como con HMA. Estas relaciones simbidticas tripartitas han sido poco estudiadas en el
contexto de la fitorremediacion, por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de la simbiosis tripartita entre Rhizobium tropici-Phaseolus vulgaris-Rhizophagus
intraradices ante la presencia de vanadio y niquel.

MATERIALES Y METODOS

Se establecio un experimento factorial 4x2, considerando: Phaseolus vulgaris sin
inocular (T), o inoculado con Rhizobium tropici (R), Rhizophagus intraradices (M) y con la
doble inoculacion (R+M), y dos niveles de vanadio o de niquel (con o sin metal). Cada
tratamiento estuvo integrado por ocho repeticiones, y se mantuvieron en condiciones de
invernadero durante 60 dias.

El suelo que se utilizé fue colectado de San Diego, Estado de México (Cuadro 5.1),
esterilizado a 121 °C en intervalos de 2 h durante dos dias, y secado a 110 °C durante 4
dias, y colocando 170 g de suelo estéril en recipientes de pléstico de 59 cm? de capacidad.

Para la contaminacion se pesaron 120 mg de NiSO4-6H,O (Sigma-Aldrich®) y/o
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OsSV'H,0 (Sigma-Aldrich®), y se diluyeron en solucion nutritiva Long Ashton modificada
con 10.25 pg mL™ de fésforo (Ver Anexo Cuadro 4A), esterilizada a 121 °C durante 18

minutos.

Cuadro 5.1. Origen, y principales caracteristicas fisicas y quimicas del suelo utilizado en el

experimento

H CE M.O. N P K CiC N-NO3z; N-NH,4
Suelo P 1:5 H,0 (%) Olsen (Meq/100 g) (mg kg™ Textura
1:2 H,0 (%)
mmhos  Walkley Black (mgkg™)  NHjac IN pH 7 KCI 2N
. . Franco
San Diego, Estado de México 7.2 0.28 2.8 0.14 34 15 14.8 45 6

Arenoso

Las semillas de Phaseolus vulgaris Flor de mayo de origen comercial se
desinfectaron con alcohol etilico al 95% durante 1 minuto y aplicando tres lavados con
agua destilada estéril. Posteriormente, las semillas se transfirieron a una solucién de
hipoclorito de sodio al 10% durante 20 min y se enjuagaron siete veces con agua destilada
estéril. Finalmente, las semillas fueron colocadas en una solucién de gentamicina (500 mg
L™ a la que se le afiadi6 una gota de Tween 80, durante 30 min en agitacién constante.
Transcurrido ese tiempo la solucion se decantd, y las semillas se colocaron sobre papel
absorbente estéril para su secado en condiciones de campana de flujo laminar. Una vez
secas, se sembraron dos semillas en cada uno de los recipientes de plastico con el suelo
estéril contaminado o sin contaminar, respectivamente.

En los tratamientos correspondientes, antes de sembrar la semilla, se inoculé con 0.1
g de raices de Sorghum vulgare Pers colonizadas con Rhizophagus intraradices (65% de

colonizacion).
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El in6culo de Rhizobium se prepar6 en CELM (Ver Anexo Cuadro 2A) inoculado
con una asada de la cepa de Rhizobium con crecimiento activo, y se incub6 a 28 °C en
agitacion orbital a 180 rpm por 48 h. Transcurrido ese tiempo, el indculo fue centrifugado a
7500 rpm durante 10 min y el pellet bacteriano fue recuperado en tubos para centrifuga de
50 mL con 35 mL de agua destilada estéril. A partir de esta suspension se cuantifico el
namero de unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro de inéculo. La inoculacion
se realiz0 cuatro dias después de la germinacion, al aplicar 3 mL de dicha suspension con
una carga bacteriana de 4.2 x 10° UFC mL™ por planta, en los tratamientos
correspondientes.

Las plantas se mantuvieron durante 60 dias en condiciones de invernadero. La
temperatura y humedad relativa fue monitoreada con un data logger modelo 150. La
temperatura minima fue de 12 °C y la maxima diurna 39°C, la humedad relativa media fue
de 53% (méxima 80% y minima 23%), y se aplicaron riegos diarios con agua destilada
estéril. Una vez por semana las plantas fueron fertilizadas con solucién nutritiva Long

Ahston modificada (Ver Anexo Cuadro 4A).

Nodulacién y colonizacién micorrizica

Después de 60 dias, las plantas se cosecharon y se disectaron separando hojas,
tallos, raices y nodulos; ademas se contabilizé el nimero total de nddulos. Cada érgano
disectado se secé a 70°C durante 72 h, para evaluar su peso seco.

Se evalud el porcentaje de colonizacion micorrizica en las raices de Phaseolus
vulgaris mediante el metodo de clareo y tincion con azul tripano (Phillips y Hayman,
1970). Las raices se lavaron y se cortaron en segmentos de 1 cm aproximadamente, para

colocarlas en capsulas esterilizables con una cantidad suficiente de KOH al 10% hasta
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cubrirlas. Se sometieron a calor en autoclave a 100 °C durante 10 min. Transcurrido ese
tiempo, se procedié a enjuagar con agua corriente y se agregd perdxido de hidrégeno
(H20,) al 10% durante 10 min y se enjuagaron con agua corriente. Posteriormente, las
raices se sumergieron en HCI al 10% por 10 min y sin enjuagar se tifieron con la solucién
colorante (azul tripano 0.05% en lactoglicerol) a 100 °C durante 10 min.

Se disectaron 25 segmentos de raices tefiidas de 1 cm de largo, y se colocaron en
portaobjetos paralelamente (tres repeticiones por planta). Sobre las raices se adicionaron
gotas de lactoglicerol y se colocaron cubreobjetos. La evaluacion de la colonizacion se
realizd6 mediante una observacion al microscopio optico a 40x (Microstar 1V 410),
efectuando tres pasajes equidistantes por laminilla y se registraron los segmentos con hifas,
vesiculas y arbusculos. El porcentaje de colonizacion se estimé dividiendo el nimero total
de segmentos colonizados entre el nimero de segmentos totales observados (Ferrera-

Cerrato et al., 1993).

Estimacion de la tasa absoluta de crecimiento, contenido de clorofila total,
intercambio gaseoso y actividad nitrogenasa

La estimacion de la tasa absoluta de crecimiento, se realizé mediante la medicién de
la altura de cada una de las plantas a partir del dia 17 después de la germinacién y hasta el
dia 45. Con los datos obtenidos se calcul6 la tasa absoluta de crecimiento mediante la

siguiente ecuacion (Reed, 2007).

Donde: TAC= Tasa relativa de crecimiento; n2=Altura final (cm); n1= Altura inicial (cm);
t2= Fecha del dltimo muestreo (dias); t1= Fecha del primer muestreo (dias).

97



A los 60 dias, se determiné el contenido de clorofila total, actividad nitrogenasa e
intercambio gaseoso. Para la determinacion de clorofila total se prepararon tubos con 3 mL
de metanol al 80% en los que se colocd un fragmento de hoja fresca (0.4 mm?),
realizandose por triplicado para cada tratamiento. De cada muestra se tom6 1 mL y se
traspasé a tubos eppendorf (1.5 mL de capacidad), para centrifugarlos a 3000 rpm durante 5
min. A partir del sobrenadante, se transfirieron 200 uL a microplacas de 96 pozos para
tomar lecturas de absorbancia de 470, 653 y 666 nm (Dere et al., 1998) en
espectrofotometro (BIOTEK, modelo Synergy 2).

El intercambio gaseoso se determin6 con un medidor de gases infrarrojo (CIRAS 2
Portable Photosynthesis System), para lo cual, se tomaron tres plantas por tratamiento
utilizando la hoja central del foliolo, con el suelo a capacidad de campo. La medicién se
llevé a cabo por la mafiana, momento en que se presenta una mayor actividad fotosintética
en la planta. Se midi6 la fotosintesis (umol m? s™), la asimilacién de CO,, la tasa de
transpiracion (mmol m? s™), y la conductancia estomatica (mmol m?s?); y a partir de los
datos de la conductancia estomatica y la fotosintesis se calculé el uso eficiente del agua
(gs/Pn).

La determinacion de la actividad nitrogenasa se realiz6 mediante la prueba de
reduccion de acetileno (Hardy et al., 1968). Las raices recién cortadas de cada uno de los
tratamientos por triplicado, se colocaron en frascos de vidrio de 210 mL sellados
herméticamente, y se retiro el 10% del volumen de aire con una jeringa de 50 mL,
remplazandolo con acetileno e incubandolos durante 1h. Posteriormente, se tomaron 3 mL
de cada muestra y se colocaron en tubos Vacutainer® al vacio de 7 mL de capacidad. A
partir de estas muestras se inyectdé 1 mL en un cromatografo de gases Hewlett Packard

(5890 Series Il Gas Chromatograph), con detector de ionizacion de flama, para medir la

98



reduccién de acetileno a etileno. Los resultados se expresaron en nM de etileno (C,H,) h™

mL™.
Contenido de vanadio y niquel en tejido foliar y en el suelo

A partir del tejido foliar secado a 70 °C durante 48 h, se seleccionaron tres plantas
por tratamiento y se molieron individualmente en mortero de porcelana. El contenido
elemental de vanadio y de niquel en hoja y suelo se determind mediante digestion via
himeda (Jackson, 1976; Alcantar-Gonzalez, 1992). Se pes6 1 g de material foliar seco
molido, colocandolo en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, al cual se agregaron 10 mL de
HNO; concentrado y 2.5 mL de una mezcla de HCIO, (70%) y H,SO,4 concentrado en una
proporcion 9:1(v/v). Las muestras se digestaron durante la noche, y luego se colocaron en
la plancha de digestion a 120 °C hasta reducir el volumen a 1.5 mL, y que el color de la
solucion fuera totalmente transparente. Al término del proceso anterior, se dejo enfriar y
filtrar, para agregar agua destilada hasta completar 50 mL (permitir que el silice se

decante). El filtrado se midi6 usando espectrofotometria de absorcion atomica.

Disefio experimental

El experimento para cada metal fue un factorial 2x4, con dos niveles de
contaminacion (suelo contaminado y sin contaminar) y cuatro niveles de inoculacion
(testigo, Rhizobium tropici, Rhizophagus intraradices y Rhizobium + Rhizophagus). Tanto
para vanadio como para niquel, se tuvieron ocho tratamientos con ocho repeticiones cada
uno, distribuidos en un disefio experimental completamente al azar. Los datos obtenidos se
analizaron mediante un analisis de varianza y una prueba de comparacion de medias (LSD,

a = 0.05) con el paquete de analisis estadistico SAS 9.0 (SAS Institute Inc., 1999).
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RESULTADOS

a) Respuesta de la simbiosis tripartita ante vanadio
Las plantas en presencia de vanadio (120 mg kg™), no presentaron diferencias
significativas en el peso seco total por efecto de ninguno de los tres factores analizados
(Figura 5.1). De manera general, las plantas con Rhizobium tuvieron mayor peso seco en
comparacion con el resto de los tratamientos (Figura 5.1B); de igual manera las plantas sin
la aplicacion de vanadio presentaron mayor peso total que aquellos tratamientos

contaminados (Figura 5.1 Ay C).
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Figura 5.1. Peso seco total de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la inoculacion
con Rhizobium tropici CIAT899 y Rhizophagus intraradices, y por efecto de la contaminacion con vanadio
(120 mg kg™). (A) Efecto de concentracion de vanadio; (B) Efecto de inoculacién; (C) Efecto de tratamientos,
después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada gréafica son estadisticamente iguales (LSD,
0=0.05). Medias + Error estdndar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M= Rhizophagus

intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.
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La tasa absoluta de crecimiento no mostro diferencias significativas por los factores
de contaminacion y tratamientos (Figura 5.2A y C); mientras que por efecto de la
inoculacidén se encontraron diferencias significativas (p<0.05), en el cual el tratamiento, con
Rhizophagus tuvo mayor tasa de crecimiento que el testigo (Figura 5.2B). Las plantas sin
contaminar presentaron mayor tasa absoluta de crecimiento, excepto en el tratamiento

correspondiente a R+M (Figura 5.2C).
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Figura 5.2. Tasa absoluta de crecimiento de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
inoculacién con Rhizobium tropici CIAT899 y Rhizophagus intraradices, y por efecto de la contaminacion
con vanadio (120 mg kg™). (A) Efecto de concentracion de vanadio; (B) Efecto de inoculacién; (C) Efecto de
tratamientos, después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente
iguales (LSD, 0=0.05). Medias + Error estdndar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M=
Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.
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El ndmero de nddulos no mostrd diferencias significativas por efecto la
contaminacion con vanadio (Figura 5.3A); sin embargo por efecto de la inoculacion
(p<0.05) (Figura 5.3B) y por tratamiento (LSD, a=0.05) (Figura 5.3C) presentaron
diferencias significativas. EI mayor nimero de nodulos se encontrd en el tratamiento
inoculado con R (Figura 5.3B), mientras que el testigo y el tratamiento con M la nodulacion
fue significativamente baja (Figura 5.3B). En presencia de vanadio las plantas con R+M

tuvieron mayor nodulacion respecto al testigo y a M (Figura 5.3C).
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Figura 5.3. Nimero de nédulos de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
inoculacién con Rhizobium tropici CIAT899 y Rhizophagus intraradices, y por efecto de la contaminacion
con vanadio (120 mg kg™). (A) Efecto de concentracion de vanadio; (B) Efecto de inoculacién; (C) Efecto de
tratamientos, después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente
iguales (LSD, 0=0.05). Medias + Error estdndar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M=
Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.
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El porcentaje de colonizacion de Rhizophagus intraradices no mostrd diferencias
significativas entre las plantas no contaminadas con respecto a las contaminadas con
vanadio (Figura 5.4). La colonizacion micorrizica fue menor en los tratamientos no
contaminados, encontrandose 13% de colonizacion para la inoculacién con Rhizophagus, y
18% para la doble inoculacion. Se estimdé un porcentaje de colonizacién de
aproximadamente un 30% para los tratamientos de Rhizophagus y la doble inoculacion en

condiciones de suelo contaminado (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Porcentaje de colonizacién micorrizica de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
aplicacion de vanadio (120 mg kg™), después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada gréafica
son estadisticamente iguales (LSD, 0=0.05). n=3 Medias = Error estdndar. Abreviaciones: T= Testigo;
R=Rhizobium tropici; M= Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.

El contenido de Clorofila (a, b, total) y el contenido de carotenoides no mostraron
diferencias significativas por efecto de los factores independientes, ni por efecto de
tratamiento (Figura 5.5 A, B, C, D). Sin embargo, se observé mayor contenido de clorofila

en las plantas contaminadas con vanadio e inoculadas con Rhizophagus y la doble
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inoculacion (Figura 5.5A, B y C). En los tratamientos correspondientes a la inoculacion con
Rhizobium, las plantas contaminadas y no contaminadas presentaron la misma
concentracion de pigmentos fotosintéticos. En las plantas testigo, el mayor contenido de
clorofila a, b, total y carotenoides se presentd en ausencia de vanadio (Figura 5.5 A, B, C,

D). El contenido de carotenoides fue mayor en relacion al contenido de clorofilas (Figura

5.5D).
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Figura 5.5. Contenido de clorofila y carotenoides de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por
efecto de la inoculacion con Rhizobium tropici CIAT899 y Rhizophagus intraradices, y por efecto de la
contaminacién con vanadio (120 mg kg™). (A) Clorofila a; (B) Clorofila b; (C) Clorofila total; (D)
Carotenoides, después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente
iguales (LSD, 0=0.05). Medias + Error estdndar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M=
Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.
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La tasa de transpiracién mostré diferencias estadisticas (LSD, a=0.05), siendo
significativamente mayor en el tratamiento con R en presencia de vanadio (Figura 5.6A).
En general, las plantas contaminadas con el metal presentaron mayor tasa se transpiracion
que los tratamientos sin contaminar. Tendencia similar se presentd en la conductancia
estomatica, ya que las plantas inoculadas con M, la doble inoculacion y las testigo
contaminados tuvieron mayor conductancia estomatica en comparacion a los tratamientos
no contaminados (Figura 5.6B). La fotosintesis fue mayor en las plantas contaminadas que
en las no contaminadas, a excepcion del tratamiento de R (Figura 5.6C). Por ultimo, el uso
eficiente del agua mostré diferencias significativas (p<0.05) en los tratamientos del testigo
y la inoculacion con R, para todos los tratamientos se encontré que las plantas
contaminadas tuvieron mayor uso eficiente del agua en comparacion a las plantas no
contaminadas (Figura 5.6D).

La actividad nitrogenasa no mostré diferencias significativas por efecto de la
concentracion de vanadio (Figura 5.7A). La mayor actividad nitrogenasa se presenté en las
plantas con Rhizobium, y la menor con Rhizophagus y la doble inoculacién (Figura 5.7B).
En el caso de los tratamientos (p<0.05), el tratamiento testigo y el tratamiento inoculado
con Rhizobium sin vanadio presentaron mayor actividad nitrogenasa con respecto a sus
correspondientes tratamientos en presencia del metal (Figura 5.7C). En contraste, los
tratamientos con Rhizophagus y la doble inoculacion con o sin vanadio, presentaron los

valores mas bajos de la actividad nitrogenasa (Figura 5.7C).
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Figura 5.6. Intercambio gaseoso en plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
inoculacion con Rhizobium tropici y Rhizophagus intraradices y por efecto de la contaminacion con vanadio
(120 mg kg™). (A) Tasa de transpiracion; (B) Conductancia estomatica; (C) Fotosintesis; (D) Uso eficiente del
agua, después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente iguales
(LSD, 0=0.05). Medias + Error estandar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M= Rhizophagus
intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.
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Figura 5.7. Actividad nitrogenasa en plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
inoculacion con Rhizobium tropici y Rhizophagus intraradices y por contaminacién con vanadio (120 mg kg
). (A) Efecto de la concentracién de vanadio; (B) Efecto de la inoculacién; (C) Efecto de tratamientos,
después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada gréfica son estadisticamente iguales (LSD,
0a=0.05). Medias = Error estdndar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici CIAT899; M=
Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.

El contenido de vanadio en el tejido foliar no presentd diferencias significativas en
ninguno de los tratamientos inoculados con los microorganismos con respecto al testigo
(Figura 5.8), presentando en promedio 18.7 mg kg™. En cuanto al anélisis quimico del
suelo, se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). La mayor
concentracion de vanadio se tuvo en el tratamiento con Rizophagus, y la menor

concentracion con Rhizobium (Figura 5.9).
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Figura 5.8. Contenido elemental de vanadio en tejido foliar de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de

Vanadio (mg kg™)

mayo por efecto de la inoculacion con Rhizobium tropici y Rhizophagus intraradices y por la contaminacion
con vanadio (120 mg kg™), después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son
estadisticamente iguales (LSD, ¢=0.05). Medias + Error estandar. n=3. Abreviaciones: T= Testigo; R=

Rhizobium tropici CIAT899; M= Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.
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Figura 5.9. Contenido elemental de vanadio en suelo rizosférico de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de
mayo por efecto de la inoculacion con Rhizobium tropici y Rhizophagus intraradices y por la contaminacion
con vanadio (120 mg kg™), después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son
estadisticamente iguales (LSD, 0=0.05). Medias + Error estdndar. n=3. Abreviaciones: T= Testigo; R=

Rhizobium tropici CIAT899; M= Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.

b) Respuesta de la simbiosis tripartita ante niquel
El peso seco de las plantas tratadas con niquel (120 mg kg™), no presenté
diferencias significativas (Figura 5.10A); en contraste, el factor inoculacion y el efecto por

tratamiento mostraron diferencias significativas (LSD, 0=0.05). En el caso de la
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inoculacidn, las plantas testigo tuvieron menor peso seco total en comparacion con las
plantas inoculadas (Figura 5.10B). Por otra parte, el tratamiento con Rhizobium sin niquel,
mostr6 el mayor peso seco; mientras que en presencia del metal, la inoculacion con

Rhizobium o Rhizophagus resulté en mayor acumulacion de peso seco (Figura 5.10C).
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Figura 5.10. Peso seco total de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la inoculacion
con Rhizobium tropici CIAT899 y Rhizophagus intraradices, y por efecto de la contaminacién con niquel
(120 mg kg™). (A) Efecto de concentracion de niquel; (B) Efecto de inoculacion; (C) Efecto de tratamientos,
después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada gréfica son estadisticamente iguales (LSD,
0=0.05). Medias + Error estdndar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M= Rhizophagus

intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.

La tasa absoluta de crecimiento no presentd diferencias significativas por efecto de

Ni, ni por efecto de la inoculacién (Figura 5.11A y B). Sin embargo, se encontraron
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diferencias significativas (LSD, 0=0.05) por efecto del tratamiento. En ausencia de Ni, la
inoculacion con Rhizobium produjo la mayor tasa de crecimiento; mientras que en
presencia de este metal, la menor tasa de crecimiento se observé con la inoculacién con

Rhizobium (Figura 5. 11C).
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Figura 5.11. Tasa absoluta de crecimiento de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
inoculacién con Rhizobium tropici CIAT899 y Rhizophagus intraradices, y por efecto de la contaminacion
con niquel (120 mg kg™). (A) Efecto de concentracién de niquel; (B) Efecto de inoculacién; (C) Efecto de
tratamientos, después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente
iguales (LSD, 0=0.05). Medias + Error estdndar Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M=
Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.

El ndmero de nddulos no mostré diferencias significativas por efecto de la

contaminacion con niquel (Figura 5.12A); en contraste, por efecto de la inoculacion se
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encontraron diferencias (p<0.05), en el cual el tratamiento con Rhizobium presentd en
promedio 10 nodulos por planta (Figura 5.12B). El efecto de tratamiento presentd
diferencias significativas (p<0.05), en las plantas con Rhizobium se encontraron hasta 12
nodulos sin Ni y 10 nodulos en presencia del metal (Figura 5.12C). EIl tratamiento con
Rhizophagus intraradices presentd el menor numero de nodulos, tanto en presencia 0 no
del metal. Las plantas con doble inoculacion no presentaron diferencias entre los
tratamientos contaminados y los no contaminados, ademas el nimero de nédulos fue menor

con respecto a las plantas unicamente inoculadas con Rhizobium (Figura 5.12C).
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Figura 5.12. Nimero de nodulos de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
inoculacién con Rhizobium tropici CIAT899 y Rhizophagus intraradices, y por efecto de la contaminacion
con niquel (120 mg kg). (A) Efecto de concentracién de niquel; (B) Efecto de inoculacién; (C) Efecto de
tratamientos, después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente
iguales (LSD, a=0.05). Medias + Error estdndar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M=

Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.
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El porcentaje de colonizacion de Rhizophagus intraradices en plantas de frijol
contaminadas con Ni mostrd diferencias significativas (p<0.05). EI mayor porcentaje de
colonizacion (60%) correspondié a la doble inoculacion, mientras que la inoculacion con
Rhizophagus presenté una colonizacion del 20% (Figura 5.13). La inoculacién con
Rhizobium estimulé la colonizacion de Rhizophagus en las raices. Las plantas contaminadas
presentaron mayor porcentaje de colonizacion en el tratamiento de la doble inoculacion
(61%), mientras que las plantas no contaminadas tuvieron un 38% de colonizacién (Figura
5.13). Las plantas inoculadas con Rhizophagus y contaminadas con Ni tuvieron 20% de

colonizacion y las no contaminadas 23% de colonizacion micorrizica (Figura 5.13).
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Figura 5.13. Porcentaje de colonizacién micorrizica de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
aplicacion de niquel (120 mg kg™), después de 60 dias. . Letras idénticas sobre las barras para cada gréfica
son estadisticamente iguales (LSD, a=0.05). Medias + Error estandar. n=3. Abreviaciones: T= Testigo;
R=Rhizobium tropici; M= Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.

El contenido de clorofila a no presento diferencias significativas entre tratamientos;

sin embargo, en las plantas inoculadas con Rhizobium la concentracion de clorofila a fue
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mayor en las plantas no contaminadas (Figura 5.14A). La clorofila b mostré diferencias en
el testigo (LSD, a=0.05), al ser significativamente menor con la contaminacion con Ni
(Figura 5.14B). La clorofila total fue mayor las plantas testigo o con Rhizobium sin
contaminante; mientras que con la inoculacion de Rhizophagus o con la doble inoculacion
en presencia de Ni, el contenido de clorofila total fue mayor (Figura 5.14C). El contenido
de carotenoides fue mas alto en las plantas con Rhizobium sin contaminar, mientras que en

presencia de Ni la doble inoculacion present6 el mayor contenido de carotenoides (Figura

5.14D).
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Figura 5.14. Contenido de clorofila y carotenoides de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por
efecto de la inoculacion con Rhizobium tropici CIAT899 y Rhizophagus intraradices, y por efecto de la
contaminacion con niquel (120 mg kg™). (A) Clorofila a; (B) Clorofila b; (C) Clorofila total; (D)
Carotenoides, después de 60 dias. . Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente
iguales (LSD, a=0.05). Medias + Error estdndar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M=

Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.
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No se encontraron diferencias significativas en el intercambio gaseoso de las plantas
(Figura 5.15 A, B y C). Tanto para la transpiracién, conductancia estomatica, fotosintesis y
uso eficiente del agua, los menores valores se obtuvieron en los tratamientos con la doble

inoculacién con o sin Ni (Figura 5.5 A-D).
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Figura 5.15. Intercambio gaseoso de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
inoculacion con Rhizobium tropici y Rhizophagus intraradices y por contaminacién con niquel. (A) Tasa de
transpiracion; (B) Conductancia estomética; (C) Fotosintesis; (D) Uso eficiente del agua, después de 60 dias. .
Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son estadisticamente iguales (LSD, 0=0.05). Medias =+ Error
estandar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M= Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium
y Rhizophagus.

La actividad nitrogenasa no mostro diferencias significativas por efecto de la
contaminacion con Ni, aunque las plantas con este metal presentaron menor actividad
(Figura 5.16A). En cuanto al factor inoculacion (p<0.05), la mayor actividad nitrogenasa se

presento en las plantas con Rhizobium (Figura 5.16B). La mayor actividad nitrogenasa se
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obtuvo en las plantas sin contaminar con Rhizobium (9837 nmol C,H, h™* mL™) y la mas

baja en el tratamiento testigo con y sin Ni (Figura 5.16C).
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Figura 5.16. Actividad nitrogenasa en plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de mayo por efecto de la
inoculacién con Rhizobium tropici y Rhizophagus intraradices y por contaminacién con niquel (120 mg kg™).
(A) Efecto de la concentracion de niquel; (B) Efecto de la inoculacion; (C) Efecto de tratamientos, después de
60 dias. . Letras idénticas sobre las barras para cada gréfica son estadisticamente iguales (LSD, a=0.05).
Medias + Error estandar. Abreviaciones: T= Testigo; R= Rhizobium tropici; M= Rhizophagus intraradices;

R+M=Rhizobium y Rhizophagus.

El contenido elemental de Ni en el tejido foliar de plantas contaminadas con este
metal no mostré diferencias significativas; sin embargo, el mayor contenido de Ni se
presentd en las plantas inoculadas con Rhizobium y la menor en el Testigo (Figura 5.17).

En contraste, el contenido de Ni en suelo, mostr6é diferencias significativas (p<0.05); la
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concentracion mas elevada de Ni en el suelo se presenté en las plantas con Rhizophagus, y

el menor contenido correspondi6 a las plantas con la doble inoculacion (Figura 5.18).
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Figura 5.17. Contenido elemental de niquel en tejido foliar de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de
mayo por efecto de la inoculacion con Rhizobium tropici y Rhizophagus intraradices y por la contaminacion
con niquel (120 mg kg?), después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada grafica son
estadisticamente iguales (LSD, ¢=0.05). Medias + Error estandar. n=3. Abreviaciones: T= Testigo; R=

Rhizobium tropici CIAT899; M= Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus
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Figura 5.18. Contenido elemental de niquel en suelo rizosférico de plantas de Phaseolus vulgaris var. Flor de
mayo por efecto de la inoculacion con Rhizobium tropici y Rhizophagus intraradices y por la contaminacion
con niquel (120 mg kg?), después de 60 dias. Letras idénticas sobre las barras para cada gréfica son
estadisticamente iguales (LSD, a=0.05). Medias + Error estdndar. n=3. Abreviaciones: T= Testigo; R=

Rhizobium tropici CIAT899; M= Rhizophagus intraradices; R+M=Rhizobium y Rhizophagus.
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DISCUSION

La contaminacion del suelo por la presencia de elevadas concentraciones de
compuestos inorganicos como los metales ocasiona alteraciones a nivel fisioldgico y celular
en las plantas y microorganismos asociados a éstas (Jadia y Fulekar, 2009). La aplicacion
de vanadio y niquel en Phaseolus vulgaris redujo el peso seco total y la tasa relativa de
crecimiento en comparacion con los tratamientos no contaminados. La inoculacion de
microorganismos resistentes a los metales pesados ocasiona, en ciertos casos, la
disminucion de la biomasa vegetal, lo que se atribuye a que los microorganismos permiten
la entrada de los metales existentes en el suelo a la planta (Rahmanian et al., 2011),
dependiendo de las condiciones del suelo, el pH, el contenido de materia organica, el
contenido de arcilla, el metal, la planta, los microorganismos asociados a la rizosfera, etc
(Lebeau et al., 2008). Algunos cultivos como el maiz, cuando se desarrolla en un suelo
arcilloso, tienen mayor capacidad de absorcion de Cd, Ni, Pb y Cu, alterando por ello la
acumulacion de biomasa seca (Prieto-Méndez et al., 2009).

El tratamiento correspondiente a la inoculacion con Rhizobium presenté mayor
acumulacion de peso seco, denotando una estimulacion del crecimiento de la planta en
ausencia de ambos metales. Las comunidades microbianas del suelo se consideran como
bioindicadores del efecto de los metales en los diferentes procesos biolégicos (Paudyal et
al., 2007). Los metales pesados tienen efectos negativos a largo plazo; por ejemplo,
reducen la actividad enzimatica, el funcionamiento, la biomasa y la diversidad de las
comunidades microbianas (Karimi et al., 2011). Ademas, afectan la fisiologia vegetal por lo
que el establecimiento de simbiosis benéficas puede ayudar en los procesos de

fitoextraccion (Bhargava et al., 2012).
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Ciertos microorganismos desarrollan tolerancia ante concentraciones elevadas de
metales. Como ejemplo, los HMA contribuyen en la remediacion de suelos contaminados, a
través de la fitoextraccion y estimulando los procesos de estabilizacion del metal (Gohre y
Paszkowski, 2006). Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices asociados a la
rizosfera de Veronica rechingeri M.A.Fisch., presentan tolerancia a concentraciones de
plomo (100 mg kg™) y zinc (300 mg kg™) en un suelo cercano a una mina a cielo abierto
(Zarei et al., 2008). De manera similar, la inoculacion de un consorcio bacterias promotoras
del crecimiento vegetal y Rhizophagus intraradices, aumento la absorcion y la acumulacién
de Cd*" y Zn?* en Zea mays con respecto a las plantas no inoculadas (Gharemaleki et al.,
2010). La resistencia al metal generada por los microorganismos confiere fortaleza en
aquellas plantas sensibles a elevadas concentraciones de metales pesados (Bhargava et al.,
2012).

La relacién simbidtica entre las leguminosas y los rizobios es un factor importante
en el crecimiento vegetal en suelos con deficiencia de nitrégeno, por lo que ha habido
interés en encontrar especies capaces de colonizar suelos contaminados con metales para la
recuperacion de éstos, ya que las leguminosas rara vez crecen en suelos contaminados con
metales (Chaudhary et al., 2011). La compleja naturaleza de la simbiosis hace que ésta sea
sensible a las condiciones de toxicidad por metales, Rhizobium ha sido reportada como
elemento clave en el establecimiento de leguminosas en condiciones de estrés para las
plantas (Requena et al., 1996). Por ejemplo, Chaudhary et al. (2011) reportan que un
consorcio de Rhizobium tolera concentraciones de Ni (207 mg kg™) y de Pb (41 mg kg™),
ademas de estimular el crecimiento vegetal de Vigna radiata L. y Vigna angularis L.

El nimero de nodulos por planta fue mayor en las plantas donde se aplico el

vanadio con respecto a la aplicacion del niquel. Para ambos metales, la mayor nodulacion
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se presentd en las plantas inoculadas con Rhizobium. En el caso de vanadio, las plantas
inoculadas con Rhizobium y Rhizophagus (doble inoculacién) tuvieron nodulacién por lo
que la presencia del HMA podria estar confiriéndole resistencia a Rhizobium para
establecerse en un sistema contaminado con vanadio. En este sentido, se ha comprobado
que los HMA tienen un efecto benéfico cuando se encuentran en un sistema de
fitorremediacion, ya que inmovilizan los metales en la raiz, reducen su translocacion hacia
la parte aérea, y permiten el establecimiento de otros microorganismos rizosféricos
benéficos (Guerra-Sierra, 2008).

El porcentaje de colonizacion de Rhizophagus intraradices no fue afectado por la
presencia de vanadio y del niquel en el suelo. Lo anterior permite considerar a esta especie
fangica como tolerante a ambos metales (120 mg kg™). No obstante, la presencia de
vanadio disminuyo el porcentaje de colonizacion de Rhizophagus intraradices (27%) en
comparacion con las plantas tratadas con niquel (62%). En los tratamientos
correspondientes a la doble inoculacion (Rhizobium+Rhizophagus). EI nimero de esporas y
la colonizacion micorrizica de las raices de las plantas hospederas a menudo disminuyen
por las alteraciones del suelo. Sin embargo, algunas especies de HMA adaptadas a las
condiciones del suelo contaminado, podrian estimular el crecimiento de las plantas (Leyval
et al.,, 1997). Los HMA pueden desarrollarse en suelos altamente contaminados con
metales pesados como plomo, cadmio, zinc, niquel, etc.; sin embargo, el porcentaje de
colonizacion a menudo disminuye en esas condiciones. Varios metales pesados pueden ser
toxicos para los HMA, dependiendo de su concentracion, pH del suelo, forma quimica del
metal, etc., afectando la germinacion de esporas, el crecimiento micelial, y la colonizacion

micorrizica (Jamal et al., 2002).
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Ambos metales no tuvieron efecto en el intercambio gaseoso (tasa de transpiracién
conductancia estomatica, fotosintesis y uso eficiente del agua); sin embargo, para vanadio
se encontrd que las plantas con Rhizobium y con la doble inoculacién presentaron mayor
cantidad de clorofila, aunque esto no se refleja en un aumento en la tasa fotosintética de las
plantas. En cuanto a niquel, los tratamientos correspondientes a Rhizobium y Rhizophagus,
presentaron mayor intercambio gaseoso, excepto en la actividad fotosintética en donde el
testigo presentd mayor fotosintesis (11.43 umol m?s™).

En cuanto a niquel, la clorofila b fue més sensible a la contaminacion por este metal.
El estrés generado por los metales altera las funciones metabdlicas y fisioldgicas de la
planta (Vig et al., 2003). La fotosintesis es el proceso por el cual las plantas convierten la
energia luminosa en energia quimica, y este proceso se inicia cuando la luz es absorbida por
los pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y carotenoines) de los complejos antena de la
membrana fotosintética, donde parte de la energia absorbida es transferida como energia de
excitacion y atrapada por centros de reaccion (Gonzélez-Moreno et al., 2008). Los metales
pesados pueden sustituir al ibn Mg en la molécula de clorofila, lo que imposibilita la
captacion de fotones, generando como consecuencia una disminuciéon de la actividad
fotosintética (Diaz-Aguilar et al., 2001; Yang et al., 2005). Los carotenoides por su parte,
desempefian un papel importante en el ensamblaje de los complejos captadores de luz y
tienen una funcién indispensable, en la proteccion del aparato fotosintético por un posible
dafio fotooxidativo (Taiz y Zeiger, 2002). En el presente trabajo, el contenido de los
carotenoides, en comparacion a los otros pigmentos fotosintéticos, fue mayor para ambos
metales. Para vanadio, las plantas contaminadas presentaron mayor concentracion de
carotenoides excepto en el testigo, mientras que con niquel, las plantas con Rhizobium

presentaron menor contenido de carotenoides.
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Pernia et al. (2003) indicaron que en condiciones de estrés oxidativo las plantas
aumentan sus concentraciones de carotenoides, para contrarrestar la formacion de radicales
libres. La relacion clorofila/carotenoide disminuye por el estrés generado por los metales
pesados (Taiz y Zeiger, 2002). En promedio, para todos los tratamientos contaminados con
vanadio, se presenté un contenido de clorofila total de 0.007 mg cm™ y 0.46 mg cm™ en
carotenoides; mientras que para niquel la clorofila total fue de 0.007 mg cm? y los
carotenoides 0.49 mg cm. La disminucién en la concentracion de clorofila es atribuida al
hecho de que el vanadio y el niquel inhiben su biosintesis a través de las enzimas
implicadas en este proceso (Feller et al., 2008). Sin embargo, en el presente trabajo la
relacion de estos pigmentos fotosintéticos tanto en ausencia como en presencia de V o de
Ni, los tratamientos mostraron una relacion semejante de 0.015. Lo que indica que ambos
metales no ejercen un estres en la planta.

Los resultados indican que el vanadio y el niquel no afectaron el establecimiento de
la simbiosis, tanto con Rhizobium, con Rhizophagus, y con la doble inoculacién. Sin
embargo, se observa que estos metales ocasionan ciertas alteraciones en el metabolismo de
la simbiosis con Rhizobium ya que la actividad nitrogenasa fue afectada por la presencia de
ambos metales. En las plantas con la doble inoculacidn la actividad nitrogenasa es minima
en comparacion con las plantas con Rhizobium, para ambos metales. La leghemoglobina es
una proteina sintetizada por las leguminosas en los nédulos durante la simbiosis, que sirve
de proteccion para los bacteroides al regular el flujo de oxigeno (Taiz y Zeiger et al., 2002).
La disminucion de la concentracion de esta proteina tiene una relacion directa con la
disminucion de la actividad nitrogenasa, siendo probable que el vanadio y el niquel inhiban

la sintesis de leghemoglobina afectando la actividad nitrogenasa, ya que en los tratamientos
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en donde no se aplicaron ambos contaminantes presentaron mayor actividad nitrogenasa
(Figuras 5.7 y 5.16).

El vanadio se acumulé en el tejido foliar, ya que la concentracion de éste fue de 18
mg kg™, mientras que en suelo fue de 1.2 mg kg™, superando con ello el limite maximo
permisible establecido para vanadio en Phaseolus vulgaris (8.3 mg kg™) (Khono, 1986). La
acumulacién de niquel fue similar tanto en el tejido foliar (4 mg kg™) como en el suelo (4.5
mg kg™), indicando que no se rebasa el limite que podria causar toxicidad en las plantas
(10-83 mg kg™) (Macnicol y Beckett, 1985). El mayor contenido de niquel en el suelo se
encontr6 en el tratamiento con Rhizophagus, mientras que el menor contenido se obtuvo en
el tratamiento con la doble inoculacion, en donde probablemente la actividad de la
simbiosis tripartita tuvo en efecto significativo en la traslocacion del niquel.

En este experimento se evalud la interaccion de la simbiosis tripartita Rhizobium
tropici-Phaseolus vulgaris-Rhizophagus intraradices en la fitoextraccion de vanadio y
niquel, buscando un modelo y determinar el papel de los sistemas simbidticos en la
fitoextraccion de metales. Sin embargo, es necesario considerar mas parametros como el
analisis quimico vegetal de los demas 6rganos, la estructura fisica del suelo y su relacion
con los metales contaminantes. No obstante, este trabajo es de los primeros en describir los
efectos del vanadio y del niquel (metales acompafiantes del petréleo) en una leguminosa

con la doble simbiosis (Rhizobium y HMA).
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CONCLUSIONES

Rhizobium tropici y Rhizophagus intraradices presentaron tolerancia a la presencia
de vanadio y niquel, ya que no inhibieron el establecimiento de la simbiosis con Phaseolus
vulgaris. La aplicacion de vanadio o de niquel reduce el peso seco total y la tasa relativa de
crecimiento de las plantas, y los microorganismos atentan su efecto negativo.

El ndmero de nddulos fue mayor en las plantas contaminadas con vanadio,
indicando que Rhizobium fue menos sensible al vanadio que al niquel. La colonizacion
micorrizica en plantas ante vanadio fue del 30% mientras que con niquel fue del 60%,
concluyendo que Rhizophagus intraradices es mas tolerante a la presencia de niquel que al
vanadio.

La doble inoculacion de Rhizobium tropici y Rhizophagus intraradices, estimuld el
contenido de clorofila a, b, total y carotenoides. El contenido de clorofila total fue mayor
en las plantas contaminadas con vanadio y con la doble inoculacién, mientras que para
niquel, las plantas con Rhizobium y sin contaminar presentaron mayor contenido de
clorofila total. En ambos metales la fotosintesis fue mas alta en los testigos.

Ambos metales afectaron la actividad nitrogenasa en raices de Phaseolus vulgaris, y
la mayor reduccion de acetileno se presento en las plantas con Rhizobium.

El vanadio se acumulé en el tejido foliar, superando el limite critico para frijol;
mientras que el niquel se encontré dentro de las concentraciones establecidas como no

toxicas.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES
La simbiosis entre Phaseolus vulgaris y Rhizobium tropici es tolerante a vanadio y
niquel ante concentraciones de hasta 120 mg L™, aunque el niimero total de nédulos
fue menor en las concentraciones mas altas para ambos metales.
Phaseolus vulgaris es mas sensible al niquel que al vanadio, al presentar menor
numero total de nédulos, peso seco total y actividad nitrogenasa.
El vanadio disminuye el contenido elemental de hierro y azufre en los nédulos en
concentraciones superiores a 75 mg L™; mientras que el niquel disminuy6 al fésforo
y cobre, e incrementd el contenido de potasio, ademas estimulé al hierro y
manganeso.
El vanadio y el niquel (120 mg L™) redujeron el peso seco total de las plantas,
ademas del contenido de clorofila, el intercambio gaseoso y la actividad
nitrogenasa.
Rhizophagus intraradices presenté una colonizacion micorrizica del 27% para
vanadio, mientras que para niquel el porcentaje de colonizacion fue del 62%.
El vanadio se acumulé en el tejido foliar, superando el limite critico para frijol;
mientras que el niquel se encontrd dentro de las concentraciones establecidas como
no toxicas.
La simbiosis tripartita Rhizobium tropici-Phaseolus vulgaris-Rhizophagus
intraradices, puede considerarse como un modelo util para la fitoextraccion de
vanadio o de niquel, los cuales son metales acompanantes del petrdleo crudo, y se

acumulan en suelos con derrames frecuentes.
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ANEXO

Cuadro 1A. Extracto de levadura manitol rojo congo (ELMARC)

Cantidad en 1000 mL de

Reactivo Agua destilada
K2HPO, 10g
NaCl 0.18¢g
Manitol 9.0g
Extracto de levadura 159
Rojo congo 1:400 (p/v) 10 mL
Agar 159

Cuadro 2A. Caldo de extracto de levadura (CELM)

Cantidad en 1000 mL de

Reactivo Agua destilada
K2HPO, 10g
MgSO,-7H,0 029
NaCl 0.18¢g
Manitol 9.0¢
Extracto de levadura 159
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Cuadro 3A. Solucién nutritiva de Jensen

Cantidad en 1000 mL

Reactivo de
Agua destilada
CaHPQO, 109
KoHPO, 029
NaCl 0.2
FeCls 0.1
Micronutrientes* 1mL

« . . Cantidad en 1000 mL
Preparacion de la solucion

para micronutrientes de .
Agua destilada

MnCI2-4H20 15 g
(NH4)MO7024'4H20 0.074 g
H,BO3 0.934¢g
ZnS0,4-7H,0 0.0350 g
CuSO4-5H,0 0.0310¢g
FeCl3-6H,0 7.70 g
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Cuadro 4A. Solucién Long Ahston modificada

Cantidad de reactivo en

Cantidad de solucién

Solucién stock peso stock para preparar 1
(gL™h L (1000 mL)
KNO; 80.8 5.0
MgSO,-7H,0 73.6 5.0
Ca(N03)2-4H20 188.8 5.0
1.25 paral0.25 pg mL™
NaH;PO,-H,0 36.8 2.50 para 20.50 pg mL™*

Elementos traza
Solucidn de citratos (adicionar
antes de la fertilizacion)

5.00 para 41 ug mL*
1.0

5.0

Solucion stock de elementos traza: aforar a 1000 mL con agua destilada

MnSQO,4-H,0 1.69
CuS04-5H,0 0.25
ZnS04-7TH,0 0.29
H3BO3 3.10
NaCl 5.90
(NH4)6M07024'4H20 0.088
MnSO,-H,0 1.69

Solucion stock de citratos

Citrato férrico (FeCsHsO7) 4.9
Acido citrico (H3CgHs) 49
*Aforar a 1000 mL con agua desionizada destilada.

*Agitar por unos minutos y autoclavear para la completa disolucion.

*Almacenar en refrigeracion

Hewitt (1966)
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