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RESUMEN 

La fitorremediación utiliza procesos biológicos con plantas para remover, degradar, 

transformar o estabilizar contaminantes. Los microorganismos benéficos asociados a la 

rizosfera de las plantas favorecen la eficiencia de la fitorremediación. Sin embargo, el papel 

e importancia de los microorganismos en la remoción de contaminantes orgánicos por las 

interacciones planta-microorganismo no están completamente esclarecidos. En el presente 

trabajo, se evaluó la capacidad de un hongo endófito transmitido vía semilla (identificado 

como Lewia sp. ACH-4) para mineralizar hidrocarburos, analizándose su efecto sobre el 

crecimiento, remoción y acumulación de hidrocarburos en Festuca arundinacea sobre suelo 

modelo (agrolita) y suelo contaminado artificialmente. Se utilizó una mezcla de 

hidrocarburos (MHC), constituida por dos hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP): 

fenantreno (PHE) y pireno (PYR), y un alifático: hexadecano (HXD). La concentración 

inicial de MHC fue 1500 mg kg-1. Los experimentos se llevaron a cabo en el invernadero de 

la UAM-I durante 45 días. Las plantas inoculadas y no inoculadas se cultivaron en unidades 

experimentales (frascos de vidrio oscuros cilíndricos) con suelo modelo (40 g) o suelo (400 

g). Para evaluar la supervivencia y efectividad en la remoción de hidrocarburos totales del 

petróleo (HTP) de la interacción Festuca arundinacea-Lewia sp., bajo condiciones 

experimentales de campo (4 Ton de suelo contaminado, con un tratamiento de remediación 

previo, provenientes de la Ex. Refinería 18 de Marzo de PEMEX), se desarrolló un 

experimento final que se mantuvo en observación durante 1.5 años. Al inocular con Lewia 

sp. se estimuló (100%) el crecimiento de las raíces de F. arundinacea en suelo modelo 

contaminado. La remoción de hidrocarburos fue mayor (25 ± 7.8%) en los suelos plantados 

que en los suelos sin plantar. La eficiencia de remoción de PYR fue significativamente 

diferente entre las plantas inoculadas (97.9%) y no inoculadas (91.4%) después de 45 días 

de crecimiento en suelo. Mientras, en el suelo modelo, la remoción de PYR fue 37 veces 

mayor con las plantas inoculadas que la obtenida con plantas no inoculadas. Nuestros 

resultados demuestran que Lewia sp. favorece la eficiencia de remoción de HAP por F. 

arundinacea, tanto en suelo modelo como en suelo, por lo que puede ser considerado como 

un hongo rizorremediador benéfico. La acumulación de PYR en raíces fue promovida 

significativamente después de 45 días de crecimiento en suelo modelo y suelo (318 y 1 

603.4 mg kg-1 de raíces en base seca, respectivamente). Los mecanismos de 
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fitorremediación estimulados por la interacción F. arundinacea - Lewia sp., fueron 

fitodegradación y rizodegradación. La supervivencia de F. arundinacea fue mayor (40%) 

en comparación con las plantas inoculadas con Lewia sp. (30%) cuando se sembró en suelo 

de la Ex. Refineria 18 de marzo (previamente remediado por empresas contratadas por 

PEMEX), bajo condiciones de campo. A los 120 días de cultivo las plantas inoculadas 

estaban más vigorosas y sanas que las no inoculadas. Finalmente, no se observaron 

diferencias significativas en la remoción de HTP por F. arundinacea inoculada y no 

inoculada con Lewia sp. 

 

Palabras clave: hongo filamentoso transmitido vía semillas; hongo endófito; Lewia sp.; 

hidrocarburos aromáticos policíclicos; Festuca arundinacea. 



 

  
8 

 

  

ABSTRACT 

Phytoremediation utilizes biological process to remove, degrade, transform or stabilize 

contaminants. Beneficial microorganisms associated with the rhizosphere of plants 

enhanced the phytoremediation efficiency. Nevertheless, the role and importance of 

microorganism in organic contaminant removal by plant-microbe interaction are not 

completely understood. In this work, the ability of an endophyte fungus (identified as 

Lewia sp. ACH-4) for mineralizing hydrocarbons and the effect on growth, and 

hydrocarbon accumulation and removal by Festuca arundinacea growing on artificially 

contaminated model soil (perlite) and soil were evaluated. A hydrocarbon mixture of two 

polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), phenanthrene (PHE) and pyrene (PYR), blended 

with an aliphatic hydrocarbon, hexadecane (HXD), was used. The initial HM concentration 

was 1500 mg kg-1. Greenhouse experiments were carried out for 45 days. Inoculated and 

non-inoculated plants were grown in dark cylindrical glass pots with model soil (40 g) or 

soil (400 g). A final 1.5-year experiment was performed in order to evaluate both survival 

and effectiveness for removal of total petroleum hydrocarbons of the Festuca arundinacea-

Lewia sp. interaction, under field experimental conditions (4 ton of contaminated, 

previously remediated soil, obtained from the former Refinery 18 de Marzo, PEMEX). 

Inoculation with Lewia sp., a seed-borne endophyte fungus, stimulated (100%) root growth 

of F. arundinacea in contaminated model soil. Hydrocarbon removal was greater in planted 

than in unplanted assays. PYR removal efficiency for inoculated (97.9%) and non-

inoculated (91.4%) plants was significantly different after 45 days of growth in soil; whilst 

in model soil, PYR removal was 37-fold higher with inoculated plants than with non-

inoculated plants. Our results demonstrate that Lewia sp. improved the efficiency of PAH 

removal by F. arundinacea, for both model soil and soil, for this reason Lewia sp., could be 

considered a beneficial rhizoremediator. Root accumulation of PYR was promoted after 45 

days of growth in model soil and soil, 318 y 1603.4 mg kg-1 of dry roots, respectively. 

Phytoremediation mechanisms stimulated by interaction F. arundinacea-Lewia sp. were 

phytodegradation and rizodegradation. Survival of non-inoculated F. arundinacea growing 

in ex-refinery March 18 soil (previously remediated), under field conditions, was higher 

(40%) compared to plants inoculated with Lewia sp. (30%). Inoculated plants were healthy 

compared with non-inoculated plants after 120 days. Finally, there were not significant 
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differences in the total petroleum hydrocarbon removal between Festuca arundinacea 

inoculated with Lewia sp. and non-inoculated F. arundinacea. 

 

Keywords: Seed-borne filamentous fungus; endophytic fungus; Lewia sp.; Polycyclic 

aromatic hydrocarbons; Festuca arundinacea. 
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ABREVIATURAS 
 

DCM    Diclorometano 
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HAP    Hidrocarburos aromáticos policíclicos 

HTP    Hidrocarburos totales del petróleo 

HXD    Hexadecano 

ITS    Internal transcribed spacers 

MHC    Mezcla de hidrocarburos 

MS    Medio Murashige and Skoog 

NOM    Norma Oficial Mexicana 

PCR    Reacción en cadena de la polimerasa 

PDA    Agar papa dextrosa 

PHE    Fenantreno 

PYR    Pireno 

TAE    Solución compuesta por base tris, ácido acético y EDTA 

UAM-I   Universidad Autónoma Metropolitana unidad Iztapalapa 

US EPA Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos de 

Norteamérica 
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INTRODUCCIÓN 

La contaminación de suelos con hidrocarburos derivados del petróleo es un problema que 

se ha extendido en la actualidad, como resultado de derrames de contenedores, rupturas en 

tuberías subterráneas y distintos procesos industriales. Entre los componentes del petróleo, 

considerados contaminantes persistentes, se identifica a los hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAP): compuestos formados por dos o más anillos aromáticos fusionados, 

constituidos por átomos de carbono e hidrógeno, químicamente estables a temperatura 

ambiente. Los HAP son resultado de la combustión incompleta de materiales como materia 

orgánica, gasolinas y carburantes de los motores de vehículos, humo de tabaco, carbón y 

madera; o como producto de incendios forestales y quemas agrícolas, incineración de 

residuos, refinación de petróleo, producción de asfalto y aluminio (Srogi, 2007). Debido a 

sus estructuras hidrofóbicas son casi o totalmente insolubles en agua. Su solubilidad en 

agua, además, disminuye a medida que aumenta su peso molecular. Debido a que son 

altamente hidrofóbicos, se encuentran fundamentalmente en aire, agua, suelo y vegetación, 

aunque un inventario preliminar de HAP en el ambiente de Reino Unido mostró que el 

suelo es el principal depósito de estos contaminantes (Gan y col., 2009). Los suelos 

contaminados con HAP presentan riesgos potenciales para la salud humana y para los 

ecosistemas naturales, porque algunos HAP se han reportado como carcinogénicos, 

citotóxicos o ecotóxicos (Srogi, 2007). Por lo tanto, es de vital importancia promover su 

eliminación, preferentemente por la vía de su biodegradación. Recientemente, el interés por 

desarrollar estrategias de remediación in situ de contaminantes ambientales con HAP se ha 

incrementado de manera considerable (Ho y Banks, 2006; Gan y col., 2009; Ndimele, 

2010). Una alternativa biológica, amigable con el ambiente, que recientemente ha recibido 

mucha atención es la fitorremediación o uso de vegetales para remediar sitios 

contaminados. La fitorremediación constituye un grupo de tecnologías innovadoras que 

aprovecha las plantas y los procesos naturales para remediar o estabilizar residuos 

peligrosos en suelos, sedimentos, aguas superficiales o subterráneas (Ndimele, 2010). En 

los últimos cinco años, los estudios relacionados con el uso de fitorremediación para 

restaurar ambientes contaminados con HAP han aumentado de aproximadamente 448 

publicaciones en 2008 hasta llegar a más de 1100 en 2013 (base de datos Scopus). Este 

conjunto de tecnologías es económico y eficaz para disminuir los contaminantes en el 
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suelo. Se conocen tres posibles mecanismos que contribuyen a la fitorremediación de 

contaminantes orgánicos: (i) la fitovolatilización; se refiere a la evaporación, a través de la 

transpiración de las plantas, de aquellos contaminantes volátiles absorbidos por las raíces, 

(ii) la fitodegradación; en la que después de la absorción de contaminantes por las raíces de 

las plantas se lleva a cabo el metabolismo de los mismos y (iii) la fitoestimulación o 

rizodegradación; en este mecanismo las plantas, por medio de la producción de exudados 

radiculares, promueven el crecimiento de microorganismos y así la sucesiva degradación o 

transformación de contaminantes por la comunidad microbiana asociada a la rizosfera 

(Pilon-Smits, 2005; Lazcano y col., 2010). La familia de las gramíneas es una de las más 

importantes para la fitorremediación de suelos contaminados con compuestos orgánicos 

como los HAP e hidrocarburos del petróleo (Gawronski y Gawronska, 2007); Festuca 

arundinacea es una gramínea constantemente utilizada en estudios de fitorremediación de 

suelos contaminados con HAP (Siciliano y col., 2003; Xiao y col., 2004; Cheema y col., 

2009; Soleimani y col., 2010a) y como testigo en estudios de fitorremediación in vitro 

(Reynoso-Cuevas y col., 2008). Por otro lado, se conoce una gran variedad de 

microorganismos rizosféricos que han sido investigados para degradar exitosamente 

hidrocarburos del petróleo, los hongos filamentosos entre ellos. Estudios recientes de 

fitorremediación sugieren que los hongos endófitos juegan un papel importante en este 

proceso (Mohsenzadeh y col., 2010; Soleimani y col., 2010a). Los hongos endófitos se 

definen como microorganismos que colonizan los tejidos internos de una planta sin causar 

algún daño negativo inmediato (Kuldau y Bacon, 2008). Estos hongos se benefician de la 

asociación simbiótica mediante el suministro de nutrientes por los exudados de las raíces, 

mientras que las plantas se benefician por un incremento de la absorción de nutrientes y 

protección contra estrés biótico y abiótico, por ejemplo, mediante la reducción de la 

toxicidad de los contaminantes del suelo (Tanaka y col., 2012). En este trabajo, se evaluó el 

efecto de Lewia sp. (un hongo filamentoso transmitido vía semillas) como un inóculo 

exógeno en la remoción de hidrocarburos que contaminan los suelos. Se estudió la 

remoción de los hidrocarburos en diferentes matrices, así como la acumulación en los 

tejidos de Festuca arundinacea. Se utilizó, además de suelo y suelo con hidrocarburos 

(previamente remediado), suelo modelo (perlita) con el fin de controlar variables implícitas 

en el suelo (porosidad, microorganismos nativos y absorción de los contaminantes por la 
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matriz del suelo, entre otros). El estudio se centró en evaluar las condiciones que 

promueven el crecimiento de las plantas en el suelo y así acelerar la remediación de suelos 

contaminados con hidrocarburos a través de la inoculación selectiva con microorganismos 

específicos que tienen la capacidad de degradar hidrocarburos. 
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1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1 Hidrocarburos aromáticos policíclicos 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) constituyen un amplio grupo de 

compuestos orgánicos. Se caracterizan por estar formados por átomos de carbono e 

hidrógeno. Están constituidos por la unión de dos o más anillos, que contienen cinco o seis 

átomos de carbono, en arreglos lineales, angulares y en grupo, se pueden encontrar en 

suelo, sedimentos y dispersos en el aire (Haritash y Kaushik, 2009). 

1.1.1 Propiedades físico-químicas de los HAP 

Las características físico-químicas de los HAP son muy diversas; algunos de ellos son 

semivolátiles, se encuentran en forma gaseosa a temperatura ambiente, mientras que otros 

tienen un elevado punto de ebullición. Debido a su estabilidad a temperatura ambiente y a 

sus frecuentes estructuras hidrofóbicas, son casi o totalmente insolubles en agua. En 

general, son lipofílicos porque tienden a unirse a sustancias lípidicas y/o disolverse en ellas. 

Este carácter lipofílico de los HAP se incrementa con la complejidad de los compuestos y 

la masa molecular, es decir, su afinidad es mayor por las grasas cuando más átomos y más 

anillos forman la molécula del HAP. Son inestables fotoquímicamente (se degradan por la 

luz). En la Tabla 1 se muestran algunas propiedades que caracterizan este grupo de 

moléculas. Una característica importante de los HAP de alto peso molecular es su efecto 

recalcitrante. Los contaminantes recalcitrantes persisten mucho tiempo en la biosfera sin 

alterarse porque tienen una estructura química muy estable, por lo que resisten al ataque de 

los microorganismos o de cualquier mecanismo de degradación, sea biológico o químico. A 

pesar del efecto recalcitrante de algunos HAP, hay estudios que demuestran que pueden ser 

metabolizados por algunos microorganismos, incluyéndose a los hongos filamentosos 

(Haritash y Kaushik, 2009).  
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Tabla 1. Estructura, solubilidad y efecto recalcitrante de algunos hidrocarburos aromáticos 

policíclicos utilizados como modelo de estudio. 

HAP Estructura Solubilidad (mg L-1) Efecto 
Recalcitrante* 

Naftaleno  31.7  

Acenafteno  

 

3.9  

Antraceno  

 

0.07  

Fenantreno  

 

1.3  

Fluorantreno  

 

0.26  

Pireno  

 

0.14  

Benzo(a)antraceno  

 

0.002  

Benzo(a)pireno  

 

0.003  

*La dirección de la flecha indica cómo aumenta el efecto recalcitrante.  
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1.1.2 Formación de los HAP 

En el proceso de combustión de la materia orgánica, la combustión es incompleta si no hay 

suficiente oxígeno: parte del combustible no reacciona completamente con el oxígeno y se 

forman otros subproductos. Los HAP son moléculas lipofílicas producto de la combustión 

incompleta del carbón, aceites, gases, madera, residuos domésticos y, en general, sustancias 

de origen orgánico. La tasa de formación de los HAP depende de las condiciones de la 

combustión: si ésta genera mucho humo negro dará lugar a mayor cantidad de HAP. 

También se encuentran de forma natural en el petróleo, el carbón, depósitos de alquitrán y 

como productos de la utilización de combustibles, ya sean fósiles o biomasa, y de la 

actividad volcánica (Beyer y col., 2010). Debido a que son altamente hidrofóbicos, se 

encuentran en todo el ambiente, son fácilmente absorbidos por partículas sólidas de materia 

orgánica, formando micro-contaminantes en el ambiente. Aire, agua, suelo y vegetación 

actúan como ambientes de almacenaje de HAP, aunque un inventario preliminar de HAP en 

el ambiente del Reino Unido mostró que el suelo es el principal depósito de estos 

contaminantes (Gan y col., 2009). 

1.1.3 Efectos tóxicos de los HAP 

Algunos HAP de bajo y, principalmente, los de alto peso molecular son contaminantes 

altamente peligrosos considerados tóxicos, mutagénicos o carcinogénicos. En la Tabla 2 se 

enlistan 28 HAP que recientemente han sido identificados como contaminantes peligrosos 

por la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (US EPA, 

2008). La toxicidad de los HAP depende principalmente de la estructura del compuesto, 

incluso algunos isómeros con el mismo número de anillos pueden variar de no tóxico a 

extremadamente tóxico dependiendo de las diferentes posiciones estéricas de los anillos 

bencénicos. La biotransformación enzimática también determina la toxicidad de los HAP y 

los organismos con baja capacidad para biotransformarlos son más vulnerables a los HAP 

peligrosos. Por ejemplo, en los peces los HAP pueden metabolizarse para formar 

metabolitos, los cuales subsecuentemente pueden unirse covalentemente a macromoléculas 

celulares, como DNA, RNA y proteínas. Pero al no tener desarrollado un sistema de 

reparación de DNA, se pueden producir varias lesiones y condiciones adversas en las 

células y el organismo, dando como resultado peces con tumores, pérdida de crecimiento, 
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reducción de supervivencia y un incremento en el desarrollo de malformaciones (Beyer y 

col., 2010). 

 

Tabla 2. HAP identificados como contaminantes peligrosos por la Agencia de Protección 

Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (US EPA)  

Número* HAP Número de anillos 
1 Benzo(a)antraceno 4 
2 Criseno 4 
3 Benzo(a)pireno 5 
4 Benzo(b)fluoranteno 5 
5 Benzo(j)fluoranteno 5 
6 Benzo(k)fluoranteno 5 
7 Fluoranteno 4 
8 Benzo(r,s,t)pentafeno 6 
9 Dibenz(a,h)acridino 5 

10 Dibenz(a,j)acridino 5 
11 Dibenzo(a,h)antraceno 5 
12 Dibenzo(a,e)fluoranteno 6 
13 Dibenzo(a,e)pireno 6 
14 Dibenzo(a,h)pireno 6 
15 Dibenzo(a,l)pireno 6 
16 7H-Dibenzo(c,g)carbazole 5 
17 7-12-Dimetilbenz(a)antraceno 4 
18 Indeno(1,2,3-cd)pireno 6 
19 3-Metilclorantreno 4 
20 5-Metilcriseno 4 
21 1-Nitropireno 4 
22 Acenafteno 3 
23 Acenaftileno 3 
24 Antraceno 3 
25 Benzo(g,h,i)perileno 6 
26 Fluoreno 3 
27 Fenantreno 3 
28 Pireno 4 

*Compuestos enumerados 1-21 están reportados en el inventario de tóxicos de la US EPA 
National Waste Minimisation Programme, mientras que 22-28 en la lista de US EPA 
Priority Chemical List. 
 

1.1.4 Metabolismo de HAP en hongos 

La biodegradación de los HAP por hongos y otros microorganismos ha sido estudiada y 

revisada ampliamente en los últimos años (Muckian y col., 2007; Acevedo y col., 2010; 
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Wang y col., 2012). La mayoría de los hongos no pueden utilizar los HAP como única 

fuente de carbono y energía, pero pueden co-metabolizar HAP y generar una amplia 

variedad de productos, y en algunos casos degradarlos hasta CO2 y agua (mineralización). 

Se conocen dos tipos de metabolismo fúngico de HAP: para hongos no-ligninolíticos y para 

ligninolíticos (también conocidos como hongos de pudrición blanca). La mayoría de los 

hongos son no-ligninolíticos, ya que no crecen en la madera, y por lo tanto, no tienen 

necesidad de producir las enzimas peroxidasas, como lignina, manganeso y glioxal 

peroxidasas (enzimas producidas por los hongos ligninolíticos). Como se muestra en la 

Figura 1, el primer paso en el metabolismo de los HAP en la mayoría de los principales 

grupos de hongos no-ligninolíticos (incluyendo zigomicetos, hifomicetos, ascomicetos-

grupo al que pertenece Lewia sp. y otros) es oxidar un anillo aromático para producir un 

óxido de areno mediante la reacción catalizada por la enzima citocromo P-450 

monoxigenasa. Esta ruta es similar al metabolismo de HAP en los mamíferos. En 

comparación con la oxidación del anillo aromático por enzimas dioxigenasas para formar 

cis-dihidrodiol, la enzima monoxigenasa incorpora únicamente un átomo de oxígeno al 

anillo para formar un óxido de areno. Esta molécula es posteriormente hidratada a través de 

una reacción catalizada por la epóxido-hidrolasa para formar trans dihidrodiol. Además, se 

pueden producir derivados del fenol a partir de óxidos de areno, por el reordenamiento no 

enzimático del compuesto, que pueden actuar como sustratos para la posterior sulfatación, 

metilación o conjugación con glucosa, xilosa o ácido glucurónico. Aunque la mayoría de 

los hongos no-ligninolíticos no son capaces de mineralizar los HAP, estos HAP 

transformados son generalmente menos tóxicos y más solubles que sus respectivos 

compuestos originales (Cerniglia y Sutherland, 2010). 
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1.1.5 Metabolismo de HAP en las plantas 

El metabolismo de compuestos orgánicos en plantas se lleva a cabo durante la absorción 

por las raíces y la difusión a través de tallos y hojas de las plantas. La actividad metabólica 

en plantas incluye la activación o modificación del compuesto (fase I), su conjugación (fase 

II) y su transporte o excreción (fase III) (Schröder, 2007). En la Figura 2 se muestran las 

reacciones catalizadas inicialmente por esterasas, P450 monooxigenasas y peroxidasas 

durante la fase I, para llevar a cabo la activación de los compuestos orgánicos por 

reacciones de oxidación, reducción e hidrólisis. En muchos de los casos, la activación es 

catalizada también por peroxidasas. Sin embargo, las reacciones de oxidación más 

importantes están reguladas por la enzima citocromo P450 monooxigenasa (que comprende 

la familia más grande de proteínas de plantas). Las enzimas implicadas en la fase I están 

localizadas en fracciones de membrana en las células de las plantas (monooxigenasa p450) 

o en el apoplasto y citosol (peroxidasas). Posteriormente, en la fase II se efectúa la 

conjugación, realizada por las enzimas glutatión y glucosil tranferasa. Finalmente, la fase 

III ha sido dividida en dos fases independientes, (i) en ella ocurre el transporte y almacenaje 

de estos conjugados en las vacuolas o (ii) en este caso se siguen transformando los 

conjugados hasta formar metabolitos solubles o conjugados secundarios, como por ejemplo, 

residuos que se unen a la pared celular o simplemente son excretados (James y Strand, 

2009). Todas las plantas poseen gran cantidad de enzimas requeridas para el metabolismo 

de contaminantes. Sin embargo, la actividad específica de una enzima para el metabolismo 

de distintos contaminantes puede no estar disponible en todas las especies de plantas: por 

ejemplo, la antrazina es sólo destoxificada por el maíz y algunas especies de sorgo, 

mientras que otras gramíneas no están equipadas con las isoenzimas responsables para 

destoxificar este tipo de contaminantes (Schröder, 2007). 
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Figura 2. Metabolismo de compuestos orgánicos en plantas. 

1.2 Fitorremediación 

1.2.1 Concepto de fitorremediación 

Fitorremediación viene del griego phyto, que significa "planta" y del latín remedium, que 

significa "restablecer el equilibrio". La fitorremediación consiste en mitigar las 

concentraciones de contaminantes, a través del uso de las plantas, en suelos, agua, 

sedimentos y aire, con plantas capaces de remover, degradar o estabilizar metales, 

plaguicidas, solventes, explosivos, hidrocarburos del petróleo y otros contaminantes. Bajo 

esta perspectiva, este tratamiento de los problemas ambientales se realiza sin necesidad de 

excavar y disponer del material contaminante en otro lugar. Es una tecnología eficiente para 

una amplia variedad de contaminantes orgánicos e inorgánicos (Ndimele, 2010). 

1.2.2 Ventajas y desventajas de la fitorremediación 

La fitorremediación puede ser aplicada a una amplia gama de condiciones ambientales. En 

comparación con otras tecnologías de remediación, se puede aplicar tanto a contaminantes 

orgánicos como inorgánicos en suelos, sedimentos, aguas superficiales y aguas 

subterráneas. Además, en algunos casos se puede aplicar a varias combinaciones de 
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diferentes tipos de contaminantes y varios medios afectados simultáneamente. Otra de las 

principales ventajas de la fitorremediación es su bajo costo en comparación con otros 

métodos de remediación, tales como la excavación. Cuando es usada como una etapa 

secundaria en el tratamiento in situ, se reducen los costos de transporte, minimizando el 

daño físico del suelo y los costos asociados con el tratamiento fuera del sitio (ITRC, 2009). 

El costo de la fitorremediación (en USD) se ha estimado en $25-$100 por tonelada de suelo 

y $0.60-$6.00 por cada 1000 galones de agua contaminada por compuestos orgánicos 

(May, 2011).  

Otras ventajas son las siguientes: 

 Se considera una tecnología verde y sostenible. 

 Mejora la calidad del aire y secuestra los gases que provocan el efecto 

invernadero. 

 Minimiza las emisiones de aire, flujo de agua y la generación de residuos 

secundarios. 

 Controla la erosión, infiltración y emisiones de polvo. 

 Percepción pública favorable, incluso como una oportunidad educativa. 

 Mejora la estética, incluyendo la reducción de ruido. 

 Aplicable a lugares remotos, potencialmente sin acceso. 

 Se puede utilizar para complementar otras tecnologías de remediación (tren de 

tratamiento). 

 Se puede utilizar para identificar y monitorear la contaminación. 

 Puede ser instalado como una medida preventiva. 

 Bajo mantenimiento, resistente y con auto reparación. 

 Proporciona restauración y recuperación de suelos durante la limpieza. 

 Puede tener un costo competitivo. 

 

La creciente aceptación pública de tecnologías con plantas hace de la fitorremediación una 

aplicación biotecnológica prometedora. Sin embargo, la aplicación de la fitorremediación 

tiene limitaciones: los tiempos de proceso pueden ser muy prolongados y la 

biodisponibilidad de los contaminantes puede ser limitada. Para superar estas limitaciones 
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es importante comprender y descifrar los mecanismos que utilizan y desarrollan las plantas 

para la remoción y/o degradación de los contaminantes. 

1.2.3 Mecanismos de fitorremediación 

El paso crucial para que las plantas puedan metabolizar los contaminantes orgánicos es la 

absorción. Bajo ciertas condiciones climáticas, el carácter lipofílico del contaminante, 

expresado como su coeficiente de partición octanol-agua (Kow), ha mostrado ser el 

parámetro determinante para la entrada a la raíz y la sucesiva translocación. Los 

contaminantes orgánicos con un log Kow≤1 se consideran muy solubles en agua y 

generalmente, en ambientes lluviosos o sistemas donde la tasa de evapotranspiración es 

alta, no son acumulados. Sin embargo, cuando no se presentan estas condiciones, los 

contaminantes pueden acumularse en la planta y generalmente son transportados hacia la 

parte aérea de las plantas vía xilema. Los contaminantes con un log Kow entre 1 y 4, son 

absorbidos por las raíces y tienen movilidad vía xilema y aquellos con log Kow mayor a 4 

son altamente absorbidos por las raíces, con una lenta o nula translocación a los tallos y 

hojas. En la Tabla 3 se muestran los valores log Kow de algunos contaminantes orgánicos 

frecuentemente estudiados (Yang y Zhu, 2007; Gomez-Eyles y col., 2010). 

 

Tabla 3. Coeficiente de partición octanol/agua (log Kow) para contaminantes orgánicos 

Compuesto log Kow Compuesto Log Kow 

Anilina 0.9 Fluoreno 4.18 

Fenil aceto nitrilo 1.6 Ácido dodecanoico 4.2 

Ácido benzoico 1.9 Fenantreno 4.57 

Nitrobenceno 1.9 Fluoranteno 4.7 

Tolueno 2.7 Pireno 5.18 

Naftaleno 3.6 DDT 6.2 

 

Los contaminantes orgánicos son compuestos que pueden ser mineralizados completamente 

por diferentes plantas. Aunque el conocimiento de la degradación de contaminantes por el 

sistema metabólico de las plantas es aún limitado, comparado con el conocimiento del 

mismo proceso en bacterias, varios reportes confirman la importancia de la 
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fitorremediación como una tecnología emergente (Gerhardt y col., 2009). En la Figura 3 se 

ilustran los posibles mecanismos de fitorremediación de compuestos orgánicos: 

fitovolatilización, fitodegradación y fitoestimulación o rizodegradación (ITRC, 2009). 

 

 
Figura 3. Representación esquemática de los posibles mecanismos de fitorremediación 

para contaminantes orgánicos. 

 

Fitovolatilización. La capacidad natural de una planta para volatilizar un contaminante 

inicia a través de la absorción de los contaminantes por sus raíces: aquellos que son 

volátiles se difunden a través de la planta y finalmente son liberados a la atmósfera por los 

estomas abiertos en las hojas (transpiración), como se muestra en la Figura 4. Una vez 

liberados a la atmósfera, los compuestos con dobles enlaces pueden ser rápidamente 

oxidados por los radicales hidroxilo (ITRC, 2009). 
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Figura 4. Representación esquemática del mecanismo de fitovolatilización. 

 

Fitodegradación. En la Figura 5 se ilustra el mecanismo de fitodegradación, que también 

es llamado "fitotransformación". Este término se refiere a la transformación o 

mineralización a través de diversas reacciones enzimáticas internas y procesos metabólicos 

propios de la planta. Algunas especies de plantas degradan y/o transforman los 

contaminantes después de absorberlos. Esto lo hacen a través del proceso metabólico 

catalizado por enzimas, dentro de la raíz o en las células de la parte aérea. Entre las enzimas 

más conocidas en fitorremediación destacan las peroxidasas, las monoxigenasas, las nitrato 

reductasas y las fosfatasas. Otra forma de descomposición de los contaminantes pueda 

darse por la secreción de enzimas y compuestos químicos al suelo. Las enzimas secretadas 

son generalmente deshidrogenasas, oxigenasas y reductasas.  
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Figura 5. Representación esquemática del mecanismo de fitodegradación. A: actividades 

enzimáticas de la planta. B. oxidación fotosintética. 

 

Fitoestimulación/Rizodegradación. Los contaminantes como los HAP son altamente 

hidrofóbicos y pueden ser absorbidos por la matriz del suelo. De esta manera, se disminuye 

su biodisponibilidad para ser incorporados por las plantas y continuar así con la sucesiva 

fitotransformación. El mecanismo que se ha observado para contrarrestar este efecto es la 

rizodegradación, como se muestra en la Figura 6, que se basa en la degradación microbiana 

de los contaminantes en la rizosfera. Esto ocurre porque la planta promueve el desarrollo de 

microorganismos degradadores de compuestos orgánicos (bacterias y hongos) a través de la 

producción de exudados radiculares. Un buen indicador de si una planta conserva un 

contaminante en la raíz es, como ya se mencionó anteriormente, el Kow: altos valores de Kow 

se corresponderían con una mayor probabilidad de que el compuesto quede retenido en las 

raíces, lo que propiciaría la degradación microbiana. Por consiguiente, en estos casos la 

rizodegradación podría ser el mecanismo más importante para la eliminación de 

compuestos orgánicos en suelos contaminados. 
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Figura 6. Representación esquemática del mecanismo de rizodegradación. 

1.2.4 Planta fitorremediadora 

Festuca arundinacea es una importante especie de gramínea forrajera perenne, ver Figura 

7, conocida con el nombre común de festuca alta. Aunque es originaria de Europa y el norte 

de África, también crece en todas las regiones templadas del mundo (Rognli y col., 2010). 

Se introdujo en Estados Unidos en la década de 1800 y fue ampliamente cultivada hasta 

mediados del siglo XX. Es uno de los pastos más populares, por su abundante crecimiento, 

adaptabilidad a una gran variedad de suelos y climas, tolerancia al pastoreo y disponibilidad 

como forraje durante gran parte del año, en comparación con otras gramíneas forrajeras 

(Rognli y col., 2010). Además de ser utilizada como forraje y césped, sus usos se extienden 

para fines de fitorremediación por tener un sistema radicular extenso, profundo y fibroso. F. 

arundinacea ha sido ampliamente utilizada en la fitorremediación de compuestos orgánicos 

(Chen y col., 2003; Cheema y col., 2009; Sun y col. 2011) e inorgánicos (Begonia y col. 

2005; Soleimani y col., 2010b). Además, festuca alta establece asociaciones simbióticas 

con hongos endófitos y recientemente se ha reportado el uso de esta asociación en la 

fitorremediación de suelos contaminados con petróleo (Soleimani y col., 2010a).  
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Figura 7. Festuca arundinacea (imagen tomada de experimentos en campo, UAM-I). 

1.4 Hongos endófitos 

Los hongos constituyen un conjunto de seres vivos que incluye desde organismos 

unicelulares a organismos pluricelulares macroscópicos. Están formados por células 

eucariotas con una pared rígida y se caracterizan por ser inmóviles; presentan nutrición 

heterótrofa por absorción y reproducción sexual y asexual (Deacon, 2006). Un grupo de 

hongos que viven dentro de los tejidos de las plantas, intracelular y extracelularmente, sin 

causar daño aparente, son los denominados endófitos (literalmente, la palabra endófito 

significa "dentro de la planta"). El rango de posibles hospederos y huéspedes es tan amplio 

como su definición literal, un ejemplo de huésped son los hongos filamentosos (Tanaka y 

col., 2012). De igual manera, el uso del término "endófito" se aplica para una variedad de 

estrategias simbióticas, que van desde saprofitos a parásitos, de patógenos a mutualistas. 

Los "endófitos" son comúnmente definidos como aquellos organismos cuyas infecciones 

son discretas, los tejidos infectados por el huésped son asintomáticos, al menos 

transitoriamente, y la colonización microbiana se puede demostrar que es interna (Schulz y 

Boyle, 2006). 

1.4.1 Aislamiento 

Hay buenas razones para el aislamiento de microrganismos endófitos, por ejemplo, para 

fines de fitorremediación y con el objetivo de usarlos como inoculantes para mejorar el 

crecimiento de las plantas. El procedimiento de aislamiento comúnmente usado comienza 

con la esterilización superficial de las raíces. Una vez esterilizadas, son maceradas y 
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colocadas en placas con agar nutritivo o se plantan pequeños fragmentos esterilizados 

superficialmente. Durante la esterilización superficial el agente esterilizante debería matar, 

teóricamente, todo microorganismo que se encuentre en la superficie, sin afectar el tejido 

del hospedero y el microorganismo endófito. Sin embargo, esto es difícil de lograr, debido 

a que se tiene que establecer un balance entre el tiempo adecuado de exposición del agente 

esterilizante para que no penetre en el tejido de la raíz y las condiciones necesarias para 

matar los microorganismos alojados en la superficie, sin que resulte mortal para algunos 

microorganismos endófitos. En general, la esterilización superficial de tejido de la raíz 

consta de los pasos siguientes: (i) lavar el tejido de la raíz bajo el chorro de agua, para 

eliminar las partículas de suelo adheridas a la superficie y la mayoría de microorganismos 

alojados en la superficie, (ii) tratamiento previo (opcional) para eliminar sustancias 

hidrofóbicas en la superficie de la planta y para proporcionar un mejor acceso para el 

agente esterilizante a la superficie de la raíz, (iii) esterilización de la superficie para 

eliminar los microorganismos restantes que colonizan la superficie de la raíz, (iv) realizar 

varios enjuagues en condiciones asépticas, utilizando una solución de lavado estéril y (v) 

comprobar la esterilización superficial de la raíz. Además, es importante garantizar la 

esterilización de las herramientas usadas durante este procedimiento, y que se optimicen los 

procedimientos para cada tejido de la planta, ya que la sensibilidad varía con las 

propiedades de las especies, edad y superficie (Hallmann y col, 2006). 

1.4.2 Cultivo e identificación 

Los hongos, como muchas bacterias, pueden cultivarse con facilidad en medios artificiales, 

tienen requerimientos nutritivos simples: una fuente de carbono orgánico, generalmente 

azúcar, y de nitrógeno suelen ser los elementos suficientes para obtener un buen 

crecimiento. Además toleran variaciones de pH y osmolaridad. Crecen fácilmente en los 

medios de cultivo convencionales, dando lugar a colonias macroscópicas visibles con 

morfología bien definida. Los hongos filamentosos pueden vivir sobre materia orgánica 

muerta (saprobios) o como parásitos de otros seres vivos, fundamentalmente vegetales, 

pero también de los animales y del hombre (Deacon, 2006).  
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La identificación de los hongos se basa en sus características morfológicas. En primer lugar 

por la morfología macroscópica de la colonia, color, textura y tasa de crecimiento. Para 

observar la morfología microscópica puede tomarse un pequeño fragmento de cultivo y 

montarlo entre un cubre y un porta objetos, en fresco o contrastando con un colorante para 

su posterior observación. Los hongos filamentosos se identifican a nivel de género y 

especie por la morfología del micelio; pero sobre todo, por las características microscópicas 

de las esporas asexuadas y los elementos que las originan (Huang y col., 2009). Para 

conseguir la producción de esporas, a veces se requieren medios de cultivo especiales que 

facilitan la esporulación. Los hongos que no esporulan son difícilmente identificables, 

aunque varias condiciones de crecimiento y diferentes medios de cultivo se han optimizado 

para promover la esporulación de los mismos. Sin embargo, una gran cantidad de hongos 

no esporulan y este micelio “estéril” frecuentemente es considerado en estudios de 

endófitos. En este caso, se recurre a la identificación usando técnicas de Biología 

Molecular. Las técnicas utilizadas en la identificación de especies y géneros de hongos, 

incluyen la extracción directa del DNA y la amplificación por la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction). Esta técnica analiza normalmente 

secuencias de DNA ribosomal, especialmente las regiones conservadas ITS (internal 

transcribed spacers) (Anderson y Cairney, 2004; Huang y col., 2009). 

1.4.3 Reproducción y colonización 

Las formas asexual o anamorfo (ver Apéndice I) de los endófitos de gramíneas son 

transmitidas verticalmente por el crecimiento de las hifas dentro de las semillas, mientras 

que el estado sexual, como Epicholë puede ser además de ser transmitido verticalmente 

(Kuldau y Bacon, 2008) por clonación (creciendo dentro de las semillas) o sexual y 

horizontalmente (vía esporas). Una vez dentro de la planta, los hongos endófitos residen en 

tejidos específicos de la planta, como el xilema o los espacios tanto inter como 

intracelulares de la raíz (como se observa en la Figura 8) o colonizar la planta 

sistemáticamente por transporte a través del sistema vascular o del apoplasto (Bacon y 

Yates, 2006). 
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Figura 8. Micrografías ópticas del habitat del hongo endófito Fusarium verticillioides en 

raíces de plántulas de maíz (2 semanas de edad). a. Hongo (cabeza de flecha) que van 

colonizando en paralelo dentro de los espacios intercelulares de la raíz primaria (54.4X). b. 

Hongo (cabeza de flecha) entre dos paredes celulares de la raíz del maíz (272X, contraste 

de fase). c. Hongo creciendo en paralelo en los espacios intercelulares (272X, contraste de 

fase). d. Sección transversal de una raíz secundaria con hongo (cabeza de flecha) en los 

espacios intercelulares (54.5X) (cuerpos esféricos muy oscuros dentro de las células son 

artefactos de tinción). e. Sección transversal de la corteza de la raíz primaria con grupos de 

hifas (cabezas de flecha) en los espacios intercelulares (109X, contraste de fase). Fuente: 

Bacon y Yates, 2006. 

1.5 Interacción planta-microorganismo para fines de fitorremediación 

El uso de plantas sin la contribución de los microorganismos para fitorremediación tiene 

una desventaja significativa, ya que al ser foto-autótrofas no utilizan moléculas orgánicas 
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como fuente de energía o de carbono. El metabolismo de moléculas orgánicas (que no sean 

fotosintéticas) en la planta consiste en transformaciones generales a formas más solubles en 

agua y el subsecuente secuestro, por ejemplo en las vacuolas. Por el contrario, el 

metabolismo microbiano a menudo mineraliza compuestos orgánicos, es decir, 

convirtiéndolos en CO2, agua y biomasa celular. Por lo tanto, con el fin de conseguir una 

degradación más completa y eficiente de los compuestos orgánicos, las plantas dependen de 

su asociación con los microorganismos (Weyens y col., 2009). Sin la contribución de los 

microorganismos, la fitorremediación por sí sola puede, por lo tanto, no ser una tecnología 

viable para muchos contaminantes orgánicos de características hidrofóbicas. La interacción 

planta-microorganismo en la rizosfera a menudo es exitosa para remediar ambientes 

contaminados con compuestos orgánicos recalcitrantes de ese tipo. Los microorganismos 

juegan un papel importante en mecanismos como la fitoestimulación (por ejemplo, 

produciendo auxinas, implicadas en la elongación de la raíz) y la rizoremediación 

(degradando contaminantes). Sin embargo, ninguna de las numerosas interacciones planta-

microorganismo está completamente estudiada (Lazcano y col., 2010). 

1.6 Interacción planta-hongo endófito. 

La planta provee al hongo endófito alimento, hospedaje y protección; por su parte, aunque 

no hay certeza sobre los mecanismos de acción, los endófitos confieren gran potencial 

adaptativo a las especies vegetales hospederas frente a condiciones adversas que generen 

estrés, ya sean de tipo abiótico (salinidad, acidez) o biótico (ataque de plagas). Las plantas, 

mediante la producción de exudados y residuos celulares provenientes de las raíces, 

favorecen el crecimiento de endófitos degradadores de contaminantes orgánicos, dando 

como resultado, un incremento en la degradación a causa de la alta densidad y actividad 

metabólica que se genera. En la Tabla 4 se muestran las características principales de los 

hongos endófitos que interaccionan con raíces de plantas. Usualmente el crecimiento del 

hongo endófito puede ser inter y/o intracelular. En la interacción raíz-hongo endófito, el 

endófito provee de resistencia inducida (síntesis de fitohormonas, mejoramiento en el 

acceso a nutrientes y minerales), favoreciendo el crecimiento y la síntesis de metabolitos 

antagónicos contra depredadores y antagonistas.  
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Tabla 4. Características de la interacción de los hongos endófitos con las raíces de las 

plantas. 

Característica Hongos endófito 

Modo y sitio de infección. A través de los estomas, pared celular o heridas. 

Fuente nutricional durante la 

primera fase de infección. 

Material de reserva en las esporas, células muertas de la 

corteza, restos vegetales, exudados del hospedero. 

Fuente nutricional (colonización). Componentes del apoplasto y simplasto. 

Crecimiento en raíces. Inter- y/o intracelular. 

Colonización de tejidos. Usualmente fuera del tejido vascular. 

Estado fisiológico. Antagonismo balanceado. 

Tipo de interacción. Comensalismo, mutualismo o patógeno latente. 

Beneficios para el microrganismo 

simbionte. 

Suministro de nutrientes y protección contra estrés 

ambiental, ventajas para la reproducción y colonización a 

hospederos senescentes. 

Beneficios para la planta 

simbionte. 

Resistencia inducida, mejora el crecimiento 

(fitohormonas, mejora el acceso a nutrientes y minerales), 

síntesis de metabolitos antagónicos contra depredadores y 

antagonistas. 

(Fuente: Schulz y Boyle, 2006) 

 

Muchas plantas, como por ejemplo el género festuca, en su estado natural son colonizadas 

por endófitos que pueden formar asociaciones benéficas con su hospedero. Los principales 

beneficios que algunos endófitos brindan a sus hospederos son: (i) mejorar el crecimiento a 

través de la producción de fitohormonas, (ii) favorecer la absorción de nutrientes y (iii) 

resistencia a estrés ambiental (Khan y Doty, 2011). Para fines de fitorremediación, la 

mayoría de los contaminantes orgánicos de alto peso molécular pueden ser fitotóxicos 

dificultando su degradación. Esto se debe a que las plantas son autótrofas. Este problema 

podría resolverse mediante el uso de plantas que, en su estado natural, establecen 

interacciones con microorganismos endófitos. En la Tabla 5 se muestran ejemplos de 

endófitos de plantas que pueden degradar contaminantes orgánicos.  
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Tabla 5. Ejemplos de interaciones planta-endofito que pueden degradar contaminantes 

orgánicos 

Planta hospedera Tejidos de 
la planta 

Endófito Contaminantes 
orgánicos 

degradados 

Referencias 

Lolium multiflorum 

Lotus corniculatus 

Raíces y 

parte aérea 

Sphingopyxis sp. 

Pseudomonas sp. 

Alcanos Yousaf y col., 2010 

Lolium multiflorum Raíces Pseudomonas sp. Alcanos Andria y col., 2009 

Allium macrostemon Tallos Enterobacter sp. Pireno Sheng y col., 2008 

Zea mays NM Burkholderia 

cepacia 

Fenol y tolueno Wang y col., 2010 

NM: no mencionado 
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2. ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Estudios en cultivos in vitro han demostrado que los mecanismos predominantes de 

fitorremediación que emplean dos tipos de gramíneas (Bouteloua curtipendula y Festuca 

arundinacea) en la degradación de hidrocarburos son la fitoextracción y la fitodegradación 

(Reynoso-Cuevas y col., 2011), pero las condiciones que podrían enfrentar las plantas en el 

campo son diversas e incluyen la participación directa o indirecta de los microorganismos 

nativos del suelo (hongos o bacterias). En el trabajo de Maestría realizado por Cruz-

Hernández (2008) se demostró que la remoción de pireno (hidrocarburo aromático 

policíclico con efectos carcinogénicos) fue más eficiente cuando F. arundinacea crecía en 

presencia de un hongo filamentoso en comparación con el hongo o la planta creciendo 

solos, en los mismos medios de cultivo y bajo condiciones asépticas. Sin embargo, no se 

encontró una explicación clara que permitiera diferenciar el papel que desempeña esta 

planta cuando se encuentra interactuando con microorganismos y de qué manera inciden en 

los mecanismos de fitorremediación. Aunque la fitorremediación de suelos contaminados 

con compuestos orgánicos asitida por microorganismos, usando bacterias endófitas, ha sido 

sujeto de varios estudios (Barac y col., 2004; Khan, 2007; Phillips y col., 2008, Rashid y 

col., 2012) se conoce poco acerca del efecto de los hongos endófitos en la fitorremediación 

de suelos contaminados con hidrocarburos del petróleo.  

 

En este proyecto se utilizó un hongo filamentoso aislado de las semillas comerciales de F. 

arundinacea. La presencia de este tipo de hongos en las semillas de gramíneas no es algo 

nuevo; Tarkka y col. (2008) reportan que la familia Poaceae (familia a la que pertenece F. 

arundinacea) muestra evidencia de establecer asociaciones con hongos endófitos, citando 

por ejemplo el género Epichloë (forma asexual = Neotyphodium spp.). Por ello, este trabajo 

se centra en el estudio de los mecanismos de fitorremediación estimulados por la 

interacción planta-hongo endófito en la degradación de hidrocarburos. 
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3. HIPÓTESIS 

En la degradación de hidrocarburos, la interacción planta–hongo filamentoso estimula los 

mecanismos de fitodegradación y rizodegradación. 

4. OBJETIVOS 

4.1 General 

Evaluar los mecanismos de fitorremediación estimulados en la degradación de 

hidrocarburos por la interacción planta – hongo filamentoso, en diferentes matrices 

(agrolita y suelo). 

4.2 Específicos 

 Determinar el carácter endófito del hongo filamentoso 

 Evaluar la fitopatogenicidad del hongo filamentoso y su efecto en el crecimiento de 

F. arundinacea, bajo condiciones asépticas. 

 Identificar el hongo filamentoso.  

 Evaluar la capacidad del hongo filamentoso para mineralizar hidrocarburos bajo 

condiciones asépticas. 

 Evaluar la eficiencia en el consumo de hidrocarburos por el sistema planta - hongo 

filamentoso en suelo modelo y suelo y localizar el destino final de los removidos.  

 Evaluar la supervivencia de la interacción planta-hongo filamentoso sobre un suelo 

previamente remediado y la remoción de hidrocarburos totales del petróleo bajo 

condiciones de campo. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Planta 

Las semillas de Festuca arundinacea se adquirieron en la Central de Abastos de la Cd. de 

México. Se seleccionaron manualmente las semillas no dañadas y se almacenaron en bolsas 

de papel en oscuridad a temperatura ambiente para su posterior uso. 

5.2 Hongo 

Se utilizó la cepa de un hongo filamentoso, aislada de las semillas desinfestadas de F. 

arundinacea y conservada en el laboratorio W-108 de la Universidad Autónoma 

Metropolitana como inóculo para los estudios de los mecanismos de degradación de 

hidrocarburos. 

5.3 Suelo 

En este trabajo se utilizaron tres tipos de suelo (i) libre de contaminantes, (ii) modelo y (iii) 

contaminado, los cuales se describen a continuación: 

5.3.1 Suelo libre de contaminantes 

Se utilizó suelo libre de contaminantes, colectado de 0-20 cm de profundidad de un sitio 

ubicado en Hueypoxtla, Estado de México (19°54′10.6″N, 99°05′16.0″W). La muestra de 

suelo se transportó al laboratorio e inmediatamente se secó al aire y se pasó a través de un 

tamiz de 2 mm para eliminar manualmente piedras y raíces. La muestra de suelo fue 

identificada como un suelo arenoso-arcilloso-limoso, por la distribución de tamaño de 

partícula inicial (54.8% arena, 25.2% limo y 24.6% arcilla). El contenido de materia 

orgánica fue 4.2% y el pH fue de 7.53. 

5.3.2 Suelo modelo 

Se utilizó como suelo modelo agrolita, que es un compuesto natural de silicatos, tamizado 

con un tamaño de partícula 1.19-4.76 mm, lavado tres veces consecutivas con agua caliente 

(50-60ºC) y finalmente secado en charolas a temperatura ambiente. Una vez seca la 

agrolita, se almacenó en bolsas de plástico. 
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5.3.3 Suelo con hidrocarburos totales del petróleo 

Se utilizó una muestra de suelo (4 ton), cortesía de PEMEX-Refinación, proveniente de la 

Ex. Refinería 18 de marzo, previamente remediado (i.e. llevado hasta los límites máximos 

permisibles por la Norma Oficial Mexicana NOM-138-Semarnat/SS-2003). Las cuatro 

toneladas de suelo fueron llevadas a los espacios verdes de la Universidad Autónoma 

Metropolitana y colocadas en una parcela de 3 x 3 m sobre una geomembrana, con la 

finalidad de evitar lixiviados. La concentración de hidrocarburos totales contenidos en la 

muestra de suelo se presenta en la Tabla 6. 

 

Tabla 6. Concentración de hidrocarburos totales del petróleo presente en el suelo de la Ex. 

Refinería 18 de marzo previamente remediado. 

Hidrocarburos *Concentración 

(mg kg de suelo-1) 

Fracción pesada (>C18) 1183.29 ± 183.30 

Fracción media (C10 – C18) 416.31 ± 81.29 

Fracción ligera (C5 – C10) **41.31 

*Datos analizados por Intertek Testing Service de México S. A. de C. V. Media ± DS, n=4. 

**Detectado en una sola muestra. Los reportes de estos análisis se encuentran en el 

Apéndice III. 

5.4 Hidrocarburos 

Los hidrocarburos en estudio fueron: Hexadecano (HXD), Fenantreno (PHE) con una 

pureza mayor al 96% y pireno (PYR) con una pureza mayor al 98% (Sigma - Aldrich). Las 

sustancias fueron disueltas en diclorometano (DCM) (Mallinckrodt Chemical). La mezcla 

de hidrocarburos (MHC) contenía HXD, PHE y PYR (1:0.5:0.5 p/p/p). 

5.5 Cultivo de la planta 

5.5.1 Esterilización superficial de las semillas 

Las semillas almacenadas en las bolsas fueron introducidas en un sobre de papel filtro, se 

sumergieron en una solución con detergente comercial marca Roma a una concentración de 
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0.02 g mL-1, durante 20 min con agitación constante; a continuación se lavaron con agua 

destilada. En una campana de flujo laminar, el sobre con las semillas se sumergió en etanol 

al 70% (v/v) durante 30 s, seguido de una solución de hipoclorito de sodio 10% (v/v) 

adicionado con 0.1 ml de Tween-20 durante 25 min, con agitación constante. Nuevamente 

el sobre con las semillas se sumergió en etanol al 70% (v/v) durante 1 min, para 

posteriormente lavarse con 150 ml de agua desionizada estéril. El sobre con semillas 

esterilizadas superficialmente (desinfestadas) se abrió en condiciones estériles cuando fue 

necesario su posterior cultivo. 

5.5.2 Medio de cultivo 

Se utilizó el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS). En un matraz de 1 L se 

adicionaron 4.4 g L-1 del medio (Sigma – Aldrich) y 30 g L-1 de sacarosa. El pH se ajustó a 

5.8 con KOH 0.1 N, se agregó 2 g L-1 de fitagel y se llevó a ebullición (Murashige y Skoog, 

1962). 

5.5.3 Tubos de cultivo 

Se adicionaron 10 mL de medio MS con 10 g L-1 de sacarosa (apartado 5.5.2) a cada tubo 

de cultivo, con un diámetro de 2.5 cm y altura de 15 cm; una vez adicionado el medio, los 

tubos fueron cerrados y esterilizados a 15 lbin2 durante 15 min. Los tubos de cultivo con 

menor concentración de sacarosa se utilizaron para los estudios relacionados con la planta e 

interacción planta - hongo filamentoso. 

5.5.4 Germinación y crecimiento de F. arundinacea 

La germinación y crecimiento de F. arundinacea se realizó en tubos de cultivo 

(condiciones descritas en el apartado 5.5.3). En cada tubo se colocó una semilla 

previamente desinfestada. Una vez sembradas las semillas en los tubos, en condiciones 

asépticas, se conservaron cerrados con tapas de plástico sellados con Parafilm a 25ºC, con 

fotoperiodos de 16 h durante 30 días. 
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5.6 Cultivo del hongo filamentoso 

5.6.1 Método de aislamiento del hongo filamentoso 

En esta técnica se tomaron semillas de F. arundinacea previamente desinfestadas (ver 

apartado 5.5.1), se sembraron en los tubos de cultivo (ver apartado 5.5.3) y se incubaron a 

25°C con fotoperiodos de 16 h, durante 20 días. Las semillas germinaron después del 

séptimo día. Una vez germinadas, se seleccionaron aquellas semillas donde también se 

observó crecimiento de micelio. Posteriormente, en campana de flujo laminar y utilizando 

un asa estéril para hongos, se inoculó el micelio en cajas de Petri que contenían el mismo 

medio (MS) empleado para la germinación y cultivo de las plantas. Las cajas con el micelio 

se incubaron a 30°C durante 10 días. 

5.6.2 Método de conservación 

La conservación de la cepa se realizó inoculando discos de micelio (5 mm) sobre cajas de 

Petri con 25 mL de medio agar papa dextrosa (PDA) y medio MS (apartado 5.5.2), 

previamente esterilizados a 15 lb in-2 durante 15 min. Una vez inoculadas las cajas de Petri, 

fueron colocadas en forma invertida dentro de una incubadora a 30°C, durante 10-14 días 

(Aquiahuatl y Pérez, 2004).  

5.6.3 Preparación de la suspensión de micelio 

Un matraz Erlenmeyer de 100 mL que contenía 50 mL de medio MS sin fitagel (apartado 

5.5.2) fue inoculado con un disco de la cepa (5 mm resultado de la incubación en cajas de 

Petri con medio MS durante14 días, a 30ºC) cajas de Petri fue incubado a 30ºC y 200 r.p.m. 

durante diez días. Los aglomerados microbianos (pellets) formados se colocaron en un tubo 

de vidrio que contenía 5 mL de una solución de NaCl 0.9% p/v y ocho perlas de vidrio. Con 

ayuda de un vórtex se agitaron hasta formar la suspensión homogénea de micelio. La 

suspensión de micelio fue usada como inóculo para los experimentos de remoción de 

hidrocarburos. 
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5.7 Experimentos sin hidrocarburos 

5.7.1 Prueba de endofiticidad 

Las semillas fueron sembradas en tubos de cultivo (condiciones descritas en el apartado 

5.5.4). A los 20 días de cultivo, las plántulas fueron inoculadas con un disco de micelio (5 

mm). Después de 45 días de interacción, se cosecharon las plantas, separándose en parte 

aéreas y raíces. Para la valoración del carácter endófito solamente se emplearon las raíces. 

Estas fueron esterilizadas superficialmente: en campana de flujo laminar fueron sumergidas 

en etanol al 70% v/v durante 30 s, posteriormente se colocaron en una solución de 

hipoclorito de sodio 10% v/v durante 10 min, seguido de un tratamiento con etanol al 70% 

v/v durante 30 s y finalmente fueron lavadas con agua esterilizada. Las raíces esterilizadas 

superficialmente se segmentaron (5 mm de longitud) con un bisturí estéril y fueron 

cultivadas en cajas de Petri con PDA (30°C, 10 días). La colonización de las hifas fue 

monitoreada con ayuda de un microscopio confocal (Zoom Stereo Microscope, Olympus 

SZ61). 

5.7.2 Prueba de fitopatogenicidad y cortes transversales de raíces 

Para la prueba de fitopatogenicidad, la germinación y crecimiento de F. arundinacea e 

inoculación con el hongo filamentoso se realizó de la misma manera que para la prueba de 

endofiticidad (apartado 5.7.1), salvo en lo relacionado con el tiempo de interacción planta – 

hongo filamentoso: después de 60 días de interacción, las respuestas fitopatógenas fueron 

evaluadas como positiva o negativa. Se consideró positiva si la planta presentaba 

colonización del hongo en la parte aérea o síntomas de senescencia (ver Apéndice I). 

Además, las raíces de F. arundinacea inoculadas y no inoculadas con el hongo filamentoso 

fueron cosechadas, lavadas con agua destilada y fijadas con p-formaldehido durante 3 h. 

Una vez fijadas, se realizaron cortes transversales a las raíces (1 mm de longitud) y fueron 

observadas en un microscopio óptico (Biological Microscope, Olympus CX31). 



 

  
45 

 

  

5.8 Experimentos con hidrocarburos 

5.8.1 Contaminación del suelo modelo y suelo 

La contaminación de la agrolita (suelo modelo) se realizó agregando la solución de MHC 

disuelta en DCM a frascos de vidrio de 500 mL que contenían 40 g de suelo modelo, se 

cubrieron con aluminio y se mezclaron manualmente. El solvente se dejó evaporar en una 

campana de extracción, para posteriormente trasplantar las plántulas al suelo modelo 

contaminado. La contaminación del suelo se realizó adicionando lentamente una solución 

de la mezcla de hidrocarburos (MHC) disueltos en acetona. Se almacenó en bolsas de 

plástico oscuras durante cuatro semanas a temperatura ambiente, mezclando manualmente 

dos veces por semana, y se fue evaporando gradualmente la acetona en una campana de 

extracción. La cantidad de solución de MHC adicionada al suelo modelo y al suelo fue la 

necesaria para obtener la concentración de 1 500 mg kg-1. Después de 40 días de 

almacenado el suelo, se cuantificó la concentración de hidrocarburos disponibles, 

concentración que se consideró como la inicial del experimento. 

5.8.2 Hongo filamentoso 

Condiciones asépticas. Para evaluar la capacidad del hongo filamentoso para mineralizar 

la mezcla de hidrocarburos, se utilizaron botellas serológicas de 150 mL. A cada botella se 

le adicionaron 5 g de agrolita contaminada con 1 500 mg de MHC (kg de agrolita)-1 y se 

esterilizaron a 15 lb in-2 durante 15 min. En una campana de flujo laminar, 20 mg de 

biomasa BS y 10 mL de medio MS sin sacarosa (apartado 5.5.2) fueron adicionados a cada 

unidad experimental. Las botellas serológicas fueron cerradas con tapones de plástico y 

selladas con aros de aluminio, manteniéndose a 30ºC durante 17 días. 

5.8.3 Interacción planta – hongo filamentoso 

Condiciones de invernadero. Para evaluar la capacidad de remoción y acumulación de 

hidrocarburos por la interacción planta-hongo filamentoso, después de 30 días de 

crecimiento en tubos de cultivo las plantas de F. arundinacea fueron trasplantadas a las 

unidades experimentales (frascos de vidrio oscuros cilíndricos) con suelo modelo (40 g) o 

suelo (400 g). Se colocaron 6 y 3 plantas en las unidades experimentales que contenían 

suelo modelo y suelo, respectivamente. Las unidades experimentales con las plantas se 
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mantuvieron en una cámara de crecimiento a 22-28ºC con fotoperiodos de 16 h. A los 20 

días de trasplantadas, se inoculó 1 mL de la suspensión de micelio por unidad experimental, 

en la zona de la rizosfera (ver descripción en el apartado en 5.2.3), manteniéndose en las 

mismas condiciones durante otros 45 días. 

 

Condiciones de campo. Para evaluar la supervivencia de la planta y la remoción de 

hidrocarburos totales del petróleo (HTP) por la interacción planta-hongo filamentoso, seis 

plantas de F. arundinacea fueron trasplantadas a cada unidad experimental que contenían 

400 g de suelo libre de contaminantes, manteniéndose en la cámara de crecimiento a 22-

28ºC con fotoperíodos de 16 h. A los 30 días de trasplantadas se inoculó con 1 mL de la 

suspensión de micelio (ver descripción en el apartado en 5.2.3) y se mantuvo en las mismas 

condiciones. Después de 60 días, las plantas inoculadas con el hongo filamentoso y sin 

inocular fueron trasplantadas directamente a la parcela que contenía 4 toneladas de suelo 

contaminado proveniente de la Ex. Refinería 18 de Marzo, previamente remediado. La 

parcela, ubicada en la UAM-I, fue dividida en dos partes por una barrera de madera: una de 

las secciones contenía las plantas inoculadas con el hongo y la otra, las que carecían del 

mismo. Cada 25 cm se colocó una planta de F. arundinacea, como se ilustra en la Figura 9, 

para completar un total de 50 plantas con hongo y 50 sin hongo. 
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Figura 9. Estrategia experimental para trasplantar F. arundinacea con y sin hongo en suelo 

contaminado de la Ex. Refinería 18 de marzo. 

5.9 Métodos analíticos 

5.9.1 Identificación del hongo filamentoso 

Crecimiento del hongo en medio líquido. Un matraz de 100 mL que contenía 50 mL de 

medio (en g L-1): sacarosa, 40; NaNO3, 3, extracto de levadura, 2; KCl, 0.5; MgSO4 • 

7H2O, 0.5; FeSO4 • 7H2O, se inoculó con un disco (5 mm) de micelio y se incubó a 30ºC y 

200 r.p.m. durante 48 h. El micelio resultante se separó, en condiciones estériles, a través 

de un filtro de nylon Nytal estéril de 30 μm de diámetro de poro. El micelio retenido fue 

lavado con 100 mL de NaCl 0.9% (p/v) estéril, se eliminó el exceso de esta solución con 

papel de filtro estéril, se colocó en un mortero y se maceró con nitrógeno líquido. El polvo 

se colocó en tubos Eppendorf y se congeló (-70ºC) durante 12 h, posteriormente fue 

liofilizado utilizando una liofilizadora digital. La muestra liofilizada se conservó a -20ºC 

para su posterior uso. 
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Extracción del DNA. Se utilizó el Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega). Se 

colocaron 40 mg de micelio liofilizado en un tubo Eppendorf, se le adicionaron 600 µL de 

solución de lisis y se mezcló durante 3 s en un vórtex, la mezcla en el tubo de 

microcentrífuga se incubó a 65ºC durante 20 min. Una vez transcurrido este tiempo se 

adicionaron 3 μL de una solución para precipitar proteínas, se mezcló durante 20 s y se 

centrifugó a 14 000 × g. El sobrenadante se recuperó y se le adicionaron 600 μL de 

isopropanol, almacenándose a -20ºC. 

 

Electroforesis. Para comprobar que se extrajo el DNA, la muestra se corrió en un gel de 

agarosa al 0.7% p/v. En 50 mL de TAE (mezcla de base Tris, ácido acético y EDTA) (1% 

p/v) se agregaron 35 mg de agarosa, llevándose a ebullición para disolver la agarosa. La 

solución de agarosa se agregó al soporte del aparato de electroforesis. Una vez que se 

formó el gel se cargaron 20 μL del marcador de tamaño y la muestra en los pozos del gel de 

agarosa, aplicándose una diferencia de potencial de 84 volts durante 90 min. El gel se tiñó 

en una solución de bromuro de etidio durante 30 min. 

 

Amplificación. La amplificación de ácidos nucléicos se llevó a cabo mediante la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Se utilizaron dos cebadores 

basados en los espaciadores internos transcritos (internal transcribed spacers): ITS5 (5’-

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4b (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-

3’), cebadores de la región conservada del 18S rDNA y del 28S rDNA de hongos (Gardes y 

Bruns 1993; Larena y col., 1999). En la Tabla 7 se muestra la mezcla de reacción para la 

amplificación, la reacción se llevó a cabo durante 30 ciclos de 94°C durante 45 s, 55°C 

durante 1 min y 72°C durante 45 s. 
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Tabla 7. Componentes utilizados para la amplificación de los ácidos nucléicos. 

COMPONENTES Concentración final de la mezcla 
(μL muestra-1) 

   Buffer 5 
   MgCl2 5 
   dNTP 1 
   Cebador I (ITS 5) 1.5 
   Cebador II (ITS 4b) 1.5 
   DNA molde 1 
   H2O inyectable 34.5 
   Taq DNA polimerasa 0.5 

 

Purificación del fragmento amplificado. El producto amplificado incluyó una secuencia 

parcial de los genes 18S rDNA, el ITS1, el complemento del gen 5.8S rDNA, el ITS2 y una 

secuencia parcial del gen de 28 s rDNA. El producto amplificado fue separado en un gel de 

agarosa al 1.5% (p/v). La purificación de la muestra de PCR se realizó utilizando el 

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). A 1 μL de la muestra de PCR se le adicionaron 5 

μL de buffer PB y se centrifugó a 14000 × g durante 60 s usando tubos Qiaquick spin 

column de 2 mL. Se descartó el filtrado quitando la canastilla, se colocó nuevamente en el 

tubo y se agregaron 0.75 mL de buffer PE, se centrifugó a 14000 × g durante 60 s, se volvió 

a descartar el filtrado y ahora la canastilla se colocó en un tubo Eppendorf estéril, al que se 

le adicionaron 30 μL de buffer EB en el centro de la membrana; se dejó reposar 1 min y se 

centrifugó a 14000 × g durante 60 s; la canastilla se desechó y el tubo Eppendorf con el 

filtrado se conservó a -7ºC. La secuencia de nucleótidos del producto (ver anexo 1) se 

determinó utilizando AmpliTaq DNA Polymerase FS y el ABIPrism® BigDyeTM 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit en un ABIPRISM 3100 (Applied 

Biosystems). La secuencia de nucleótidos del producto amplificado se analizó utilizando la 

herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 

 

5.9.2 Evaluación del crecimiento de la planta 

Después de 65 días de crecimiento en suelo modelo o suelo, se aplicó el criterio de tomar la 

hoja más grande de cada una de las plantas para determinar el crecimiento de la parte aérea 
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(Cruz-Hernández, 2008), midiendo con un vernier la parte aérea. La parte aérea y raíces se 

secaron en una estufa a 60°C durante 8 días, se convirtieron en polvo con la ayuda de un 

mortero y nitrógeno líquido y se pesaron para obtener el dato de peso seco de biomasa y 

para su uso posterior como plantas deshidratadas. 

5.9.3 Extracción de hidrocarburos en la planta 

Una vez deshidratadas la parte aérea y las raíces, se usaron para extraer los hidrocarburos. 

Las muestras fueron colocadas por separado en embudos de separación y se realizaron tres 

extracciones con 10 mL de DCM cada una (ver Figura 10), utilizando una campana de 

extracción. Previo a la extracción, la parte aérea se saponificó (15 mL de KOH disuelto en 

MeOH/H2O (80:20; v/v), durante 30 min a 60°C), con la finalidad de eliminar compuestos 

que interfirieran con la cuantificación de los hidrocarburos en estudio. Se recuperó la fase 

orgánica en matraces bola para concentrar los hidrocarburos extraídos utilizando un 

Rotavapor. Posteriormente, los hidrocarburos fueron cuantificados por cromatografía de 

gases. 

 
Figura 10. Extracción de hidrocarburos de la parte aérea y las raíces de F. arundinacea 

utilizando embudos de separación. 

5.9.4 Extracción de hidrocarburos residuales en suelo modelo y suelo. 

Se pesaron 5 g de suelo o suelo modelo secados en una estufa a 60°C durante 72 h. Los 

hidrocarburos residuales en suelo fueron extraídos realizando una extracción con solvente 

asistida por microondas (CEM, Mars Xpress). Para el suelo modelo se realizaron tres 

extracciones. La extracción se realizó con 30 mL de la mezcla acetona: diclorometano (1:1 



 

  
51 

 

  

v/v). La temperatura de extracción fue de 150°C a una presión de 175 psi y la duración del 

experimento fue de 30 min. Se recuperó la mezcla acetona: diclorometano en matraces bola 

y las muestras se concentraron utilizando un Rotavapor, para su posterior cuantificación. 

5.9.5 Método de cuantificación de hidrocarburos 

La cuantificación de los hidrocarburos extraídos de la parte aérea, de las raíces, del suelo 

contaminado artificialmente y del suelo modelo se realizó en un cromatógrafo de gases 

VARIAN 3900 con autoinyector (CP-8410). Se utilizó una columna capilar AT-1HT (15 m 

× 0.25 mm × 0.1 µm) y helio como gas acarreador, con un flujo de 2 mL min-1. Alícuotas 

de 2 µL de las muestras fueron inyectadas en modo splitt. La temperatura del inyector y del 

detector fue de 300°C, la temperatura del horno inicial fue 100°C (2 min) y se aumentó 

20°C por minuto hasta los 200°C (1 min). El tiempo de análisis fue de 8 min. 

5.9.6 Cuantificación del C02 producido por el hongo filamentoso. 

El CO2 producido por el hongo filamentoso (experimento descrito en el apartado 5.8.2) fue 

cuantificado por cromatografía de gases, utilizando un detector de conductividad térmica. 

Las temperaturas del inyector, columna y detector fueron 50°C, 40°C y 117°C, 

respectivamente. El volumen de inyección fue de 0.25 ml y se utilizó una columna CTR1 

(All Tech). 

5.9.7 Cuantificación de la supervivencia de F. arundinacea 

Aquellas plantas que se observaron verdes y saludables después de haber sido trasplantadas 

al suelo contaminado de la Ex Refinería 18 de marzo se consideraron en la variable 

supervivencia. 

5.9.8 Análisis de los datos 

Para el análisis estadístico se utilizó el programa NCSS-2000, versión 2001. El análisis de 

varianza (ANOVA) se realizó mediante pruebas de comparación de Tukey (α ≤ 0.05, n=3). 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 Hongo 

6.1.1 Aislamiento y prueba de endofiticidad 

Sin la contribución de los microorganismos la fitorremediación por sí sola puede no ser una 

tecnología viable para el tratamiento de muchos contaminantes orgánicos hidrofóbicos. Por 

lo tanto, hay buenas razones para aislar y usar microorganismos asociados a las plantas 

capaces de remover contaminantes orgánicos, por ejemplo, hongos filamentosos 

transmitidos vía semillas (seedborne) de gramíneas (Kuldau y Bacon, 2008). En estudios 

previos (Cruz-Hernández, 2008), durante la germinación, bajo condiciones asépticas, de 

semillas esterilizadas superficialmente de F. arundinacea también se observó un 

crecimiento constante de micelio (junto con la plúmula y/o raíz), en aproximadamente el 8 

por ciento del total de semillas germinadas. De ahí surgió el interés por aislar dicho hongo. 

Un tipo de hongos transmitidos via semillas son los hongos endófitos. Para probar que el 

hongo filamentoso (recién aislado) es endófito de F. arundinacea se realizó una prueba de 

endofiticidad. El procedimiento comúnmente utilizado para aislar microorganismos 

endófitos de plantas es la esterilización superficial del tejido vegetal y su posterior cultivo 

en cajas de Petri (Hallmann y col., 2006). Huang y col. (2009) aislaron 34 hongos endófitos 

de tres especies de las plantas Artemisia capillaris, Artemisia indica y Artemisia lactiflora 

y, recientemente, Kleczewski y col. (2012) aislaron 49 hongos endófitos de semillas, tallos 

y hojas de diferentes pastos utilizando el procedimiento de esterilización superficial de 

fragmentos de tejidos vegetales y su posterior cultivo en caja de Petri. En la Figura 11 se 

muestran las imágenes obtenidas del cultivo de segmentos de raíces de F. arundinacea 

esterilizadas superficialmente, depositadas sobre cajas de Petri con PDA. A partir de 8 días 

de incubación se observó crecimiento de hifas en los extremos de las raíces, como se puede 

observar en las Figuras 11 y 12. En la Figura 12 se muestra un acercamiento (6.7X) en 

donde se observa el crecimiento de hifas en los extremos de los cortes de raíz. A los 20 días 

de incubación, la colonización del hongo filamentoso fue más evidente (Figura 11). Con 

esta prueba se demuestra que el hongo filamentoso es endófito de F. arundinacea. 
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Figura 11. Cultivo en PDA de raíces superficialmente esterilizadas de F. arundinacea, 

después de 8 y 20 días de incubación a 30°C. 
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8 días de incubación (6.7X) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Colonización del hongo filamentoso, dentro de los tejidos de las raíces de F. 

arundinacea, después de 8 días de cultivo, bajo condiciones asépticas. 

6.1.2 Respuestas fitopatógenas 

Los hongos endófitos no necesariamente son benéficos para las plantas, el termino endófito 

también puede ser usado para microorganismos parásitos, patógenos y mutualistas (Schulz 

y Boyle, 2006). Algunos autores determinan que un hongo endófito es fitopatógeno 

realizando pruebas bioquímicas (Gazis y col., 2010); por ejemplo, cuantificando 

metabolitos secundarios incluyendo péptidos, proteínas y compuestos fenólicos 

(flavonoides y ácidos fenólicos carboxílicos) que con frecuencia se han asociado con la 

defensa química de las plantas contra los microorganismos y como moléculas señal en las 

interacciones planta-microorganismo endófito (Ponce y col., 2009). Sin embargo, 

basándonos en los alcances de este proyecto, para descartar que el hongo filamentoso a 

utilizar fuera un microorganismo patógeno, se decidió evaluar en condiciones asépticas las 

posibles respuestas fitopatógenas derivadas de la presencia del hongo, después de 60 días 

de cultivo en medio MS, utilizando como variable de respuesta cambios morfológicos en la 

planta. Debido a que los endófitos benéficos una vez dentro de la planta residen en tejidos 

específicos dando como resultado cambios morfológicos favorables (Schulz y Boyle, 

2006). Cabe señalar que se usó exitosamente el mismo medio de cultivo (con 

requerimientos específicos para plantas) para crecer al hongo filamentoso. La Figura 13 (a 

y c) muestra cambios morfológicos visibles en las plantas en presencia del hongo: se 

observó un incremento en el grosor de la parte aérea y las raíces de la planta inoculada en 

Hifas Hifas 

Hifas 
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comparación con las plantas no inoculadas, como se observa en la Figura 13 (b y d). Estos 

resultados muestran que la inoculación del hongo filamentoso tuvo un efecto positivo sobre 

el crecimiento de raíces y brotes. Nuestros resultados coinciden con los reportados por 

Soleimani y col. (2010a): Festuca alta infectada con Neotyphodium coenophialum presentó 

mayor biomasa de raíces y brotes después de siete meses de crecimiento en suelo 

contaminado con hidrocarburos. Con los resultados anteriores se podría concluir que el 

hongo filamentoso no es patógeno de F. arundinacea, al menos durante el período de 60 

días de cultivo, bajo condiciones asépticas.  

Figura 13. F. arundinacea en medio MS. (a) con el hongo filamentoso (b) sin el hongo. 

Acercamiento de las raíces en medio MS: (c) con el hongo (d) sin el hongo, después de 60 

días de cultivo en todos los casos. 

 

Debido al incremento en el grosor de las raíces inoculadas con el hongo (Figura 13 c), se 

decidió realizar, adicionalmente, cortes transversales de las raíces de F. arundinacea, con y 

sin hongo, que se muestran en la Figura 14. De manera cualitativa se observa que el hongo 

se aloja en el espacio intercelular de los tejidos de la raíz, sugiriendo que el hongo 

filamentoso establece una interacción endófita con F. arundinacea. 
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Figura 14. Cortes transversales de raíces de F. arundinacea, inoculadas y no inoculadas 

con el hongo filamentoso, después de 60 días de cultivo en condiciones asépticas. 

6.1.3 Identificación del hongo 

Los microorganismos generalmente son identificados en primera instancia por sus 

características morfológicas. La identificación del hongo filamentoso se fundamentó en (i) 

la morfología macroscópica de las colonias (ii) la morfología microscópica y (iii) el análisis 

de la secuencia de nucleótidos en las regiones ITS (internal transcribed spacers) del rDNA. 

En la Figura 15 se muestra una imagen de la morfología macroscópica del hongo 

filamentoso después de incubarse 14 días en PDA: se observa que la colonia es de color 

rosa, con textura algodonosa y con algunos relieves ligeros en la periferia. Otra 

característica macroscópica relevante de esta cepa, después de 15 días de crecimiento, es 

que por la parte inferior se observaron bordes de color café en el centro. En la Figura 16 se 

muestra la morfología microscópica de la cepa en PDA a 30ºC después de 60 días de 

crecimiento. Este resultado se comparó con el reportado por Kawasna y Kosiak (2003) de 

un hongo aislado de granos de avena (Lewia avenicola) incubado en el mismo medio a 
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25ºC durante 8 días; esta comparación fue la primera evidencia de que el hongo recién 

aislado pertenecía al género Lewia. Al analizar las secuencias ITS y los fragmentos de 

genes rDNA con las disponibles en la base de datos del NCBI se encontró una similitud del 

100% con la secuencia con entrada EF432279.1, pertenciente a una cepa del género Lewia. 

Las 555 pares de bases fueron los siguientes: 

TTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAAGGTTGA

AAAAAAGGCTTGCTGGACGCTGACCTTGGCTGGCGAAGAGCGCGACTTGTGCT

GCGCTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATGACTTTAAGGCGAGTCTCCAGC

GAACTGGAGACAAAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATG

ACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAA

AGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTG

CGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTAAT

TACGTTGTTACTGACGCTGATTGCTATTGCAAAAGGTTTGTGGTTGGTCCTGAG

GGCGGGCGAGCCCACCCAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGACACGGGTGAAT

AATTCAGCAGGGCCGGCCCCGCCGCGCACGCCGTGAAGCAGTGCCCAGCGGGG

GGTGTCCAGCCCGCCTGGTTATT. 

 

 
Figura 15. Morfología macroscópica del hongo filamentoso, después de 14 días de 

crecimiento en PDA. (a): vista superior. (b): vista inferior. 
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 Hongo recién aislado Lewia avenicola* 
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Figura 16. Morfología microscópica (100 X) del hongo filamentoso, después de 60 días de 

cultivo a 30°C y Lewia avenicola después de 8 días de cultivo a 25°C, ambos incubados en 

PDA.*imágenes obtenidas de Kawasna y Kosiak (2003). 
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6.1.4 Evaluación de la capacidad de Lewia sp., para remover y mineralizar 

hidrocarburos. 

El uso de microorganismos endófitos, capaces de remover y mineralizar contaminantes 

orgánicos como inoculantes en plantas para mejorar la aplicabilidad y eficiencia de la 

fitorremediación, puede considerarse como un potencial biotecnológico. En el presente 

trabajo se reconoció a Lewia sp. como un hongo endófito que favoreció el crecimiento de 

F. arundinacea bajo condiciones asépticas. Sin embargo, para fines de fitorremediación, se 

consideró importante saber si tenía la capacidad de remover y mineralizar hidrocarburos 

por sí mismo, y de esta manera no sólo trabajar con un hongo que favorezca el crecimiento 

de la planta, sino también que tenga también la capacidad de usar como única fuente de 

carbono y energía los hidrocarburos en estudio. Por esta razón, se evaluó la capacidad para 

remover hidrocarburos con una concentración inicial de 10000 mg MHC (kg de agrolita 

seca)-1 en el suelo modelo durante 17 días de cultivo. Li y col. (2012) reportan que la 

fitorremediación asistida por microorganismos se ha enfocado principalmente al uso de 

bacterias endófitas y poco se sabe acerca de los hongos endófitos. Estudios recientes (Wang 

y Dai, 2011) sugieren que uno de los mecanismos de defensa de las plantas, como la 

producción de moléculas fungicidas, es anulado por los hongos endófitos mediante cambios 

en la conformación tridimensional de estás moléculas, permitiendo con esto la colonización 

de la planta. Por ejemplo, Chen y col. (2011) encontraron que el endófito Phomopsis 

liquidambari puede producir enzimas para degradar ácidos fenólicos liberados por la 

descomposición del follaje. Por esto, es posible inferir que los endófitos son capaces de 

transformar o mineralizar aquellos compuestos que le son tóxicos, como los hidrocarburos 

aromáticos policíclicos. Como se aprecia en la Figura 17, Lewia sp. removió 36.6%, 59.7 y 

73.2% de la concentración inicial de HXD, PHE y PYR, respectivamente. El total de 

carbono removido en la MHC corresponde a 7.55 mg de carbono (g de soporte)-1. En el 

supuesto de que este carbono fuera mineralizado en su totalidad produciría 3.8 mg de CO2 

(g soporte)-1 que corresponde al CO2 teórico total producido. En la Figura 18 se muestra 

que antes del día tres, la tasa de producción de CO2 fue significativamente mayor y después 

del día seis la producción de CO2 fue casi nula hasta finalizar el cultivo. La máxima 

producción de CO2  fue de 2.7 mg CO2 (g soporte)-1, lo cual indica que, con respecto a total 
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de mg de carbono removidos, el 71% fue mineralizado. Con los resultados de este 

experimento se puede concluir que Lewia sp. mostró la capacidad de mineralizar 

hidrocarburos bajo condiciones estériles. 

 
Figura 17. Capacidad del hongo filamentoso para remover hidrocarburos, cultivado en 

suelo modelo con 5000 mg HXD, 2500 mg PHE y 2500 mg PYR (kg de agrolita seca)-1  

durante 17 días de cultivo, en condiciones asépticas. 
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Figura 18. Evolución de CO2 del hongo filamentoso con 10000 mg MHC (kg de agrolita 

seca)-1 (♦) y control sin hongo (■), durante 17 días de crecimiento en condiciones asépticas. 

6.2 Planta-hongo 

Los resultados que se detallan a continuación fueron publicados en el artículo: Cruz-

Hernández A., Tomasini-Campocosio A., Pérez-Flores L. J., Fernández-Perrino F. J., 

Gutiérrez-Rojas M. 2013. Inoculation of seed-borne fungus in the rhizosphere of Festuca 

arundinacea promotes hydrocarbon removal and pyrene accumulation in roots. Plant and 

Soil. 362:261-270. Ver Apéndice IV. 

6.2.1 Respuesta fenológica 

Los microorganismos tienen una marcada influencia sobre el crecimiento de las plantas. Un 

campo prometedor para explotar la interacción planta-endófito es la remediación de suelos 

contaminados con compuestos orgánicos. Entre otras funciones, muchos de los 

microorganismos endófitos ayudan a contrarrestar el estrés causado por los contaminantes, 

de esta manera, favorecen el crecimiento de las plantas en las que se hospedan (Weyens y 

col., 2009). En el presente trabajo se evaluó el efecto de Lewia sp. sobre el crecimiento de 

F. arundinacea después de 45 días de cultivo en suelo modelo o suelo (con y sin MHC). La 

primera variable de respuesta que se midió fue la longitud de la parte aérea de F. 

arundinacea (Figura 19). Se observó una disminución (27.8 ± 5.3%) en la longitud de la 

parte aérea de F. arundinacea por efecto de los hidrocarburos en suelo modelo 

contaminado con 1500 mg de MHC (kg de medio)-1 en comparación con el control (sin 

MHC), independientemente de la presencia o ausencia de Lewia sp. Por otro lado, no se 

observó efecto significativo en el crecimiento de la parte aérea de F. arundinacea debido a 

la presencia de Lewia sp. en ninguno de los dos casos, suelo modelo y suelo. La segunda 

variable de respuesta fue la biomasa. En la Figura 20 se muestran los datos de biomasa de 

raíces producida después de 65 días de cultivo en suelo modelo y suelo contaminado con 

hidrocarburos y en la Figura 21 los datos relativos a la biomasa de la parte aérea de F. 

arundinacea, en presencia y ausencia de Lewia sp. La presencia de hidrocarburos en el 

suelo modelo y suelo tuvieron un efecto negativo en la producción de la biomasa de parte 

aérea y de las raíces, con y sin hongo. La presencia de Lewia sp. en el suelo modelo 

contrarrestó el efecto negativo de los hidrocarburos en la producción de biomasa de raíces. 
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Soleimani y col. (2010a), demostraron que F. arundinacea infectada con Neotyphodium 

coenophialum (hongo endófito) produce más biomasa, en comparación con una planta no 

infectada, ambas en suelos contaminados con hidrocarburos derivados del petróleo. 

Figura 19. Efecto de la inoculación de Lewia sp. en la longitud de la parte aérea de F. 

arundinacea después de 45 días de crecimiento en suelo modelo y suelo contaminados 

artificialmente con HXD, PHE y PYR, ■ con y □ sin Lewia sp. Letras diferentes 

(mayúsculas para suelo y minúsculas para suelo modelo) representan diferencias 

significativas de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (α = 0.05). Medias de tres replicas ± 

DS. 
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Figura 20. Efecto de la inoculación de Lewia sp., en la biomasa de raíces de F. 

arundinacea, después de 45 días de crecimiento en suelo modelo y suelo contaminados 

artificialmente con HXD, PHE y PYR, ■ con y □ sin Lewia sp. Letras diferentes 

(mayúsculas para suelo y minúsculas para suelo modelo) representan diferencias 

significativas de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (α = 0.05). Medias de tres replicas ± 

DS. 

Figura 21. Efecto de la inoculación de Lewia sp., en la biomasa de la parte aérea de F. 

arundinacea, después de 45 días de crecimiento en suelo modelo y suelo contaminados 

artificialmente con HXD, PHE y PYR, ■ con y □ sin Lewia sp. Letras diferentes 

(mayúsculas para suelo y minúsculas para suelo modelo) representan diferencias 

significativas de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (α = 0.05). Medias de tres replicas ± 

DS. 
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6.2.2 Remoción de hidrocarburos 

El uso de plantas y su asociación con microorganismos, tales como los hongos endófitos, es 

una tecnología prometedora para la remediación de suelos contaminados. Los 

microorganismos endófitos, además del efecto positivo que tienen en el crecimiento de las 

plantas, se han considerado un potencial biotecnológico porque favorecen la eficiencia de la 

fitorremediación (Weyens y col., 2009). Con el objeto de corroborar que el hongo tenía 

algún efecto en la remoción de los hidrocarburos en estudio, se inoculó una suspensión del 

micelio (Lewia sp., hongo endófito) en la rizosfera de F. arundinacea, en suelo y suelo 

modelo. Después de 45 días de cultivo, en la Tabla 8 se muestra que la mayor remoción 

para los tres hidrocarburos fue en suelo con planta, independientemente de la presencia del 

hongo, en comparación con el control (suelo sin planta). Como ya varios estudios reportan, 

la eficiencia de remoción de los HAP es mayor en suelos plantados en comparación con los 

suelos sin plantar (Soleimani y col., 2010a; Banks y col., 2003). En la Tabla 8 también se 

muestra que F. arundinacea inoculada con Lewia sp. favoreció la remoción de HAP, 

comparado con la planta sola; además las plantas inoculadas con Lewia sp. muestran la 

máxima remoción de PHE (100%), en comparación con las plantas no inoculadas (ambos 

resultados después de 45 días de cultivo en suelo y suelo modelo). Nuestros resultados 

concuerdan con los reportados por Soleimani y col. (2010a), quienes reportaron que F. 

arundinacea inoculada con Neotyphodium coenophialum fue capaz de remover todo el 

PHE inicial después de siete meses de crecimiento en suelo. En nuestro trabajo, la remoción 

de PYR (hidrocarburo compuesto por cuatro anillos aromáticos fusionados) fue 

significativamente superior cuando se compararon las plantas inoculadas con Lewia sp. 

(97.9%) con las no inoculadas (91.4%) después de 45 días de cultivo en suelo. Por otra 

parte, la remoción de PYR fue 37 veces mayor en suelo modelo con planta e inoculado con 

el hongo en comparación con el control (sin planta y con hongo). De acuerdo a Lugtenberg 

y col. (2002), y basándose en sus efectos sobre la planta, los rizorremediadores son 

microorganismos benéficos, a menudo usados como inoculantes para favorecer la 

fitorremediación de contaminantes orgánicos. Nuestros resultados sugieren que Lewia sp. 

puede ser clasificado como un microorganismo rizorremediador, porque favorece la 

remoción de PYR (hidrocarburo de alto peso molecular) por F. arundinacea.  
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Tabla 8. Efecto de la inoculación con Lewia sp., en la remoción de hexadecano, fenantreno 

y pireno por F. arundinacea después de 45 días de cultivo en suelo modelo y suelo. 

 Suelo modelo Suelo 

 Remoción (%) Remoción (%) 

 PYR PHE HXD PYR PHE HXD 

Control 2.7±2.4b 80.1±3.4b 76.0±1.2b 66.8±3.7C 66.0±0.6D 65.6±3.1B 

Lewia sp. 9.5±5.6b 82.2±4.0b 78.8±1.3b 69.9±1.2C 73.7±0.2C 60.4±7.8B 

F. arundinacea 1.9±0.7b 85.2±4.1b 74.5±6.8ba 91.4±1.2B 91.9±0.1B 94.2±1.4A 

F. arundinacea 
– Lewia sp. 70.3±7.2a 100±0.0a 91.7±6.9a 97.9±0.8A 99.9±0.1A 95.1±0.8A 

Masa inicial 
(mg UE-1) 12.7±1.4 12.3±1.5 24.6±2.8 124.8±3.9 111.6±8.9 176.4±8.0 

Letras diferentes (mayúsculas para suelo y minúsculas para suelo modelo) representan 

diferencias significativas entre tratamientos: Lewia sp.; F. arundinacea, F. arundinacea -

Lewia sp. y el control (suelo modelo o suelo) para cada hidrocarburo. Las medias fueron 

comparadas de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (α = 0.05). UE: unidad experimental. 



 

  
66 

 

  

6.2.3 Destino final de hidrocarburos 

La información acerca del destino final de los hidrocarburos es esencial para deducir los 

posibles mecanismos que utiliza una planta para remediar suelos contaminados, lo que 

permite predecir la efectividad de la fitorremediación (Gao y Ling, 2006). La primera 

consideración para la fitorremediación es seleccionar una planta capaz de absorber los 

contaminantes orgánicos del suelo, vía el sistema radicular (Schröder, 2007). Después de la 

absorción por la planta, el compuesto orgánico puede ser metabolizado y/o liberado a la 

atmósfera, a través de la evapotranspiración o también puede ser secuestrado en las raíces o 

parte aérea. En la Tabla 9 se muestra la acumulación de HXD, FEN y PYR en raíces y parte 

aérea de F. arundinacea, después de 45 días de cultivo en suelo modelo y suelo (con y sin 

la inoculación de Lewia sp.). De una concentración inicial de 24.6 mg de HXD (unidad 

experimental)-1 adicionada al suelo modelo, del 91.7% que fue removido después de 45 

días de crecimiento en presencia de Lewia sp. sólo el 0.27% y 0.31% fue localizado en las 

parte aérea y raíces, respectivamente. En el caso del suelo, de una concentración inicial de 

176.4 mg de HXD (unidad experimental)-1, menos del 0.05% (del 95.1% que fue removido) 

fue localizado, tanto en raíces como parte aérea. Esto puede explicarse porque de los tres 

hidrocarburos estudiados, el HXD puede ser degradado más fácilmente. De acuerdo a 

Reynoso-Cuevas y col. (2011), F. arundinacea tiene la capacidad de acumular 46.7 y 15.95 

mg de PYR (kg tejido seco) -1 en raíces y parte aérea, respectivamente. En el presente 

estudio, después de 45 días de cultivo en suelo modelo, la acumulación de PYR en raíces de 

F. arundinacea inoculada con Lewia sp., fue 6.8 veces más alta en comparación con los 

resultados de Reynoso-Cuevas y col. (2011). De igual manera, la presencia del hongo 

estimuló la translocación de PYR de raíces a la parte aérea.  

Cuando el suelo fue usado como soporte se obtuvieron respuestas diferentes: no se 

encontraron diferencias significativas en la concentración de PYR en las raíces entre las 

plantas inoculadas y las no inoculadas con Lewia sp., probablemente debido a que el hongo 

inoculado fue desplazado por los microorganismos nativos del suelo antes de que pudiera 

penetrar en las raíces de F. arundinacea. En la parte aérea el PYR no fue detectado, 

independientemente de la presencia del hongo, lo que concuerda con lo reportado por Su y 

col. (2008), quienes describieron que el PYR no fue detectado en la parte aérea de F. 
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arundinacea después de ocho semanas de crecimiento en suelo. Este comportamiento 

puede explicarse porque el Kow del PYR es 5.18, al ser un valor superior a 4 teóricamente 

debería ser absorbido por las raíces; aunque en este caso con una lenta o nula translocación 

a la parte aérea. La presencia de HXD y PYR en los tejidos de la planta indica que el 

mecanismo de fitorremediación estimulado en la degradación de hidrocarburos por la 

interacción F. arundinacea-hongo endófito (Lewia sp.) fue la fitodegradación. Además, en 

el caso del suelo modelo, la acumulación de PYR en raíces sugiere que Lewia sp. (alojado 

entre las células de las raíces) podría tener la capacidad de seguir con la transformación de 

los contaminantes orgánicos que se encuentran secuestrados. 

 

Tabla 9. Efecto de la inoculación con Lewia sp., en la acumulación de hexadecano, 

fenantreno y pireno en raíces y parte aérea de F. arundinacea después de 45 días de cultivo 

en suelo modelo y suelo. 

 Suelo modelo Suelo 

 PYR PHE HXD PYR PHE HXD 

  mg kg-1 mg kg-1 

Raíces n. d. n. d n. d 694.7±246 n. d. 1,603.4±84.7 

Raices  
(Con Lewia sp.) 318±162 n. d. 490±300 1,603.4±335.9 n. d. 1,404.3±56 

Parte aérea n. d. n. d. 445±11 n. d. n. d. 309±103 

Parte aérea 
(Con Lewia sp.) 20.7±6.9 n. d. 358.8±26 n. d. n. d. 136.5±79 

Conc. Inicial 
*mg kg-1 357.8±27 328.5±38.5 639±96.2 317.9±8.0 284.2±20.9 451.7±26.9 

n.d. no detectado 

mg hidrocarburo kg-1 BS, raíces y parte aérea. 

*mg hidrocarburos kg-1soporte seco, suelo modelo o suelo 

Medias de tres replicas ± IC 
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6.2.4 Crecimiento de Festuca arundinacea-Lewia sp. en suelo con hidrocarburos 

totales del petróleo 

La implementación de estrategias de remediación in situ para ambientes contaminados ha 

incrementado considerablemente en los últimos tiempos (Gan y col., 2009; Dugalic y col., 

2010). La fitorremediación es una tecnología amigable con el ambiente, que utiliza plantas 

y su asociación con los microorganismos para remediar suelos contaminados. En este 

trabajo se aplicó en campo una estrategia de fitorremediación implementada a nivel 

laboratorio, con la finalidad de evaluar la supervivencia y cambios morfológicos de F. 

arundinacea, en presencia y ausencia de Lewia sp., en un suelo previamente remediado y 

bajo condiciones ambientales. La Figura 22 muestra imágenes de F. arundinacea inoculada 

y no inoculada con Lewia sp., creciendo en una parcela con cuatro toneladas de suelo 

contaminado con petróleo de la ex refinería 18 de Marzo. A los 40 días, la supervivencia de 

las plantas sin hongo trasplantadas fue mayor (44%) en comparación con las plantas 

inoculadas con Lewia sp. (30%). La baja supervivencia puede deberse a los cambios 

ambientales extremos que se presentaron durante los días de trasplante. A pesar de la baja 

supervivencia, después de 80 días las plantas sin inocular ya presentaban inflorescencia y a 

los 120 días de cultivo se recolectaron semillas. Además, se pudo observar de manera 

cualitativa que, después de los 120 días, las plantas inoculadas con hongo eran más 

saludables y vigorosas en comparación con las plantas sin inocular. Por otro lado, las 

plantas inoculadas con Lewia sp. presentaron inflorescencia hasta los 120 días y se 

colectaron semillas hasta los 180 días. Nabors (2006) reporta que la producción de semillas 

facilita la supervivencia de las plantas, ayudando a superar períodos difíciles, las estaciones 

con temperaturas extremas o ausencia de humedad. Esto podría explicar por qué las plantas 

inoculadas con Lewia sp. tardaron más tiempo en producir semillas: probablemente no se 

encontraban amenazadas durante la época de crecimiento y no había necesidad de asegurar 

su supervivencia. Después de los 180 días, se tomaron muestras de las raíces de F. 

arundinacea y se observaron cambios morfológicos: las raíces con hongo eran más gruesas 

y menos ramificadas en comparación con las raíces sin hongo, que eran más delgadas y 

ramificadas, como se observa en la Figura 23. 
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Figura 22. Registro fotográfico del crecimiento de Festuca arundinacea inoculada y no 

inoculada con Lewia sp., en suelo contaminado y previamente remediado de la ex Refinería 

18 de marzo, en parcelas experimentales en la UAM-I. (a) 40; (b) 80; (c) 120; (d) 180; (e) 

340 y (f) 540 días de crecimiento. 

 

 
Figura 23. Morfología macroscópica de las raíces de F. arundinacea inoculadas (a) y no 

inoculadas con Lewia sp. (b) después de 180 días de crecimiento en suelo contaminado y 
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previamente remediado de la ex Refinería 18 de marzo, en parcelas experimentales en la 

UAM-I. 

6.2.5 Remoción de hidrocarburos totales del petróleo por la interacción F. 

arundinacea - Lewia sp. 

Se ha demostrado que los microorganismos endófitos tienen un papel importante en la 

adaptación de la planta a los ambientes contaminados, y de esta manera favorecen la 

fitorrememediación promoviendo el crecimiento de la planta y disminuyendo la 

fitotoxicidad de los contaminantes en el suelo (Li y col., 2012). Sin embargo, no hay 

reportes de la aplicación in situ de la fitorremediación asistida por microorganismos 

endófitos en condiciones de campo. En la Tabla 10 se muestra la remoción de HTP por la 

interacción F. arundinacea - Lewia sp., en suelo de la ex Refinería 18 de marzo y 

condiciones de campo. Después de 540 días de cultivo, no se observaron diferencias 

significativas en la remoción de HTP por F. arundinacea inoculada con Lewia sp., y la 

planta sola. Además, hasta el tiempo que se prolongó el experimento, la concentración 

inicial de hidrocarburos (fracción pesada y media) se mantuvo prácticamente sin cambios. 

Este resultado podría deberse a cualquiera de los siguientes supuestos: (i) el tiempo de 

fitorrremediación fue breve, Kamath y col. (2004) reportan que la aplicación en campo de 

la fitorremediación puede ser monitoreada hasta cinco años, o (ii) la técnica de inoculación 

del hongo no fue la adecuada, de tal manera que éste fue desplazado antes de penetrar las 

raíces de F. arundinacea. Para corroborar que el hongo se encontraba dentro de la planta, se 

colectaron 40 semillas durante el cultivo de la planta en la parcela (20 semillas obtenidas de 

las plantas inoculadas con hongo y 20 de plantas sin hongo). Las semillas se germinaron en 

tubos de cultivo (apartado 5.5.4). Después de 20 días de haber germinado las semillas, no 

se observó crecimiento de ningún tipo de hongo. En este apartado se concluye que hace 

falta establecer las condiciones para la inducción de la asociación entre F. arundinacea y 

Lewia sp. en pruebas de campo. 
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Tabla 10. Remoción de hidrocarburos totales del petróleo por la interacción F. 

arundinacea - Lewia sp., creciendo en suelo de la ex Refinería 18 de marzo después de 540 

días de crecimiento. 

 Remoción (mg kg BS-1)  

 Fracción media Fracción pesada 

F. arundinacea 277.7 ± 0.7 a 1032.2 ± 80.8 A 

F. arundinacea 
– Lewia sp. 305.1 ± 27.5 a 999.5 ± 34.9 A 

Masa inicial  416.31 ± 81.29 1183.29 ± 183.30 

Letras diferentes (minúsculas para fracción media y mayúsculas para pesada) representan 

diferencias significativas entre tratamientos: F. arundinacea, F. arundinacea -Lewia sp. 

Las medias fueron comparadas de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (α = 0.05). Datos 

analizados por Intertek Testing Service de México S. A. de C. V. Media ± DS, n=2. 
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7. CONCLUSIONES 

 El hongo filamentoso aislado de las semillas de F. arundinacea fue identificado como 

Lewia sp. 

 

 Se demostró que Lewia sp. es un hongo endófito de F. arundinacea y que esta 

interacción es inducible en el laboratorio. 

 

 Se encontró que el endófito Lewia sp. tiene la capacidad de mineralizar hidrocarburos 

utilizando agrolita como soporte bajo condiciones estériles. 

 

 Lewia sp. promovió la producción de biomasa de las raíces de F. arundinacea 

después de 45 días de cultivo en agrolita como suelo modelo. 

 

 La presencia de Lewia sp. favoreció la remoción de pireno (hidrocarburo tóxico de 

alto peso molecular) por F. arundinacea después de 45 de cultivo, en suelo modelo y 

suelo. 

 

 La presencia de Lewia sp. favoreció la acumulación de pireno en las raíces de F. 

arundinacea, después de 45 días de cultivo en agrolita como suelo modelo. 

 

 El mecanismo de fitorremediación que se estimuló en la degradación de 

hidrocarburos por la interacción F. arundinacea-Lewia sp. fue fitodegradación. 

 

 El cultivo de F. arundinacea inoculada con Lewia sp. en suelo contaminado de la ex-

Refinería 18 de Marzo, nos permitió concluir lo siguiente: 

 

 La supervivencia de F. arundinacea fue mayor (40%) en comparación con 

las plantas inoculadas con Lewia sp. (30%). 

 La inflorescencia fue 5 veces mayor en plantas sin hongo en comparación 

con las plantas inoculadas. 
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 Se observaron cambios en la morfología de las raíces de F. arundinacea 

inoculadas con Lewia sp., en comparación con las plantas no inoculadas. 

 No se observaron diferencias significativas en la remoción de hidrocarburos 

totales del petróleo por F. arundinacea inoculada y no inoculada con Lewia 

sp., probablemente debido a que no se estableció la asociación entre la 

planta y el hongo. 
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8. RECOMENDACIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se recomienda para estudios 

posteriores lo siguiente: 

 

Estudiar los metabolitos generados por el hongo endófito para favorecer el crecimiento de 

la planta en la fitorremediación de contaminantes orgánicos, tales como la producción de 

hormonas (sobre todo aquellas que están implicadas en el crecimiento de las plantas, por 

ejemplo auxinas y giberelinas) o enzimas que modifiquen la estructura de ácidos nucleicos, 

lípidos y proteínas esenciales para la vida celular. 

 

Se conocen estudios que reportan la actividad antioxidante que ejercen los individuos 

endófitos en los huéspedes colonizados. En muchos casos, los cambios en la producción de 

especies reactivas de oxígeno y la actividad antioxidante aumentan en la asociación 

simbiótica benéfica. Sería importante evaluar las respuestas antioxidantes que puedan 

contribuir al conocimiento y comprensión del éxito de la colonización endofítica y su 

correlación con las respuestas de la planta hospedera durante la fitorremediación de 

compuestos orgánicos. 
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APÉNDICE I 

GLOSARIO 

 

Absorción: Biol. Proceso mediante el cual el cuerpo absorbe los nutrientes necesarios para 

continuar con su vida luego de la digestión. 

 

Adsorción: proceso por el cual átomos, iones o moléculas son atrapados o retenidos en la 

superficie de un material, en contraposición a la absorción, que es un fenómeno de 

volumen, es decir es un proceso en el cual un contaminante soluble (adsorbato) es 

eliminado del agua por contacto con una superficie sólida (adsorbente). El proceso inverso 

a la adsorción se conoce como desorción. 

 

Anamorfo: estado imperfecto de un hongo, solo se reproduce en forma asexual. Fase 

imperfecta o asexual en los ascomicetos y algunos basidiomicetos. 

 

Aséptico: ausencia de microbios o de infección. 

 

Biodegradación: característica de algunas sustancias químicas para ser utilizadas como 

sustrato por microorganismos, que las emplean para producir energía (por respiración 

celular) y crear otras sustancias como aminoácidos, nuevos tejidos y nuevos organismos. 

Puede emplearse en la eliminación de ciertos contaminantes como los desechos orgánicos 

urbanos, papel, hidrocarburos, etc. 

 

Biodisponibilidad: se refiere al contacto entre el contaminante y el sistema biológico para 

inducir cualquier efecto. 

 

Biotransformación: modificación que sufren los contaminantes en su paso a través del 

organismo. 

 

Destoxificación: liberación de toxinas de un sustrato. La exposición de vegetales y suelos a 

tóxicos químicos es una fuente gradual de aumento de la toxicidad en el organismo animal 
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en general, y del ser humano en particular. Las toxinas orgánicas en general y los productos 

químicos inorgánicos, entre otros, se depositan en los diversos órganos y tejidos, afectando 

a su funcionamiento, lo que determina finalmente disfunciones o alteraciones del 

funcionamiento orgánico y genera graves trastornos orgánicos y enfermedades de tipo 

degenerativo. Después de años de exposición a éstas sustancias tóxicas, el organismo pierde 

su capacidad normal de eliminarlas, por lo que recirculan al interior del organismo 

afectado. 

 

Esterilización: método de control (en ciencias de la salud, biología y química) del 

crecimiento microbiano que involucra la eliminación de todas las formas de vida 

microscópicas no deseadas en un cultivo controlado, incluidos virus y esporas. 

 

Hidrófilo: comportamiento de toda molécula que tiene afinidad por el agua. Las moléculas 

hidrófilas son a su vez lipófobas, es decir no tienen afinidad por los lípidos o grasas y no se 

mezclan con ellas. 

 

Hidrofóbico: comportamiento de toda molécula que no tiene afinidad por el agua. 

 

Mineralización: transformación de una sustancia orgánica en compuestos de naturaleza 

inorgánica. 

 

Senescencia: El cambio gradual e intrínseco en un organismo que conduce a un riesgo 

creciente de vulnerabilidad, perdida de vigor, enfermedad y muerte. 

 

Recalcitrante: compuesto con una estructura química muy estable, por lo que se resiste al 

ataque de los microorganismos o de cualquier otro mecanismo de degradación sea 

biológico o químico 

 

Rizosfera: es la fina capa de suelo que se queda adherida al sistema de raíces de las plantas 

después de sacudirlas. Es donde tiene lugar una interacción dinámica con los 
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microorganismos. Las características químicas y biológicas de la rizosfera se manifiestan 

en una porción de apenas 1 mm de espesor a partir de las raíces. 

 

Simbiosis: relación estrecha y persistente entre organismos de distintas especies. 
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