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RESUMEN

La fitorremediacion utiliza procesos bioldgicos con plantas para remover, degradar,
transformar o estabilizar contaminantes. Los microorganismos benéficos asociados a la
rizosfera de las plantas favorecen la eficiencia de la fitorremediacion. Sin embargo, el papel
e importancia de los microorganismos en la remocion de contaminantes organicos por las
interacciones planta-microorganismo no estan completamente esclarecidos. En el presente
trabajo, se evalud la capacidad de un hongo endoéfito transmitido via semilla (identificado
como Lewia sp. ACH-4) para mineralizar hidrocarburos, analizandose su efecto sobre el
crecimiento, remocion y acumulacién de hidrocarburos en Festuca arundinacea sobre suelo
modelo (agrolita) y suelo contaminado artificialmente. Se utiliz6 una mezcla de
hidrocarburos (MHC), constituida por dos hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP):
fenantreno (PHE) y pireno (PYR), y un alifatico: hexadecano (HXD). La concentracion
inicial de MHC fue 1500 mg kg™. Los experimentos se llevaron a cabo en el invernadero de
la UAM-I durante 45 dias. Las plantas inoculadas y no inoculadas se cultivaron en unidades
experimentales (frascos de vidrio oscuros cilindricos) con suelo modelo (40 g) o suelo (400
g). Para evaluar la supervivencia y efectividad en la remocion de hidrocarburos totales del
petroleo (HTP) de la interaccion Festuca arundinacea-Lewia sp., bajo condiciones
experimentales de campo (4 Ton de suelo contaminado, con un tratamiento de remediacion
previo, provenientes de la Ex. Refineria 18 de Marzo de PEMEX), se desarrolld un
experimento final que se mantuvo en observacion durante 1.5 afios. Al inocular con Lewia
sp. se estimuld (100%) el crecimiento de las raices de F. arundinacea en suelo modelo
contaminado. La remocion de hidrocarburos fue mayor (25 + 7.8%) en los suelos plantados
que en los suelos sin plantar. La eficiencia de remocion de PYR fue significativamente
diferente entre las plantas inoculadas (97.9%) y no inoculadas (91.4%) después de 45 dias
de crecimiento en suelo. Mientras, en el suelo modelo, la remocion 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 remocion de HAP por F.
arundinacea, tanto en suelo modelo como en suelo, por lo que puede ser considerado como
un hongo rizorremediador benéfico. La acumulacion de PYR en raices fue promovida
significativamente después de 45 dias de crecimiento en suelo modelo y suelo (318 y 1
603.4 mg kg’ de raices en base seca, respectivamente). Los mecanismos de




fitorremediacion estimulados por la interacciéon F. arundinacea - Lewia sp., fueron
fitodegradacion y rizodegradacion. La supervivencia de F. arundinacea fue mayor (40%)
en comparacion con las plantas inoculadas con Lewia sp. (30%) cuando se sembré en suelo
de la Ex. Refineria 18 de marzo (previamente remediado por empresas contratadas por
PEMEX), bajo condiciones de campo. A los 120 dias de cultivo las plantas inoculadas
estaban mé&s vigorosas y sanas que las no inoculadas. Finalmente, no se observaron
diferencias significativas en la remocién de HTP por F. arundinacea inoculada y no

inoculada con Lewia sp.

Palabras clave: hongo filamentoso transmitido via semillas; hongo endofito; Lewia sp.;

hidrocarburos aromaticos policiclicos; Festuca arundinacea.




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™. 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™ 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




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.




ABREVIATURAS

DCM Diclorometano

DDT Dicloro difenil tricloroetano

DNA Acido desoxirribonucleico

EDTA Etilendiamin tetracetato disodico

HAP Hidrocarburos aromaticos policiclicos

HTP Hidrocarburos totales del petréleo

HXD Hexadecano

ITS Internal transcribed spacers

MHC Mezcla de hidrocarburos

MS Medio Murashige and Skoog

NOM Norma Oficial Mexicana

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDA Agar papa dextrosa

PHE Fenantreno

PYR Pireno

TAE Solucién compuesta por base tris, acido acético y EDTA
UAM-I Universidad Autdbnoma Metropolitana unidad Iztapalapa

US EPA Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de

Norteamérica
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INTRODUCCION

La contaminacidn de suelos con hidrocarburos derivados del petréleo es un problema que
se ha extendido en la actualidad, como resultado de derrames de contenedores, rupturas en
tuberias subterraneas y distintos procesos industriales. Entre los componentes del petréleo,
considerados contaminantes persistentes, se identifica a los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP): compuestos formados por dos o mas anillos arométicos fusionados,
constituidos por atomos de carbono e hidrdégeno, quimicamente estables a temperatura
ambiente. Los HAP son resultado de la combustion incompleta de materiales como materia
orgénica, gasolinas y carburantes de los motores de vehiculos, humo de tabaco, carbon y
madera; o como producto de incendios forestales y quemas agricolas, incineracion de
residuos, refinacion de petréleo, produccion de asfalto y aluminio (Srogi, 2007). Debido a
sus estructuras hidrofobicas son casi o totalmente insolubles en agua. Su solubilidad en
agua, ademas, disminuye a medida que aumenta su peso molecular. Debido a que son
altamente hidrofdbicos, se encuentran fundamentalmente en aire, agua, suelo y vegetacion,
aunque un inventario preliminar de HAP en el ambiente de Reino Unido mostr6 que el
suelo es el principal depdsito 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,
citotoxicos o ecotoxicos (Srogi, 2007). Por lo tanto, es de vital importancia promover su
eliminacion, preferentemente por la via de su biodegradacion. Recientemente, el interés por
desarrollar estrategias de remediacion 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 bioldgica, amigable con el ambiente, que recientemente ha recibido
mucha atencion es la fitorremediacion o uso de vegetales para remediar sitios
contaminados. La fitorremediacién constituye un grupo de tecnologias innovadoras que
aprovecha las plantas y los procesos naturales para remediar o estabilizar residuos
peligrosos en suelos, sedimentos, aguas superficiales o subterraneas (Ndimele, 2010). En
los ultimos cinco afios, los estudios relacionados con el uso de fitorremediacion para
restaurar ambientes contaminados con HAP han aumentado de aproximadamente 448
publicaciones en 2008 hasta llegar a mas de 1100 en 2013 (base de datos Scopus). Este

conjunto de tecnologias es econémico y eficaz para disminuir los contaminantes en el

14



suelo. Se conocen tres posibles mecanismos que contribuyen a la fitorremediacién de
contaminantes organicos: (i) la fitovolatilizacion; se refiere a la evaporacion, a través de la
transpiracion de las plantas, de aquellos contaminantes volatiles absorbidos por las raices,
(ii) la fitodegradacion; en la que después de la absorcion de contaminantes por las raices de
las plantas se lleva a cabo el metabolismo de los mismos y (iii) la fitoestimulacion o
rizodegradacion; en este mecanismo las plantas, por medio de la produccion de exudados
radiculares, promueven el crecimiento de microorganismos y asi la sucesiva degradacion o
transformacion de contaminantes por la comunidad microbiana asociada a la rizosfera
(Pilon-Smits, 2005; Lazcano y col., 2010). La familia de las gramineas es una de las méas
importantes para la fitorremediacion de suelos contaminados con compuestos organicos
como los HAP e hidrocarburos del petréleo (Gawronski y Gawronska, 2007); Festuca
arundinacea es una graminea constantemente utilizada en estudios de fitorremediacion 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 fitorremediacion 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 petroleo, los hongos filamentosos entre ellos. Estudios recientes de
fitorremediacion sugieren que los hongos endofitos juegan un papel importante en este
proceso (Mohsenzadeh y col., 2010; Soleimani y col., 2010a). Los hongos endofitos se
definen como microorganismos que colonizan los tejidos internos de una planta sin causar
algn dafio negativo inmediato (Kuldau y Bacon, 2008). Estos hongos se benefician de la
asociacion simbidtica mediante el suministro de nutrientes por los exudados de las raices,
mientras que las plantas se benefician por un incremento de la absorcion de nutrientes y
proteccidon contra estrés bidtico y abiotico, por ejemplo, mediante la reduccion de la
toxicidad de los contaminantes del suelo (Tanaka y col., 2012). En este trabajo, se evalud el
efecto de Lewia sp. (un hongo filamentoso transmitido via semillas) como un in6culo
exdgeno en la remocién de hidrocarburos que contaminan los suelos. Se estudid la
remocion de los hidrocarburos en diferentes matrices, asi como la acumulacion en los
tejidos de Festuca arundinacea. Se utilizd, ademas de suelo y suelo con hidrocarburos
(previamente remediado), suelo modelo (perlita) con el fin de controlar variables implicitas

en el suelo (porosidad, microorganismos nativos y absorcion de los contaminantes por la
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matriz del suelo, entre otros). El estudio se centr6 en evaluar las condiciones que
promueven el crecimiento de las plantas en el suelo y asi acelerar la remediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos a través de la inoculacion selectiva con microorganismos

especificos que tienen la capacidad de degradar hidrocarburos.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) constituyen un amplio grupo de
compuestos organicos. Se caracterizan por estar formados por atomos de carbono e
hidrégeno. Estan constituidos por la unién de dos o mas anillos, que contienen cinco o seis
atomos 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 fisico-quimicas de los HAP

Las caracteristicas fisico-quimicas de los HAP son muy diversas; algunos de ellos son
semivolatiles, se encuentran en forma gaseosa a temperatura ambiente, mientras que otros
tienen un elevado punto de ebullicion. Debido a su estabilidad a temperatura ambiente y a
sus frecuentes estructuras hidrofébicas, son casi o totalmente insolubles en agua. En
general, son lipofilicos porque tienden a unirse a sustancias lipidicas y/o disolverse en ellas.
Este caréacter lipofilico 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 mas atomos y mas
anillos forman la molécula del HAP. Son inestables fotoquimicamente (se degradan por la
luz). En la Tabla 1 se muestran algunas propiedades que caracterizan este grupo de
moléculas. Una caracteristica 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 quimica muy estable, por lo que resisten al ataque de
los microorganismos o de cualquier mecanismo de degradacion, sea biolégico o quimico. 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 aromaticos
policiclicos utilizados como modelo de estudio.

Efecto

HAP Estructura Solubilidad (mg L) Recalcitrante™

Naftaleno 31.7 ]
Acenafteno ' 3.9
40
Antraceno 0.07
Fenantreno C 1.3
ol
Fluorantreno O 0.26
ged
Pireno 0.14
I
Benzo(a)antraceno | X 0.002
L

Benzo(a)pireno

0.003 v

*La direccion de la flecha indica co6mo aumenta el efecto recalcitrante.
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1.1.2 Formacién de los HAP

En el proceso de combustion de la materia organica, la combustion es incompleta si no hay
suficiente oxigeno: parte del combustible no reacciona completamente con el oxigeno y se
forman otros subproductos. Los HAP son moléculas lipofilicas producto de la combustion
incompleta del carbdn, aceites, gases, madera, residuos domésticos y, en general, sustancias
de origen orgénico. La tasa de formacion de los HAP depende de las condiciones de la
combustién: si ésta genera mucho humo negro dara lugar a mayor cantidad de HAP.
También se encuentran de forma natural en el petréleo, el carbdn, depdsitos de alquitran y
como productos de la utilizacion de combustibles, ya sean fésiles o biomasa, y de la
actividad volcéanica (Beyer y col., 2010). Debido a que son altamente hidrofobicos, se
encuentran en todo el ambiente, son facilmente absorbidos por particulas sélidas de materia
organica, formando micro-contaminantes en el ambiente. Aire, agua, suelo y vegetacion
actuan como ambientes de almacenaje de HAP, aunque un inventario preliminar de HAP en
el ambiente del Reino Unido mostré que el suelo es el principal depdsito de estos

contaminantes (Gan y col., 2009).

1.1.3 Efectos toxicos de los HAP

Algunos HAP de bajo vy, principalmente, los de alto peso molecular son contaminantes
altamente peligrosos considerados tdxicos, mutagénicos o carcinogénicos. En la Tabla 2 se
enlistan 28 HAP que recientemente han sido identificados como contaminantes peligrosos
por la Agencia de Proteccidn Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (US EPA,
2008). La toxicidad de los HAP depende principalmente de la estructura del compuesto,
incluso algunos isomeros con el mismo numero de anillos pueden variar de no toxico a
extremadamente toxico dependiendo de las diferentes posiciones estéricas de los anillos
bencénicos. La biotransformacion enzimatica también determina la toxicidad de los HAP y
los organismos con baja capacidad para biotransformarlos son méas 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 vy proteinas. Pero al no tener desarrollado un sistema de
reparacion 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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reduccion 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 Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (US EPA)

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

10 Dibenz(a,j)acridino

11 Dibenzo(a,h)antraceno
12 Dibenzo(a,e)fluoranteno
13 Dibenzo(a,e)pireno

14 Dibenzo(a,h)pireno
15 Dibenzo(a,l)pireno
16 7H-Dibenzo(c,g)carbazole

17 7-12-Dimetilbenz(a)antraceno
18 Indeno(1,2,3-cd)pireno
19 3-Metilclorantreno

20 5-Metilcriseno

21 1-Nitropireno

22 Acenafteno

23 Acenaftileno

24 Antraceno

25 Benzo(g,h,i)perileno

APOLOWOWWWEARMARPMOPRPRUIOOOO OIOTOTO & O1TO1OT O

26 Fluoreno
27 Fenantreno
28 Pireno

*Compuestos enumerados 1-21 estan reportados en el inventario de toxicos 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 biodegradacion de los HAP por hongos y otros microorganismos ha sido estudiada y

revisada ampliamente en los dltimos afios (Muckian y col., 2007; Acevedo Yy col., 2010;
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Wang y col., 2012). La mayoria de los hongos no pueden utilizar los HAP como Unica
fuente de carbono y energia, pero pueden co-metabolizar HAP y generar una amplia
variedad de productos, y en algunos casos degradarlos hasta CO, y agua (mineralizacion).
Se conocen dos tipos de metabolismo fangico de HAP: para hongos no-ligninoliticos y para
ligninoliticos (también conocidos como hongos de pudricidn blanca). La mayoria de los
hongos son no-ligninoliticos, 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 ligninoliticos). Como se muestra en la
Figura 1, el primer paso en el metabolismo de los HAP en la mayoria de los principales
grupos de hongos no-ligninoliticos (incluyendo zigomicetos, hifomicetos, ascomicetos-
grupo al que pertenece Lewia sp. y otros) es oxidar un anillo aromatico para producir un
oxido de areno mediante la reaccion catalizada por la enzima citocromo P-450
monoxigenasa. Esta ruta es similar al metabolismo de HAP en los mamiferos. En
comparacion con la oxidacion del anillo aroméatico por enzimas dioxigenasas para formar
cis-dihidrodiol, la enzima monoxigenasa incorpora Unicamente un atomo de oxigeno al
anillo para formar un éxido de areno. Esta molécula es posteriormente hidratada a través de
una reaccion catalizada por la epoxido-hidrolasa para formar trans dihidrodiol. Ademas, se
pueden producir derivados del fenol a partir de 6xidos de areno, por el reordenamiento no
enzimatico del compuesto, que pueden actuar como sustratos para la posterior sulfatacion,
metilacion o conjugacion con glucosa, xilosa o acido glucurénico. Aungue la mayoria de
los hongos no-ligninoliticos no son capaces de mineralizar los HAP, estos HAP
transformados son generalmente menos toxicos y mas 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 organicos en plantas se lleva a cabo durante la absorcion
por las raices y la difusidn a través de tallos y hojas de las plantas. La actividad metabélica
en plantas incluye la activacién o modificacion del compuesto (fase 1), su conjugacion (fase
I) y su transporte o excrecion (fase I11) (Schroder, 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 activacion de los compuestos organicos por
reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis. En muchos de los casos, la activacion es
catalizada también por peroxidasas. Sin embargo, las reacciones de oxidacion maés
importantes estan reguladas por la enzima citocromo P450 monooxigenasa (que comprende
la familia més grande de proteinas de plantas). Las enzimas implicadas en la fase | estan
localizadas en fracciones de membrana en las células de las plantas (monooxigenasa p450)
0 en el apoplasto y citosol (peroxidasas). Posteriormente, en la fase Il se efectla la
conjugacion, realizada por las enzimas glutation y glucosil tranferasa. Finalmente, la fase
111 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 especifica de una enzima para el metabolismo
de distintos contaminantes puede no estar disponible en todas las especies de plantas: por
ejemplo, la antrazina es sélo destoxificada por el maiz y algunas especies de sorgo,
mientras que otras gramineas no estan equipadas con las isoenzimas responsables para

destoxificar este tipo de contaminantes (Schroder, 2007).

23



———
\

\ ared celular
1 P450 monooxigenasa

@Glutatlon @

glucosil- 5
\
transferasa \
1

Union/
excrecion

Metabolitos solubles /
conjugados secundarios

y —
() Conjugados
Figura 2. Metabolismo de compuestos organicos en plantas.

1.2 Fitorremediacioén

1.2.1 Concepto de fitorremediacion

Fitorremediacion viene del griego phyto, que significa "planta" y del latin remedium, que
significa "restablecer el equilibrio”. La fitorremediacion 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 petrdleo 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 tecnologia eficiente para

una amplia variedad de contaminantes organicos e inorganicos (Ndimele, 2010).

1.2.2 Ventajas y desventajas de la fitorremediacion

La fitorremediacién puede ser aplicada a una amplia gama de condiciones ambientales. En
comparacion con otras tecnologias de remediacién, se puede aplicar tanto a contaminantes
organicos como inorganicos en suelos, sedimentos, aguas superficiales y aguas

subterraneas. Ademas, en algunos casos se puede aplicar a varias combinaciones de
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diferentes tipos de contaminantes y varios medios afectados simultaneamente. Otra de las
principales ventajas de la fitorremediacion es su bajo costo en comparacion con otros
métodos de remediacion, tales como la excavacion. Cuando es usada como una etapa
secundaria en el tratamiento in situ, se reducen los costos de transporte, minimizando el
dafio fisico del suelo y los costos asociados con el tratamiento fuera del sitio (ITRC, 2009).
El costo de la fitorremediacion (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 organicos
(May, 2011).
Otras ventajas son las siguientes:

v' Se considera una tecnologia verde y sostenible.

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

invernadero.

v Minimiza las emisiones de aire, flujo de agua y la generacion de residuos
secundarios.
Controla la erosion, infiltracion y emisiones de polvo.
Percepcion publica favorable, incluso como una oportunidad educativa.
Mejora la estética, incluyendo la reduccién de ruido.

Aplicable a lugares remotos, potencialmente sin acceso.

AN N NN

Se puede utilizar para complementar otras tecnologias de remediacién (tren de
tratamiento).

Se puede utilizar para identificar y monitorear la contaminacion.

Puede ser instalado como una medida preventiva.

Bajo mantenimiento, resistente y con auto reparacion.

Proporciona restauracion y recuperacion de suelos durante la limpieza.

AN N NN

Puede tener un costo competitivo.

La creciente aceptacion publica de tecnologias con plantas hace de la fitorremediacion una
aplicacion biotecnoldgica prometedora. Sin embargo, la aplicacion de la fitorremediacion
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 remocion y/o degradacion de los contaminantes.

1.2.3 Mecanismos de fitorremediacion

El paso crucial para que las plantas puedan metabolizar los contaminantes orgéanicos es la
absorcion. Bajo ciertas condiciones climaticas, el caracter lipofilico del contaminante,
expresado como su coeficiente de particion octanol-agua (Kow), ha mostrado ser el
pardmetro determinante para la entrada a la raiz y la sucesiva translocacion. Los
contaminantes organicos con un log Kow<l se consideran muy solubles en agua y
generalmente, en ambientes lluviosos o sistemas donde la tasa de evapotranspiracion 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 via xilema. Los contaminantes con un log Koy entre 1 y 4, son
absorbidos por las raices y tienen movilidad via xilema y aquellos con log K, mayor a 4
son altamente absorbidos por las raices, con una lenta o nula translocacion a los tallos y
hojas. En la Tabla 3 se muestran los valores log K, de algunos contaminantes organicos
frecuentemente estudiados (Yang y Zhu, 2007; Gomez-Eyles y col., 2010).

Tabla 3. Coeficiente de particion octanol/agua (log Kow) para contaminantes organicos

Compuesto log Kow  Compuesto Log Kow
Anilina 0.9 Fluoreno 4.18
Fenil aceto nitrilo 1.6 Acido dodecanoico 4.2
Acido 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 organicos son compuestos que pueden ser mineralizados completamente
por diferentes plantas. Aunque el conocimiento de la degradacion de contaminantes por el
sistema metabdlico de las plantas es aun limitado, comparado con el conocimiento del

mismo proceso en bacterias, varios reportes confirman la importancia de la
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fitorremediacion como una tecnologia emergente (Gerhardt y col., 2009). En la Figura 3 se
ilustran los posibles mecanismos de fitorremediacion de compuestos organicos:

fitovolatilizacion, fitodegradacion y fitoestimulacion o rizodegradacion (ITRC, 2009).

7

Fitovolatilizacion

@ Contaminante organico

Figura 3. Representacion esquematica de los posibles mecanismos de fitorremediacion

para contaminantes organicos.

Fitovolatilizacion. La capacidad natural de una planta para volatilizar un contaminante
inicia a través de la absorcion de los contaminantes por sus raices: aquellos que son
volatiles se difunden a través de la planta y finalmente son liberados a la atmdsfera por los
estomas abiertos en las hojas (transpiracion), como se muestra en la Figura 4. Una vez
liberados a la atmdsfera, los compuestos con dobles enlaces pueden ser rapidamente
oxidados por los radicales hidroxilo (ITRC, 2009).
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@ contaminante

Figura 4. Representacién esquematica del mecanismo de fitovolatilizacién.

Fitodegradacion. En la Figura 5 se ilustra el mecanismo de fitodegradacion, que también
es llamado "fitotransformacion”. Este término se refiere a la transformacién o
mineralizacion a través de diversas reacciones enzimaticas internas y procesos metabolicos
propios de la planta. Algunas especies de plantas degradan y/o transforman los
contaminantes después de absorberlos. Esto lo hacen a través del proceso metabdlico
catalizado por enzimas, dentro de la raiz o en las células de la parte aérea. Entre las enzimas
mas conocidas en fitorremediacion destacan las peroxidasas, las monoxigenasas, las nitrato
reductasas y las fosfatasas. Otra forma de descomposicion de los contaminantes pueda
darse por la secrecion de enzimas y compuestos quimicos al suelo. Las enzimas secretadas

son generalmente deshidrogenasas, oxigenasas y reductasas.
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Figura 5. Representacion esquematica del mecanismo de fitodegradacion. A: actividades
enzimaticas de la planta. B. oxidacion fotosintética.

Fitoestimulacion/Rizodegradacion. Los contaminantes como los HAP son altamente
hidrofébicos y pueden ser absorbidos por la matriz del suelo. De esta manera, se disminuye
su biodisponibilidad para ser incorporados por las plantas y continuar asi con la sucesiva
fitotransformacion. EI mecanismo que se ha observado para contrarrestar este efecto es la
rizodegradacién, como se muestra en la Figura 6, que se basa en la degradacion microbiana
de los contaminantes en la rizosfera. Esto ocurre porque la planta promueve el desarrollo de
microorganismos degradadores de compuestos organicos (bacterias y hongos) a través de la
produccion de exudados radiculares. Un buen indicador de si una planta conserva un
contaminante en la raiz es, como ya se menciono anteriormente, el Kyy: altos valores de Kow
se corresponderian con una mayor probabilidad de que el compuesto quede retenido en las
raices, lo que propiciaria la degradacién microbiana. Por consiguiente, en estos casos la
rizodegradacién podria ser el mecanismo mas importante para la eliminacion de

compuestos organicos en suelos contaminados.
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Raices o fragmento
de raices

TRy

C = contaminante
E = exudados (nutrientes)

E + O, + H,O= crecimiento microbiano

Figura 6. Representacidn esquematica del mecanismo de rizodegradacion.

1.2.4 Planta fitorremediadora

Festuca arundinacea es una importante especie de graminea forrajera perenne, ver Figura
7, conocida con el nombre comun de festuca alta. Aunque es originaria de Europa y el norte
de Africa, 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 mas 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 afio, en comparacién con otras gramineas forrajeras
(Rognli y col., 2010). Ademaés de ser utilizada como forraje y césped, sus usos se extienden
para fines de fitorremediacion por tener un sistema radicular extenso, profundo y fibroso. F.
arundinacea ha sido ampliamente utilizada en la fitorremediacion de compuestos organicos
(Chen y col., 2003; Cheema y col., 2009; Sun y col. 2011) e inorganicos (Begonia y col.
2005; Soleimani y col., 2010b). Ademas, festuca alta establece asociaciones simbidticas
con hongos enddfitos y recientemente se ha reportado el uso de esta asociacion en la

fitorremediacion de suelos contaminados con petroleo (Soleimani y col., 2010a).
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1.4 Hongos enddfitos

Los hongos constituyen un conjunto de seres vivos que incluye desde organismos
unicelulares a organismos pluricelulares macroscopicos. Estan formados por células
eucariotas con una pared rigida y se caracterizan por ser inmdviles; presentan nutricion
heterotrofa por absorcion y reproduccion sexual y asexual (Deacon, 2006). Un grupo de
hongos que viven dentro de los tejidos de las plantas, intracelular y extracelularmente, sin
causar dafio aparente, son los denominados endofitos (literalmente, la palabra endéfito
significa "dentro de la planta™). El rango de posibles hospederos y huéspedes es tan amplio
como su definicion literal, un ejemplo de huésped son los hongos filamentosos (Tanaka y
col., 2012). De igual manera, el uso del término "endofito" se aplica para una variedad de
estrategias simbidticas, que van desde saprofitos a parésitos, de patdgenos a mutualistas.
Los "endofitos" son cominmente definidos como aquellos organismos cuyas infecciones
son discretas, los tejidos infectados por el huésped son asintomaticos, al menos
transitoriamente, y la colonizacion microbiana se puede demostrar que es interna (Schulz y
Boyle, 2006).

1.4.1 Aislamiento

Hay buenas razones para el aislamiento de microrganismos endoéfitos, por ejemplo, para
fines de fitorremediacion y con el objetivo de usarlos como inoculantes para mejorar el
crecimiento de las plantas. El procedimiento de aislamiento cominmente usado comienza

con la esterilizacion superficial de las raices. Una vez esterilizadas, son maceradas y
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colocadas en placas con agar nutritivo o se plantan pequefios fragmentos esterilizados
superficialmente. Durante la esterilizacion superficial el agente esterilizante deberia matar,
tedricamente, todo microorganismo que se encuentre en la superficie, sin afectar el tejido
del hospedero y el microorganismo endéfito. Sin embargo, esto es dificil de lograr, debido
a que se tiene que establecer un balance entre el tiempo adecuado de exposicion del agente
esterilizante para que no penetre en el tejido de la raiz y las condiciones necesarias para
matar los microorganismos alojados en la superficie, sin que resulte mortal para algunos
microorganismos endofitos. En general, la esterilizacion superficial de tejido de la raiz
consta de los pasos siguientes: (i) lavar el tejido de la raiz bajo el chorro de agua, para
eliminar las particulas de suelo adheridas a la superficie y la mayoria de microorganismos
alojados en la superficie, (ii) tratamiento previo (opcional) para eliminar sustancias
hidrofobicas en la superficie de la planta y para proporcionar un mejor acceso para el
agente esterilizante a la superficie de la raiz, (iii) esterilizacién de la superficie para
eliminar los microorganismos restantes que colonizan la superficie de la raiz, (iv) realizar
varios enjuagues en condiciones asépticas, utilizando una solucién de lavado estéril y (v)
comprobar la esterilizacion superficial de la raiz. Ademas, es importante garantizar la
esterilizacion de las herramientas usadas durante este procedimiento, y que se optimicen los
procedimientos para cada tejido de la planta, ya que la sensibilidad varia con las
propiedades de las especies, edad y superficie (Hallmann y col, 2006).

1.4.2 Cultivo e identificacién

Los hongos, como muchas bacterias, pueden cultivarse con facilidad en medios artificiales,
tienen requerimientos nutritivos simples: una fuente de carbono orgéanico, generalmente
azucar, y de nitrégeno suelen ser los elementos suficientes para obtener un buen
crecimiento. Ademas toleran variaciones de pH y osmolaridad. Crecen facilmente en los
medios de cultivo convencionales, dando lugar a colonias macroscopicas visibles con
morfologia bien definida. Los hongos filamentosos pueden vivir sobre materia organica
muerta (saprobios) o como parésitos de otros seres vivos, fundamentalmente vegetales,

pero también de los animales y del hombre (Deacon, 2006).
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La identificacion de los hongos se basa en sus caracteristicas morfoldgicas. En primer lugar
por la morfologia macroscépica de la colonia, color, textura y tasa de crecimiento. Para
observar la morfologia microscopica puede tomarse un pequefio fragmento de cultivo y
montarlo entre un cubre y un porta objetos, en fresco o contrastando con un colorante para
su posterior observacion. Los hongos filamentosos se identifican a nivel de género y
especie por la morfologia del micelio; pero sobre todo, por las caracteristicas microscépicas
de las esporas asexuadas y los elementos que las originan (Huang y col., 2009). Para
conseguir la produccion de esporas, a veces se requieren medios de cultivo especiales que
facilitan la esporulacién. Los hongos que no esporulan son dificilmente identificables,
aunque varias condiciones de crecimiento y diferentes medios de cultivo se han optimizado
para promover la esporulacion de los mismos. Sin embargo, una gran cantidad de hongos
no esporulan y este micelio “estéril” frecuentemente es considerado en estudios de
endofitos. En este caso, se recurre a la identificacion usando técnicas de Biologia
Molecular. Las técnicas utilizadas en la identificacion de especies y géneros de hongos,
incluyen la extraccion directa del DNA y la amplificacion por la Reaccion 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 Reproduccion y colonizacién

Las formas asexual o anamorfo (ver Apendice 1) de los endofitos de gramineas son
transmitidas verticalmente por el crecimiento de las hifas dentro de las semillas, mientras
que el estado sexual, como Epicholé puede ser ademas de ser transmitido verticalmente
(Kuldau y Bacon, 2008) por clonacién (creciendo dentro de las semillas) o sexual y
horizontalmente (via esporas). Una vez dentro de la planta, los hongos endéfitos residen en
tejidos especificos de la planta, como el xilema o los espacios tanto inter como
intracelulares de la raiz (como se observa en la Figura 8) o colonizar la planta
sistematicamente por transporte a través del sistema vascular o del apoplasto (Bacon y
Yates, 2006).
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Figura 8. Micrografias Opticas del habitat del hongo endofito Fusarium verticillioides en

raices de plantulas de maiz (2 semanas de edad). a. Hongo (cabeza de flecha) que van
colonizando en paralelo dentro de los espacios intercelulares de la raiz primaria (54.4X). b.
Hongo (cabeza de flecha) entre dos paredes celulares de la raiz del maiz (272X, contraste
de fase). c. Hongo creciendo en paralelo en los espacios intercelulares (272X, contraste de
fase). d. Seccion transversal de una raiz secundaria con hongo (cabeza de flecha) en los
espacios intercelulares (54.5X) (cuerpos esféricos muy oscuros dentro de las células son
artefactos de tincion). e. Seccion transversal de la corteza de la raiz primaria con grupos de
hifas (cabezas de flecha) en los espacios intercelulares (109X, contraste de fase). Fuente:
Bacon y Yates, 2006.

1.5 Interaccién planta-microorganismo para fines de fitorremediacion

El uso de plantas sin la contribucion de los microorganismos para fitorremediacion tiene

una desventaja significativa, ya que al ser foto-aut6trofas no utilizan moléculas organicas
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como fuente de energia o de carbono. ElI metabolismo de moléculas orgénicas (que no sean
fotosintéticas) en la planta consiste en transformaciones generales a formas mas solubles en
agua y el subsecuente secuestro, por ejemplo en las vacuolas. Por el contrario, el
metabolismo microbiano a menudo mineraliza compuestos organicos, es decir,
convirtiéndolos en CO,, agua y biomasa celular. Por lo tanto, con el fin de conseguir una
degradacion mas completa y eficiente de los compuestos organicos, las plantas dependen de
su asociacion con los microorganismos (Weyens y col., 2009). Sin la contribucion de los
microorganismos, la fitorremediacién por si sola puede, por lo tanto, no ser una tecnologia
viable para muchos contaminantes orgéanicos de caracteristicas hidrofébicas. La interaccion
planta-microorganismo en la rizosfera a menudo es exitosa para remediar ambientes
contaminados con compuestos organicos recalcitrantes de ese tipo. Los microorganismos
juegan un papel importante en mecanismos como la fitoestimulacién (por ejemplo,
produciendo auxinas, implicadas en la elongacion de la raiz) y la rizoremediacion
(degradando contaminantes). Sin embargo, ninguna de las numerosas interacciones planta-

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

1.6 Interaccién planta-hongo enddfito.

La planta provee al hongo endéfito alimento, hospedaje y proteccion; por su parte, aunque
no hay certeza sobre los mecanismos de accion, los endofitos confieren gran potencial
adaptativo a las especies vegetales hospederas frente a condiciones adversas que generen
estrés, ya sean de tipo abidtico (salinidad, acidez) o biético (ataque de plagas). Las plantas,
mediante la produccién de exudados y residuos celulares provenientes de las raices,
favorecen el crecimiento de enddéfitos degradadores de contaminantes organicos, dando
como resultado, un incremento en la degradacion a causa de la alta densidad y actividad
metabdlica que se genera. En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas principales de los
hongos endéfitos que interaccionan con raices de plantas. Usualmente el crecimiento del
hongo endéfito puede ser inter y/o intracelular. En la interaccion raiz-hongo endéfito, el
endofito provee de resistencia inducida (sintesis de fitohormonas, mejoramiento en el
acceso a nutrientes y minerales), favoreciendo el crecimiento y la sintesis de metabolitos

antagonicos contra depredadores y antagonistas.
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Tabla 4. Caracteristicas de la interaccion de los hongos endéfitos con las raices de las

plantas.
Caracteristica Hongos enddéfito
Modo y sitio de infeccidn. A través de los estomas, pared celular o heridas.

Fuente nutricional durante la Material de reserva en las esporas, células muertas de la
primera fase de infeccion. corteza, restos vegetales, exudados del hospedero.
Fuente nutricional (colonizacién). Componentes del apoplasto y simplasto.

Crecimiento en raices. Inter- y/o intracelular.

Colonizacion de tejidos. Usualmente fuera del tejido vascular.

Estado fisioldgico. Antagonismo balanceado.

Tipo de interaccién. Comensalismo, mutualismo o patdgeno latente.

Beneficios para el microrganismo Suministro de nutrientes y proteccién contra estrés

simbionte. ambiental, ventajas para la reproduccion y colonizacién a
hospederos senescentes.

Beneficios para la planta Resistencia  inducida, mejora el  crecimiento

simbionte. (fitohormonas, mejora el acceso a nutrientes y minerales),
sintesis de metabolitos antagonicos contra depredadores y

antagonistas.

(Fuente: Schulz y Boyle, 2006)

Muchas plantas, como por ejemplo el género festuca, en su estado natural son colonizadas
por enddfitos que pueden formar asociaciones benéficas con su hospedero. Los principales
beneficios que algunos endofitos brindan a sus hospederos son: (i) mejorar el crecimiento a
través de la produccion de fitohormonas, (ii) favorecer la absorcion de nutrientes y (iii)
resistencia a estrés ambiental (Khan y Doty, 2011). Para fines de fitorremediacion, la
mayoria de los contaminantes organicos de alto peso molécular pueden ser fitotoxicos
dificultando su degradacién. Esto se debe a que las plantas son autotrofas. Este problema
podria resolverse mediante el uso de plantas que, en su estado natural, establecen
interacciones con microorganismos endoéfitos. En la Tabla 5 se muestran ejemplos de

endofitos de plantas que pueden degradar contaminantes organicos.
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Tabla 5. Ejemplos de interaciones planta-endofito que pueden degradar contaminantes

organicos
Planta hospedera | Tejidos de Endofito Contaminantes Referencias
la planta orgéanicos
degradados
Lolium multiflorum | Raices y | Sphingopyxis sp. | Alcanos Yousaf y col., 2010
Lotus corniculatus parte aérea | Pseudomonas sp.
Lolium multiflorum | Raices Pseudomonas sp. | Alcanos Andria y col., 2009
Allium macrostemon | Tallos Enterobacter sp. | Pireno Sheng y col., 2008
Zea mays NM Burkholderia Fenol y tolueno | Wang y col., 2010

cepacia

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
fitorremediacion que emplean dos tipos de gramineas (Bouteloua curtipendula y Festuca
arundinacea) en la degradacion de hidrocarburos son la fitoextraccion y la fitodegradacion
(Reynoso-Cuevas y col., 2011), pero las condiciones que podrian enfrentar las plantas en el
campo son diversas e incluyen la participacion directa o indirecta de los microorganismos
nativos del suelo (hongos o bacterias). En el trabajo de Maestria realizado por Cruz-
Hernandez (2008) se demostré que la remocidén de pireno (hidrocarburo aromatico
policiclico con efectos carcinogénicos) fue mas eficiente cuando F. arundinacea crecia en
presencia de un hongo filamentoso en comparacion con el hongo o la planta creciendo
solos, en los mismos medios de cultivo y bajo condiciones asépticas. Sin embargo, no se
encontré una explicacion clara que permitiera diferenciar el papel que desempefia esta
planta cuando se encuentra interactuando con microorganismos y de qué manera inciden en
los mecanismos de fitorremediacion. Aunque la fitorremediacion de suelos contaminados
con compuestos organicos asitida por microorganismos, usando bacterias enddéfitas, 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 endéfitos en la fitorremediacion
de suelos contaminados con hidrocarburos del petréleo.

En este proyecto se utilizé un hongo filamentoso aislado de las semillas comerciales de F.
arundinacea. La presencia de este tipo de hongos en las semillas de gramineas 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 endoéfitos, citando
por ejemplo el género Epichloé (forma asexual = Neotyphodium spp.). Por ello, este trabajo
se centra en el estudio de los mecanismos de fitorremediacion estimulados por la

interaccion planta-hongo endofito en la degradacion de hidrocarburos.
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3. HIPOTESIS

En la degradacion de hidrocarburos, la interaccion planta—hongo filamentoso estimula los

mecanismos de fitodegradacion y rizodegradacion.

4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar los mecanismos de fitorremediacion estimulados en la degradacion de

hidrocarburos por la interaccion planta — hongo filamentoso, en diferentes matrices

(agrolita y suelo).

4.2 Especificos

Determinar el caracter endofito 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 interaccién planta-hongo filamentoso sobre un suelo
previamente remediado y la remocion de hidrocarburos totales del petroleo bajo

condiciones de campo.
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5. MATERIALES Y METODOS

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 dafiadas y se almacenaron en bolsas

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

5.2 Hongo

Se utilizé la cepa de un hongo filamentoso, aislada de las semillas desinfestadas de F.
arundinacea y conservada en el laboratorio W-108 de la Universidad Auténoma
Metropolitana como indculo para los estudios de los mecanismos de degradacion 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 continuacién:

5.3.1 Suelo libre de contaminantes

Se utiliz6 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 transporto al laboratorio e inmediatamente se seco al aire y se pasé a través de un
tamiz de 2 mm para eliminar manualmente piedras y raices. La muestra de suelo fue
identificada como un suelo arenoso-arcilloso-limoso, por la distribucion de tamafio de
particula inicial (54.8% arena, 25.2% limo y 24.6% arcilla). EI contenido de materia

orgénica fue 4.2% y el pH fue de 7.53.

5.3.2 Suelo modelo

Se utiliz6 como suelo modelo agrolita, que es un compuesto natural de silicatos, tamizado
con un tamafio de particula 1.19-4.76 mm, lavado tres veces consecutivas con agua caliente
(50-60°C) y finalmente secado en charolas a temperatura ambiente. Una vez seca la

agrolita, se almacend en bolsas de plastico.
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5.3.3 Suelo con hidrocarburos totales del petroleo

Se utiliz6 una muestra de suelo (4 ton), cortesia de PEMEX-Refinacién, proveniente de la
Ex. Refineria 18 de marzo, previamente remediado (i.e. llevado hasta los limites maximos
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 Autonoma
Metropolitana y colocadas en una parcela de 3 x 3 m sobre una geomembrana, con la
finalidad de evitar lixiviados. La concentracion de hidrocarburos totales contenidos en la
muestra de suelo se presenta en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentracion de hidrocarburos totales del petrdleo presente en el suelo de la Ex.

Refineria 18 de marzo previamente remediado.

Hidrocarburos *Concentracion
(mg kg de suelo™)

Fraccion pesada (>C18) 1183.29 + 183.30
Fraccion media (C10 — C18) 416.31 +81.29
Fraccion 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 analisis se encuentran en el

Apéndice I1.

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) contenia HXD, PHE y PYR (1:0.5:0.5 p/p/p).

5.5 Cultivo de la planta

5.5.1 Esterilizacion superficial de las semillas

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

sumergieron en una solucion con detergente comercial marca Roma a una concentracion de
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0.02 g mL™, durante 20 min con agitacién constante; a continuacion se lavaron con agua
destilada. En una campana de flujo laminar, el sobre con las semillas se sumergié en etanol
al 70% (v/v) durante 30 s, seguido de una solucidn de hipoclorito de sodio 10% (v/v)
adicionado con 0.1 ml de Tween-20 durante 25 min, con agitacion constante. Nuevamente
el sobre con las semillas se sumergio en etanol al 70% (v/v) durante 1 min, para
posteriormente lavarse con 150 ml de agua desionizada estéril. EI sobre con semillas
esterilizadas superficialmente (desinfestadas) se abrid en condiciones estériles cuando fue

necesario su posterior cultivo.

5.5.2 Medio de cultivo

Se utilizd el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS). En un matraz de 1 L se
adicionaron 4.4 g L™ del medio (Sigma — Aldrich) y 30 g L™ de sacarosa. El pH se ajusté a
5.8 con KOH 0.1 N, se agregé 2 g L™ de fitagel y se llevé a ebullicién (Murashige y Skoog,
1962).

5.5.3 Tubos de cultivo

Se adicionaron 10 mL de medio MS con 10 g L™ de sacarosa (apartado 5.5.2) a cada tubo
de cultivo, con un didmetro de 2.5 cm vy altura de 15 cm; una vez adicionado el medio, los
tubos fueron cerrados y esterilizados a 15 Ibin® durante 15 min. Los tubos de cultivo con
menor concentracion de sacarosa se utilizaron para los estudios relacionados con la planta e

interaccion planta - hongo filamentoso.

5.5.4 Germinacion y crecimiento de F. arundinacea

La germinacion y crecimiento de F. arundinacea se realizd en tubos de cultivo
(condiciones descritas en el apartado 5.5.3). En cada tubo se coloc6 una semilla
previamente desinfestada. Una vez sembradas las semillas en los tubos, en condiciones
asépticas, se conservaron cerrados con tapas de plastico sellados con Parafilm a 25°C, con
fotoperiodos de 16 h durante 30 dias.
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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 dias. Las semillas germinaron después del
séptimo dia. Una vez germinadas, se seleccionaron aquellas semillas donde también se
observo crecimiento de micelio. Posteriormente, en campana de flujo laminar y utilizando
un asa estéril para hongos, se inoculd el micelio en cajas de Petri que contenian el mismo
medio (MS) empleado para la germinacion y cultivo de las plantas. Las cajas con el micelio

se incubaron a 30°C durante 10 dias.

5.6.2 Método de conservacion

La conservacion de la cepa se realiz6 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 Ib in? 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 dias
(Aquiahuatl y Pérez, 2004).

5.6.3 Preparacion de la suspension de micelio

Un matraz Erlenmeyer de 100 mL que contenia 50 mL de medio MS sin fitagel (apartado
5.5.2) fue inoculado con un disco de la cepa (5 mm resultado de la incubacion en cajas de
Petri con medio MS durantel4 dias, a 30°C) cajas de Petri fue incubado a 30°C y 200 r.p.m.
durante diez dias. Los aglomerados microbianos (pellets) formados se colocaron en un tubo
de vidrio que contenia 5 mL de una solucién de NaCl 0.9% p/v y ocho perlas de vidrio. Con
ayuda de un vOrtex se agitaron hasta formar la suspensidn homogénea de micelio. La
suspension de micelio fue usada como inéculo para los experimentos de remocion 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 dias de cultivo, las plantulas fueron inoculadas con un disco de micelio (5
mm). Después de 45 dias de interaccion, se cosecharon las plantas, separandose en parte
aereas Yy raices. Para la valoracion del caracter endofito solamente se emplearon las raices.
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 solucion 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 raices esterilizadas
superficialmente se segmentaron (5 mm de longitud) con un bisturi estéril y fueron
cultivadas en cajas de Petri con PDA (30°C, 10 dias). La colonizacién 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 raices

Para la prueba de fitopatogenicidad, la germinacion y crecimiento de F. arundinacea e
inoculacion con el hongo filamentoso se realizd de la misma manera que para la prueba de
endofiticidad (apartado 5.7.1), salvo en lo relacionado con el tiempo de interaccion planta —
hongo filamentoso: después de 60 dias de interaccion, las respuestas fitopatdgenas fueron
evaluadas como positiva 0 negativa. Se considerd positiva si la planta presentaba
colonizacion del hongo en la parte aérea o sintomas de senescencia (ver Apéndice 1).
Ademas, las raices 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 raices (1 mm de longitud) y fueron

observadas en un microscopio optico (Biological Microscope, Olympus CX31).
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5.8 Experimentos con hidrocarburos

5.8.1 Contaminacion del suelo modelo y suelo

La contaminacion de la agrolita (suelo modelo) se realizdé agregando la solucion de MHC
disuelta en DCM a frascos de vidrio de 500 mL que contenian 40 g de suelo modelo, se
cubrieron con aluminio y se mezclaron manualmente. El solvente se dejo evaporar en una
campana de extraccion, para posteriormente trasplantar las plantulas al suelo modelo
contaminado. La contaminacion del suelo se realizd adicionando lentamente una solucion
de la mezcla de hidrocarburos (MHC) disueltos en acetona. Se almacend en bolsas de
plastico oscuras durante cuatro semanas a temperatura ambiente, mezclando manualmente
dos veces por semana, y se fue evaporando gradualmente la acetona en una campana de
extraccion. La cantidad de solucién de MHC adicionada al suelo modelo y al suelo fue la
necesaria para obtener la concentracién de 1 500 mg kg™. Después de 40 dias de
almacenado el suelo, se cuantificO la concentracion de hidrocarburos disponibles,

concentracion que se consideré como la inicial del experimento.

5.8.2 Hongo filamentoso

Condiciones asepticas. Para evaluar la capacidad del hongo filamentoso para mineralizar
la mezcla de hidrocarburos, se utilizaron botellas seroldgicas de 150 mL. A cada botella se
le adicionaron 5 g de agrolita contaminada con 1 500 mg de MHC (kg de agrolita)™ y se
esterilizaron a 15 Ib in 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 seroldgicas fueron cerradas con tapones de plastico y
selladas con aros de aluminio, manteniéndose a 30°C durante 17 dias.

5.8.3 Interaccion planta — hongo filamentoso

Condiciones de invernadero. Para evaluar la capacidad de remocién y acumulacion de
hidrocarburos por la interaccién planta-hongo filamentoso, despues de 30 dias de
crecimiento en tubos de cultivo las plantas de F. arundinacea fueron trasplantadas a las
unidades experimentales (frascos de vidrio oscuros cilindricos) con suelo modelo (40 g) o
suelo (400 g). Se colocaron 6 y 3 plantas en las unidades experimentales que contenian

suelo modelo y suelo, respectivamente. Las unidades experimentales con las plantas se
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mantuvieron en una cdmara de crecimiento a 22-28°C con fotoperiodos de 16 h. A los 20
dias de trasplantadas, se inocul6 1 mL de la suspension de micelio por unidad experimental,
en la zona de la rizosfera (ver descripcion en el apartado en 5.2.3), manteniéndose en las

mismas condiciones durante otros 45 dias.

Condiciones de campo. Para evaluar la supervivencia de la planta y la remocion de
hidrocarburos totales del petréleo (HTP) por la interaccion planta-hongo filamentoso, seis
plantas de F. arundinacea fueron trasplantadas a cada unidad experimental que contenian
400 g de suelo libre de contaminantes, manteniéndose en la camara de crecimiento a 22-
28°C con fotoperiodos de 16 h. A los 30 dias de trasplantadas se inoculé con 1 mL de la
suspensién de micelio (ver descripcion en el apartado en 5.2.3) y se mantuvo en las mismas
condiciones. Después de 60 dias, las plantas inoculadas con el hongo filamentoso y sin
inocular fueron trasplantadas directamente a la parcela que contenia 4 toneladas de suelo
contaminado proveniente de la Ex. Refineria 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 contenia las plantas inoculadas con el hongo vy la otra, las que carecian del
mismo. Cada 25 cm se colocé 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. Refineria 18 de marzo.
5.9 Métodos analiticos

5.9.1 Identificacién del hongo filamentoso

Crecimiento del hongo en medio liquido. Un matraz de 100 mL que contenia 50 mL de
medio (en g L™): sacarosa, 40; NaNOs, 3, extracto de levadura, 2; KCI, 0.5; MgSO4 «
7H20, 0.5; FeS0O4 « 7H,0, se inoculd con un disco (5 mm) de micelio y se incubé a 30°C y
200 r.p.m. durante 48 h. EI micelio resultante se separd, en condiciones estériles, a través
de un filtro de nylon Nytal estéril de 30 um de diametro de poro. El micelio retenido fue
lavado con 100 mL de NaCl 0.9% (p/v) estéril, se elimind el exceso de esta solucion con
papel de filtro estéril, se colocd en un mortero y se macerd con nitrégeno liquido. El polvo
se coloco en tubos Eppendorf y se congelé (-70°C) durante 12 h, posteriormente fue
liofilizado utilizando una liofilizadora digital. La muestra liofilizada se conservé a -20°C

para su posterior uso.
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Extraccion del DNA. Se utiliz6 el Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega). Se
colocaron 40 mg de micelio liofilizado en un tubo Eppendorf, se le adicionaron 600 pL de
solucion de lisis y se mezcl6 durante 3 s en un vortex, la mezcla en el tubo de
microcentrifuga se incubd a 65°C durante 20 min. Una vez transcurrido este tiempo se
adicionaron 3 uL de una solucién para precipitar proteinas, se mezcld durante 20 s y se
centrifugd a 14 000 x g. El sobrenadante se recuperé y se le adicionaron 600 uL de
isopropanol, almacenandose a -20°C.

Electroforesis. Para comprobar que se extrajo el DNA, la muestra se corrié en un gel de
agarosa al 0.7% p/v. En 50 mL de TAE (mezcla de base Tris, acido acético y EDTA) (1%
p/v) se agregaron 35 mg de agarosa, llevandose a ebullicién para disolver la agarosa. La
soluciéon de agarosa se agregd al soporte del aparato de electroforesis. Una vez que se
formé el gel se cargaron 20 pL del marcador de tamafio y la muestra en los pozos del gel de
agarosa, aplicandose una diferencia de potencial de 84 volts durante 90 min. El gel se tifio

en una solucién de bromuro de etidio durante 30 min.

Amplificacion. La amplificacion de acidos nucléicos se llevo a cabo mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Se utilizaron dos cebadores
basados en los espaciadores internos transcritos (internal transcribed spacers): 1TS5 (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4b (5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3"), cebadores de la region 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 reaccion para la
amplificacion, la reaccion se llevé a cabo durante 30 ciclos de 94°C durante 45 s, 55°C
durante 1 miny 72°C durante 45 s.
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Tabla 7. Componentes utilizados para la amplificacion de los acidos nucléicos.

COMPONENTES Concentracion final de la mezcla
(uL muestra™)
Buffer 5
dNTP 1
Cebador I (ITS 5) 1.5
Cebador Il (ITS 4b) 1.5
DNA molde 1
H,0O inyectable 34.5
Taq DNA polimerasa 0.5

Purificacién del fragmento amplificado. El producto amplificado incluy6é 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 purificacion de la muestra de PCR se realizé utilizando el
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). A 1 uL de la muestra de PCR se le adicionaron 5
uL de buffer PB y se centrifugé a 14000 x g durante 60 s usando tubos Qiaquick spin
column de 2 mL. Se descart6 el filtrado quitando la canastilla, se colocé nuevamente en el
tubo y se agregaron 0.75 mL de buffer PE, se centrifugd a 14000 x g durante 60 s, se volvio
a descartar el filtrado y ahora la canastilla se coloc6 en un tubo Eppendorf estéril, al que se
le adicionaron 30 uL de buffer EB en el centro de la membrana; se dejo reposar 1 min y se
centrifugd a 14000 x g durante 60 s; la canastilla se deseché y el tubo Eppendorf con el
filtrado se conservo a -7°C. La secuencia de nucledtidos del producto (ver anexo 1) se
determiné utilizando AmpliTag DNA Polymerase FS y el ABIPrism® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit en un ABIPRISM 3100 (Applied
Biosystems). La secuencia de nucleotidos del producto amplificado se analizé utilizando la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

5.9.2 Evaluacion del crecimiento de la planta

Despueés de 65 dias de crecimiento en suelo modelo o suelo, se aplicé el criterio de tomar la

hoja mas grande de cada una de las plantas para determinar el crecimiento de la parte aérea
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(Cruz-Hernandez, 2008), midiendo con un vernier la parte aérea. La parte aérea y raices se
secaron en una estufa a 60°C durante 8 dias, se convirtieron en polvo con la ayuda de un
mortero y nitrogeno liquido y se pesaron para obtener el dato de peso seco de biomasa y
para su uso posterior como plantas deshidratadas.

5.9.3 Extraccion de hidrocarburos en la planta

Una vez deshidratadas la parte aérea y las raices, se usaron para extraer los hidrocarburos.
Las muestras fueron colocadas por separado en embudos de separacion y se realizaron tres
extracciones con 10 mL de DCM cada una (ver Figura 10), utilizando una campana de
extraccion. Previo a la extraccion, la parte aérea se saponifico (15 mL de KOH disuelto en
MeOH/H,0 (80:20; v/v), durante 30 min a 60°C), con la finalidad de eliminar compuestos
que interfirieran con la cuantificacion de los hidrocarburos en estudio. Se recupero la fase
orgéanica en matraces bola para concentrar los hidrocarburos extraidos utilizando un
Rotavapor. Posteriormente, los hidrocarburos fueron cuantificados por cromatografia de

gases.

Figura 10. Extraccion de hidrocarburos de la parte aérea y las raices de F. arundinacea

utilizando embudos de separacion.

5.9.4 Extraccion 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 extraidos realizando una extraccién con solvente
asistida por microondas (CEM, Mars Xpress). Para el suelo modelo se realizaron tres

extracciones. La extraccion se realiz6 con 30 mL de la mezcla acetona: diclorometano (1:1
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v/V). La temperatura de extraccion fue de 150°C a una presién de 175 psi y la duracion del
experimento fue de 30 min. Se recuperé la mezcla acetona: diclorometano en matraces bola

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

5.9.5 Método de cuantificacion de hidrocarburos

La cuantificacion de los hidrocarburos extraidos de la parte aérea, de las raices, del suelo
contaminado artificialmente y del suelo modelo se realiz6 en un cromatografo de gases
VARIAN 3900 con autoinyector (CP-8410). Se utiliz6 una columna capilar AT-1HT (15 m
x 0.25 mm x 0.1 pm) y helio como gas acarreador, con un flujo de 2 mL min™. Alicuotas
de 2 pL 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 aumento

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

5.9.6 Cuantificacion del CO, producido por el hongo filamentoso.

ElI CO, producido por el hongo filamentoso (experimento descrito en el apartado 5.8.2) fue
cuantificado por cromatografia 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 inyeccién fue de 0.25 ml y se utilizé una columna CTR1
(All Tech).

5.9.7 Cuantificacion 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 Refineria 18 de marzo se consideraron en la variable

supervivencia.

5.9.8 Analisis de los datos

Para el andlisis estadistico se utilizo el programa NCSS-2000, version 2001. El anélisis de
varianza (ANOVA) se realizd6 mediante pruebas de comparacion de Tukey (o < 0.05, n=3).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Hongo

6.1.1 Aislamiento y prueba de endofiticidad

Sin la contribucién de los microorganismos la fitorremediacion por si sola puede no ser una
tecnologia viable para el tratamiento de muchos contaminantes organicos hidrofébicos. Por
lo tanto, hay buenas razones para aislar y usar microorganismos asociados a las plantas
capaces de remover contaminantes organicos, por ejemplo, hongos filamentosos
transmitidos via semillas (seedborne) de gramineas (Kuldau y Bacon, 2008). En estudios
previos (Cruz-Hernandez, 2008), durante la germinacion, bajo condiciones asépticas, de
semillas esterilizadas superficialmente de F. arundinacea también se observo un
crecimiento constante de micelio (junto con la plumula y/o raiz), en aproximadamente el 8
por ciento del total de semillas germinadas. De ahi surgio el interés por aislar dicho hongo.
Un tipo de hongos transmitidos via semillas son los hongos endéfitos. Para probar que el
hongo filamentoso (recién aislado) es endofito de F. arundinacea se realiz6 una prueba de
endofiticidad. El procedimiento comunmente utilizado para aislar microorganismos
endofitos de plantas es la esterilizacion superficial del tejido vegetal y su posterior cultivo
en cajas de Petri (Hallmann y col., 2006). Huang y col. (2009) aislaron 34 hongos endéfitos
de tres especies de las plantas Artemisia capillaris, Artemisia indica y Artemisia lactiflora
y, recientemente, Kleczewski y col. (2012) aislaron 49 hongos endoéfitos de semillas, tallos
y hojas de diferentes pastos utilizando el procedimiento de esterilizacién superficial de
fragmentos de tejidos vegetales y su posterior cultivo en caja de Petri. En la Figura 11 se
muestran las imagenes obtenidas del cultivo de segmentos de raices de F. arundinacea
esterilizadas superficialmente, depositadas sobre cajas de Petri con PDA. A partir de 8 dias
de incubacidn se observé crecimiento de hifas en los extremos de las raices, 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 raiz. A los 20 dias
de incubacién, la colonizacion del hongo filamentoso fue mas evidente (Figura 11). Con
esta prueba se demuestra que el hongo filamentoso es endofito de F. arundinacea.
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8 dias de incubacién 20 dias de incubacion

—

Figura 11. Cultivo en PDA de raices superficialmente esterilizadas de F. arundinacea,

después de 8 y 20 dias de incubacion a 30°C.
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8 dias de incubacion (6.7X)

Figura 12. Colonizacién del hongo filamentoso, dentro de los tejidos de las raices de F.
arundinacea, después de 8 dias de cultivo, bajo condiciones asépticas.

6.1.2 Respuestas fitopatdgenas

Los hongos enddéfitos no necesariamente son benéficos para las plantas, el termino endofito
también puede ser usado para microorganismos parasitos, patégenos y mutualistas (Schulz
y Boyle, 2006). Algunos autores determinan que un hongo endéfito es fitopatdgeno
realizando pruebas bioquimicas (Gazis y col.,, 2010); por ejemplo, cuantificando
metabolitos secundarios incluyendo péptidos, proteinas y compuestos fendlicos
(flavonoides y &cidos fendlicos carboxilicos) que con frecuencia se han asociado con la
defensa quimica de las plantas contra los microorganismos y como moléculas sefial en las
interacciones planta-microorganismo endofito (Ponce y col., 2009). Sin embargo,
basandonos en los alcances de este proyecto, para descartar que el hongo filamentoso a
utilizar fuera un microorganismo patdgeno, se decidié evaluar en condiciones asépticas las
posibles respuestas fitopatdgenas derivadas de la presencia del hongo, después de 60 dias
de cultivo en medio MS, utilizando como variable de respuesta cambios morfologicos en la
planta. Debido a que los endo6fitos benéficos una vez dentro de la planta residen en tejidos
especificos dando como resultado cambios morfologicos favorables (Schulz y Boyle,
2006). Cabe sefialar que se usé exitosamente el mismo medio de cultivo (con
requerimientos especificos para plantas) para crecer al hongo filamentoso. La Figura 13 (a
y ¢) muestra cambios morfolégicos visibles en las plantas en presencia del hongo: se

observé un incremento en el grosor de la parte aérea y las raices de la planta inoculada en
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comparacion con las plantas no inoculadas, como se observa en la Figura 13 (b y d). Estos
resultados muestran que la inoculacién del hongo filamentoso tuvo un efecto positivo sobre
el crecimiento de raices y brotes. Nuestros resultados coinciden con los reportados por
Soleimani y col. (2010a): Festuca alta infectada con Neotyphodium coenophialum presento
mayor biomasa de raices y brotes después de siete meses de crecimiento en suelo
contaminado con hidrocarburos. Con los resultados anteriores se podria concluir que el
hongo filamentoso no es patdégeno de F. arundinacea, al menos durante el periodo de 60

dias de cultivo, bajo condiciones asepticas.

Figura 13. F. arundinacea en medio MS. (a) con el hongo filamentoso (b) sin el hongo.
Acercamiento de las raices en medio MS: (c) con el hongo (d) sin el hongo, después de 60

dias de cultivo en todos los casos.

Debido al incremento en el grosor de las raices inoculadas con el hongo (Figura 13 c), se
decidid realizar, adicionalmente, cortes transversales de las raices 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 raiz, sugiriendo que el hongo
filamentoso establece una interaccion endofita con F. arundinacea.
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Raices sin inocular Raices inoculadas con el hongo

filamentoso

Figura 14. Cortes transversales de raices de F. arundinacea, inoculadas y no inoculadas

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

6.1.3 Identificacidn del hongo

Los microorganismos generalmente son identificados en primera instancia por sus
caracteristicas morfologicas. La identificacion del hongo filamentoso se fundamento6 en (i)
la morfologia macroscépica de las colonias (ii) la morfologia microscopica y (iii) el analisis
de la secuencia de nucledtidos en las regiones ITS (internal transcribed spacers) del rDNA.
En la Figura 15 se muestra una imagen de la morfologia macroscopica del hongo
filamentoso después de incubarse 14 dias en PDA: se observa que la colonia es de color
rosa, con textura algodonosa y con algunos relieves ligeros en la periferia. Otra
caracteristica macroscopica relevante de esta cepa, después de 15 dias de crecimiento, es
que por la parte inferior se observaron bordes de color café en el centro. En la Figura 16 se
muestra la morfologia microscopica de la cepa en PDA a 30°C después de 60 dias de
crecimiento. Este resultado se compar6 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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25°C durante 8 dias; esta comparacion fue la primera evidencia de que el hongo recién
aislado pertenecia 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 encontr6 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. Morfologia macroscépica del hongo filamentoso, después de 14 dias de

crecimiento en PDA. (a): vista superior. (b): vista inferior.
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Hongo recién aislado Lewia avenicola*

Germinacion de

la ascospora.

Conidio de

cadena corta

Figura 16. Morfologia microscdpica (100 X) del hongo filamentoso, después de 60 dias de
cultivo a 30°C y Lewia avenicola después de 8 dias de cultivo a 25°C, ambos incubados en
PDA.*imégenes obtenidas de Kawasna y Kosiak (2003).
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6.1.4 Evaluacion de la capacidad de Lewia sp., para remover y mineralizar
hidrocarburos.

El uso de microorganismos endofitos, capaces de remover y mineralizar contaminantes
orgéanicos como inoculantes en plantas para mejorar la aplicabilidad y eficiencia de la
fitorremediacion, puede considerarse como un potencial biotecnolégico. En el presente
trabajo se reconoci6 a Lewia sp. como un hongo endofito que favorecio el crecimiento de
F. arundinacea bajo condiciones asépticas. Sin embargo, para fines de fitorremediacion, se
considerd importante saber si tenia la capacidad de remover y mineralizar hidrocarburos
por si mismo, y de esta manera no s6lo trabajar con un hongo que favorezca el crecimiento
de la planta, sino también que tenga también la capacidad de usar como Unica fuente de
carbono y energia los hidrocarburos en estudio. Por esta razon, se evaluo la capacidad para
remover hidrocarburos con una concentracion inicial de 10000 mg MHC (kg de agrolita
seca)™ en el suelo modelo durante 17 dias de cultivo. Li y col. (2012) reportan que la
fitorremediacion asistida por microorganismos se ha enfocado principalmente al uso de
bacterias endéfitas y poco se sabe acerca de los hongos endofitos. Estudios recientes (Wang
y Dai, 2011) sugieren que uno de los mecanismos de defensa de las plantas, como la
produccion de moléculas fungicidas, es anulado por los hongos endéfitos mediante cambios
en la conformacion tridimensional de estas moléculas, permitiendo con esto la colonizacion
de la planta. Por ejemplo, Chen y col. (2011) encontraron que el endéfito Phomopsis
liguidambari puede producir enzimas para degradar acidos fenolicos liberados por la
descomposicién del follaje. Por esto, es posible inferir que los endo6fitos son capaces de
transformar o mineralizar aquellos compuestos que le son toxicos, como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos. Como se aprecia en la Figura 17, Lewia sp. removi6 36.6%, 59.7 y
73.2% de la concentracion 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)™. En el
supuesto de que este carbono fuera mineralizado en su totalidad produciria 3.8 mg de CO,
(g soporte)™ que corresponde al CO, tedrico total producido. En la Figura 18 se muestra
que antes del dia tres, la tasa de produccion de CO; fue significativamente mayor y después
del dia seis la produccion de CO, fue casi nula hasta finalizar el cultivo. La maxima

produccién de CO, fue de 2.7 mg CO; (g soporte)™?, 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. mostro la capacidad de mineralizar

hidrocarburos bajo condiciones estériles.
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Hidrocarburos consumidos
(mg/kg de soporte)

HXD PHE PYR

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)™
durante 17 dias de cultivo, en condiciones asépticas.
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Figura 18. Evolucion de CO; del hongo filamentoso con 10000 mg MHC (kg de agrolita

seca)™ (#) y control sin hongo (m), durante 17 dias de crecimiento en condiciones asépticas.

6.2 Planta-hongo

Los resultados que se detallan a continuacion fueron publicados en el articulo: Cruz-
Hernandez A., Tomasini-Campocosio A., Pérez-Flores L. J., Fernandez-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 fenologica

Los microorganismos tienen una marcada influencia sobre el crecimiento de las plantas. Un
campo prometedor para explotar la interaccion planta-endofito es la remediacion de suelos
contaminados con compuestos organicos. Entre otras funciones, muchos de los
microorganismos endofitos 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 evalud el efecto de Lewia sp. sobre el crecimiento de
F. arundinacea después de 45 dias de cultivo en suelo modelo o suelo (con y sin MHC). La
primera variable de respuesta que se midié fue la longitud de la parte aérea de F.
arundinacea (Figura 19). Se observé una disminucion (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)™ en comparacién con el control (sin
MHC), independientemente de la presencia o ausencia de Lewia sp. Por otro lado, no se
observo 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
raices producida después de 65 dias 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 produccién de la biomasa de parte
aérea y de las raices, con y sin hongo. La presencia de Lewia sp. en el suelo modelo
contrarresté el efecto negativo de los hidrocarburos en la produccion de biomasa de raices.
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Soleimani y col. (2010a), demostraron que F. arundinacea infectada con Neotyphodium

coenophialum (hongo endéfito) produce mas biomasa, en comparacion con una planta no

infectada, ambas en suelos contaminados con hidrocarburos derivados del petréleo.
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Figura 19. Efecto de la inoculacion de Lewia sp. en la longitud de la parte aérea de F.

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

artificialmente con HXD, PHE y PYR, m con y o sin Lewia sp. Letras diferentes

(mayusculas para suelo y minusculas para suelo modelo) representan diferencias

significativas de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (o = 0.05). Medias de tres replicas *
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Figura 20. Efecto de la inoculacion de Lewia sp., en la biomasa de raices de F.

arundinacea, después de 45 dias de crecimiento en suelo modelo y suelo contaminados
artificialmente con HXD, PHE y PYR, m con y O sin Lewia sp. Letras diferentes
(mayusculas para suelo y mindsculas para suelo modelo) representan diferencias
significativas de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (o = 0.05). Medias de tres replicas *
DS.
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Figura 21. Efecto de la inoculacion de Lewia sp., en la biomasa de la parte aérea de F.

arundinacea, después de 45 dias de crecimiento en suelo modelo y suelo contaminados
artificialmente con HXD, PHE y PYR, m con y o sin Lewia sp. Letras diferentes
(mayusculas para suelo y minasculas para suelo modelo) representan diferencias
significativas de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (o = 0.05). Medias de tres replicas *
DS.
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6.2.2 Remocidén de hidrocarburos

El uso de plantas y su asociacion con microorganismos, tales como los hongos endoéfitos, es
una tecnologia prometedora para la remediacién de suelos contaminados. Los
microorganismos endofitos, ademas del efecto positivo que tienen en el crecimiento de las
plantas, se han considerado un potencial biotecnolégico porque favorecen la eficiencia de la
fitorremediacion (Weyens y col., 2009). Con el objeto de corroborar que el hongo tenia
algun efecto en la remocion de los hidrocarburos en estudio, se inoculé una suspension del
micelio (Lewia sp., hongo enddfito) en la rizosfera de F. arundinacea, en suelo y suelo
modelo. Después de 45 dias de cultivo, en la Tabla 8 se muestra que la mayor remocion
para los tres hidrocarburos fue en suelo con planta, independientemente de la presencia del
hongo, en comparacion con el control (suelo sin planta). Como ya varios estudios reportan,
la eficiencia de remocién de los HAP es mayor en suelos plantados en comparacion 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. favorecio la remocion de HAP,
comparado con la planta sola; ademas las plantas inoculadas con Lewia sp. muestran la
maxima remocion de PHE (100%), en comparacion con las plantas no inoculadas (ambos
resultados después de 45 dias 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 remocion
de PYR (hidrocarburo compuesto por cuatro anillos arométicos fusionados) fue
significativamente superior cuando se compararon las plantas inoculadas con Lewia sp.
(97.9%) con las no inoculadas (91.4%) después de 45 dias de cultivo en suelo. Por otra
parte, la remocion de PYR fue 37 veces mayor en suelo modelo con planta e inoculado con
el hongo en comparacion con el control (sin planta y con hongo). De acuerdo a Lugtenberg
y col. (2002), y basandose en sus efectos sobre la planta, los rizorremediadores son
microorganismos benéficos, a menudo usados como inoculantes para favorecer la
fitorremediacion de contaminantes organicos. Nuestros resultados sugieren que Lewia sp.
puede ser clasificado como un microorganismo rizorremediador, porque favorece la

remocién de PYR (hidrocarburo de alto peso molecular) por F. arundinacea.
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Tabla 8. Efecto de la inoculacion con Lewia sp., en la remocion de hexadecano, fenantreno

y pireno por F. arundinacea después de 45 dias de cultivo en suelo modelo y suelo.

Suelo modelo

Suelo

Remocion (%)

Remocion (%)

PYR PHE HXD

PYR PHE HXD
Control 2.7+2.4b 80.1+3.4b  76.0+1.2b
Lewia sp. 9.5#5.6b 82.2+4.0b  78.8+1.3b

F. arundinacea 1.9+0.7b 85.2+4.1b 74.5+6.8ba

F. arundinacea

: 70.3+7.2a 100+0.0a  91.7+6.9a
— Lewia sp.

66.8+3.7C 66.0+0.6D 65.6+3.1B
69.9+1.2C 73.7+0.2C 60.4+7.8B
91.4+1.2B 91.9+0.1B 94.2+1.4A

97.9+0.8A 99.9+0.1A 95.1+0.8A

Masa inicial

(mg UE™) 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 (mayusculas para suelo y mindsculas 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 (a. = 0.05). UE: unidad experimental.
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6.2.3 Destino final de hidrocarburos

La informacion 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 fitorremediacion (Gao y Ling, 2006). La primera
consideracion para la fitorremediacién es seleccionar una planta capaz de absorber los
contaminantes organicos del suelo, via el sistema radicular (Schréder, 2007). Después de la
absorcion por la planta, el compuesto organico puede ser metabolizado y/o liberado a la
atmosfera, a través de la evapotranspiracién o también puede ser secuestrado en las raices o
parte aérea. En la Tabla 9 se muestra la acumulacién de HXD, FEN y PYR en raices y parte
aerea de F. arundinacea, después de 45 dias de cultivo en suelo modelo y suelo (con y sin
la inoculacion de Lewia sp.). De una concentracién inicial de 24.6 mg de HXD (unidad
experimental)™” adicionada al suelo modelo, del 91.7% que fue removido después de 45
dias de crecimiento en presencia de Lewia sp. s6lo el 0.27% y 0.31% fue localizado en las
parte aérea y raices, respectivamente. En el caso del suelo, de una concentracion inicial de
176.4 mg de HXD (unidad experimental)™, menos del 0.05% (del 95.1% que fue removido)
fue localizado, tanto en raices como parte aérea. Esto puede explicarse porque de los tres
hidrocarburos estudiados, el HXD puede ser degradado mas facilmente. 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) * en raices y parte aérea, respectivamente. En el presente
estudio, después de 45 dias de cultivo en suelo modelo, la acumulacion de PYR en raices de
F. arundinacea inoculada con Lewia sp., fue 6.8 veces mas alta en comparacion con los
resultados de Reynoso-Cuevas y col. (2011). De igual manera, la presencia del hongo
estimuld la translocacién de PYR de raices a la parte aérea.

Cuando el suelo fue usado como soporte se obtuvieron respuestas diferentes: no se
encontraron diferencias significativas en la concentracion de PYR en las raices 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 raices 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 teéricamente
deberia ser absorbido por las raices; aunque en este caso con una lenta o nula translocacion
a la parte aérea. La presencia de HXD y PYR en los tejidos de la planta indica que el
mecanismo de fitorremediacion estimulado en la degradacion de hidrocarburos por la
interaccién F. arundinacea-hongo endoéfito (Lewia sp.) fue la fitodegradacién. Ademas, en
el caso del suelo modelo, la acumulacion de PYR en raices sugiere que Lewia sp. (alojado
entre las células de las raices) podria tener la capacidad de seguir con la transformacion de

los contaminantes organicos que se encuentran secuestrados.

Tabla 9. Efecto de la inoculacién con Lewia sp., en la acumulacién de hexadecano,
fenantreno y pireno en raices y parte aérea de F. arundinacea después de 45 dias de cultivo

en suelo modelo y suelo.

Suelo modelo Suelo
PYR PHE HXD PYR PHE HXD
mg kg™ mg kg™

Raices n. d. n. d n. d 694.7+246 n. d. 1,603.4+84.7
Raices 318+162 n. d. 4904300 1,603.4+3359  n.d. 1,404,356
(Con Lewia sp.)

Parte aérea n. d. n. d. 445+11 n. d. n. d. 309+103
Parteaerea  ,,..69  n.d.  358.8+26 n. d. n. d. 136.5+79

(Con Lewia sp.)

f;gckéﬂ'c'a' 357.8+27 328.5+38.5 630+96.2 317.9+8.0 284.2+20.9 451.7+26.9

n.d. no detectado
mg hidrocarburo kg™ BS, raices y parte aérea.
*mg hidrocarburos kg™soporte 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 petréleo

La implementacion de estrategias de remediacion in situ para ambientes contaminados ha
incrementado considerablemente en los Gltimos tiempos (Gan y col., 2009; Dugalic y col.,
2010). La fitorremediacion es una tecnologia amigable con el ambiente, que utiliza plantas
y su asociacion con los microorganismos para remediar suelos contaminados. En este
trabajo se aplicd en campo una estrategia de fitorremediacién implementada a nivel
laboratorio, con la finalidad de evaluar la supervivencia y cambios morfolégicos de F.
arundinacea, en presencia y ausencia de Lewia sp., en un suelo previamente remediado y
bajo condiciones ambientales. La Figura 22 muestra imagenes de F. arundinacea inoculada
y no inoculada con Lewia sp., creciendo en una parcela con cuatro toneladas de suelo
contaminado con petréleo de la ex refineria 18 de Marzo. A los 40 dias, la supervivencia de
las plantas sin hongo trasplantadas fue mayor (44%) en comparacion con las plantas
inoculadas con Lewia sp. (30%). La baja supervivencia puede deberse a los cambios
ambientales extremos que se presentaron durante los dias de trasplante. A pesar de la baja
supervivencia, después de 80 dias las plantas sin inocular ya presentaban inflorescencia y a
los 120 dias de cultivo se recolectaron semillas. Ademas, se pudo observar de manera
cualitativa que, después de los 120 dias, las plantas inoculadas con hongo eran mas
saludables y vigorosas en comparacion con las plantas sin inocular. Por otro lado, las
plantas inoculadas con Lewia sp. presentaron inflorescencia hasta los 120 dias y se
colectaron semillas hasta los 180 dias. Nabors (2006) reporta que la produccién de semillas
facilita la supervivencia de las plantas, ayudando a superar periodos dificiles, las estaciones
con temperaturas extremas o ausencia de humedad. Esto podria explicar por qué las plantas
inoculadas con Lewia sp. tardaron mas tiempo en producir semillas: probablemente no se
encontraban amenazadas durante la época de crecimiento y no habia necesidad de asegurar
su supervivencia. Después de los 180 dias, se tomaron muestras de las raices de F.
arundinacea y se observaron cambios morfoldgicos: las raices con hongo eran mas gruesas
y menos ramificadas en comparacion con las raices sin hongo, que eran mas delgadas y

ramificadas, como se observa en la Figura 23.
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Nty
Figura 22. Registro fotografico del crecimiento de Festuca arundinacea inoculada y no
inoculada con Lewia sp., en suelo contaminado y previamente remediado de la ex Refineria
18 de marzo, en parcelas experimentales en la UAM-I1. (a) 40; (b) 80; (c) 120; (d) 180; (e)

340y (f) 540 dias de crecimiento.

Figura 23. Morfologia macroscopica de las raices de F. arundinacea inoculadas (a) y no
inoculadas con Lewia sp. (b) después de 180 dias de crecimiento en suelo contaminado y
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previamente remediado de la ex Refineria 18 de marzo, en parcelas experimentales en la
UAM-I.

6.2.5 Remocion de hidrocarburos totales del petroleo por la interaccion F.

arundinacea - Lewia sp.

Se ha demostrado que los microorganismos endoéfitos tienen un papel importante en la
adaptacion de la planta a los ambientes contaminados, y de esta manera favorecen la
fitorrememediacién 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 aplicacion in situ de la fitorremediacion asistida por microorganismos
endofitos en condiciones de campo. En la Tabla 10 se muestra la remocion de HTP por la
interaccion F. arundinacea - Lewia sp., en suelo de la ex Refineria 18 de marzo y
condiciones de campo. Después de 540 dias de cultivo, no se observaron diferencias
significativas en la remocion de HTP por F. arundinacea inoculada con Lewia sp., y la
planta sola. Ademas, hasta el tiempo que se prolongé el experimento, la concentracion
inicial de hidrocarburos (fraccion pesada y media) se mantuvo practicamente sin cambios.
Este resultado podria deberse a cualquiera de los siguientes supuestos: (i) el tiempo de
fitorrremediacion fue breve, Kamath y col. (2004) reportan que la aplicacion en campo de
la fitorremediacion puede ser monitoreada hasta cinco afios, o (ii) la técnica de inoculacién
del hongo no fue la adecuada, de tal manera que éste fue desplazado antes de penetrar las
raices 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 dias de haber germinado las semillas, no
se observo crecimiento de ningun tipo de hongo. En este apartado se concluye que hace
falta establecer las condiciones para la induccion de la asociacién entre F. arundinacea y

Lewia sp. en pruebas de campo.
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Tabla 10. Remocidén de hidrocarburos totales del petroleo por la interaccion F.
arundinacea - Lewia sp., creciendo en suelo de la ex Refineria 18 de marzo después de 540

dias de crecimiento.

Remocién (mg kg BS™)

Fraccion media Fraccion pesada
F. arundinacea 277.7x0.7 a 1032.2 £+ 80.8 A
F. arundinacea 5509 4 5755 999.5 + 34.9 A
— Lewia sp.
Masa inicial 416.31 +81.29 1183.29 + 183.30

Letras diferentes (mindsculas para fraccion media y mayudsculas para pesada) representan
diferencias significativas entre tratamientos: F. arundinacea, F. arundinacea -Lewia sp.
Las medias fueron comparadas de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (o = 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

e El hongo filamentoso aislado de las semillas de F. arundinacea fue identificado como

Lewia sp.

e Se demostrd que Lewia sp. es un hongo endo6fito de F. arundinacea y que esta

interaccion es inducible en el laboratorio.

e Se encontro que el endofito Lewia sp. tiene la capacidad de mineralizar hidrocarburos

utilizando agrolita como soporte bajo condiciones estériles.

e Lewia sp. promovid la produccién de biomasa de las raices de F. arundinacea

después de 45 dias de cultivo en agrolita como suelo modelo.

e La presencia de Lewia sp. favorecio la remocion de pireno (hidrocarburo téxico de
alto peso molecular) por F. arundinacea después de 45 de cultivo, en suelo modelo y

suelo.

e La presencia de Lewia sp. favorecié la acumulacion de pireno en las raices de F.

arundinacea, después de 45 dias de cultivo en agrolita como suelo modelo.

e El mecanismo de fitorremediacion que se estimuld en la degradacion de

hidrocarburos por la interaccion F. arundinacea-Lewia sp. fue fitodegradacion.

e El cultivo de F. arundinacea inoculada con Lewia sp. en suelo contaminado de la ex-

Refineria 18 de Marzo, nos permitié concluir lo siguiente:

v' La supervivencia de F. arundinacea fue mayor (40%) en comparacién con
las plantas inoculadas con Lewia sp. (30%).
v La inflorescencia fue 5 veces mayor en plantas sin hongo en comparacion

con las plantas inoculadas.
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v Se observaron cambios en la morfologia de las raices de F. arundinacea
inoculadas con Lewia sp., en comparacion con las plantas no inoculadas.

v No se observaron diferencias significativas en la remocion de hidrocarburos
totales del petréleo por F. arundinacea inoculada y no inoculada con Lewia
sp., probablemente debido a que no se establecid la asociacién 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 endofito para favorecer el crecimiento de
la planta en la fitorremediacion de contaminantes organicos, tales como la produccién de
hormonas (sobre todo aquellas que estan implicadas en el crecimiento de las plantas, por
ejemplo auxinas y giberelinas) o enzimas que modifiquen la estructura de acidos nucleicos,

lipidos y proteinas esenciales para la vida celular.

Se conocen estudios que reportan la actividad antioxidante que ejercen los individuos
endofitos en los huéspedes colonizados. En muchos casos, los cambios en la produccion de
especies reactivas de oxigeno y la actividad antioxidante aumentan en la asociacion
simbidtica benéfica. Seria importante evaluar las respuestas antioxidantes que puedan
contribuir al conocimiento y comprension del éxito de la colonizacion endofitica y su
correlacién con las respuestas de la planta hospedera durante la fitorremediacion de

compuestos organicos.
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APENDICE |
GLOSARIO

Absorcidn: Biol. Proceso mediante el cual el cuerpo absorbe los nutrientes necesarios para

continuar con su vida luego de la digestion.

Adsorcidn: proceso por el cual &tomos, iones 0 moléculas son atrapados o retenidos en la
superficie de un material, en contraposicion a la absorcién, que es un fenémeno de
volumen, es decir es un proceso en el cual un contaminante soluble (adsorbato) es
eliminado del agua por contacto con una superficie solida (adsorbente). El proceso inverso

a la adsorcion se conoce como desorcion.

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 infeccion.

Biodegradacion: caracteristica de algunas sustancias quimicas para ser utilizadas como
sustrato por microorganismos, que las emplean para producir energia (por respiracion
celular) y crear otras sustancias como aminoacidos, nuevos tejidos y nuevos organismos.
Puede emplearse en la eliminacion de ciertos contaminantes como los desechos organicos

urbanos, papel, hidrocarburos, etc.

Biodisponibilidad: se refiere al contacto entre el contaminante y el sistema bioldgico para

inducir cualquier efecto.

Biotransformacion: modificacion que sufren los contaminantes en su paso a través del

organismo.

Destoxificacion: liberacion de toxinas de un sustrato. La exposicion de vegetales y suelos a

toxicos quimicos 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 organicas en general y los productos
quimicos inorganicos, entre otros, se depositan en los diversos érganos y tejidos, afectando
a su funcionamiento, lo que determina finalmente disfunciones o alteraciones del
funcionamiento organico y genera graves trastornos organicos y enfermedades de tipo
degenerativo. Después de afios de exposicion a éstas sustancias toxicas, el organismo pierde
su capacidad normal de eliminarlas, por lo que recirculan al interior del organismo

afectado.

Esterilizacion: método de control (en ciencias de la salud, biologia y quimica) del
crecimiento microbiano que involucra la eliminacién de todas las formas de vida

microscopicas no deseadas en un cultivo controlado, incluidos virus y esporas.

Hidréfilo: comportamiento de toda molécula que tiene afinidad por el agua. Las moléculas
hidrofilas son a su vez lipofobas, es decir no tienen afinidad por los lipidos o grasas y no se

mezclan con ellas.

Hidrofébico: comportamiento de toda molécula que no tiene afinidad por el agua.

Mineralizacién: transformacién de una sustancia organica en compuestos de naturaleza

inorgénica.

Senescencia: El cambio gradual e intrinseco en un organismo que conduce a un riesgo

creciente de vulnerabilidad, perdida de vigor, enfermedad y muerte.

Recalcitrante: compuesto con una estructura quimica muy estable, por lo que se resiste al
ataque de los microorganismos o de cualquier otro mecanismo de degradacion sea

bioldgico o quimico

Rizosfera: es la fina capa de suelo que se queda adherida al sistema de raices de las plantas

después de sacudirlas. Es donde tiene lugar una interaccion dinamica con los
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microorganismos. Las caracteristicas quimicas y bioldgicas de la rizosfera se manifiestan

en una porcion de apenas 1 mm de espesor a partir de las raices.

Simbiosis: relacion estrecha y persistente entre organismos de distintas especies.
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APENDICE II

Intertek

RESULTADOS DE MUESTRAS ANALIZADAS POR
INTERTEK TESTING SERVICES
LABORATORIOS AMBIENTALES

MEXICO

REPORTE ELABORADO PARA: Universidad Auténoma Metropolitana
San Rafael Atlixco No. 186, Col. Vicentina, México, D.F.

ATENCION: Dr. Mariano Gutiérrez

FECHA DE MUESTREO: 2013-01-30

Intertek Testing Services de México, S.A. de C.V.
Poniente 134 No. 660, Col. Industrial Vallejo
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Intertek

REPORTE DE RESULTADOS

No. de Orden de

Empresa: Universidad Auténoma Metropolitana 2013-MEXC-000209
Trabajo:

Direccién: San Rafael Atlixco No. 186, Col. Vicentina, México, D.F. Fecha de Reporte: ~ 2013-02-14

Contacto: Dr. Mariano Gutiérrez Rsagien 08 2013-01-31

muestras:

e Adriana Gomez (Cliente) Fecha de Muestreo: 2013-01-30

Tomadas Por:

Nombre del NP

Proyecto:

Sitio de Muestreo: NP

ABREVIACIONES UTILIZADAS EN ESTE REPORTE

LC = Limite de cuantificacion.

LCE = Limite de Cuantificacién Estimado.

LR = Limite Reportable

NA = No Aplica

ND = No Detectado al nivel del LC o al LCE reportado.

NR = No Referenciado

NC = No Calculable.

NP = No Proporcionado

M = |Interferencia de Matriz.

@ = |dentificacién tentativa por Interferencia de Matriz

% de Sélidos = El resultado se expresa con base a la masa de la muestra total.
HC = Hidrocarburos

* = Prueba subcontratada.

Q = No acreditado.

A = Prueba contratada.

+ = En proceso de acreditacion.

La Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002 I como separador decimal la coma (, ).

Se anexa cadena de custodia original, en caso contrario la cadena traera un comentario.

Para cualquier duda sobre su reporte favor de contactarnos a nuestras oficinas en México; estamos a sus 6rdenes.

Agradecemos a usted por haber considerado a Intertek Testing Services de México, S.A. de C.V., como su
Laboratorio de Analisis, y quedamos a sus 6rdenes para cualquier servicio analitico ambiental que usted y su
empresa necesiten.

(u/gix. N O)(O)!

Yoo
S0po F ViSOl
Signatafio / Cargo

Aprobacion: No. CNA-GCA-749; MEX/QRO/REDLANo 33/AAR/AEA/MER/2012-2013

PADLA/DF/036/AGC/AAR/2012; PFPA-APR-LP-RE-006-09

Acreditamiento: EMA No.A-187-008/11 Vigente a partir del 19 de Mayo de 2011, R-0044-003/11 Vigente a partir del 23 de Mayo de 2011,
FF-0043-002/11 Vigente a partir del 23 de Mayo de 2011, AG-188-051/11 Vigente a partir del 18 de Mayo de 2011

Alcance: ver pagina www.ema.org.mx
Estos acreditamientos solo aplican para métodos listados en los mismos. No garantiza que todo lo que se encuentra contenido en este reporte esté acreditado

Queda prohibida la reproduccion total o parcial de este documento, asi como cualquier medificacion o alteracion en ninguna de sus partes sin la autorizacién previa de Interiek
Testing Services de México, S.A. de C.V. En caso contrario Intertek se reserva el derecho de proceder de forma legal en contra de quien(es) resulten responsableds)
Los resultados que aparecen en este reporte 1 ala(s)

Intertek Testing Services de México, S.A. de C.V.

Ponienta 134 No. 880, Col. Industrial Vallejo 1 de3 \.L
C.P. 02300, Del. Azcapotzaico, México, D F. Tel: 50912150 ~.?
2da Edicion Enero 2001, 7a Revisiin Septiembre 03, 2010 www.intertek.com ILT-A002/CLS.10-F3
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Intertek

Reporte de Resultados
Fecha de recepcién de muestras: 2013-01-31 Reporte No.: 2013-MEXC-000209
Fecha de Reporte : 2013-02-14
Anélisis: Hidrocarburos Fraccién Media
Nombre del Proyecto: NP
Sitio de muestreo: NP
Muestras Tomadas por : Adriana Gémez (Cliente)
Cliente: Universidad Auténoma Metropolitana
Direccién: San Rafael Atlixco No. 186, Col. Vicentina, México, D.F.
Atencién a: Dr. Mariano Gutiérrez
Matriz de la muestra: Suelo
Método de Preparacion y Analisis: EPA 3550 / EPA 8015D-2003
Preparado / Analizado por: MRS / RGL
Fecha de preparacién: 2013-02-01
Lote de Control de Calidad: EXT2013-3p16

Limite Maximo Permisible NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
Uso de Suelo (mg/kg Base Seca)
Agricola Residencial Industrial
1200,0 1200,0 5000,0
Unidades: mg/kg
dentificacin Cliente s Fechade | £ 1z de Andiisis |21IUcion del R”m S T %
Métodol} B BH BS BH BS Sélidos
Parcela 1 2013-MEXC-000209-01 | 2013-01-30 2013-02-01 0,067 1.0 33,33 36,11 256,80 278,22 92,3
Parcela 2 2013-MEXC-000208-02 | 2013-01-30 | 2013-02-01 0.067 1.0 33,33 36,31 254,50 277,23 91,8
Parcela 3 2013-MEXC-000209-03 | 2013-01-30 | 2013-02-01 0,067 1,0 33,33 36,71 294,70 324,56 90,8
Parcela 4 2013-MEXC-000209-04 | 2013-01-30 | 2013-02-01 0,067 1,0 33,33 36,51 242,50 265,61 91,3
BH= Base Humeda BS= Base Seca

Queda prohibida la reproduccion total o parcial de este documento, asi como cualquier modificacion o alteracion en ninguna de sus partes sin la autorizacion previa de Intertek
Testing Services de México, S.A. de C.V. En caso contrario Intertek se reserva el derecho de proceder de forma legal en contra de quien(es) resulten responsable(s).
Los resultados que aparecen en este reporte p i ala(s) i

Intertek Testing Services de México, S.A. de C.V.
Poniente 134 No. 650, Col. Industrial Vallejo
C.P. 02300, Del. Azcapotzalco, México, D F. Tel.: 50912150
1a Edicion Enero 2001, 7a Revisién Septiembre 03, 2010 www.intertek.com ILT-ATG02/CLE 10 F3

2de3
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Intertek

Fecha de recepcién de muestras:

Analisis:

Nombre del Proyecto:
Sitio de muestreo:
Muestras Tomadas por :

Reporte de Resultados
2013-01-31

Hidrocarburos Fraccion Pesada
NP

NP

Adriana Gémez (Cliente)

Reporte No.: 2013-MEXC-000209

Fecha de Reporte : 2013-02-14

Cliente: Universidad Auténoma Metropolitana
Direccién: San Rafael Atlixco No. 186, Col. Vicentina, México, D.F.
Atencién a: Dr. Mariano Gutiérrez
Matriz de la muestra: Suelo
Método de Preparacion y Analisis: EPA 9071B / EPA 1664A
Preparado / Analizado por: MMF,IPH
Fecha de preparacion: 2013-02-06
Lote de Control de Calidad: QHU2013-7p2
Limite Maximo Permisible NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
Uso de Suelo (mg/kg Base Seca)
Agricola Residencial Industrial
3000,0 3000,0 6000,0
Unidades: mg/kg
Fecha de Fecha de Dilucién Resultado %
Identificacién Cliente Identificacion ITS del
Muestreo Andlisis Método | Reauerida BH BS BH Solidos
Parcela 1 2013-MEXC-000209-01 2013-01-30 | 2013-02-06 1,0 1.0 266,00 288,19 900,00 975,08 92,3
Parcela 2 2013-MEXC-000209-02 2013-01-30 | 2013-02-06 1,0 1,0 266,00 289,76 1000,00 1089,32 91.8
Parcela 3 2013-MEXC-000209-03 2013-01-30 | 2013-02-06 1,0 1,0 266,00 292,95 930,00 1024,23 90,8
Parcela 4 2013-MEXC-000208-04 2013-01-30 | 2013-02-06 1.0 1.0 266,00 291,35 890,00 974,81 91,3

FIN DEL REPORTE

BH= Base Humeda BS= Base Seca
Queda prohibida la reproduccion total o parcial de este documento, asi como cualquier modificacion o alteracién en ninguna de sus partes sin la autorizacion previa de Intertek
Testing Services de México, S.A. de C.V. En caso contrario Intertek se reserva el derecho de proceder de forma legal en contra de quien(es) resulten responsable(s) g
Los que ap en este reporie p ala(s) 7

Intertek Testing Services de México, S.A. de C.V.
Poniente 134 No. 660, Col. Industrial Vallejo
C.P. 02300, Del. Azcapotzaico, México, D FTel : 50912150

3 3de3
www.intertek.com i

2da Edicién Enero 2001, 7a Revision Septiembre 03, 2010 ILT-ADO2CLE 10-F3
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Intertek

RESULTADOS DE MUESTRAS ANALIZADAS POR
INTERTEK TESTING SERVICES
LABORATORIOS AMBIENTALES
MEXICO

REPORTE ELABORADO PARA: UAM-I
San Rafael Atlixco 186

ATENCION: Adriana Gémez

FECHA DE MUESTREO: 2011-02-09
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Intertek

REPORTE DE RESULTADOS

No. de Orden de

s - MX11-0222
Empresa: UAM-| Trapaios
Direccion: San Rafael Atlixco 186 Fecha de Reporte:  2011-03-11
Contacto: Adriana Gémez oL i 2011-02-09

muestras:

Muestras Adriana Gémez Fecha de Muestreo: 2011-02-09
Tomadas Por:
Nombre del Parcela UAM
Proyecto:

Sitio de Muestreo: UAM Iztapalapa

ABREVIACIONES UTILIZADAS EN ESTE REPORTE

Identificacion tentativa por Interferencia de Matriz

El resultado se expresa con base a la masa de la muestra total.

Hidrocarburos

Prueba subcontratada.

No acreditado.

Prueba contratada.

Analisis realizado en Sucursal ITS-Azcapotzalco. R-0171-017/10. Vigencia a partir 2010-04-23.
Alcance: ver www.ema.org.mx

= En proceso de acreditacion.

@
% de Sélidos
HC

LC = Limite de cuantificacion.

LCE = Limite de Cuantificacion Estimado.

LR = Limite Reportable

NA = No Aplica

ND = No Detectado al nivel del LC o al LCE reportado.
NR = No Referenciado

NC = No Calculable.

NP = No Proporcionado.

M = Interferencia de Matriz.

.
Q
A
&
+
La Norma Oficial Mexicana NOM-008-SCFI-2002 establece como separador decimal la coma (, ).

Se anexa cadena de custodia original, en caso contrario la cadena traera un comentario.

Para cualquier duda sobre su reporte favor de contactarnos a nuestras oficinas en México; estamos a sus ordenes.

Agradecemos a usted por haber considerado a Intertek Testing Services de México, S.A. de C.V., como su
Laboratorio de Anélisis, y quedamos a sus érdenes para cualquier servicio analitico ambiental que usted y su
empresa necesiten.

Atentamente y / LoLs E 3AREz fuenibs

E i ANALLS 1A Qa..u\_uo
/ cw c/ a/c’ e ==
—p o
Aprobacion: No. CNA-GSCA-537 /

Aprobacion: DF/MEX/QRO/REDLAO33/AAR/AEA/MER/2010

Acreditamiento: EMA No. A-187-008/07, R-0044-003/07, FF-0043-002/07, AG-188-051/07 Vigencia 2007-05-16 a 2011-05-16

Alcance: ver pagina www.ema.org.mx

Estos acreditamientos so6io aplican para métodos listados en los mismos. No garantiza que todo lo que se encuentra contenido en este reporte esté acreditado.

Queda prohibida la reproduccion total o parcial de este documento, asi como cualquier modificacién o alteracién en ninguna de sus partes sin la autorizacion previa de Intertek
Testing Services de México, S.A. de C.V. En caso contrario Intertek se reserva el derecho de proceder de forma legal en contra de quien(es) resulten responsable(s)
Los resultados que aparecen en este reporte p ni ala(s)

Intertek Testing Services de México, S.A. de C.V.
Poniente 134 No. 660, Col. Industrial Vallejo
C.P. 02300, Del, Azcapotzalco, México, D.F. Tel.: 50912150
2da Edicion Enero 2001, 7a Revision Septiembre 03, 2010 www.intertek.com ILT-ADO2CLS 1073
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Intertek

Reporte de Resultados
2011-02-09 Reporte No.: MX11-0222

Fecha de Reporte : 2011-03-11

Fecha de recepciéon de muestras:

Hidrocarburos Fraccion Pesada
Parcela UAM

UAM |ztapalapa

Adriana Gémez

Analisis:

Nombre del Proyecto:
Sitio de muestreo:
Muestras Tomadas por :

Cliente: UAM-|
Direcciéon: San Rafael Atlixco 186
Atencion a: Adriana Gémez
Matriz de la muestra: Suelo
Método de Preparacion y Analisis: EPA 9071B / EPA 1664A
Preparado / Analizado por: JLHS HMG
Fecha de preparacién: 2011-02-11
Lote de Control de Calidad: QHU2011-4p25
Limite Maximo Permisible NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
Uso de Suelo (mg/kg Base Seca)
Agricola Residencial Industrial
3000,0 3000,0 6000,0
Unidades: mg/kg
identificacion Cliente | dentificacionirs]  Feba9e poch, o anaiisis| Dilucion | Dilucion EC Régulado e
| Muestreo del BH BS BH BS Sélidos
UAM-1 MX11-0222-01 | 2011-02-08 1,0 1,0 311,50 | 334,59 860,00 923,74 93,1
UAM-2 MX11-0222-02 | 2011-02-09 2011-02-11 al 14 1,0 1,0 311,50 | 342,31 1220,00 1340,66 91,0
UAM-3 MX11-0222-03 | 2011-02-09 1,0 1,0 311,50 | 347,27 1070,00 1192,87 89.7
UAM-4A MX11-0222-04 | 2011-02-08 1,0 1,0 311,50 | 339,69 1170,00 1275,90 91,7

BH= Base Humeda BS= Base Seca
Queda prohibida la reproduccién total o parcial de este documento, asi como cualquier modificacion o alteracion en ninguna de sus partes sin la autorizacion previa de Intertek
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Reporte de Resultados
Fecha de recepcion de muestras: 2011-02-09 Reporte No.: MX11-0222
Fecha de Reporte : 2011-03-11
Analisis: Hidrocarburos Fraccion Media
Nombre del Proyecto: Parcela UAM
Sitio de muestreo: UAM |ztapalapa
Muestras Tomadas por : Adriana Gomez
Cliente: UAM-I
Direccién: San Rafael Atlixco 186
Atencion a: Adriana Goémez
Matriz de la muestra: Suelo
Método de Preparacion y Analisis: EPA 3550 / EPA 8015
Preparado / Analizado por: PRE / LACG
Fecha de preparacién: 2011-02-10
Lote de Control de Calidad: EXT2010-47p271

Limite Maximo Permisible NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
Uso de Suelo (mg/kg Base Seca)
Agricola Residencial Industrial

12000 1200,0 5000,0

Unidades: mg/kg
Fecha de Fecha de Dilucién | Dilucién LCE Resultado %
~ Identificacién Cliente Identificacion ITS Modstrec: Andlisi del Método] R id G s o e i
UAM-1 MX11-0222-01 | 2011-02-09 2011-02-16 0,1333 20 37,30 40,06 279,10 299,79 93,1
UAM-2 MX11-0222-02 | 2011-02-09 2011-02-16 0,1333 20 37,30 40,99 394,00 432,97 91,0
UAM-3 MX11-0222-03 | 2011-02-09 2011-02-16 0,1333 25 46,70 52,06 398,30 444,04 89,7
UAM-4A MX11-0222-04 | 2011-02-09 2011-02-16 0,1333 2,5 46,70 50,93 447 90 488,44 91,7
BH= Base Humeda BS= Base Seca
Queda prohibida la reproduccion total o parcial de este , asi como m 6n o 6n en ninguna de sus partes sin |la autorizacion previa de Intertek
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Reporte de Resultados
Fecha de recepcién de muestras: 2011-02-09 Reporte No.: MX11-0222
Fecha de Reporte : 2011-03-11
Analisis: Hidrocarburos Fraccién Ligera
Nombre del Proyecto: Parcela UAM
Sitio de muestreo: UAM Iztapalapa
Muestras Tomadas por : Adriana Gémez
Cliente: UAM-I
Direccién: San Rafael Atlixco 186
Atencion a: Adriana Gémez
Matriz de la muestra: Suelo
Método de Preparacién y Analisis: EPA 5030 / EPA 8015
Preparado / Analizado por: ELGM,ONF / LEYF
Fecha de preparacién: 2011-02-15
Lote de Control de Calidad: VOL2010-19p84

Limite Maximo Permisible NOM-138-SEMARNAT/SS-2003
Uso de Suelo (mg/kg Base Seca)
Agricola Residencial Industrial
200,0 200,0 500,0
Unidades: mg/kg
Fecha de Dilucion Lc Resultado %
Cliente :TSI R Fecha de Andlisis del e . . ¢ 2
Muestreo Método Requerida BH BS BH BS Solidos
UAM-4 B MX11-0222-05 | 2011-02-09 2011-02-18 250,0 1.0 9,38 11,31 |<9.38 < 1131 82,9
]
BH= Base Humeda BS= Base Seca

Queda prohibida la reproduccién total o parcial de este documento, asi como cualquier modificacion o alteracion en ninguna de sus partes sin la autorizacion previa de Intertek
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Fecha de recepcion de muestras: 2011-02-09

Nombre del Proyecto
Sitio de muestreo

Analisis: BTEX

Reporte de Resultados

: Parcela UAM
: UAM Iztapalapa

Muestras Tomadas por : Adriana Gomez

Cliente: UAM-|

Direccién: San Rafael Atlixco 186
Atencion a: Adriana Gémez
Matriz de la muestra: Suelo
Método de Preparacién / Analisis : EPA 5030 / EPA 8260
Preparado / Analizado por: ONF / JVD ELGM
Fecha de Preparacién: 2011-02-15
Lote de Control de Calidad: VOL2011-5p16

Reporte No.: MX11-0222
Fecha de Reporte : 2011-03-11

Timite Maximo Permisible C E
Usode Suelo (mg/kg _Base Seca)
Parametro Agricola Residencial Industrial

6.0 6.0 15,0

Tolueno 40,0 40,0 100,0

Etilbenceno 10,0 10,0 25,0

Xilenos (suma) 40,0 40,0 100,0
Unidades: mg/kg

e Tdentficac Fechade | Dilucion | Dilucion TC/LCE Resurtado %

Mentficaciontliente s Analisis vida |do BH _ BS BH_ 85 | selidos
UAM-4 B MX11-0222-05 | 2011-02-09 |B 2011-03-01 1,0 1250 0625 | 0,754 |< 0625 [< 0.754 | 829
UAM-4 B MX11-0222-05 | 2011-02-09 |Etilb 2011-03-01 1,0 125,0 0,625 | 0,754 |< 0625 |< 0,754 | 829
UAM-4 B MX11-0222-05 | 2011-02-09 |Tolueno 2011-03-01 1,0 125,0 0825 | 0754 |< 0625 |< 0,754 82.9
UAM-4 B MX11-0222-05 | 2011-02-09 [m,p-Xileno 2011-03-01 1,0 125,0 1,250 | 1,508 |< 1250 |< 1508 | 829
UAM-4 B MX11-0222-05 | 2011-02-09 [o-Xileno 2011-03-01 1,0 1250 0625 | 0754 |< 0625 |< 0754 | 829
UAM-4 B MX11-0222-05 | 2011-02-09 |Total de BTEX | 2011-03-01 NA NA NA NA ND ND 82,9

Concentracion minima encontrada.
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Reporte de Resultados
Fecha de recepcion de muestras: 2011-02-09 Reporte No.: MX11-0222
Fecha de Reporte : 2011-03-11
Andlisis: & PAH's
Nombre del Proyecto: Parcela UAM
Sitio de muestreo: UAM |ztapalapa
Muestras Tomadas por : Adriana Gomez
Cliente : UAM-|
Direccién: San Rafael Atlixco 186
Atencién a: Adriana Gomez
Matriz de la muestra: Suelo
Método de Preparacion / Analisis : EPA 3550 / EPA 8270
Preparado / Analizado por: PRE,CEC / GSN
Fecha de Preparacién: 2011-02-10
Lote de Control de Calidad: REFI2010-4p78

Timite Maximo Permisible 2 ] =
i mg/kg _Base Seca)
Parametro ial Industrial
Benzo (a) 20 2,0 10,0
Benzo (a) pireno 20 2,0 10,0
Benzo (b) F 2,0 2,0 10,0
Benzo (k) F 8,0 8,0 80,0
Dibenzo (a,h) 20 20 10,0
Indeno (1,2,3-cd) pireno 2,0 2.0 10,0
Unidades: mg/kg
Identificacion : | Ditucion | Dilucion SELC
iTs Muestreo , Wil Fecha do Andlisis | goquerica [dei Métod| @y, | 8.
UAM-1 MX11-0222-01 | 2011-02-09 |Benzo (a) antraceno 2011-02-22 1.0 133,30 0400 | 0430 | <
UAM-1 MX11-0222-01 | 2011-02-09 [Benzo (a) pireno 2011-02-22 1.0 133.30 0400 | 0430 | <
UAM-1 MX11-0222-01 | 2011-02-09 |Benzo (b) Fluoranteno 2011-02-22 1.0 133.30 0400 | 0430 | <
UAM-1 MX11-0222-01 | 2011-02-09 |Benzo (k) Fluoranteno 2011-02-22 1.0 133,30 0400 | 0430 | <
UAM-1 MX11-0222-01 | 2011-02-09 |Dibenzo (a.h) antraceno 2011-02-22 1.0 133,30 0400 | 0430 | <
UAM-1 MX11-0222-01 [ 2011-02-09 |Indeno (1,2,3-cd) pireno 2011-02-22 1.0 133.30 0400 | 0430 | <
UAM-2 MX11-0222-02 [ 2011-02-09 |Benzo (a) 2011-02-22 1.0 133,30 0.440 <
UAM-2 MX11-0222-02 | 2011-02-09 |Benzo (a) pireno 2011-02-22 1.0 133,30 0,440 <
UAM-2 MX11-0222-02 | 2011-02-09 2011-02-22 1.0 133,30 0,440 <
UAM-2 MX11-0222-02 | 2011-02-09 |Benzo (k) Fluoranteno 2011-02-22 10 133,30 0,440 <
UAM-2 MX11-0222-02 | 2011-02-09 |Dibenzo (a.h) antraceno 2011-02-22 1.0 133.30 0,440 = D)
UAM-2 MX11-0222-02 | 2011-02-09 |indeno (1,2,3-cd) pireno 2011-02-22 10 133.30 0,440 < 0440 91,0
UAM-3 MX11-0222-03 | 2011-02-09 |Benzo (a) antraceno 2011-02-22 1.0 133.30 0446 | < 0400 | < 0445 89.7
UAM-3 MX11-0222-03 | 2011-02-09 |Benzo (a) pireno 2011-02-22 1,0 133,30 0446 | < 0400 | < 0446 89.7
UAM-3 MX11-0222-03 | 2011-02-09 |Benzo (b) Fluoranteno 2011-02-22 10 133.30 0446 | < 0400 | < 0446 89,7
UAM-3 MX11-0222-03 | 2011-02-09 |Benzo (k) Fluoranteno 2011-02-22 10 133,30 0446 | < 0400 | < 0445 897
UAM-3 MX11-0222-03 | 2011-02-09 |Dibenzo (a,h) antraceno 2011-02-22 1.0 133,30 7 0446 | < 0400 [ < 0446 89.7
UAM-3 MX11-0222-03 | 2011-02-09 [indeno (1.2.3-cg) pireno 2011-02-22 10 133,30 0400 | 0446 | < 0400 | < 0445 897
UAM-4A MX11-0222-04 | 2011-02-09 |Benzo (a) 2011-02-22 1.0 133,30 0400 | 0436 | < 0400 | < 0438 917
UAM-4A MX11-0222-04 | 2011-02-09 |Benzo (a) pireno 2011-02-22 1.0 133,30 0400 | 0436 | < 0400 | < 0436 917
UAM-4A MX11-0222-04 | 2011-02-09 |Benzo (b) Fluoranteno 2011-02-22 1.0 133.30 0400 | 0436 | < 0400 | < 0438 817
UAM-4A MX11-0222-04 | 2011-02-09 |Benzo (k) Fluoranteno 2011-02-22 10 133,30 0400 | 0436 | < 0400 | < 043 817
UAM-4A MX11-0222-04 | 2011-02-09 |Dibenzo (a.h) 2011-02-22 1.0 133,30 0400 | 0436 | < 0400 | < 043 97
UAM-4A MX11-0222-04 | 2011-02-09 |Indeno (1,2,3-cd) pireno 2011-02-22 1.0 133.30 0400 | 0436 | < 0400 | < 043% 917
BH= Base Humeda BS= Base Seca

Queda prohibida la reproduccion total o parcial de este documento, asi como cualquier modificacion o alteracion en ninguna de sus partes sin la autorizacion previa de s
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Inoculation of seed-borne fungus in the rhizosphere
of Festuca arundinacea promotes hydrocarbon removal
and pyrene accumulation in roots
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Abstract

Background and aims The selective moculation of

specific hydrocarbon-degrading microbes into the
plant thizosphere offers a uselul means for remediat-
g hydrocarbon-contaminated soils. The effect of in-
oculating a seed-bome filamentous fungus (Lewia sp.)
on hydrocarbon removal by Festuca armmdinacea and
its growth was studied on perlite (model soil) and soil,
both spiked with hydrocarbons.

Methods A hydrocarbon mixture (1.500 mg kg

busiin smaleinceall in hrrdannndenan MMATTY ol

anthrene and pyrene, blended with hexadecane
(1.0:0.5:0.5 weight) was used. Greenhouse expern-

ments were carried out for 45 days. Inoculated and
non-inoculated plants were grown in dark eylindrical
glass pots containing perlite or soil.

Results Inoculation with Lewia sp. stimulated (100 %)
rool growth in spiked perlite. Inoculated plants

Y oof
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showed higher phenanthrene removal (100 %) com-
pared to non-inoculated plants in perlite and soil.
Pyrene removal by inoculated plants was 37-fold
higher than that by non-inoculated plants in perlite:
in soil, pyrene removal by moculated plants (97.9 %)
differed significantly from that of non-inoculated
plants (91.4 %). Accumulation of pyrene in roots
(530.9 mg kg ! of dry roots) was promoted in perlite.
Conclusions Our results demonstrate that Lewia sp.
(endophytic fungus) improved the efficiency of PAH

LI L gl S, | = b GRS

stimulating pyrene accumulation in roots.

Keyvwords Sced-bome (ilamentous fungus -
Endophytic fungus - Lewia sp. - PAH - Festuca
arundinacea

Introduction

Polyeycelic aromatic hydrocarbons (PAH) composed of
two or more condensed aromatic nngs of carbon and
hydrogen atoms, are chemically stable at room tem-
perature, and due to their hydrophobic structures, are
almost or totally insoluble in water and are highly
lipophilic (Gan et al. 2009). PAH are found in the
environment, soil included, as a result of the incom-
plete combustion of organic matter, motor vehicle,
stationary matter (e.g. coal-fired, electricity generating
power plants). domestic matter (e.g. tobacco smoke
and residential wood or coal combustion), arca source
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malter (e.g. forest fires and agricultural burning),
wasle incinerator, o1l relining, asphalt production.
and aluminium production (Sudip et al. 2002; Srog
2007). Some PAH have been found to be carcinogenic,
cytotoxic, or ecotoxic (Srogi 2007) and are persistent
organic pollutants. Soils contaminated with PAH pose
potential risks to human and ecological health (Sudip
et al. 2002). Recently, interest m developing in situ
remediation strategies for environmental contaminants
with PAH has mincreased (Gan et al. 2009; Ndimele
2010}). A vanety of plants, including the grass family,
have been considered for contaminated soil phytore-
mediation purposes and are an economic and effective
technology for abating conlaminants in soil
(Chiapusio et al. 2007). Phytoremediation involves
the use of plants and their associated microbes lor
environmental clean-up (Pilon-Smits 2005). There
are three possible mechamisms lor the phytoreme-
diation ol organic pollutants: (1) phytovolatihza-
tion, the evaporation of absorbed volatile
compounds through plant leaves. (2) phytodegra-
dation, the accumulation and subsequent metabo-
lism of contaminants by plants after uptake by
roots, (3) phytostimulation or rhizodegradation,
the degradation or transformation of contaminanis
i soil by the mucrobial community induced by
rool exudates (Pilon-Smats 2005; Lazcano et al
2010). A variety of rhizosphere microorganisms
have been investigated for the degradation of pe-
troleum hydrocarbons. Many bacteria have been
discovered that degrade PAH and diverse fungi
capable of utilizing PAH have been also investi-
gated. For example, Cernighia and Sutherland
(2010) reported fungi able to metabolize PAH with
enzymes that include peroxidase, laccase and hy-
drolase. Current phytoremediation research sug-
gests that endophytic fungi will play an
increasingly important role (Schardl et al. 2004;
Mohsenzadeh et al. 2010). Endophytes are defined
as microbes that colonize the living internal tissues
of a plant without causing any immediate and
obvious negative effect (Tarkka et al. 2008).
These fungi benefit from the association through
the provision of nutrients by root exudates, where-
as the plants benefit through enhanced nutrient
uptake and the reduced toxicity of soil contami-
nants (Chaudhry et al. 2005). Further develop-
ments m this area are expected to focus on ways
ol providing conditions that promote plant growth
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in the soil, and accelerate the remediation of
hydrocarbon-contaminated soil through selective
moculation with specific hydrocarbon-degrading
microbes in the plant rhizosphere. This study was
conducted to evaluate the effect of Lewia sp. (a
seed-borne filamentous fungus) as an moculum on
hydrocarbon removal and accumulation by Festmuca
arundinacea. Since soil 15 a complex system made
up of a heterogeneous mixture of solid, liquid, and
gaseous components, matrices such as perlite and
peat moss (Escalante-Espinosa et al. 2005) or glass
beads (Acevedo et al. 2011) have been used in
addition to seil m order to understand the role of
thizosphere microorganisms. In this work, perlite
and soil spiked with hydrocarbons were used.

Materials and methods
Plant material

Seeds of tall fescue (Festuca arundinacea Schreb.)
were obtained from a wholesale food market in
Mexico City and kept at room temperature. The seeds
were surface-sterihized. Damaged and small seeds
were removed by hand and selected seeds were placed
into a filter paper envelope. submerged into a com-
mercial powder soap solution (60 g soap L' water)
for 20 min with constant agitation, and rinsed with tap
walter for 10 min. The envelope containing the seeds
was then submerged in 70 % (v/v) ethanol for 30 s a
laminar low hood, followed by immersion in 10 % (v/
v) sodium hypochlonte contamning 0.1 mL of Tween-
20 for 25 mun, and finally i 70 % (v/v) ethanol for
I min with constant agitation. The envelope was
washed three times with 100 mL of detonized sterile
water. The envelope was opened under aseptic con-
ditions and surface-sterihized seeds (disinfested) were
stored in sterile empty Petri dishes for subsequent use.

Fungus
Isolation and preparation of inoculant

The fungal strain used was isolated from surface-
sterilized commercial seeds of F arundinacea. This
fungus was propagated on Petri dishes conlaining
potato dextrose agar (30°C, 10 days) and maimntained
at 4°C. Several fungal disks (5 mm) were aseptically
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punched out from the Peiri dishes. Individual disks
were translerred to Petn dishes and Erlenmeyer {lasks
contaimng 25 and 50 mL of medium, respectively. The
medium used for plant aseptic cultures was also used
for fungal culture, and comprised 4.4 g™ Murashige
and Skoog (MS), including micro- and macro-nutrient
stock solutions (Murashige and Skoog 1962) and 30 ¢
L ! sucrose. pH was adjusted with 0.1 N NaOH to 5.8
and the mixture was autoclaved {15 min at
1.2 kg em 2). Two g L' of Phytagel (agar substitute,
Sigma Chemical, St. Louws, MO, USA) was added 1o
the medium destined for Petri dishes. Afier incubation
(14 days, 30°C), one fungal disk was used as inoculum
in phytopathogenic assays.

Finally, the pellets that formed in the Erlenmeyer
flasks after 10 days incubation at 200 rpm, 30°C, were
disrupted with glass beads to achieve a homogeneous
cell suspension. The cell suspensions were mixed in
equal volumes with an isotonic solution and used as
the moculum for hydrocarbon removal experiments.

Molecular identification

The 1solated fungus was grown in liquid medium
(50 mL): sucrose, 40; NaNOs, 3: yeast exiract, 2;
KC1, 0.5; MgS80,4-7H-0, 0.5; FeS0,7H,0, 0.1
(g L 'y at 30°C, 200 rpm for 48 h. Fresh mycelium
was collected and disrupted with liguid mitrogen.
Fungal DNA was extracted using the Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega) according
to the manufacturer’s mstructions. PCR amplification
was carried out using ITSS and ITS4b primers for 30
cycles o 94°C for 45 s; 55°C for | mun; and 72°C for
45 5. ITS5 (3-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-
3" and 1TS4b (S-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
are primers for conserved sequences of fungal IS
rDNA and 285 rDNA. respectively (Gardes and
Bruns 1993; Larena et al. 1999). The amplified prod-
uct thus included a partial sequence of the [85 rDNA
gene, the internal transcribed spacer | (ITS1), the
complete 5.85 rDNA gene, the intemal transcribed
spacer 2 (ITS2), and a partial sequence of the 28s
rDNA gene. The PCR reaction was separated on a

1.5 % (w/v) agarose gel and the expected product of

600-650 base pairs was excised from the gel and
purified using a QIAquick Gel Extraction Kt
(Quagen). The nucleotide sequence of the product
was determined using AmpliTag DNA Polymerase

100

FS and the ABIPrism® BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit on an ABIPRISM
3100 system (Applied Biosystems). The nucleotide
sequence of the amphiied product was analysed using
the BLAST (NCBI) programme (htip://www.ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST).

Model soil

Perlite (Dicalite, México) was used to simulate soil.
Perlite 1s an amorphous voleanic glass that 1s used as a
soil amendment or as a hydroponics medium. The
perlite was sieved through 4.76-mm and 1.19-mm
meshes. The remaining fraction was washed with hot
tap water, air-dried. and stored al room temperature for
further use.

Soil sample

A non-contaminated soil sample (250 kg) was
oblained from Hueypoxtla, in Mexico State (19754
10.6"N, 99°05'16.0"W). The soil sample was collect-
ed from a depth of 0 to 20 cm, transported to our
laboratory and immediately air-dried and passed
through a 2 mm sieve to remove stones and roots,
The onginal particle size distnbution (54.8 % sand,
25.2 % silt, and 24.6 % clay) allowed us to identify the
soil sample as a sandy-clay-loam soil. The organic
matier content was 4.2 % and the pH was 7.53.

Hydrocarbons

Hexadecane (HXD). phenanthrene (PHE) (purity =96 %),
and pyrene (PYR) (punty =98 %) were purchased from
Sigma-Aldrich Chermie (Stemheinm, Germany ). The sub-
stances were dissolved i acetone (Mallinckrodt Baker,
Edo. Mex., Mexico). The blend ratio of polyeychic aro-
matic hyvdrocarbons (PAH) was: PHE and PYR (1:1; w/
w). HXD and the PAH blend (1:1; w/w) were combined
to form the hydrocarbon mixture (HM).

Artilicially spiked soil and model soil

Perlite and soil were artificially contaminated with
acetone-dissolved HM up to a concentration of
1.500 mg kg
off; the spiked soils were placed in dark plastic bags
and stored at room temperature for 6 weeks. The initial

1 : :
. Excess acelone was air-evaporated
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concentrations of HXD, PHE and PYR in the treated
soils were measured before transfer to experimental
pots. Control soil, without HM, was treated in the
SAME Way.

Seed germination and phytopathogenic assays

These experiments were performed under aseptic con-
ditions. MS medium (10 mL). 10 gL ! qucrose and 2 g
L ! Phytagel (agar substitute, Sigma Chemical, St
Louis, MO, USA) were added to culture tubes (diam-
eter 2.5 ¢m, height 15 cm), prior to sterilizing for
[5 min at 1.2 kg cm 2. One disinfested seed was
aseptically placed into each culture tube. The culiure
tube was closed with a plastic cap and sealed with
Parafilm. Sealed culture tubes were kept at 25£2°C,
with a l6-h photopeniod. All seeds were cultivated
during 20 days and then fungus-free seedlings were
inoculated with the 1solated fungus, under aseptic con-
ditions; one fungal disk (5 mm) was placed into cach
culture tube with one seedhng. Alter 60 days. the
phytopathogenic response was evaluated as positive
or negative. It was negative when noculated plants
were green and healthy. Fungal growth within the
rools tissues was evaluated. The plants were har-
vested, separated mito roots and shoots, and the roots
were surlace-sterilized to eliminate remaining fungal
coloniser from the root surface. Under a laminar low
hood, roots were submerged into 70 % ethanol lor
30 s, 10 % sodium hypochlorite for 10 min, 70 %
ethanol for 30 s, and washed with sterile water. The
surface-sterilized roots were cut with sterile scalpel
(5 mm length) and cultivated on Petn dishes contain-
mg potato dextrose agar (30°C, 10 days). Hyphae
colomsation was periodically observed using visual
methods with Zoom Stereo Microscope (Olympus
SZ61).

Hydrocarbon removal

The effect of the filamentous fungus on hydrocarbon
degradation by F arundinacea was evaluated in dark
cylindrical glass pots containing spiked perlite (40 g)
or soil (400 g). Alter 30 days of seed germination
under asepiic conditions, six or three F. arundinacea
seedlings were transplanted o each pot of perlite or
soil, respectively. Four sets of treatments (three pots
per treatment) were assayed simultaneously: (1) plants
inoculated with the fungus, (2) non-inoculated plants,
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(3) an unplanted control with only the fungus, and (4)
a control without fungus or plants. Fungal inoculation
(mycelium suspension; | mL) of planted and
unplanted perlite and soil was performed after 20 days
(this was considered the start of the removal process).
A modilied Long-Ashton solution was added as a
nutrient solution twice a week (in g L™!): KNOs,
808; Ca(NO3)-4H-0, 944; NaH>PO4-H20, [84; and
MgS0,4 TH50, 368: 1 mL ol oligoelement solution
was also added. The ohigoelement solution comprised
(in mg L '): MnSO,44H,0, 2.23; CuS04-5H,0, 0.25;
Zn3047TH,0, 0.29; H3BO;, 3.10; NaCl, 5.90;
(NH4)sMo7024-4H20, 0.088; FeS04-TH20, 0.02.
Pots were maintained at 23-28°C, with a 16-
h photoperiod. After 45 days, the plants were har-
vested. separated into roots and shoots, and the roots
were washed to remove perlite or soil. Root and shoot
length was measured using a graduated 30-cm trans-
parent plastic ruler. Total root and shoot dry weights
were determined upon reaching a constant weight alter
drying at 60°C. Perlite and soil were carefully collect-
ed from each pot, air-dried and homogenized. Plant
and soil samples were stored at room temperature for
further analysis.

Analytical methods
Spiked soil and model soil hvdrocarbon extraction

Residual hydrocarbons were extracted using a MARS-
Solvent Extraction Microwave. Samples of dry perlite
or soil (5 g dry weight) were mixed with 30 mL of
dichloromethane:acetone (1:1) in MARS vessels.
Perlite and soil samples were extracted at 175-200
psig and 150°C for 30 mun. The extraction efficiencies
of the method were: 87.6 % £8.4 for HXD. 96.7 %=x
3.2 for PHE. and 99.6 %=2.2 for PYR. The average
recovery [rom the samples was 82.2 %+9.6 for HXD,
82.0 %=10.2 for PHE, and 84.6 %=9.5 for PYR in
perhite, and 60.2 %=+3.6 for HXD, 75.8 %+5.6 for
PHE. and &4.8 2.2 for PYR n soil, 40 days after
spiking.

p=

Plamnt hvdrocarbon extraction

The root and shoot samples were ground in liquid
nitrogen using a mortar. Shoots were treated with
30 mL of KOH (1 N) m methanol: H,O (80:20; v/v)
for 30 min at 60°C in order to saponily the
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chlorophylls. Saponification allows a good elimina-
tion of the interfering chlorophylls from the extracts
containing the PAH (Dugay et al. 2002). The hydro-
carbons were extracted with dichloromethane (DCM)
(30 mL). Each sample was filtered and reduced to
10 mL by evaporation lor further chromatographic
analyses.

Hyvdrocarbon quantification

Hydrocarbons were quantilied using a Varian 3900
gas chromatograph, Name iomzation detector (FID),
and AT-IHT (15 m, 0.25 mm id. * 0.10 um [ilm
thickness) column; helium was the carrier gas, and

the gas flow rate was 2.0 mL min '. Aliquots of

2 ull were injected in splitless mode. Injection was
performed using a Varian CP-8410 auto injector. The
initial oven temperature was 100°C (hold for 2 min).
Temperature was increased to 200°C at 20°C min '
with a final holding time of | min. The injector and
transfer lines were heated to 300°C.

Statistical analysis

A completely randomized factorial design was imple-
mented with and without fungus with three replicates.
An analysis of vanance (one-way ANOVA) was con-
ducted for all treatments using the NCSS programme
2007. Staustcal differences among mdividual treat-
ments were assessed using the Tukey-Kramer test
(ce=0.05).

Results
Molecular 1dentification

Fungal identification was based on nucleotide se-
quence analysis of enzymatically amplified ITS
rDNA, after comparison with deposited fungal
sequences through a standard nucleotide BLAST ho-
mology search. The strain was found to be similar to
the penus Lewia (EF432279; 100 % similarity in
555 bp). Therefore. the filamentous fungus 1s hereafter
named Lewia sp. ACH-4. The nucleotide sequence
was registered in the GenBank nucleotide database
{accession number GU296022).
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Phytopathogenic assays and plant growth

Pathogenic responses derived from Lewia sp. were
evaluated after 60 days of culture in aseptic MS me-
dium (Fig. 1). It should be noted that we successfully
used the same plant medium (MS) o grow Lewia sp.
F arundinacea showed no pathogenic symptoms. In
contrast, Lewia sp. had a positive eflect on plant
growth: healthy shoot and tiller numbers were en-
hanced, as shown in Fig. la. Figure l¢ shows. mor-
phologically changes produced by the presence of
Lewia sp. Root thickness was higher than that of
non-inoculated roots, as shown in Fig. 1d. In addition.
Fig. 2 shows a clear, hyphae growth within roots
tissues. Since F. arundinacea showed no pathogenic
responses derived from Lewia sp. under aseptic con-
ditions, we decided to evaluate the effect of Lewia sp.
moculation on plant growth, using different hydrocar-
bon-contaminated matrices. Plant growth was evaluat-
ed alter 45 days of culture in either contaminated
perlite or soil (Figs. 3 and 4). In contaminated perlite.

Fig. 1 F arundinacea growing on MS medium: a moculated, b
non-inoculated with Lewia sp. Roots in MS medium: ¢ inocu-
lated, d non-inoculated with Lewia sp. after 60 days of culture,
in all cases
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L

Fig. 2 Lewia sp. colonisation within the tissues of F arundi-
nacea roots, after 60 days of culture, under aseptic conditions

the plants produced shoots with a 31 % reduction n
length compared to the control (without HM). In con-
taminated soil, there were no significant differences in
shoot length due to the HM. The presence of Lewia sp.
had no significant effect on the shoot length of plants
grown in either perlite or soil (Fig. 3). Root and shoot
biomass was lower in contaminated perlite or soil, for
both inoculated and non-inoculated plants. Lewia sp.
clearly stimulated root biomass production when £
arundinacea was grown in contaminated perlite
(Fig. 4).

Hydrocarbon removal and accumulation

The efficiency of removal of HXD, PHE, and PYR by
inoculated and non-inoculated F. arundinacea grown

Fig. 3 Shoot length of F

arundinacea afier 45 days 50
of growth in contaminated
perlite and soil with or 45 -
without inoculation with
Lewia sp. Different letters 40 -
(uppercase soil and lower-
case perlite) represent sig- = 35
nificant differences E_ 3
according to the Tukey- £
Kramer test (ov=0.05). Mean ? 25
of three replicates = SD. =
Open columns non- T 20-
inoculated and filled col- £
umns inoculated % s
10
s 4
0 ]
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in perlite or soil after 45 days of culture 15 shown in
Table 1. Inoculated plants showed higher PHE remov-
al compared to non-inoculated plants in perlite and
soil. In soil, PYR removal by moculated F arundina-
cea (97.9 %) was also significantly higher than that by
non-inoculated plants (91.4 %). In perlite, PYR re-
moval by moculated F arundinacea was 37-lold
higher than that by non-inoculated plants. Root accu-
mulation of PYR was only detected n F, arundinacea
moculated with Lewia sp. Shoot accumulation of PYR
and PHE was not detected in either inoculated or non-
inoculated plants grown in soil.

Discussion

The filamentous [fungus isolated from surface-
sterthzed F arundinacea seeds was lound to be simalar
lo the genus Lewin. Kwasna and Kiosak (2003) 1s0-
lated other species of the genus Lewia Irom surface-
sterilized oat seeds, wdentified as L. avenicola.
Simlarly, Kwasna et al. (2006) solated L. hordeicola
from barley seeds. The use of Lewia strains for phy-
toremediation purposes can be questioned because
Alternaria sp. is the anamorph of Lewia sp. and
Alternaria includes many species of plant pathogens
(Kwasna et al. 2006). Nevertheless, recent studies
have described a non-phytopathogenic Lewia species,
L. eureka. 1solated from the stem tissue of Theobroma

Perlite Soil

1500 0
HCM concentration (mg kg)

1500
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Fig. 4 Shoot (a) and root a ] )
{b) biomass of F arundina- Perlite Soil
cea after 45 days of growth 450 A
in contaminated perlite and :5 400
501l with or without inocu- E- 350 - a 5
lation with Lewia sp. Dif- F 300 BC C
ferent fetters (uppercase soil 5‘
and fowercase perhite) rep- BO 50 b b
resent significant differences E 200 Dc
according to the Tukey- i 150 —I—
Kramer test (x=0.05). Mean E 100
of three replicates + SD. 2 g
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= 160 A
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'E' 100
E 80 b b B
= 60 B
E % c [
S
g 20
o 0 1500 o 1500
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gileri and charactenized as a fungal endophyle
(Thomas et al. 2008).

F. arundinacea 1s tolerant to petroleum hvdrocar-
bons, as demonstrated by 1ts requent occurrence on
polluted road-sides (Gawronski and Gawrosnska
2007). The genus Festuca belongs o the Poaceae

famuly, one of the most important plant famihes for
phytoremediation of organic compounds (Gawronski
and Gawrosnska 2007; Cheema et al. 2009; Soleimani
et al. 20010y, This famuly and certamn fungal genera
show evidence of establhishing endophytic associa-
tions. According to Luglenberg et al. (2002), and

Table 1 Hexadecane (HXD), phenanthrene (PHE) and pyrene (PYR) removal by F arundinacea, with or without inoculation with

Lewia sp., after 45 days of culture in perlite and soil

Perlite

Soil

Removal (%)

Removal (%)

PYR PHE HXD PYR PHE HXD
Control 27+£24 b 80.1£34b T60+12b 66.8+3.7C 66.0£06 D 65.6+3.1 B
Lewia sp. 95+£56b 8222400 T8.8£13b 69.9£1.2C 73702 C 60.4£7.8 B
FE arundinacea 19+0.7 b 852+4.1b T4.5+6.8 ba 914=12 B 919+0.1 B 042+14 A
F. arundinacea - Lewia sp. 703+72 a 100=0.0 a 91.7+6.9 a 97.9+0.8 A 99.9+0.1 A 95.1+08 A
Initial mass (mg pot ') 12.7£1.4 12.3£1.5 24.6+2.8 124 8+3.9 111.6+8.9 176.4+8.0

Different letters (uppercase soil and lowercase perlite assays) represent significant differences among treatments: Lewia sp.; F
arundinacea and F arundinacea and Lewia sp., and control (perlite or soil) for each hydrocarbon. The means were compared at a

significance level of o=0.05. Mean of three replicates = 8D
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based on their effects on the plant, Lewig sp. that
interacts with F. arundinacea can be considered as
beneficial microorganism. Commonly., endophytic
fungi are vertically transmitied via host seeds in most
mutualistic associations (Schardl et al. 2004). In our
work, Lewia sp. was 1solated from previously surface-
sterilized seeds and was probably vertically transmit-
ted via F arundinacea seeds. However, endophytic
microbes may also be parasitic, i.e. detrimental to their
hosts (Paparu et al. 2007). For this reason. our first
goal was 1 rule out any pathogenic responses derived
from Lewta sp. in F. arnundinacea. As shown in Fig. |,
Lewia sp. had positive effects; in contrast, plant
growth increased in the presence of Lewig sp. com-
pared with non-inoculated plants (Fig. 1). Lewia sp.
established an endophytic interaction with £ arundi-
nacea (Fig. 2). It was transmitted via F. arundinacea
seeds and consequently it had a positive effect on plant
growth. Therefore, it is not surpnising that Lewia sp.
had a significant effect on the growth of both roots and
shoots under aseptic conditions. Similar resulls were
observed when F arundinacea was grown on spiked
perlite: root biomass production was higher in inocu-
lated compared to non-inoculated plants (Fig. 4).
These results may be attributed to the high porosity
(=80 %) of perlite (Martinez et al. 2006}, which pro-
vides the appropriate acration and moisture for fungal
growth. The positive effect on plant growth detected in
the presence of Lewia sp. was not observed when £
arundinacea was grown on contaminated soil. sug-
gesting possible competition with native microbes.

Plant- microbe interactions in the rhizosphere offer a
useful means for remediating hydrocarbon-
contaminated soils (Cheema et al. 2009; Mohsenzadeh
el al. 2010). Cerain plant roots release substances that
are nutrients for microorganisms like bacteria and fungi
(Sinha et al. 2007). In some cases. the degradation
process can be promoted by rhizospheric microorgan-
isms (Kuiper et al. 2004). In the present study., a myce-
lial suspension was inoculated in the rhizosphere of F
arundinacea in order Lo promote hydrocarbon removal.
F arundinacea inoculated with Lewia sp. was able 1o
remove all of the iitial PHE [rom both perlite and soil
(Table
reported by Soleimani et al. (2010), who found that
Neotyphodium coenophialum-infected F. arundinacea
was able to remove all of the initial PHE from aged soil.
In our work, the removal of PYR, one of the most potent
carcinogenic PAH, by F. arundinacea was significantly
improved by moculation with Lewia sp. mn perlite.

). Our results are consistent with those

Beneticial microorgamsms are ofien used as inoculants
in the phytoremediation of organic contaminants (rhi-
zoremediators). Most environmental contarminants with
organic compounds can be degraded by beneficial rhi-
zoremediators (Lugtenberg et al. 2002). Our resulis
suggest that Lewia sp. can be considered as a benelicial
rthizoremediator, by stimulating hydrocarbon uptake.
Plant uptake is one of the steps in the phytoremediation
of soil contaminated with organic compounds.
Informaton about the hinal plant PAH concentration 1s
essential to predict the elfectiveness ol a phytoremedia-
tion operation (Gao and Ling 2006). Recent studies have

Table 2 Final concentration of hexadecane (HXD), phenanthrene (PHE) and pyrene (PYR) in root and shoot, with or without
inoculation with Lewia sp., after 45 days of culture in perlite and soil

Perlite Sol

PYR PHE HXD PYR PHE HXD

mg kg ' mg kg'
Roots n.d. n.d. n.d. 694.7+246 n.d. 1,603 4+84.7
Roots (inoculated) 318+162 n.d 490+300 1,603 4+336 n.d. 1.404 3 +56
Shoots nd. n.d. 445=11 nd. n.d. 309+103
Shoots (inoculated) 20.7£16.9 n.d. 358.8+26 n.d. n.d. 136.5+79
Initial conc. 357.8+27 328.5+38.5 639962 317.9+8.0 2842+209 451.7+26.9

*mg kg '

n.d. not detected
mg hydrocarbons kg ' dry tissue, roots or shoots
*mg hydrocarbons kg™’ dry support, perlite or soil

The values are means of three replicates + CI
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demonstrated that F. arundinacea is able to accumu-
late and degrade PAH by using phytodegradation
mechamsm (Su et al. 2008; Reynoso-Cuevas et al.
2011). However, it 1s not yet clear how interactions
between plants and specilic microorganisms stimulate
the same phytoremediation mechamsms. In our opin-
ton, the simplest way to elucidate such an interesting

association would be 1o investigate the final fate of

cach of the assayed hydrocarbons. According to

Reynoso-Cuevas et al. (2011), after 90 days of

growth in MS medium under aseptic conditions, F
arundinacea was able to accumulate 46.7 and
1595 mg PYR (kg dry tissue) ' in roots and shoots,

respectively. In the present study, alier 45 days of
culture i spiked perlite, the root accumulation of

PYR was 6.8-fold higher in F arundinacea inocu-
lated with Lewia sp. than reported by Reynoso-
Cuevas et al (2011). When soil was used as the
growth medium, there were no significant dilferences
in the concentration of PYR in roots ol inoculated
and non-moeculated plants. This difference could be
explained by two different features: (i) the presence
of native microorganisms in the soil that may be
involved in the degradation of hydrocarbons and
(11) soil organic matter that plays a cruecial role
the fate and transport ol many organic conlaminants
like hydrocarbons (Karthikeyan and Kulakow 2003).
Su et al. (2008) reported that PYR was not detected

in the shools of F arundinacea afier 8 weeks of

growth in aged contaminated soil. In this work, PYR
was not detected in shoots when F. arundinacea was
grown in inoculated or non-inoculated soil (Table 2).
Our results suggest that the transport ol PYR [rom
roots to shoots was restricted to the interaction be-
tween F arundinacea-Lewia sp.. these resulls sug-
gest that our technological approach in the laboratory
could also be applied in the field, because the ab-
sence ol translocation of contamimants from the roots
lo the shoots means that toxic orgamic conlaminants
ar¢ nol transferred mto the food chain (Gao and
Ling 2006). As shown in this study, Lewia sp.
inoculation in the rhizosphere promotes the accumu-
lation ol pyrene in roots and hydrocarbon removal
by F arundinacea in contaminated perlite and soils.
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