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Resumen

Cyperus laxus Lam, se cultivd en un suelo contaminado con hidrocarburos y
en un suelo modelo (agrolita) para determinar el efecto de hidrocarburos derivados
del petréleo en la actividad EROD (7-etoxyresorufina O-deetilasa) citocromo P450 en
raices. La motivacion para realizar este estudio se deriva del interés mundial reciente
en la fitorremediacion de suelos contaminados, asi como de la falta de conocimientos
de los mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo la remediacion. Por dichas
razones es importante determinar la actividad EROD CYP450, que participa en la
primera etapa de degradacion de xenobidticos. La fitorremediacion, es decir el uso
de plantas para la degradacién de compuestos xenobiéticos, presenta desafios que
incluyen a los mecanismos de induccidén enzimatica que las plantas desarrollan frente
a los hidrocarburos que contaminan un suelo. El alcance de la fitorremediacion se
evaluod en un suelo contaminado con diferentes contenidos de humedad. Se utilizaron
unidades experimentales con 6.5 kilogramos de suelo contaminado (173 mg de HTP
g de suelo seco). De lo anterior se obtuvo una tasa de remocién promedio de 3.46
mg HTP g' de suelo seco (48%) en las unidades experimentales con 60% de
humedad. También se determiné la remocion de diferentes fracciones de HTP en las
muestras después de 24 meses de cultivo en condiciones de invernadero; la fraccion
mas facilmente degradada fue la de hidrocarburos alifaticos (60%), seguida por la
fraccion de hidrocarburos aromaticos (51%), y por ultimo la fraccién de hidrocarburos
polares (24%). Los experimentos a corto plazo (hasta 13 dias) con suelo modelo
(agrolita) demostraron que hay dos actividades EROD CYP450 en raices que
contribuyeron al total detectado; el 60% de la actividad enzimatica fue atribuida a la
fraccion citosdlica y el 40% a la fraccion microsomal. Los resultados de la actividad
EROD CYP450 en la fraccion microsomal de las raices sugirieron que esta actividad
se podria asociar al ciclo de reproducciéon de la planta (expresado como
florecimiento). Los comportamientos similares entre la actividad enzimatica y el
florecimiento fueron mas evidentes en presencia de hidrocarburos. La presencia de

hidrocarburos indujo la actividad EROD CYP450 hasta 6.5 veces mayor que la



actividad obtenida sin hidrocarburos. Segun nuestro conocimiento, éste es el primer
trabajo que intenta construir vinculos entre la presencia de los hidrocarburos en la
rizosfera de la planta, el posible caracter inducible de la actividad EROD CYP450 en
raices y la capacidad del fitorremediacion de C. laxus en suelos altamente
contaminados por hidrocarburos.

Abstract

Laboratory and greenhouse experiments with a plant (Cyperus laxus Lam)
cultivated on hydrocarbon contaminated soil and spiked soil model were conducted to
determine the effect of hydrocarbons on the cytochrome P450 EROD (7-
ethoxyresorufin O-deethylase) enzymatic activity in roots. The motivation for this
study comes from the recent worldwide interest paid to phytoremediation of
contaminated soils. This alternative technology presents challenges including the role
of enzymatic induction mechanisms developed by plants when hydrocarbons are the
specific contaminants in soil. The extent of phytoremediation at different
contaminated soil moistures was measured using 6.5 kg contaminated soil pots (173
mg total petroleum hydrocarbons (TPH) g'1 of dry soil). Average removal rate of 3.46
mg TPH g'dry soil month™ with 60% soil moisture was observed. Hydrocarbon
fractions removal was also determined: the aromatic fraction was 60% removed;
aliphatic, 51%; and polar 24% after 24 months greenhouse culture. Short term
experiments (up to 13 days) with spiked perlite demonstrated that two EROD
activities in roots contributed to the total detected; 60% was attributed to the cytosolic
and 40% to the microsomal. Results from CYP450 EROD-activity in roots microsomal
fractions suggested that such activity could be associated to the plant reproduction
life-cycle (denoted by flowering). The link between enzymatic activity and flowering
was more evident in the presence than in the absence of hydrocarbons. Moreover,
hydrocarbons induced CYP450 EROD-activity up to 6.5-fold. To our knowledge this is
the first work trying to build links between the hydrocarbon-inducible character of
CYP450 EROD-activity in roots and the phytoremediation ability of C. laxus in highly

contaminated soils.



1. Introduccién

Los problemas de contaminacion a nivel mundial han crecido
considerablemente en los ultimos afios. Dia a dia la contaminacion de los suelos
aumenta se necesitan mas soluciones para su remediacion. Esta fue la motivacion
para trabajar en un problema de contaminacion, que en este pais es grave: la
contaminacion de suelos con hidrocarburos. Dicha contaminacion provoca no sélo
dafios al ambiente sino también a la salud. En la revision bibliografica se presentan y
describen las técnicas de remediacion aplicadas a suelos contaminados, asi como
los mecanismos de la fitorremediacion, abordando las interacciones de la planta con
los microorganismos, el contaminante y el tipo de suelo. También se explican
brevemente las etapas de transformacion de las moléculas organicas xenobioticas. A
partir de esta revision surge el interés por estudiar una de las actividades enzimaticas
iniciales en la transformacion de moléculas exdgenas, la actividad de 7-
etoxiresorufina O-deetilasa (EROD por sus siglas en inglés) llevada a cabo por el
citocromo P450.

En el capitulo de resultados se presenta la caracterizacién (Carbono organico
total y analisis granulométrico) en cuanto a la distribucién de los hidrocarburos en los
modelos experimentales usados (unidades experimentales de cristal). Asimismo, se
discuten los resultados de los ensayos de la actividad enzimatica en plantas crecidas
en el suelo contaminado y los ensayos de la actividad enzimatica en plantas crecidas

en el suelo modelo.

Estos resultados permitieron reunir conocimiento acerca de los mecanismos
que la planta utiliza durante la fitorremediacién de hidrocarburos incluyendo las
interacciones que se llevan a cabo en el suelo entre la planta, los microorganismos y
los xenobioticos. Este estudio contribuye a proponer soluciones sencillas a los

grandes problemas de la contaminacion y la eventual recuperacion de suelos.



2. Revision Bibliografica

2.1. Técnicas de remediacidn de suelos contaminados

La generacion, utilizacion, distribucion y derrames accidentales de diferentes
moléculas organicas xenobidticas (herbicidas, insecticidas, acaricidas e
hidrocarburos, entre otros) han ocasionado el deterioro del ambiente debido a la
acumulacion directa o indirecta en suelos, agua y aire. En términos generales, se
puede decir que la velocidad de acumulacion de contaminantes en el ambiente es
mayor a la capacidad que tiene el planeta para remover estos compuestos organicos
xenobioticos (Kvesitadze et al., 2001). De aqui surge el interés por colaborar con la
naturaleza para revertir el efecto de los contaminantes en los ecosistemas
(Sanderman, 1992).

Las técnicas de remediacion de suelos contaminados incluyen un amplio
espectro de procedimientos que pueden realizarse “in situ” (en el sitio) o “ex situ”
(fuera del sitio contaminado). En ocasiones una alta agresiéon al medio edéafico,
provoca alteraciones posteriores a la remediacion que impiden recuperar el uso
anterior del suelo. Estas técnicas se clasifican segun Elwes (1999) en cuatro tipos: a)
técnicas de extraccion, b) técnicas quimicas, c) técnicas fisicas y d) técnicas

biologicas.

a) Técnicas de extraccion:

(i) Lavado de suelos. El lavado del suelo se basa en una separacion o reduccién del
volumen del contaminante. El rendimiento depende de la solubilidad de los
compuestos contaminantes en la solucion de lavado que se utilice. Normalmente se

aplica “in situ”.

(i) Aplicacion de vacio a suelos. La aplicacion de vacio promueve la extraccion de
los contaminantes y se utiliza para eliminar compuestos volatiles organicos y algunos

inorganicos como el mercurio (Domenech y Peral 2006).



(iii) Ventilaciéon de suelos. La técnica de venteo es una modificacion de la anterior,
donde se combina el efecto de extraccion con la inyeccién de aire, en este tipo de
técnicas las caracteristicas fisicoquimicas del suelo pueden alterar la eficacia de la
técnica (USEPA, 1995).

b) Técnicas quimicas. Las principales son la oxidacién y la deshalogenacion.
La oxidacién se basa en la adiciéon de oxidantes quimicos al medio contaminado para
convertirlos en compuestos inocuos, comunmente encontrados en la naturaleza
(USEPA, 1999). Los oxidantes que se aplican incluyen al perdoxido de hidrégeno,
permanganato de potasio, ozono y en menor grado, oxigeno disuelto en medios
liquidos. Las aplicaciones mas comunes en campo utilizan al reactivo de Fenton,
donde el peréxido de hidrogeno se aplica con un catalizador de hierro que crea un
radical libre hidroxilo, el cual facilita la oxidacion de los compuestos organicos
contaminantes. La deshalogenacion se basa en la conversion de contaminantes que
contienen halégenos (cloro y fluor) en sustancias menos toxicas mediante reacciones
quimicas controladas que retiran o reemplazan los halégenos (Domenech y Peral
2006).

c) Técnicas fisicas. Estas técnicas consideran la fijacion y/o el
encapsulamiento de los contaminantes. En general, su objetivo es almacenar e
inmovilizar los contaminantes. El principal problema es evitar que los productos de
transformacion o lixiviados constituyan una nueva fuente de contaminacion. Ejemplos
de estos procesos son la solidificacion con cal o cemento y los tratamientos térmicos
como la vitrificacion, que también se aplican para destruir compuestos organicos
(Domenech y Peral 2006).

d) Técnicas bioldgicas. A pesar de que las técnicas bioldgicas no producen
agresiones en el entorno, la dimension de la contaminacion y el tiempo requerido
para la remediacion, impiden que sean adecuadas para todos los casos. Las técnicas
biolégicas se han desarrollado desde hace un par de décadas, sobre todo a escala

piloto, aunque en los ultimos afos se ha desarrollado a escala comercial, tanto en el



caso de suelos contaminados como en el caso de aguas o efluentes (USEPA, 1996;
1997). Para la aplicacién de las técnicas bioldégicas se deben considerar las
condiciones especificas del medio a descontaminar, evaluar las interacciones del
suelo con el contaminante, de los microorganismos con los contaminantes y de los
microorganismos exdégenos con las poblaciones nativas de microorganismos del
suelo (Telysheva et al., 2002). A las técnicas biologicas para la remediacion de
suelos, también se les conoce como técnicas de biorremediacion. La biorremediacion
de suelos contaminados puede realizarse con la ayuda de biofiltros, biorreactores o
por compostaje (Suzuky y Yamaya 2005). También pueden adicionarse nutrimentos
para mejorar la tasa de biodegradacion natural (bioestimulacion) o microorganismos

mas eficientes para la degradacion (bioaumentacion) (Lagrega, 1996).
2.2. Biorremediacion y fitorremediacion

La biodegradacion se refiere al proceso natural por el cual las bacterias u otros
organismos vivos alteran y convierten moléculas organicas toxicas en sustancias
menos toxicas como acidos grasos y CO,. Algunos ejemplos recientes son: (i) la
biodegradacion del biofenol por Sphyngomonas sp. (Kolvenbach et al., 2007); (ii) la
fitorremediacién de suelos contaminados por hidrocarburos totales del petrdleo a
través de Alfalfa (Schwab et al., 2006).

La biorremediacion implica la transformacién quimica de contaminantes,
mediante el uso de microorganismos que satisfacen sus requerimientos nutricionales
y de energia con los contaminantes, contribuyendo a la detoxificacion del ambiente
por la mineralizacion y/o co-metabolismo de dichos compuestos (USEPA, 1996).
Para otros autores la biorremediacion es la adicion de microorganismos exégenos a
los ambientes contaminados para acelerar el proceso natural de biodegradacion
(Senan y Abraham, 2004). Estos conceptos necesariamente conducen a la nocion de
una nueva opcion biolégica viable para colaborar con la naturaleza. Sin embargo,
hace falta considerar otros elementos como el diagnéstico preciso del tipo de

contaminante, la dimensiéon de la contaminacion, asi como el futuro uso del lugar



contaminado. Ademas, es conveniente establecer un diagndstico sobre la posible
incidencia de la contaminacion en el agua subterranea. La evaluacion de las
opciones que se pueden utilizar para la bioremediacion de suelos, debe hacerse con
base en una serie de criterios, tales como la disponibilidad de la técnica, asi como las

ventajas y desventajas de cada una de ellas (Harvey et al., 2002).

Una de las técnicas bioldgicas para la remediacion de suelos es la
fitorremediacion, una tecnologia emergente que se refiere al conjunto de métodos
para degradar, metabolizar y/o detoxificar metales pesados, compuestos organicos,
compuestos radioactivos y derivados del petréleo por medio de la accion combinada
de plantas y microorganismos con capacidad fisiolégica y bioquimica para absorber,
retener, degradar o transformar sustancias contaminantes a formas menos toxicas
(Harvey et al., 2002). Sin embargo, la aplicacion de la fitorremediacién tiene
limitaciones respecto a otras técnicas: (i) depende de la profundidad de penetracién
de las raices; (ii) la fitotoxicidad en areas fuertemente contaminadas; (iii) los tiempos
del proceso pueden ser muy prolongados, y (iv) la biodisponibilidad de los
compuestos que limita su captacién. Para superar estas limitaciones es
indispensable comprender (i) los mecanismos de la fitorremediacién, (ii) las fases
que participan en la fitorremediacién y (iii) las interacciones planta-microorganismos
(Cunningham et al., 1997).

2.3. Mecanismos y fases de la fitorremediacién

La detoxificacion de contaminantes por fitorremediacion ocurre a través de al
menos uno de los siguientes mecanismos: fitoextraccion, rizofiltracion,
fitoestimulacion, fitoestabilizacion, fitovolatilizacion, fitodegradacién y

rizodegradacion.

La fitoextraccidon consiste en la absorcion de contaminantes por las raices y su

acumulacion en raices, tallos o follaje. Este mecanismo ha sido ampliamente



estudiado en plantas que acumulan metales (Jian et al,. 1997) y, mas recientemente,

con materiales radioactivos (Dushenkov, 2003).

La rizofiltracion se basa en la absorcion o precipitacion, a través de las raices
de plantas, de contaminantes que estan en una soluciéon alrededor de la zona de
raices. Es similar a la fitoextraccion pero a diferencia de ésta, la rizofiltracion se

utiliza para tratar medios liquidos y no el suelo.

En la fitoestimulacion o rizodegradacion, las plantas generan exudados
radiculares que estimulan el crecimiento de microorganismos nativos de la rizosfera
capaces de degradar compuestos organicos xenobidticos. Por ejemplo, Pivetz et al.,
(1997) ensayaron el crecimiento de diferentes especies en presencia de
pentaclorofenol e hidrocarburos poliaromaticos. Joner y Leyval (2003) probaron la
fitoestimulacion mediante la adicién de un flavonoide hidroxilado y una flavona
sintética no hidroxilada, ambos metabolitos secundarios provenientes de alamos;
encontrando que a concentraciones superiores a 10 pmol/L no permitian la
mineralizacion de benzo(a)pireno marcado en ensayos con lodos provenientes de las
raices. Siciliano et al., (2003) investigaron la capacidad de rizodegradacién de
hidrocarburos del petréleo por Festuca arundinacea demostrando que la maxima
tasa de degradacion fue de 38 mg de hidrocarburos/kg mes. Este resultado fue el
doble de lo que se encontrd en el testigo sin planta, y se observé la alternancia en la

composicion de las comunidades microbianas.

La fitoestabilizacién es un mecanismo que estabiliza compuestos xenobiéticos.
Permite reducir la biodisponibilidad y la movilidad de los contaminantes evitando el
transporte a capas subterraneas o a la atmosfera. Dec y Bollag (1994) demostraron
que Raphanus sp desarrolla su sistema radicular en un afio y que, durante el mismo

tiempo, absorbe compuestos fendlicos que remueve hasta en un 90% del suelo.

La fitovolatilizaciéon se produce a medida que las plantas en crecimiento

absorben agua junto con contaminantes organicos solubles. Algunos contaminantes



pueden llegar hasta las hojas y evaporarse o volatilizarse a la atmdsfera. Los alamos,
por ejemplo, volatilizan el 90% del tricloroetileno que absorben (Nufiez et al., 2004).
Raices de Populus deltoides fueron expuestas a una solucién de tricloetileno (70
mg/L) durante 26 dias, observandose que el 90% del tricloroetileno fue volatilizado a
través de las hojas (Orchard et al., 2000). Con la misma planta se ha demostrado
volatilizacion de metil terbutil éter (MTBE) expuesto en las raices (Aitchison et al.,
2000; Hong et al., 2001; Kelley et al., 2001; Rubin y Ramaswami, 2001).

La fitodegradacién consiste en la transformacion de contaminantes organicos
a moléculas mas simples. En determinadas ocasiones, los productos de la
degradacioén le sirven a la planta para acelerar su crecimiento, en otros casos los
contaminantes son solo biotransformados. Por ejemplo, Marjories et al., (2001),
Newman et al., (1999) y Kassel et al., (2002), encontraron que el alamo transformé

tanto MTBE como tricloro etileno en acuiferos, que es una molécula mas sencilla.

Esta serie de biotransformaciones ocurre usualmente en la naturaleza,
denominandose atenuacion natural. En este sentido se ha observado que los niveles
de contaminantes se reducen mas rapidamente en suelos con plantas que en suelo
sin planta. Por ejemplo, April y Sims (1990) demostraron que la biodegradacién de
varios contaminantes (HAP) se intensificd debido al crecimiento de pastos de pradera
en los suelos contaminados con hidrocarburos. En otros estudios (Anderson y Coats
1994), se observé que la rizésfera contenia una poblacion altamente diversificada de
microorganismos, dos o tres veces mas abundantes que lo observado en los suelos

cercanos sin plantas.

Otros estudios recientes (Smith et al., 2006) mencionan la relevancia de la
germinacion de plantas para determinar el potencial de la misma en la
fitorremediacion del suelo contaminado por hidrocarburos policiclicos aromaticos sin
embargo también mencionan que los estudios de germinacion por si solo no pueden
predecir el éxito del posterior crecimiento de la especie estudiada. Otros trabajos

indican que la seleccién de plantas para la bioremediacion de sitios contaminados, es



complicada por lo que se estudia si el potencial de fitorremediaciéon puede ser

heredable para hacer mas eficiente la eleccion de una planta (Schwab et al., 2006).

Una planta fitorremediadora realiza cualquiera de los mecanismos de
detoxificacion antes mencionados siguiendo tres fases: absorcion, excrecion y

detoxificacion de contaminantes.

e La absorcion de contaminantes se realiza a través de las raices y las hojas
mediante la cuticula de la epidermis y los estomas, respectivamente (Watt y
Evans 1999). Esta absorcion ocurre en la rizodermis de las raices jévenes, que
absorben los compuestos por 6smosis dependiendo de factores externos como la
temperatura y el pH del suelo. Otros factores importantes que inciden en la
penetracion del contaminante son su peso molecular y su hidrofobicidad, los
cuales determinan si estas moléculas atraviesan las membranas celulares de la
planta. Después de cruzar la membrana, los contaminantes se distribuyen a
través de toda la planta (Harvey et al., 2002).

e Los contaminantes que se absorben por las raices y se excretan por las hojas
(fitovolatilizacion). Cuando las concentraciones de contaminantes son altas
(100000ppm), soélo pequenias fracciones (menos del 5%) se excretan sin cambios
en su estructura quimica (Kvesitadze et al., 2001).

¢ La detoxificacion de los compuestos organicos se lleva a cabo por diferentes vias

como son la oxidacién, sustitucion, conjugacién entre otras.
2.4. Interacciones planta-microorganismos-suelo contaminado

La comunidad de la rizosfera esta constituida por una microbiota (bacterias,
hongos y algas), por la micro y la mesofauna (protozoos, nematodos, insectos y
acaros). La micro y la mesofauna, contribuyen significativamente en los procesos de
descomposicion con el catabolismo de sustancias nocivas en la rizésfera. La
rizosfera provee un microambiente complejo y dinamico, donde las bacterias vy

hongos, en asociacion con las raices, forman comunidades unicas que responden a

10



los exudados radiculares; los microorganismos pueden causar un beneficio o una
enfermedad a la planta y tienen un considerable potencial para la detoxificacion.
Entre las interacciones beneficiosas destacan las que tienen las plantas con
bacterias que sintetizan factores de crecimiento utiles para la planta, como las
fitohormonas; las simbiosis con bacterias fijadoras de N, y las establecidas con
hongos (Walton et al., 1994). Un caso particular, muy importante, es el que se refiere
a las micorrizas, que es la interaccion mutualista entre plantas y hongos. Esta
interaccion facilita la absorcion de nutrimentos por la raiz al aumentar el volumen de

absorcion en el suelo.

La actividad microbiana de la rizésfera depende de factores especificos del
sitio y de las plantas, como por ejemplo los referidos a la especie vegetal, su edad,

vigor asi como el tipo de suelo.

En la Figura 1 se muestra un modelo conceptual de las interacciones que
existen entre el suelo, la planta (los mecanismos de fitorremediacion) y los

microorganismos, durante la biodegradacion de moléculas organicas xenobidticas.
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MICOORGANISMOS
*Composicion y

numero de especies.

*Actividad metabdlica

*Ecologia microbiana

*Regulacion
metabdlica

Figura 1.

MOLECULAS ORGANICAS
XENOBIOTICAS
*Toxicidad
*Polaridad
*Hidrofobicidad
*Peso molecular

MECANISMOS
*Fitoextraccion
*Rizofiltracion
*Fitoestabilizacion
*Fitoestimulacion
*Fitovolatilizacion
*Fitodegradacion

SUELO
*Aireacion
*Nutrimentos
*Contenido de agua
*Textura
*Materia organica

Interacciones que existen entre el suelo- planta-

microoganismo-xenobidtico y mecanismos de fitorremediacion

En el modelo, la planta inicia la detoxificacion con la absorcién de los

contaminantes a través de las raices. Dependiendo de la especie, la edad de la

planta y la composicion de los microorganismos de la rizosfera. Esta absorciéon

responde a diferentes factores como la temperatura, el pH del ambiente nutricional y

el tipo de suelo. Otro factor que también influye en la absorcion de los contaminantes

es la naturaleza quimica de los mismos (peso molecular, hidrofobicidad) (Anderson

et al., 1993). En todo estudio serio de fitorremediacién de suelos contaminados de

ser posible se deben considerar todos estos factores.
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La pregunta que surgiria ahora es ¢;Cual es el destino de la molécula
contaminante? La respuesta puede encontrarse mediante un analisis de las
diferentes etapas a través de las cuales se transforma un compuesto organico

xenobiodtico en la naturaleza.

2.5. Etapas de la biotransformacion de las moléculas organicas xenobidticas

Como es bien sabido, plantas y animales estan expuestos a diversos
compuestos organicos xenobidticos potencialmente toxicos (Anderson y Coats 1995).
En animales, las moléculas organicas xenobioticas se metabolizan en el higado, los
contaminantes no polares vy lipofilicos se transforman en moléculas mas solubles que
se excretan por la orina. En la década de los 30’s, Williams (1959) estudio los
mecanismos de detoxificacion y escribi6 un libro llamado “Metabolismo de
detoxificacion de drogas, substancias téxicas y otros compuestos organicos”. La
aportacidon mas importante que se propone en esta obra es que los compuestos
exdgenos se metabolizan en dos distintas etapas; la primera incluye la oxidacion,
reduccion e hidrolisis y la segunda se conoce como la etapa de conjugaciéon. Anos
después diferentes autores proponen tres etapas para el metabolismo de los
compuestos organicos xenobidticos en animales. En la etapa | las enzimas oxidan,
reducen o hidrolizan el sustrato, introduciendo un grupo reactivo que puede conducir
a una subsiguiente conjugacion que se lleva al cabo en la etapa Il. En la etapa Il se

excretan los compuestos hidrofilicos via la orina y las heces.

En el caso de la plantas su capacidad para absorber los contaminantes esta
determinada por el potencial de detoxificacion que se lleva al cabo en tres etapas: la
etapa | de transformacién, la etapa Il de conjugacion y la etapa Il de
compartamentalizacion, en la cual ocurren reacciones en compartimentos celulares
internos, dando lugar a procesos de almacenamiento en las vacuolas (Sanderman,
1992; Kvesitadze et al., 2001; Schaffer et al., 2002). A continuacién se detallan las

etapas de transformacion de moléculas organicas xenobidticas en plantas.
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Etapal. En esta etapa se realizan reacciones de oxidacién, reduccion e
hidrélisis, en que las moléculas organicas xenobidticas pierden parte de su
estructura. En estas transformaciones se forman metabolitos polares e hidrosolubles.
Para hacer estas transformaciones, las células cuentan con dos sistemas
enzimaticos que tienen la funcion de introducir en el contaminante un atomo de
oxigeno proveniente del oxigeno molecular (oxigenasas de funcién mixta). Estos dos
sistemas son las amino-oxigenasas y los citocromos P450; ambos sistemas se
encuentran localizados en el reticulo endoplasmico. Entre las reacciones que ocurren
en las plantas, la principal es la hidroxilacién catalizada por monooxigenasas o
subfamilias de citrocromos P450; también se efectuan reacciones de desaminacion,
desulfuracion, epoxidacion, peroxigenaciéon y reduccion. Los citocromos P450 estan
formados por dos proteinas diferentes, una tiene funcion de reductasa y la otra es
una hemoproteina con actividad de oxigenasa (Khatisashvili et al., 1997; Varazashvili
et al., 2001b).

En funcion de la localizacion de las enzimas y de la transformacion que llevan
a cabo, las reacciones de oxidacion se dividen en: (i) microsomales, (ii) citosdlicas y
(iii) mitocondriales. La oxidacion de moléculas organicas xenobidticas puede llevarse
a cabo a través de reacciones de oxidaciones consecutivas o simultaneas. Una de
las enzimas mas reportadas durante la oxidacion de contaminantes es el citocromo
P450 (Yang et al., 2001; Kvesitadze et al., 2001).

En general, las enzimas que participan en esta etapa requieren de grupos no
polares en la molécula del contaminante. En procariotes, el citocromo P450 se ha
detectado en formas solubles, mientras que en eucariotes se encuentra incorporado
a la membrana celular (Pflugmancher y Sanderman, 1998). Se ha reportado que las
plantas también contienen formas solubles intracelulares de la misma enzima, que

promueven la detoxificacion.

Para agilizar la oxidacién de moléculas organicas xenobidticas en plantas, se

han realizado modificaciones genéticas en centeno y maiz (Chapple, 1998),
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demostrandose que las enzimas pueden ser inducibles por algunos contaminantes
como herbicidas, plaguicidas, compuestos nitroaromaticos, compuestos aromaticos,
HAP y dioxinas (Robineau et al., 1998, Werck et al., 2000). También se ha observado
en jitomate, que algunos compuestos fendlicos son transformados por las enzimas
de la etapa | (peroxidasas) (Adler et al., 1994). Por ser la inicial, esta etapa es
fundamental en el proceso de fitorremediacién. Es decir, que una planta que
sintetiza, en respuesta a algun compuesto organico xenobidtico, al menos una de las

enzimas de esta etapa puede considerarse como potencialmente fitorremediadora.

La adaptacién de las plantas a medios contaminados, implica en algunos
casos la induccion de enzimas detoxificadoras. Algunos ejemplos de estas enzimas
son: alcohol deshidrogenasas, aldehido deshidrogenasas, carbonil reductasas,
glutation peroxidasas, aldehido oxidasas, quinona reductasas, fenoloxidasas,
peroxidasas, lacasas, monoxigenasas dependiente de P450, amino N-
metiltransferasas, alcohol sulfotransferasas, entre otras (Jakoby y Ziegler, 1990;
Varazashvili et al., 2001a; Gunter y Martinoia 2002; Harvey et al., 2002).

Etapal ll. En la conjugacion la detoxificacion continua mediante la union de
carbohidratos, aminoacidos, péptidos y proteinas al contaminante transformado en la
etapa previa. Las enzimas de esta etapa se conocen como transferasas. Como
resultado de esta transformacion, la toxicidad del contaminante disminuye, ya que
generalmente se incrementa su hidrofilicidad, generando asi una mayor movilidad y
promoviendo su depésito en las vacuolas. La conjugacion se considera como el acto
terminal de la fitoacumulacion y puede ser una etapa intermedia en la transformacion
de los contaminantes. Un ejemplo de conjugacion en Howea forsteriana y en
Spathiphyllum wallisii v, es el caso de la enzima UDP glucuronosil transferasa
(dependiente de UDP) que une glucosa-1-fosfato al benceno y al n- hexano (Schaffer
et al., 2002).
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Etapa Ill. Compartamentalizaciéon. En esta etapa las moléculas conjugadas
de contaminantes, quedan almacenadas en las vacuolas en donde pueden ser

facilmente sometidas a oxidaciones posteriores.
2.6. Citocromo P450

La identificacion de las enzimas que participan en cada etapa y los
mecanismos reguladores del metabolismo aun no estan bien entendidos
(Khatisashvili et al., 1997). Por ejemplo, en la etapa inicial, la degradacion del
xenobiodtico implica la hidroxilacion o la epoxidacion de anillos fendlicos, la
desalquilacion, metoxi o amino por sustitucion y la deshalogenacién reductiva
(Hervey et al., 2002); todas estas reacciones se llevan a cabo a través de diferentes
enzimas como las monoxigenasas (citocromo P450 (CYP450)), peroxidasas y
fenoloxidasas (Varazashvili et al.,, 2001a). En las células procariotes el CYP450 se
encuentra en forma soluble, mientras que en eucariotes, en particular en mamiferos,
los CYP450 se encuentran en la membrana del reticulo endoplasmatico. Las plantas
poseen formas de CYP450 tanto en el citosol como en los microsomas (Kvesitadze
et al., 2001). En alcachofas de Jerusalén se ha identificado una subfamilia, la
CYP45076B1 (CYP76B1) (Werck-Reichhart et al., 1990), que posee una actividad
enzimatica denominada 7-etoxiresorufina O-deetilasa. Esta actividad se ha detectado
en diferentes plantas como tulipanes, papas, maiz trigo, aguacate, etc. Esta enzima
es inducida por herbicidas del tipo de fenil ureas (Werck-Reichhart, 1990; Didierjean
et al., 2002) y otros xenobiodticos como clortoluron e isoproturon. Todos los sustratos
de CYP76B1 identificados, son moléculas aromaticas largas o fenilpropanoides,
flavonoides e isoflavonoides. Las CYP76B1 catalizan la desalquilacion de estos
compuestos (Robineau et al., 1998). Puede decirse que la actividad CYP76B en

plantas es homdloga a la actividad del CYP4501A1 que se detecta en animales.

La reaccion general del citocromo P450 es la siguiente, en la cual un atomo
de oxigeno de la molécula de oxigeno, se incorpora al sustrato (en este caso al

hidrocarburo).
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R+ O, + NAD (P) H +H* R-OH +H,0 + NAD (P)*

En la Figura 2. se observa un ejemplo de hidrocarburos aromatico en

diferentes transformaciones realizadas por diferentes familias de CYP450

BalP-G lutation

H
56
H 0H

7 B-dihidrowi- 7 &-dihidro-BaF
{dihidrodiol-BaF)

7 A-dihidroui-9, 1 O-oui-
78,49 10-tetrahidro-BaP
{dihidrodiolepdeido- BaF)

HiG HO
Hi HO
OH OH
7,89, 10-tetrahidroxi-7, 8,9, 10-tetrahidro-BaP Aducto BaP-macromolécula

EH: Epéxido hidrolasa. GST: Glutation-S-Transferasa

Figura 2. Transformaciones de hidrocarburos aromaticos realizada a
través de diferentes enzimas de la familia de CYP450

17



La transformacion detectada de la actividad enzimatica de CYP450 en este trabajo

fue la siguiente;

N EROD N
S
CH O‘O “
I atiae 5 o) HO o
7- etoxiresorufina resorufina
(Sustrato) (Producto fluorescente)

La actividad EROD CYP450 cataliza una desalquilacion la cual se ejemplifica

a continuacion.

Desalquilacion (¥ ,0,8) R—HNH—(CH3 ——=R—NH;
G R—OH + CHD
E R—3H

La enzima CYP4501A1 tiene actividad oxidasa capaz de oxidar xenobioticos
lipofilicos absorbidos por los organismos. Para medir in vitro la actividad de
CYP4501A1 (CYP1A1) se usa como sustrato a la 7- etoxiresorufina (Wilson et al.,
2005). En estudios de homologia de genes en plantas no se ha detectado la
presencia de CYP1A1.

Siendo el CYP450 una de las enzimas que participa en la etapa inicial en la
degradacién de hidrocarburos, en el presente trabajo se estudidé si la actividad
EROD CYP450 esta presente y si se induce en presencia de hidrocarburos en una

planta fitorremediadora.
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3. Antecedentes y definicion del problema

Para que la fitorremediacion sea exitosa se requiere del uso de plantas
nativas de sitios contaminados (Escalante et al., 2005). En estudios previos de
nuestro grupo de trabajo se seleccionaron diversas especies, el criterio de su
seleccion fue: (i) que sean resistentes a altas concentraciones de hidrocarburos, (ii)
abundantes vy (iii) nativas. Se analiz6 la capacidad fitorremediadora de las siguientes
especies: C. ligulatus, C. digitatus, C. laxus, Rinchosphora cyperoides, Equinochloa
volonum, (Gomez-Santos et al., 2001), que crecen en un pantano tropical en
Veracruz México, un sitio contaminado con hidrocarburos. En este estudio se
selecciono e identificé a Cyperus laxus por ser una planta predominante en el sitio y
tolerante a altas concentraciones de HTP (200 g Kg™') (Gallegos et al., 2000);
recientemente se demostr6 mediante bioensayos con suelo artificial, su capacidad
fitorremediadora (Escalante et al., 2005). También, se aislaron los microorganismos
rizosféricos de C. laxus. En los cultivos de laboratorio se observé la degradacion
especifica de diferentes reacciones de hidrocarburos por poblaciones microbianas
especificas, principalmente alifatica y aromatica, del petréleo crudo Maya (Diaz-
Ramirez et al., 2003). En este trabajo se continudé con los estudios de degradacion
con esta planta. Se realizaron bioensayos para determinar la concentracién de
hidrocarburos que tolera C. laxus para finalmente encontrar la tasa de remocion de
hidrocarburos a través de la planta fitorremediadora en sistemas modelo. Se
determiné la fraccion removida de hidrocarburos por la planta y por los
microorganismos. En los trabajos previos no quedod claro el cual es el mecanismo
que la planta lleva a cabo para la remocién de hidrocarburos, por lo que se propuso
como hipotesis central que la degradacion de los hidrocarburos se debe a la

presencia de enzimas inducibles en C. laxus.
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4. Objetivos

General

Estudiar el efecto de la exposicién a hidrocarburos contaminantes del suelo en la

expresion de la actividad EROD CYP450 en las raices de Cyperus laxus

Especificos

1.- Determinar las caracteristicas de la mezcla de suelo a diferentes profundidades

de las unidades experimentales.

2.- Determinar el efecto de la humedad del suelo en la remocién o transformacion de
diferentes fracciones de hidrocarburos por C. laxus y la fraccién de la mezcla de

hidrocarburos del suelo, que la planta remueve o transforma.

3.- Determinar si la actividad EROD CYP450 en las raices de C. laxus es inducida

por la presencia de hidrocarburos, y la relacion con el ciclo de vida de la planta.

5. Hipétesis

La actividad EROD CYP450 en la raiz de Cyperus laxus Lam se induce por la

presencia de hidrocarburos.
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6. Estrategia general de trabajo

En la Figura 3 se muestra la estrategia general de trabajo. En la columna del
lado izquierdo se muestran las preguntas que se respondieron y en la columna
derecha las variables de respuesta utilizadas para responder cada pregunta.
Primero se determiné la fraccidon de la mezcla original de hidrocarburos que es
preferencialmente transformada por la planta. Enseguida, se estudio la distribucion
de los hidrocarburos a lo largo de las unidades experimentales, y su posible relacion

con la distribucion del carbono organico total y granulometria del suelo.

Otra parte del trabajo fue la puesta en marcha de las técnicas enzimaticas,
particularmente la determinacion de la actividad enzimatica EROD CYP450 en la
raiz de la planta, distinguiendo la actividad enzimatica de la planta y de los
microorganismos. Finalmente, se estudié la posible induccion de esta actividad en
presencia de hidrocarburos, para tratar de entender si existe relacion entre la

capacidad fitoremediadora de C. laxus y la degradacion de hidrocarburos.
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Remocién de hidrocarburos:
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¢,Cual es la fraccion de la mezcla de : J i
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: |

hidrocarburos del suelo que se remueve?
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fraccionamiento

rDistribucic’)n de los hidrocarburos
en el COT por calcinacién y

carbono organico total (COT) y
granulometria?

¢La actividad enzimatica que se detecta
proviene de las raices de Cyperus laxus?

sedimentacion de las fracciones

I
I
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C » I

mas pequenas. I
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Figura 3. Estrategia general de trabajo
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7. Métodos y Materiales
7.1. Experimentos con suelo

El suelo utilizado, se colectd en un sitio contaminado con hidrocarburos
ubicado en Minatitlan, Veracruz, adyacente a la Refineria Lazaro Cardenas de
PEMEX. Para los experimentos de fitorremediacion se extrajo suelo del sitio
contaminado y se preparé una mezcla con tezontle para mejorar su porosidad, este
suelo se mezclé y adicion6 a contenedores de vidrio especialmente disefiados para
visualizar el crecimiento de raices y tomar muestras del suelo a diferentes
profundidades. Las plantas utilizadas fueron colectadas en el sitio contaminado y se
trasplantaron a las unidades experimentales después de un periodo de seis meses
de aclimatacién en el invernadero. Los ensayos de fitorremediacién se realizaron

durante 24 meses en suelo con diferentes condiciones de humedad.
7.1.1. Suelo y unidades experimentales

Para las nueve unidades experimentales se prepararon 77 kg de mezcla de
suelo, como se indica a continuacion. El suelo del pantano (173 £ 15 mg de HTP
mg™' suelo seco) fue tamizado entre dos diferentes tamarios de malla 4¢ (1.22 mm) y
164 (0.105 mm). La mezcla se prepard adicionando 40% de suelo contaminado
tamizado (0.105 — 1.22 mm), 40% de tezontle de (0.105 — 1.22 mm), y 20% de suelo
contaminado fino (< 0.105 mm). La adicion de tezontle se realizdé con el fin de
obtener una porosidad adecuada en la mezcla del suelo. La mezcla se homogeneiz6
con una pala en una tina de tamafio apropiado. La mezcla inicial estaba constituida
con 80% de suelo de tamafio < a 1.22 mm y 2 a 0.105 mm y 20% fracciones finas,

de tamafo menor a 0.105mm.

Una vez homogeneizada la mezcla del suelo, se tom6 una muestra (30 g) en
la que se determinaron los hidrocarburos totales del petréleo (HTP) a través de

soxhlet (ver seccion 6.3.1.). Posteriormente, se pesaron 6.5 kg de la mezcla del suelo
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contaminado (MSC) y se hidraté homogéneamente hasta obtener 30% de humedad.
La mezcla de suelo humedo (6.5 kg peso seco) se vacio a cada contenedor y se dejo

reposar durante 24 h.

Para observar el crecimiento de las raices, se disefié una unidad experimental
(15 x 15 x 40 cm) con tres paredes de vidrio y una de acrilico donde se encuentran
los orificios para el muestreo (Figura 4). La unidad esta provista de dos orificios para
muestreo y se divide en tres segmentos, el primero (I) comprende los primeros 10
cm de profundidad (las muestras fueron tomadas por la parte de arriba hasta los 10
cm de profundidad), el segmento (I) constituye al primer orificio ubicado a los 25 cm
de profundidad del contenedor y el segmento (lll) constituye al segundo orificio del
contenedor ubicado a los 38 cm de profundidad ( las muestras se tomaron por el
orificio), para mensualmente determinar los HTP, humedad y pH del suelo. El disefio
rectangular permitié a las raices extenderse hacia abajo. Se usé vidrio en lugar de
plastico para evitar que los hidrocarburos del suelo se adhirieran a las paredes. Se
usaron columnas reforzadas con aluminio en las orillas para mayor resistencia de la
unidad (Figura 4).

pared de ! aredes
actilico —%widr&& Segmento | 10cm

|
"coo.1....
405”00..
' Segmento | 25cm

|
-
ql'\‘ouc.....
15em :—‘. ' Segmento | 38¢m

15cm

Figura 4. Unidades experimentales utilizadas en los experimentos
de fitorremediacion
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7.1.2. Propagacién y aclimatacién de plantas

Para los experimentos de fitorremediacion se utilizaron plantas nativas del sitio
contaminado con su suelo original (planta madre) aclimatadas durante seis meses
bajo condiciones de invernadero. Para la propagacion de las plantas, se separaron
tres mdodulos de la planta madre para sembrarlos en 6.5 kg base seca de MSC con
30% de humedad para cada unidad experimental. Las plantas se mantuvieron hasta
que los nuevos moédulos lograron las mismas dimensiones que las de la planta que
las originé. Esta segunda aclimatacion se prolongé hasta por seis meses. Como
control, se dejé un conjunto de tres mddulos en el suelo original (75 + 8 mg HTP g’
da suelo seco) para comparar el efecto del estrés por herida al separar los médulos y
el estrés por el incremento en la concentracion de hidrocarburos (de 75 a 173 mg

HTP g de suelo seco).
7.1.3. Ensayos de fitorremediacion

Después de los seis meses de aclimatacion, la humedad inicial del suelo en
las unidades experimentales se ajustd a: 10, 30 y 60%, adicionando agua hasta una
marca previamente establecida en las unidades experimentales y determinando
humedad cada quince dias. Durante los ensayos de fitorremediacion, el suelo se
muestred por triplicado (a través de los orificios mencionados en la seccion 6.1.1.) y
a diferentes profundidades, para monitorear el pH, el contenido de humedad y los
hidrocarburos totales del petréleo. Después de diferentes tiempos de cultivo (1, 5, 9,
12, 15, 20 meses), las plantas fueron extraidas cuidadosamente para cuantificar el

numero de inflorescencias, tallos y determinar las longitudes de raices y tallos.
7.2. Experimentos en un sistema modelo

Para determinar la actividad EROD CYP450, en raices de C. laxus, las
semillas fueron sembradas y crecidas en turba para su posterior transferencia al

suelo modelo (agrolita). Este suelo modelo fue contaminado con HTP extraidos del
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suelo original con 30% de humedad. Las plantas se expusieron a la misma
concentracion inicial de HTP (5 o 7 mg g de agrolita seca), se muestrearon a
diferentes tiempos (seccidn 7.2.2) para extraer las fracciones citosdlica y microsomal
de las raices. Finalmente, se determind la actividad EROD CYP450 por

fluorescencia.
7.2.1. Sistema modelo y contenedores experimentales

La agrolita fue utilizada como una matriz inerte para simular el suelo y para la
determinacion de la actividad enzimatica. La agrolita se tamiz6 para obtener un
tamario de particula entre 1.19 y 4.76 mm se lavd con agua y se seco al aire libre. La
agrolita fue contaminada artificialmente con los HTP extraidos previamente por
Soxhlet (hexano:acetona, 1:1 V/V; 24 h) del suelo original (Seccion 6.3.1.), hasta
obtener concentraciones de 5 y 7 mg de HTP g' de agrolita seca para la
determinacion de la induccion de la enzima (EROD — CYP450). Los HTP fueron
disueltos en una solucion de hexano y fueron distribuidos homogéneamente en la
agrolita; el disolvente fue eliminado a temperatura ambiente y la agrolita seca
contaminada fue distribuida en 12 contenedores rectangulares de cristal (10 x 20 x
15 cm, con 0.3 kg de agrolita seca para cada segmento); otros 12 contenedores de

cristal idénticos fueron llenados con agrolita limpia, como controles.

7.2.2. Propagacion de las plantas y ensayos de induccién de la actividad

enzimatica

Las semillas de C. laxus fueron germinadas y cultivadas por seis meses en
turba. Se utilizaron plantas de seis y doce meses de edad crecidas en turba y
transferidas a agrolita limpia, lavada y tamizada para aclimatizarlas por una semana.
Después de la aclimatacion, se transfirieron tres plantas por contenedor al sistema
modelo con y sin hidrocarburos. Las plantas fueron incubadas (312 h; la humedad de
la agrolita fue 30%) bajo condiciones de invernadero (25-30°C, humedad relativa de

70-95% y periodos de luz natural de 11 a 12 horas/dia); se agregaron cada semana
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10 mL por contenedor de solucion Long-Ashton modificada. La solucion contenia en
mg L™: KNO3s, 808; Ca(NO3)2'4H,0, 944; NaH,PO4-H,0, 184; MgS0,4-7H,0, 368; y 1
mL de solucion mineral (mg L™): MnSO44H20, 2.23; CuSO,5H,0, 0.25;
ZnSO47H,0, 0.29; H3BOs;, 3.10; NaCl, 5.90, (NH4)sM07024'4H,0, 0.088 vy
FeSO4'7H,0, 0.02.

La actividad enzimatica se puede medir ya sea por el consumo de sustrato o
por la generacién de producto este ultimo es el caso de este trabajo y la induccién es
la valoracion de la respuesta a un agente inductor. Para determinar la induccion las
plantas se expusieron a una mezcla de hidrocarburos a una concentracion de 7 mg g
1 durante tiempos de exposicion de 24, 48, 72, 84, 96, 108, 120 y 144 horas
(Andersson y Forlin, 1992).

7.2.3. Lavado de laraiz y determinacion de microorganismos

Para corroborar que la actividad de la enzima provenia de la raiz de la
planta y no de los microorganismos asociados en la rizosfera se realizaron
cinco lavados (50 mL cada uno) de la raiz con diferentes tratamientos: Tween
0.2% plv, hipoclorito de sodio 5% p/v y agua corriente. En los ultimos tres
lavados se realizO un conteo en placa y se determinaron las unidades
formadoras de colonia (UFC) por mL de solucion de lavado. Esto es con el
objetivo de demostrar que los lavados que se realizaron fueron suficientes
para la eliminacion de microorganismos y que la actividad enzimatica provenia

unicamente de la planta.

La cuenta en placa de microorganismos se refiere al numero de células
viables o fragmentos miceliares presentes en una muestra, capaces de crecer
sobre una fuente nutritiva. El procedimiento se realizé por diluciones en serie y

subsiguiente plaqueo (Alef y Nannipieri, 1995). EI numero de microorganismos
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se reporta como unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de suelo.
Los medios de cultivo que se utilizaron fueron agar soya y tripticaseina (AST,

Bioxon®) y agar papa dextrosa (PDA, Bioxon®).

Para las diluciones seriadas, se colocaron 9 mL de solucion isotdnica en
tubos de ensayo previamente esterilizados, adicionandole al primer tubo una
alicuota de 1 mL de muestra, se realizaron 10 diluciones sucesivas. Las cajas
con medios (PDA y AST) se inocularon con 100 pL de las diluciones seriadas
y con la ayuda de una varilla de vidrio se distribuyeron en toda la caja. Las
cajas fueron incubadas a 30°C y cada 24 horas se observo el crecimiento y se

contd el numero de colonias formadas hasta las 72 h.
7.2.4. Extraccion de las fracciones microsomales y citosolicas

Para determinar la actividad EROD CYP450 primero se obtuvieron extractos
de las fracciones microsomal y citosoélica, mediante el método descrito por Gramss y
Rudeschko (1998). La raiz de Cyperus laxus (25 a 30 g de peso fresco de raiz) se
macerdé con nitrégeno liquido en un mortero. Las raices pulverizadas se
homogeneizaron con una solucion amortiguadora (pH 6.5) que contenia: 0.1 M
fosfato de sodio, 20% (p/v) de glicerol, 14 mM DL ditiotreitol (DTE), 20 mM de acido
ascorbico, 1% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP) insoluble, 1 mM de EDTA, 1mM de
PMSF (Pflugmancher, 1998). Posteriormente, el extracto se filtrd, se centrifugd a
10,000 x g por 30 min a 4°C, se removid la pastilla y el sobrenadante se volvio a
centrifugar a 100,000 x g por 60 min a 4°C, se recuperd la pastilla (fraccidon
microsomal) y el sobrenadante que contiene la fraccidon citosélica. La fracciéon
microsomal se resuspendié con una solucion amortiguadora de fosfato de potasio
0.02 My DTE 5 mM ajustado a pH 7.
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7.2.5. Cuantificacion de proteina

La proteina se cuantificé por medio del método de Bradford, (1976) en los
extractos microsomal y citosdélico. Se realiz6 una curva patron con seroalbumina
bovina (BSA) Sigma-Aldrich, partiendo de una solucién stock con una concentracion
de 0.5 mg/ml y se determiné la absorbancia (595 nm) de la curva patrén y de las

muestras problema.
7.2.6. Determinaciéon de actividad EROD CYP450

Para cuantificar la actividad enzimatica de EROD CYP450 se utiliz6 un
espectrometro de fluorescencia (marca ISS Mod. K2, series 086). Se coloco en la
celda de reaccion la fraccion microsomal o la fraccion citosodlica, que contenia entre 5
y 30 ug de proteina y volumen diferente, de solucion amortiguadora de ensayo para
alcanzar 2 mL de volumen final en la celda de reaccion (pH 7.6) compuesto, de
fosfato de sodio, 0.1 mM; cloruro de magnesio, 2.5 mM; cloruro de potasio, 100 mM;

etoxiresorufina, 1.0 mM y NADPH, 5 mM como cofactor (Boulenc. et al., 1992)

En el fluorémetro se obtuvo la intensidad de fluorescencia (del producto) con
respecto al tiempo (20 min). La longitud de onda para la excitacion fue 530 nm vy la

longitud de onda de emision fue de 585 nm con un ancho de banda de 5 nm.

Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima que

se requiere para formar un pmol de resorufina en un minuto a 37°C a pH 7.6.

1 unidad de actividad = AFLU/min x factor de dilucién de la muestra (pmol/ml-min) /

(FLU/pmol) x (volumen de reacciéon [ml])

FLU= fluorescencia
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7.2.7. Estandarizacion de datos de actividad enziméatica

Para estandarizar todos los datos de actividad enzimatica medidos como la
intensidad de fluorescencia con respecto al tiempo (10 min) y obtener tendencias
claras, se utiliz6 el programa ORIGIN 6.0 para la suavizacion de los datos para
mejorar el coeficiente de correlacién hasta obtener una confianza estadistica mayor a
0.90. El programa ORIGIN esta adaptado a necesidades cientificas con multi-hojas
de trabajo, otorgando calidad a graficos, ofreciendo herramientas de analisis e
importacién de datos. La Figura 5 que se presentan a continuacién es un ejemplo
proveniente de los resultados obtenidos y se muestran para ilustrar el tratamiento de
todos los datos de actividad enzimatica de los experimentos. En la Figura 5a se
muestra el espectro de fluorescencia obtenido inicialmente sin filtrar los datos. Se
puede observar que aunque el conjunto de datos graficados tiene una tendencia
creciente, el coeficiente de correlacion es muy bajo. Después de aplicar la
suavizacion (smoothing) de los datos el resultado se muestra en la Figura 5b. Esta
suavizacion se basa en obtener los promedios (adjacent averagin) toma el promedio
de ciertos numeros de datos (5) alrededor de cada uno de los puntos de datos y
remplaza el numero real de la lectura con promedios, esto es con la finalidad de

obtener pendientes claras y reduce la dispersion de los datos.

30



44000
] ]
43500 - (TR
n 7
1 n m = .‘ k|
43000 - LI Tun
© i =
5 1 n .' ';‘- T
42500 [ L]
. VL
0 gl i [ 1]
) 42000 R T
5 Ly |
o - . LMy
= u ]
= C 41500 - L
(] i L -
o] 5 ™} .. n “‘
5 41000 - [
5] Y
b i
) 40500 o -
= = om
[0) 4 [ ]
- ]
£ 40000 - "
T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (s)
44000 (b)
43500
© 43000
[&] 4
o
8 42500
[%]
8 ]
S
S 42000 -
= U |
()
° 41500
g ]
‘5 41000
c
]
2
£ 40500 -
T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600
Tiempo (s)

Figura 5. Espectro de fluorescencia antes de la aplicacion del filtro (a)
y después de la aplicacion del filtro (b).

Los resultados ajustados que se muestran en la Figura S5b producen un

coeficiente de correlacion de 0.907 con este tipo de ajuste se obtuvieron las

pendientes para todos los datos.
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Todos los datos experimentales incluyen el ruido (y amplia dispersién) en diverso
grado. El ruido puede ocultar caracteristicas importantes como picos, valles, picos o
anchos, o hacer el calculo de otras funciones. Origin permitié suavizado de datos por
a través de una herramienta llamada promedio adyacente, esencialmente toma el
promedio de un cierto numero (que usted especifica), de datos de puntos alrededor

de cada punto en sus datos y que sustituye con un nuevo valor medio.
7.3. Métodos analiticos
7.3.1. Analisis de hidrocarburos

Para la determinacion de los hidrocarburos presentes y removidos, se utilizé el
método 3540 de la EPA, mediante el cual se puede cuantificar la concentracién de
compuestos organicos insolubles y poco solubles en agua, extrayendo los
compuestos volatiles y no volatiles de los sedimentos (las tomas de muestra del
suelo se describen en la seccion 6.1.1.). El procedimiento consistio en mezclar 30 g
de suelo (peso seco) con 30 g de sulfato de sodio anhidro (Baker Analized, grado
reactivo), se colocaron en un cartucho de celulosa (Whatman 33 x 80 mm), dentro
del sistema Soxhlet y se adicionaron 160 mL de mezcla acetona:hexano (1:1 v/v)
(Baker, grado reactivo) dejando en reflujo de 18 a 24 horas. En una charola de
aluminio se recuper6 el solvente con el hidrocarburo, el solvente se evaporé al vacio
hasta alcanzar peso constante y se determino la concentracion de HTP por diferencia
de peso (USEPA, 1995).

7.3.2. Desasfaltenizacion y fraccionamiento de hidrocarburos

Para determinar la fraccion de la mezcla de hidrocarburos que fue
biotransformada, se separ6 la fraccion de asfaltenos de la mezcla de hidrocarburos,
precipitandolos con n-hexano frio. Para esto, se utilizaron las muestras de
hidrocarburos extraidas del suelo de acuerdo método descrito en la en la seccidn

6.3.1. Se tomd aproximadamente 1 g de muestra y se coloco en un vaso de
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precipitado adicionandole 20 mL de hexano frio, con ayuda de una espatula se
mezcld para incorporar el solvente a la muestra, esta resuspension de hidrocarburos
en el solvente se filtré al vacio (papel Whatman # 41 se peso hasta alcanzar peso
constante), colectando el filtrado para su posterior fraccionamiento y el extracto
retenido en el papel filtro es la fraccion de asfaltenos (Versan et al., 1998). Se
realizaron de tres a cuatro lavados con hexano frié en papel filtro, posteriormente, el
solvente se elimind por evaporacion a temperatura ambiente y los papeles filtro se

pesaron. Cada analisis se realizo por triplicado.

Las fracciones aromaticas, alifaticas y polares fueron separadas y obtenidas
por cromatografia de columna (Wang et al., 1994). Se utilizaron columnas de silica
gel pre-tratadas con una dimension de 10 mm x 100 mm, la silica gel se activd
secandose en una estufa a 105 °C durante 24 horas. Se utilizo6 como fase
estacionaria la silica gel y como fase mévil los cuatro solventes organicos (hexano,
benceno, metanol y acetona). Para el analisis se emplearon columnas de vidrio con
llaves de paso asi como viales previamente pesados, la técnica se describe en

detalle a continuacion.

Empacado de las columnas

En el fondo de las columnas se colocé un trozo de fibra de vidrio, se
adicionaron 2 g de silica gel, previamente activada y ligeramente compactada a cada
columna, en la parte superior se colocé un trozo de fibra de vidrio y 0.5 g de sulfato

de sodio anhidro.

Formacion del gel e incorporacion de la mezcla

Se adicionaron 25 mL de hexano a la columna y se eluyd, el hexano se
recirculé en la columna hasta que la silica quedo transparente. Finalmente, en un

vaso de precipitados previamente pesado, se solubilizaron 0.2 g de la muestra de
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hidrocarburos sin asfaltenos en 15 mL de hexano dicha mezcla se adicion6 a la

columna y se eluyo.

Elusion

La separacion de las diferentes fracciones de hidrocarburos se basa en su

solubilidad diferencial en los distintos solventes, las elusiones se realizaron en el

orden siguiente:

a)

Hexano. Se coloco la muestra de los hidrocarburos sin asfaltenos en la parte
superior de la columna, se colectaron las fracciones (elusiones de 15 mL)
hasta que la mancha amarilla se observé en la parte inferior de la columna.
Hexano — benceno. Se realizé una elusién de 15 mL con la mezcla. hexano-
benceno (1:1 v/v.)

Benceno. Se adicionaron volumenes de 15 mL hasta que la banda amarilla
abandond por completo la columna.

Benceno- acetona. Se realizé una elusion con 15 mL de una mezcla benceno-
acetona (1:1 v/v).

Acetona — metanol. Se realizd una elusion con 15 mL de una mezcla acetona-

metanol (1:1 v/v.)

Las fracciones de hidrocarburos (alifaticas, aromaticas y polares) se

recuperaron en viales de 25 mL. La fraccién eluida con hexano corresponde a

hidrocarburos alifaticos, las fracciones eluidas con la mezcla hexano —benceno y

benceno corresponden a la fraccidn de hidrocarburos aromaticos. La fraccion de

hidrocarburos polares se eluye con acetona-metanol. Los solventes de los viales se

evaporaron en la campana de extraccion y se colocaron en un desecador por 24 h,

posteriormente, se pesaron para el calculo de la proporcion de cada fraccion.
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7.3.3. Determinacion de carbono organico total

Para determinar la relacién entre la carbono organico total (COT) y los
hidrocarburos en el suelo de las unidades experimentales, se utilizé la técnica de
Walkley y Black, (1965), cuyo procedimiento se basa en la determinacion del carbono
organico por calcinacion a 450 £ 50 °C. Este método no puede diferenciar entre la

MOT y los hidrocarburos en el suelo debido a las altas temperaturas alcanzadas.

7.3.4. Determinacion de granulometria

Para relacionar el tamano de particula con la concentracion de hidrocarburos
en el suelo contenido en las unidades experimentales, se determin6 el tamano de
particula por medio de tamizado para la fraccion mas gruesa, y pipeteado para las
fracciones mas finas. Este método se utiliza para calcular la velocidad de
sedimentacion a partir de la ecuacién de la ley de Stokes, de acuerdo con las

modificaciones de Galehouse (1971).

7.3.5. pHy humedad

El pH fue medido en 1 g de suelo seco resuspendido en 10 mL de agua
destilada mezclado por 10 min mediante un potenciémetro (Conductronic pH 130). La
humedad fue determinada gravimetricamente en 5 g de suelo usando una
termobalanza (Ohaus MB45).

7.4. Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas en los resultados se utilizaron las
pruebas estadisticas ANOVA y prueba de Tuckey con un intervalo de confianza de
95%. Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado y los resultados presentados

corresponden a la media (£ desviacion estandar (DE)) de tres determinaciones.
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8. Resultados y discusién
8.1. Caracterizacion de suelo

En la Figura 6 se muestra el contenido de cada una de las fracciones de
hidrocarburos en el suelo contaminado con diferentes contenidos de humedad (10,
30, 60%).

100,000

80,000 M-+

60,000 T T

ppm

40,000 T I T +

20,000 T
| 1"

Asfaltenos Alifaticos Aromaticos Polares

m 10% humedad B 30% humedad @O0 60% humedad

Figura 6. Composicién inicial de las fracciones de hidrocarburos en la
mezcla de suelo

Esta determinacién se realizo6 al inicio de la aclimatacion, es decir, seis meses
antes del inicio de los experimentos. Como se observa, no hubo diferencias
significativas en la composicién de las fracciones de hidrocarburos en el suelo inicial,
excepto en el caso del tratamiento con 60% de humedad, en donde la fraccion

alifatica fue significativamente mas baja que con 10% de humedad.
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8.1.1. Carbono organico total e hidrocarburos

Con el objetivo de conocer una de las caracteristicas mas importantes del
suelo en el que la planta nativa crece, se determiné el carbono organico y los
hidrocarburos que contenia la mezcla de suelo contaminado (MSC). La materia
organica suministra energia y nutrimentos para todas las formas de vida en el suelo.
Los niveles mayores a 5% de materia organica total se consideran propios de un
suelo muy rico (Darwich, 1998). En suelos contaminados por largos periodos (suelos
intemperizados), los contaminantes llegan a ser inaccesibles (no biodisponibles) para
los microorganismos debido a las interacciones (por ejemplo, puentes de hidrogeno y
fuerzas de van der Walls) que se producen entre los contaminantes y la materia
organica del suelo (Jonge et al., 1997). La biodisponibilidad, y por tanto la tasa de
degradacién, frecuentemente estan limitados por procesos fisicoquimicos, como la
sorcion y desorcién de los contaminantes hacia y desde la matriz de suelo, la difusion
en la fase sdlida y la disolucién de contaminantes en la fase liquida (Bosma et al.,
1997). La materia organica contenida en el suelo es un primer factor estructural de la
interaccion entre los contaminantes organicos y las particulas del suelo (Bhandari et
al., 2000). De acuerdo con McBride (1994), los compuestos no polares o débilmente
polares que tienen mayor afinidad por las fases organicas hidrofobicas del suelo,
acidos humicos, en donde las fuerzas de Van der Waals o cualquier atraccion
hidrofobica; son la base de la unidon. De esta manera el contenido de materia
organica en un suelo contaminado determina, de cierto modo, la biodisponibilidad de

los contaminantes.

La mezcla de suelo inicial (seccion 7.1.1.) contenia un 19% de carbono
organico que incluye a los hidrocarburos. En la Tabla 1 se muestra la distribucion del
contenido de carbono organico total en las unidades experimentales en suelos
contaminados con diferente contenido de humedad, después de 24 meses de cultivo

con las plantas.
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Tabla 1. Contenido de carbono organico total y HTP en los diferentes segmentos de
las unidades experimentales con diferentes contenidos de humedad después de 24

meses de cultivo

Contenido de *Carbono organic6 * Carbono organic6 * Carbono organic6
0, 0, 0
humedad (%) total (%) total (%) total (%)
Segmento | Segmento Il Segmento |l
10 19+1.25 15+ 1.03 11+£2.03
30 19+£1.35 15+£2.05 11+£1.78
60 19 £ 2.01 15+ 1.06 15+ 2.01

*El contenido de carbono organico mas hidrocarburos en la mezcla inicial fue de 19%

En la Tabla 1 se observa que no hubo diferencias significativas entre la COT.
de cada tratamiento por efecto del contenido de humedad, con un intervalo de
confianza del 95%; pero si se observan diferencias para cada uno de los segmentos
conforme la profundidad aumenta. La tendencia fue a disminuir la COT conforme la

profundidad aumenté.

Con esta técnica no se puede distinguir entre la carbono organico del suelo y
el carbono organico procedente de los hidrocarburos, por lo que el analisis se utilizd
unicamente para observar las diferencias entre las unidades experimentales con
distintos contenidos de humedad, a diferentes profundidades y todos con respecto a
la composicién del carbono organico inicial (19%) que fue decreciendo conforme

aumentaba la profundidad a través del tiempo.
8.1.2. Analisis Granulométrico

Con el fin de obtener mas informacién de las caracteristicas de la MSC se
estimé el tamafo de particula, el cual es importante y determinante para la
biodisponibilidad de los hidrocarburos, ya que mientras mas pequefia es la particula
(i.e. arcillas) la interaccion con los hidrocarburos es mayor. El contenido de arcilla se
correlaciona con una mayor area superficial especifica y capacidad de intercambio

cationico, influyendo en la adsorcion de iones (Carmody et al., 2006). De acuerdo
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con Wu et al. (2006), entre los factores que influyen en la interaccién de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) con el suelo, se encuentran la asociacion
con las particulas pequenas y las interacciones electrostaticas del tipo de Van der

Waals, puentes de hidrégeno y puentes de agua (Martinez y Lépez, 2001).

En nuestro trabajo, la mezcla del suelo inicial contenia en promedio 80% de
particulas de tamafo entre 0.105 y 1.22 mm (fraccion gruesa), y 20% de particulas

menores a 0.105 mm.

Las particulas son clasificadas por sus tamafo las gruesas son de tamafo
entre 2 a 0.05 mm, de tamafio medio es entre 0.05 a 0.002 mm y las particulas mas

finas son menores a 0.002 mm.

En la Tabla 3 se muestran los resultados del analisis granulométrico del suelo
de las unidades experimentales con diferente contenido de humedad, después de 24
meses de cultivo con las plantas. Se observo que hay diferencias significativas entre
los tratamientos y se observan diferencias conforme la profundidad aumenta para
cada uno de los tratamientos. La tendencia fue que a mayor contenido de humedad
mayor contenido de particulas mas finas (menores a 0.002 mm). Dos afios después
de experimentos se observé en las unidades con 60% de humedad que la fraccion
arenosa descendié de un 80% a 40% en promedio y la fraccion fina aumenté (de 21

a 49%) casi al doble del contenido inicial.
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Tabla 2. Analisis granulométrico de suelo en los diferentes segmentos de las
unidades experimentales con diferentes contenidos de humedad después de 24

meses de cultivo

Tamafio de
Humedad (%) particula Segmento | Segmento I Segmento Il
(mm)

2a0.05 70.44 £1.17 63.57 £1.14 65.55 £1.56

10 0.05 a 0.002 20.43 £+1.26 28.28 +1.88 24.25 +1.22
Menores a 0.002 9.12 +1.58 8.14 +1.35 10.2 £1.11

2a0.05 53.73 +1.25 58.31 +1.54 57.17 +1.32

30 0.05 a 0.002 25.3 +1.11 26.52 £1.22 34.29 +1.45
Menores a 0.002 20.96 £1.26 15.16 £1.32 8.53 £1.26

2a0.05 42.97 £1.52 39.88 £1.22 41.35+1.24

60 0.05 a 0.002 34.97 £1.62 30.52 £1.45 32.35 +1.17
Menores a 0.002 22.06 £1.12 29.60 £1.25 26.30 +1.12

En las unidades experimentales con 30% de humedad, la fraccion gruesas (de
2 a 0.05 mm) disminuy6 de 80 a 50% y las fracciones finas (de 0.05 a 0.002 mm y
menores de 0.002) aumentaron. Se puede resaltar que el unico contenedor que
presentd la misma distribucién inicial de particulas (80% de fraccion gruesa y 20% de
finas) es el contenedor con 10% de humedad en el que también se observé un
menor crecimiento de las plantas; esto se puede explicar por el crecimiento vertical y
descendente de las raices. El crecimiento de las raices tiende a fraccionar a las
particulas grandes del suelo y en la distribucion final predominan los tamanos
pequenos de particulas de suelo (Testa, 1994). Estos resultados concuerdan con los

de Gutiérrez y Zavala (2001), quienes hacen mencién del fraccionamiento del suelo a
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fracciones con tamano de particula mas pequefia (menores a 0.002 mm),
aumentando de 21 hasta 49%. Corroborando que el crecimiento de las plantas a lo
largo del tiempo contribuye con el fendbmeno de particion del suelo. También
mencionan que existe una relacidbn estrecha entre los rasgos hidromérficos
(contenidos de humedad y tamafo de particula) y los hidrocarburos intemperizados

en un suelo arcilloso.

8.2. Distribucién y remocion de hidrocarburos

En la Figura 7 se muestran los resultados de la determinacion de
hidrocarburos en el suelo de las unidades experimentales a los distintos contenidos
de humedad (10, 30 y 60%) y a diferentes niveles del contenedor: segmento |

(superficial), segmento Il (medio), segmento Il (fondo).

Se encontré que en el contenedor con 10% de humedad no hubo remocién
significativa de ninguna de las fracciones de hidrocarburos correspondientes al
segmento | (Figura 7(a)) ya que no se observaron diferencias significativas entre el
tiempo inicial y el final, en el segmento Il, en donde si hubo diferencias significativas
de la fracciéon alifatica (remocion de 34%) (Fig. 7(b)), lo mismo ocurrié con el

segmento Il (remocion de 48%) para la misma fraccion (Fig. 7c).

En la Figuras 8 se muestra el consumo de las distintas fracciones de
hidrocarburos en funcion de la profundidad de muestreo en las unidades
experimentales con 30% de humedad. La remocion de hidrocarburos en estas
unidades experimentales fue notoria, particularmente para el caso de la fraccion
aliftica (promedio de remocion de 49%) y aromatica (promedio de remocion de
34%), en los tres segmentos (Fig. 8a, 8b, 8c). Con excepcion de la fraccion

aromatica para el segmento Il que no se observan diferencias significativas.

En el caso de las unidades con 60% de humedad, se observa en la Figura 9 la

remocion de las fracciones alifaticas y aromaticas se incremento6 casi al doble (Fig.
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9a, 9b, 9c) con respecto a las unidades experimentales con otros 10% de humedad y

se encontraron diferencias significativas en la remocion de las fracciones de alifaticos

(promedio de remocion de 61%) y aromaticos (promedio de remocion de 50%).
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Figura 7. Remocién y distribucion de hidrocarburos después de 24
meses de cultivo en las unidades experimentales con 10% de
humedad: (a) segmento I; (b) segmento II; (c) segmento Ill. Tiempo
inicial = To (&), tiempo final = Tf. (O). El tiempo inicial To corresponde
después de seis meses de aclimatacion y Tf es el tiempo final
después de dos afios de cultivo.
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Figura 8. Remocibn y distribucion de hidrocarburos después de 24
meses de cultivo en las unidades experimentales con 30% de
humedad: (a) segmento I; (b) segmento II; (c) segmento lll. Tiempo

tiempo final, Tf (O).
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Figura 9. Remocion y distribucién de hidrocarburos después de 24
meses de cultivo en las unidades experimentales con 60 % de
humedad: (a) segmento I; (b) segmento II; (c) segmento Ill. Tiempo

inicial, To ; tiempo final, Tf (O).

En general, como se observa en las figuras 7, 8, y 9, la remocion y distribuciéon
de hidrocarburos puede explicarse por algunos de los fendmenos que ocurren en los
ecosistemas, como el intemperismo del suelo, los procesos de particion de las rocas
y de sedimentacion que arrastran a los hidrocarburos incluyendo a los
microorganismos hacia el fondo de las unidades experimentales. El crecimiento

vertical y descendente de la raiz hacia el fondo también contribuye a este proceso
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llevandose a la fauna microbiana a zonas mas profundas del suelo. Por otra parte,
los compuestos, como los asfaltenos, se comportan de una manera distinta a las
demas fracciones de hidrocarburos en presencia de niveles elevados de agua debido
a su estructura quimica; una parte es secuestrada por las particulas pequefnas del
suelo (arcillas) y otra es arrastrada hacia la superficie mas expuesta del contenedor.
Por los mismos fendomenos citados (intemperismo y sedimentacion). Esto podria
explicar la distribucion de los hidrocarburos y sus fracciones a lo largo de las

unidades experimentales (Bedair y Al-Saad 1992).

La fitorremediacion de compuestos organicos esta basada en el efecto
benéfico de las raices en la degradacién. Una serie de cambios ocurren en el suelo
en la presencia de raices tales como cambios en la composicién e incremento en la
actividad microbiana. El factor clave en el cambio de las comunidades microbianas
es la disponibilidad de los sustratos organicos en zonas proximas a las raices (Joner
y Leyval, 2003). Macek et al., (2000) encontraron evidencias que indican que a través
de la liberacién de exudados por las raices de las planta, se estimula la actividad
enzimatica microbiana y/o la movilidad de hidrocarburos, creando una relacion
simbidtica (entre las plantas y los microorganismos), de manera que estos pueden

ser captados y removidos con mayor facilidad.

Los HTP son mezclas complejas compuestas por fracciones alifaticas,
aromaticas, polares y asfaltenos de estas, el grupo alifatico se considera sido como
el mas biodegradable por los microorganismos (Prince, 2002). Por esta razdn, se
evalué la remocion de las diferentes fracciones después de 24 meses de tratamiento
con 60% de humedad. Para asegurar que la remocién de estas dos fracciones
(alifaticas y aromaticas) fuera real y no un efecto del método de muestreo, se
analizaron muestras de los tres segmentos axiales encontrandose valores similares
de remocién. Diaz-Ramirez et al., (2003) usando mezclas de microorganismos
aislados de la rizosfera de C. laxus y como fuente de carbono solo compuestos
alifaticos (10 000 mg L") o una mezcla aromatico-polar (5 000 mg L™ 2:1),

encontraron que el 47% de hidrocarburos alifaticos y el 6% de la mezcla inicial
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aromatico-polar, fue biodegradado en 45-dias en cultivos liquidos. En nuestro
trabajo, las plantas favorecieron la remocién de la fraccidn alifatica y aromatica de
hidrocarburos, no se observé remocion de la fraccion de asfaltenos y la degradacion
de la fraccion de hidrocarburos polares tampoco fue clara, después de periodos de

tiempo largos (dos afios) de incubacion.

Se ha reportado que los organismos capaces de utilizar hidrocarburos como
sustrato, tienen enzimas que pertenecen al grupo de las monoxigenasas (Kvesitadze
et al., 2001). Estas enzimas incorporan, como primer paso, un atomo de oxigeno del
oxigeno molecular (O2) para producir los alcoholes y los epdxidos correspondientes
de los compuestos alifaticos y aromaticos, respectivamente. Otras enzimas
(hidrogenasas, peroxidasas y oxigenasas, entre otras) pueden continuar las diversas
y particulares trayectorias de la asimilacion de estos compuestos (Schéaffer et al.,
2002).

En la Tabla 3 se muestra la remocion y la tasa de remocion promedio de
hidrocarburos por C. laxus en ensayos de 24 meses, bajo condiciones de
invernadero. En todas las unidades experimentales la humedad fue monitoreada
para mantener condiciones constantes de 10, 30 y 60%. La remocion de HTP fue de
8, 34 y 48% para 10, 30, y 60% de humedad, respectivamente. La mayor remocion
de hidrocarburos fue de 83 mg HTP g suelo seco y la tasa de remocion fue de 3.46
mg HTP g™ suelo seco mes™, obtenida en las unidades experimentales con 60% de

humedad.
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Tabla 3. Remocién de HTP por plantas de Cyperus laxus crecidas en
suelo contaminado con hidrocarburos con suelo con diferentes
contenidos de humedad después de 24 meses de cultivo en el

invernadero.
Contenido de humedad Remocién promedio Tasas de remocién promedio
en el suelo
(%) mg HTP g suelo seco mg HTP g™ suelo seco mes™
10* 13.84* 0.58*
30 58.84 + 1.45* 245+ 0.15*
30° 1.00 £ 1.50 0.042 £ 0.12
60 83.06 £ 1.33* 3.46 + 0.25*

@ Testigo sin planta.
* Valores que son significativamente diferentes (p< 0.5) con respecto al testigo sin planta
Excepto el contenedor con 10% de humedad (una unidad experimental), todos los resultados

y sus desviaciones estandar se derivan de tres unidades experimentales

Los resultados anteriores indican que el contenido de humedad del suelo
juega un papel importante en la remocion de hidrocarburos por C. laxus. El agua es
un medio de transporte en diferentes direcciones (horizontal, vertical,
principalmente), para sustancias hidrofilicas y polares, como es el caso de los
alcoholes, seguido por los hidrocarburos aromaticos y finalmente los alifaticos
(Tolgyessy, 1993).

Escalante et al., (2005), usando agrolita como soporte inerte, reportaron que la
maxima capacidad de remocion de hidrocarburos por C. laxus (0.75 mg HTP ¢
agrolita seca mes™) se obtuvo con 30% de humedad. Estos resultados, comparados
con los obtenidos en el presente estudio con el mismo contenido de humedad,
sugieren que C. laxus es capaz de remover 3.2 veces mas hidrocarburos en suelo
(ver Tabla 3) que en un sistema modelo (agrolita). Las diferencias pueden ser
explicadas por las siguientes causas: (i) que en el suelo existen microorganismos

nativos que probablemente interactien con las plantas para la eliminacion de los
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hidrocarburos, tales micoorganismos nativos no existen en la agrolita; y (ii) que en
este trabajo las plantas fueron propagados vegetativamente, transplantadas vy
aclimatadas antes de iniciar los ensayos de fitorremediacion, mejorando asi
posiblemente los resultados de remocién en comparacion con los resultados

obtenidos con semillas directamente germinadas en suelos contaminados.

8.3. Lavado de raiz

El lavado de las raices se realizo6 con el fin de eliminar todos los
microorganismos asociados a la raiz de C. laxus y asi poder determinar la actividad
enzimatica proveniente unicamente de la raiz de la planta. El objetivo fue descartar la
posibilidad de determinar actividad enzimatica exdégena, como la microbiana. Se
decidié evaluar tres diferentes tratamientos de lavado de raices mediante la
cuantificacién de los microorganismos en las aguas de los lavados después de cada
tratamiento. Los resultados de la cuantificacion de microorganismos en las aguas de
los lavados se muestran en la Tabla 4. Se observé que el tratamiento con cloro es el

mas efectivo para eliminar los microorganismos asociados a la raiz de C. laxus.

Aunque el tratamiento mas eficiente fue con cloro, se realizaron cinco lavados
con agua corriente para que la adicidn de cloro no se convirtiera en otra variable de
estrés para la planta y deterioro celular, en el momento de la determinacion de la
actividad enzimatica. Finalmente, para demostrar que la presencia de
microorganismos que contenia el agua del quinto lavado, no aportaban proteina
soluble, se concentrd la muestra del ultimé lavado, por liofilizacion y se observé que
no contenia cantidades detectables de proteina que pudieran contribuir en actividad
enzimatica; por lo que se concluyé que la actividad EROD CYP450 detectada
proviene unicamente de la raiz de C. laxus y no de los microorganismos asociados

de la rizosfera.
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Tabla 4. Cuantificacion de hongos (A) y bacterias (B) en los lavados
para los distintos tratamientos de las raices de C. laxus

A) Hongos
Tratamiento No. de lavado Promedio *DE
*UFC

1 20 14

Cloro 3 10 0

5 0 0

1 2250 70

Detergente (Tween) 3 1560 77
5 500 0
1 265 221

Agua (corriente) 3 180 99
5 115 70
B) Bacterias
. Promedio o
Tratamiento No. de lavado SUEC DE

1 1990 14

Cloro 3 940 14

5 135 21

1 3480 35

Detergente (Tween) 3 2810 14
5 2100 7

1 3190 14

Agua (corriente) 3 1320 91

5 1200 70

*UFC, unidades formadoras de colonias
**DE, desviacion estandar.



8.4. Ensayos de actividad enzimética en plantas creciendo en suelo

contaminado

Se decidio utilizar la 7-etoxiresorufina como el sustrato para la enzima EROD
CYP450 de C. laxus. Se consider6 que la actividad EROD CYP450 podria ser
analoga a la subfamilia CYP4501A1 (CYP1A1) reportada en animales (Wilson et al.,
2005) o al CYP76B1 detectado previamente en plantas Helianthus tuberosus y soya
(Robineau et al., 1998; Siminszky et al., 1999); es decir, una actividad enzimatica de
7-etoxiresorufina O-deetilasa (EROD). Con el objetivo de correlacionar la remocion
de hidrocarburos en las unidades experimentales con una actividad enzimatica
proveniente de la planta, se realizaron diferentes ensayos de actividad EROD
CYP450 en las raices de C. laxus. Los estudios enzimaticos se realizaron en plantas
crecidas en suelos contaminados con HTP durante los experimentos de

fitorremediacion.

En la Figura 10(a) se presenta la actividad EROD CYP450, expresada en
unidades de actividad especifica, en la fraccidn microsomal de las raices de C. laxus
crecidas tanto en suelo contaminado con hidrocarburos como en suelo sin
hidrocarburos. En las fracciones microsomales, se observaron diferencias
significativas entre las actividades EROD CYP450 de las raices crecidas con y sin
hidrocarburos, con una actividad especifica promedio 6.5-veces mayor en presencia
de hidrocarburos que en ausencia de los mismos, sugiriendo que esta actividad

EROD CYP450 se indujo en presencia de hidrocarburos.

Robineau et al. (1998), demostraron que la presencia de moléculas organicas
(herbicidas) indujeron la expresion de la enzima CYP76B1 en alcachofas Jerusalem
(Helianthus tuberosus), determinada por fluorometria como actividad EROD CYP450.
Es importante notar que en la Figura 10(a) se presenta un comportamiento oscilatorio
caracteristico descrito por dos maximos y tres minimos durante los 36 meses de los
experimentos. Estos resultados oscilatorios sugieren que la actividad EROD CYP450

podria estar relacionada con el ciclo de vida de la planta. Para relacionar la actividad
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enzimatica con el desarrollo de la planta, en la Figura 10(b) se muestran los
resultados cuantitativos de las determinaciones de actividad enzimatica con respecto
a la presencia de inflorescencias y modulos durante experimentos a largo plazo en

suelos contaminados con HTP.

El namero promedio de inflorescencias por planta exhibié diferencias
significativas durante el desarrollo del experimento, mientras que el numero promedio
de modulos por planta no resultd significativamente diferente a lo largo del
experimento a excepcion de los dos minimos encontrados en los 12 y 20 meses de

cultivo.
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Figura 10. (a) Actividad enzimatica especifica EROD CYP450 en la
fraccién microsomal obtenida de la raiz de Cyperus laxus en suelo
con (- -m- =) y sin (-0o-) HTP; y (b) el promedio de el nimero de
inflorescencias (- -¢- -) y moédulos (-A-) por planta crecida en suelo
con HTP.

El comportamiento de la actividad enzimatica mostré una trayectoria
oscilatoria de tiempo-frecuencia mas o menos clara, que sugiere una relacion
positiva con la reproducciéon sexual de las plantas, definida a través de la floracion.
La presencia de mdodulos vegetativos, también sugieren que la actividad enzimatica

podria estar asociada a la reproduccion. El acoplamiento entre la actividad
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enzimatica y la floracion fue mas evidente en presencia que en ausencia de
hidrocarburos. Petkova-Andonova et al., (2002), aislaron al citocromo P45092B1
(CYP92B1) de petunias hibridas y observaron que esta enzima se expresaba
solamente durante el desarrollo de la flor. A pesar de la relacion clara entre la
actividad EROD CYP450 y la floracion que se observa en nuestro trabajo, se
requiere mucho mas investigacion para entender su significado y los posibles

mecanismos implicados.

Estos resultados sugieren que la disminucion de la humedad afectd el
crecimiento de las plantas y por lo tanto su capacidad de remocién, esto fue evidente

en el caso del contenedor con 10% de humedad.

8.5. Ensayos de actividad enzimatica en plantas creciendo en suelo modelo

agrolita

Ante una situacién de estrés por compuestos toxicos, los organismos vivos
han desarrollado sistemas metabdlicos y mecanismos alternativos para acelerar la
eliminacion de dichos compuestos xenobidticos que generan el estrés. Se trata de
una serie de enzimas no integradas a las vias del metabolismo energético o
intermediario de la planta y cuyos sustratos son los mismos compuestos
xenobioticos. La funcién de las enzimas es convertir los xenobidticos en moléculas
mas polares, mas hidrosolubles y, por tanto, mas facilmente excretables al medio
que rodea la planta. El papel de estas enzimas es clave para la supervivencia celular.
De no existir tales vias metabdlicas, una vez en el interior del organismo, los
xenobioticos tenderian a acumularse perturbando el equilibrio celular, provocando

alteraciones funcionales e incluso la muerte celular.

Los experimentos que se describen a continuacion, se realizaron en suelo
modelo y en tiempos cortos, se desarrollaron para tratar de establecer vinculos entre
la presencia de los hidrocarburos y la induccion de la actividad EROD CYP450,

microsomal y citosodlica, con respecto al tiempo de cultivo. En la Figura 11(a) se
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muestra la actividad EROD CYP450 en las fracciones microsomal y en la Figura

11(b) se presenta la actividad de la fraccion citosolica, con respecto al tiempo de

cultivo.
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Figura 11. (a) Actividad EROD CYP450 en la fraccion microsomal y
(b) actividad EROD CYP450 en la fraccion citosdlica. Los circulos
cerrados  (-e-) indican actividad especifica (unidades de actividad =
UA) en presencia de hidrocarburos y los circulos abiertos (-0-) la
actividad especifica en ausencia de hidrocarburos.

Se observa que ambas actividades tienen comportamientos similares: se

registr6 una mayor actividad en presencia que en ausencia de hidrocarburos. En
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presencia de hidrocarburos se observo un maximo a las 96 h de cultivo y la actividad

maxima se conservo durante solo 24 h.

Robineau et al. (1998) observaron que la actividad EROD CYP450 en la
fraccion microsomal de alcachofas (Helianthus tuberosus) se expresa a las 46 h de
exposicion a benzo(a)pireno. En nuestros resultados se observo una actividad basal
minima en ausencia de hidrocarburos (menos del 10% de la actividad maxima). Sin
embargo, debido a los cortos tiempos de cultivo, con este experimento no se puede
confirmar que la actividad enzimatica se induzca en presencia de hidrocarburos. Para
corroborar estos datos, se realiz6 un experimento de 312 h de exposicion a
hidrocarburos. En este nuevo experimento también se incrementd la concentracion
inicial de contaminantes (7 mg de HTP g’ de agrolita seca) y se incluyeron mas
puntos de muestreo alrededor de las 96 h. Este experimento de tiempo mas
prolongado confirmé la presencia y el incremento de la actividad enzimatica que se

puede observar en la Figura 12

En la Figura 12(a) se muestra la actividad EROD CYP450 de la fraccion
microsomal y en la Figura 12(b) se presenta la actividad de la fraccion citosolica, con
respecto al tiempo de cultivo. Ambas actividades enzimaticas presentan patrones de
comportamiento similar. Puesto que en el control no se detectd actividad enzimatica,

se asumio que el estrés inicial por el corte de la raiz no afecto.

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Werck-Reichhart
et al. (1990), ellos lavaron las plantas (H. tuberosus), y obtuvieron los extractos
celulares inmediatamente después del corte evaluando el estrés provocado por la
herida como promotor de la induccién de CYP450. Este grupo observé que el estrés
por herida no causa induccién de esta actividad EROD CYP450. En las Figuras 12(a)
y 12(b) se observa una mayor actividad en presencia que en ausencia de
hidrocarburos. En las dos fracciones ensayadas, en presencia de hidrocarburos, se

observd un pequefio pico a las 96 h que coincide con estudios previos y un maximo

55



de actividad a las 288 h de cultivo lo cual confirmé el caracter inductivo de EROD

CYP450 en presencia de hidrocarburos.
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Figura 12 (a) Actividad EROD CYP450 en la fracciébn microsomal, (b)
actividad EROD CYP450 en la fraccion citosdlica. Los circulos
cerrados (-e-) indican actividad especifica en presencia de
hidrocarburos y los circulos abiertos (-0-).actividad especifica en
ausencia de hidrocarburos

56



En la raiz de Cyperus laxus, la actividad de la fraccion citosolica es mayor
(60%) que la actividad de la fraccion microsomal. Esto podria confirmar la teoria de
Kvesitadze et al. (2001), que explica que el incremento de la actividad en la fraccién
citosélica puede contribuir a la biorremediacion de la planta en compuestos

xenobiadticos.

Con el objeto de mostrar la actividad total obtenida en ambas fracciones
(citosdlica y microsomal) y poder compararla con lo reportado en otros trabajos, en la
Figura 13, se presentan los resultados resumidos, obtenidos de las cinéticas

enzimaticas de EROD CYP450 en las dos fracciones, con y sin hidrocarburos.
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Figura 13. Variaciéon de la actividad especifica (UA) por mg de
proteina: fraccién citosdlica en presencia de hidrocarburos (M);
fracciéon microsomal en presencia de hidrocarburos (¢), suma de las
dos fracciones en presencia de hidrocarburos (®). UA de la fraccion
citosolica sin hidrocarburos (#); fraccion microsomal sin hidrocarburos
(+) y suma de las dos fracciones sin hidrocarburos (A). La
concentracion inicial de HTP fue de: (a) 5 mg g de agrolita seca y
(b) 7mg g de agrolita seca.
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Se conocen pocos trabajos sobre la actividad EROD CYP450 en plantas y
menos todavia relacionados con la enzima que se extrae de la fraccion citosdlica.
Por tal motivo, a continuacion se compara solo la actividad EROD CYP450 en la
fraccion microsomal y en unidades de pkat por mg de proteina en vez del UA
especifica. Didierjean et al., (2002) encontraron en alcachofa Jerusalem en presencia
del inductor aminopirina, que los valores de actividad EROD CYP450 fueron 7.4 pkat
+ 0.41 por mg de proteina en 48 h. En este trabajo, la actividad de EROD CYP450
fue muy similar en orden de magnitud (3.75 pkat £ 0.26 por mg de proteina) a las 96
h. Sin embargo, la actividad inducida EROD CYP450 mas alta en nuestro trabajo se
registro a las 288 h y fue de 17.45 + 0.42 pkat por mg de proteina (1040 £ 25.2 UA
por mg de proteina). Estos resultados sugieren que en C. laxus la actividad EROD

CYP450, es inducida por la presencia de hidrocarburos contaminantes.
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9. Conclusiones

No se observd correlacidon entre la concentracion de hidrocarburos con el

carbono organico total y tampoco con la granulometria del suelo.

En los cultivos con 60% de humedad se obtuvo la mayor remociéon de
hidrocarburos (48%); siendo las fracciones de hidrocarburos alifaticos (60%) y

aromaticos (50%) las que la planta removi6 o transformé preferentemente.

Se demostrd que la exposicion a hidrocarburos del petroleo indujo un aumento
en la actividad EROD CYP450 en C. laxus Lam. Esta actividad se encontrd presente
tanto en la fraccion microsomal (40%) como en la citosdlica (60%) de las raices de

Cyperus laxus.

Se observd una relacion positiva y de trayectoria oscilatoria entre la actividad
enzimatica de EROD CYP450 vy la floracion. Aun se requiere mas investigacion para

entender su significado y los posibles mecanismos implicados.
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10. Recomendaciones

La fitorremediacion es una tecnologia que se utiliza para el mejoramiento de
sitios contaminados con diferentes xenobidticos por lo cual se necesitan aun muchos
estudios para esclarecer los diferentes mecanismos que utiliza la planta frente a los
contaminantes. Por ejemplo, falta investigar los mecanismos de detoxificacion de las
plantas, las diferentes enzimas que participan asi como los intermediarios que se

forman.

Las interacciones entre la planta y los microorganismos no son claras, aun se
desconocen las diferentes relaciones ecolégicas que las plantas establecen, no solo

para su sobrevivencia sino también para la degradacion de moléculas exdgenas.

Hace falta mas informacién experimental para demostrar que la actividad de la
enzima EROD CYP450 es clave en la remocién de hidrocarburos y por lo tanto en la

fitorremediacion.

Con respecto a la actividad EROD CYP450, se conocen diferentes subfamilias
del citocromo P450 que han sido bien estudiadas en animales, pero en plantas aun
faltan estudios que esclarezcan en que reacciones del metabolismo participan estas
enzimas. En lo particular, para asegurar que la actividad EROD CYP450 pertenece a
la subfamilia CYP45076B1 se recomienda identificarla con técnicas de biologia

molecular.

La recomendacion mas importante es tratar de aplicar toda la informacion
generada en el laboratorio a los sitios contaminados para encontrar las mejores

soluciones particulares para la remediacion de dichos sitios.
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