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RESUMEN

La fitorremediacion asistida por microorganismos enddfitos es una tecnologia que permite
la recuperacion de sitios contaminados con compuestos organicos. La eficiencia de esta
tecnologia puede mejorarse a través del establecimiento de asociaciones endoéfitas entre
plantas y microorganismos tolerantes que degraden o estabilicen contaminantes
particulares. Para lo anterior, es posible inducir la asociacion en condiciones in vitro,
permitiendo su establecimiento antes de su uso en sitios contaminados. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de Lewia sp., un ascomiceto, en la asociacion enddfita inducida
con Festuca arundinacea sobre el control del estrés oxidante durante la remocion de una
mezcla de hidrocarburos (MHC) en un suelo modelo. Para lo anterior, primero se
establecieron las condiciones para inducir la asociacion enddfita y determinar la tolerancia
de los organismos a concentraciones crecientes de la MHC, compuesta por hexadecano,
fenantreno y pireno, en un suelo modelo. Posteriormente, plantas solas y asociadas se
expusieron a una concentracién fija de la MHC (800 mg kg?) durante 45 dias, para
cuantificar el dafio oxidante, la defensa antioxidante y la remocion de la MHC. El medio de
cultivo que permitié el mejor desarrollo de plantas, fue el medio con sales completas de
Murashige y Skoog adicionado con 10 g L de sacarosa. En este mismo medio, fue posible
inducir la asociacion enddfita planta-hongo en 15 dias, obteniendo plantas visiblemente
sanas. Al término del periodo de induccién de la asociacién en condiciones in vitro (15 dias),
el hongo incremento significativamente el crecimiento vegetal, la concentracién de H.O, y
de malondialdehido, y causoé la disminucion de la actividad glutation S-transferasa (GST).
Estas respuestas permitieron que Lewia sp. mejorara la tolerancia de las plantas a la MHC
en un suelo modelo. La asociacion de F. arundinacea con Lewia sp. incrementd el
crecimiento y la remocion de hexadecano y pireno en el suelo modelo contaminado a través

de una disminucidn en el estrés oxidante en las plantas expuestas a la MHC.

Palabras clave: asociacion enddfita - Festuca arundinacea - hidrocarburos - Lewia sp. -

estrés oxidante - defensa antioxidante.



Abstract

Endophyte-assisted phytoremediation is a technology that allows the recovery of sites
contaminated with organic compounds. The efficiency of this technology can be improved
through the establishment of endophytic associations between tolerant plants and
microorganisms that degrade or stabilize particular contaminants. For this, it is possible to
induce the association under in vitro conditions, allowing its establishment before its use in
contaminated sites. The aim of this work was to evaluate the effect of Lewia sp., an
ascomycete, on the endophytic association induced with Festuca arundinacea on the control
of oxidative stress during the removal of a hydrocarbon mixture (HCM) in a model soil. Thus,
we first established the conditions to induce the endophytic association and to determine
the tolerance of organisms to different concentrations of HCM, which was composed of
hexadecane, phenanthrene and pyrene, in a model soil. Subsequently, endophyte-free and
endophyte-associated plants were exposed to 800 mg kg of HCM for 45 days, allowing to
guantify oxidant damage, antioxidant defense and HCM removal. The culture medium that
allowed obtaining healthy plants was the Murashige and Skoog medium with complete salts
and 10 g L? of sucrose added. With this same medium, it was possible to induce the plant-
fungus endophytic association in 15 days, obtaining visibly healthy plants. After the induction
period under in vitro conditions (15 days), the fungus significantly increased plant growth,
as well as H>O» and malondialdehyde concentration and, caused a decrease in glutathione
S-transferase (GST) activity. These responses led to an improvement in plant tolerance to
the HCM in a model soil by fungus effect. The association of F. arundinacea with Lewia sp.
increased the growth and the removal of hexadecane and pyrene in the model soil through

of a decrease in the oxidative stress in plants exposed to HCM.

Key words: endophytic association - Festuca arundinacea - hydrocarbons - Lewia sp. -

oxidative stress - antioxidant defense.
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INTRODUCCION
El asentamiento de las poblaciones ha provocado el aumento de la contaminacién y en especial, la
debida a hidrocarburos, como los alifaticos, aromaticos policiclicos (HAP) y otros hidrocarburos
derivados del petréleo. Estos compuestos poseen caracteristicas téxicas para los organismos, ya
gue tienen propiedades mutagénicas y carcinogénicas. Lo anterior ha conducido a las autoridades
ambientales a promover el desarrollo de tecnologias eficientes y econdémicamente factibles que
permitan su eliminacién del ambiente. De hecho, se ha demostrado que la remocién de HAP es mas
rapida en suelos con vegetacién en crecimiento, comparado con suelos sin vegetacion. La
fitorremediacion es una alternativa tecnolégica, en la que se aprovecha la capacidad de las plantas
para extraer, degradar, volatilizar y/o estabilizar contaminantes del aire, agua y suelo. Durante las
Ultimas décadas, se han encontrado varias especies de gramineas (Poaceae) eficaces para la
fitorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos alifaticos y HAP. Una de las mas
estudiadas y utilizadas para tal fin es Festuca arundinacea. Recientemente, se demostré que la
asociacion de esta planta con el hongo enddfito Lewia sp. mejora la eficiencia de la fitorremediacion.
Sin embargo, aun no se conoce el papel de Lewia sp. en el aumento de la tolerancia a HAP en F.

arundinacea.

En este trabajo se evaluaron varias condiciones para la produccién de plantas de F. arundinacea y
para inducir su asociacién enddéfita con Lewia sp. en un medio semisoélido, seleccionando las mejores
condiciones para el establecimiento de la asociacion en un periodo de 15 dias. Posteriormente se
evalud la tolerancia de la planta y la asociacion planta-hongo a una mezcla definida de hidrocarburos
en un suelo modelo. Asimismo, se determiné la influencia del enddfito sobre el estrés oxidante y la
defensa antioxidante de la planta al final del periodo de infeccién (15 dias), asi como durante 45 dias

de exposicion a una mezcla de hidrocarburos.

En el primer capitulo de este documento se presenta una revisién bibliografica que, de manera
general, aborda el tema de la contaminacién de suelos por hidrocarburos, la fitorremediacién como
una alternativa para su remediacion. Se presentan también los aspectos mas relevantes acerca del
dafio oxidante causado por los contaminantes y la defensa antioxidante involucrada en la
detoxificacion. En seguida, se bosqueja el problema a partir del cual se plantea la hipotesis a
demostrar y los objetivos a cumplir. En el capitulo cinco se presenta la estrategia experimental
general y se detallan los materiales y métodos utilizados para alcanzar los objetivos. En el capitulo
seis se presentan y discuten los resultados obtenidos. Finalmente se exponen las conclusiones del

trabajo y las recomendaciones para futuros estudios.
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1.1. El sueloy su contaminacion

El suelo (del latin “solum” que significa piso) es definido como la capa superior de la Tierra que se
distingue de la roca sélida y es el sitio donde las plantas se establecen. Los suelos son formaciones
geoldgicas naturales y desarrolladas bajo condiciones diversas de clima y materiales de origen, y

estan en constante evolucién, lo que justifica su gran variedad (Navarro 2003).

Independientemente de su origen, el suelo tiene la funcién de soportar vegetales y poblaciones de
organismos (macro y micro) y, por ello, el suelo debe tener las condiciones necesarias para su
desarrollo. Con este enfoque, el suelo puede definirse como la mezcla de particulas soélidas
pulverulentas, de agua y de aire. El suelo puede, entonces, considerarse como un sistema disperso,
constituido por tres fases (s6lida, liquida y gaseosa), siendo posible distinguir cuatro componentes:
compuestos minerales, organicos, agua y aire, intimamente ligados, mezclados entre siy originando

un medio ideal para el desarrollo de los organismos y el crecimiento de las plantas (Navarro 2003).

1.1.1 Contaminacion del suelo

La contaminacion es un cambio dafiino en las caracteristicas quimicas, fisicas y bioldgicas del agua,
aire y suelo, comunmente conducen al detrimento en el desarrollo de los organismos que habitan
esos sitios (Lucho-Constantino y col. 2005). En particular, la contaminacion del suelo aumenta como
resultado de su explotacion, el asentamiento de poblaciones y las actividades antropogénicas, lo
gue ha provocado el aumento de residuos que llegan al agua, aire y suelo. Particularmente en
México, como consecuencia de afios de actividad minera y, posteriormente, debido a las actividades
industriales (farmacéutica, quimica basica y petrolera) se han producido grandes cantidades de
residuos peligrosos (RP) (Lucho-Constantino y col. 2005). La generacion de RP se ha incrementado
en los ultimos afios. Tan sdlo en el periodo del 2004 al 2011 se reportaron 1.92 millones de toneladas
de RP resultantes de 68,733 empresas en toda la Republica Mexicana (SEMARNAT 2013). Ademas,
el manejo inadecuado de los RP, el uso industrial de suelo y las emergencias ambientales afectan
de manera inmediata la salud humana. De acuerdo con datos de la Procuraduria Federal de
Proteccion al Ambiente (PROFEPA), en el 2015 se presentaron 1,562 emergencias ambientales, de

las cuales el 85.2% fueron provocadas por derrames de hidrocarburos.

1.1.2 Contaminacion de suelos por hidrocarburos

Hasta 2016, en México, Petr6leos Mexicanos (PEMEX) ha sido el monopolio a cargo de las
actividades de exploracion, transformacion almacenamiento y distribucion de petréleo crudo y sus
derivados. La mala disposicion o manejo de petréleo crudo y de sus derivados impacta

negativamente sobre la calidad del ambiente, provocando contaminacién en el aire, agua y suelo.



En el pais, tan s6lo en 2015, se tenian identificadas 1162 hectareas de suelo contaminado con
petréleo y sus derivados (PEMEX 2016).

El petréleo esta formado principalmente por hidrocarburos, que estan constituidos esencialmente
por atomos de carbono (76 a 86%) e hidrégeno (10 a 14%). Se conoce una gran diversidad de
hidrocarburos alifaticos y arométicos policiclicos (Lee y col. 2008). Los hidrocarburos alifaticos son
cadenas sencillas de carbono e hidrégeno y también se conocen como hidrocarburos saturados, ya
gue sélo presentan un enlace entre carbono e hidrégeno. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP) se encuentran compuestos por dos o mas anillos de benceno fusionados que comparten dos
atomos de carbono. Los HAP se encuentran distribuidos en el suelo porque, ademas de que
provienen de fuentes pirogénicas, por su estructura, pueden quedar retenidos durante afos en los

suelos (Lee y col. 2008).

Uno de los hidrocarburos alifaticos en los residuos de diésel es el hexadecano (CiHss; 226.4 g mol
1. solubilidad en agua a 25°C: 9X10* mg L) (Krummenacher y col. 2003). Estos han sido sefialados
por las normas mexicanas como peligrosos (Ferrera-Cerrato y col. 2007). Por otra parte, los efectos
de los HAP sobre los organismos estan relacionados con su tamafio y estructura. De acuerdo a la
Agencia de Proteccibn Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés), se ha
reportado el potencial mutagénico y carcinogénico de 16 HAP sobre los seres humanos (Lee y col.
2008) (Tabla 1). EI comportamiento de los HAP en el suelo depende de sus propiedades fisicas y
guimicas, ademas de las caracteristicas del suelo donde se encuentran. Todas las propiedades
antes mencionadas son el conjunto que define el tamafo y la distribucién de la contaminacién en

una zona especifica cuando existen derrames de petréleo.

El derrame del petréleo y sus derivados produce una contaminacion constante de suelos que son
utilizados para el cultivo de productos agricolas de consumo humano, representando un gran peligro
para la salud publica, ya que los HAP pueden introducirse en estos productos (Lee y col. 2008).
Debido a los dafios que los HAP pueden causar a la salud, en México se han tomado medidas de
saneamiento en los sitios contaminados; para tal propoésito, por varias décadas, se han investigado

diversas técnicas (Ferrera-Cerrato y col. 2007).

El saneamiento o detoxificacion de los sitios contaminados requiere de investigacion, innovacion y/o
adaptacion de tecnologias que sean amigables con el ambiente y de bajo costo. El uso de procesos
biol6gicos cumple con esos requisitos, sin embargo, existen algunas limitantes que dificultan su
aplicabilidad, como la disponibilidad de nutrientes, el alto contenido de arcillas, la aireacion,

disponibilidad y tiempo de contaminacion.



Tabla 1. Estructura molecular, nombre, masa molecular y solubilidad en agua a 25°C de los 16 HAP considerados

contaminantes prioritarios por la EPA.*

Estructura Nombre Masa molecular Solubilidad (mg L)
molecular (g mol?) en agua
(:O Naftaleno 128.17 31.60
& Acenafteno 154.21 1.91
& Acenaftileno 152.20 3.93
O/_\O Fluoreno 166.20 1.98
m Antraceno 178.20 0.76
@ Fenantreno 178.20 1.20

@ Pireno 202.30 7.7 X102
E:&) Fluoranteno 202.26 0.26
CC(S) Benzo[a]antraceno 228.29 1.0 X 102
CIS:[) Criseno 228.30 2.8 X103
O@ Benzo[b]fluoranteno 252.30 1.2 X 108
C&j Benzo[a]pireno 252.30 2.3X103
@ Benzol[g, h, i]perileno 276.34 2.6 X 10*
61]5) Dibenzol[a, h]antraceno 278.35 5.0 X 10*
()% Indeno[1, 2, 3,-c, 276.30 6.2 X 102

d]pireno
:. Benzo[e]pireno 252.30 6.3 X 10°

*Modificado de Lee y col. (2008).



Como parte de los esfuerzos para mejorar o acelerar la detoxificacién de los sitios contaminados, se
han estudiado plantas tolerantes a los contaminantes, con el fin de favorecer su oxidacion y
degradacion en el suelo (Ferrera-Cerrato y col. 2007). A continuacién, se esbozan algunas de las
razones por las que las plantas han sido seleccionadas para el saneamiento de los suelos

contaminados con hidrocarburos.
1.2. Fitorremediacion de suelos contaminados

La fitorremediacion es una alternativa tecnolédgica en la que se aprovecha la capacidad de las plantas
para extraer, degradar, volatilizar y/o estabilizar contaminantes del aire, agua y suelo. Esta
tecnologia se ha aprovechado para remediar suelos con contaminantes como metales pesados,
residuos radiactivos y compuestos organicos, como hidrocarburos alifaticos y HAP derivados del

petréleo (Lee y col. 2008).

Varias especies de plantas exhiben una tolerancia alta a los contaminantes; entre estas, una de las
familias mas estudiadas es la de las gramineas (Poaceae) (Aprill y Sims 1990). Durante las ultimas
décadas, se han sugerido varias especies de gramineas como plantas eficaces para la
fitorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos alifaticos y HAP (Parrish y col. 2004).
Lo anterior se debe a que poseen sistemas radiculares fibrosos, por lo que la superficie de contacto
con el suelo es mayor, de este modo, también se amplia la superficie de colonizacién de los
microorganismos del suelo en la rizosfera, lo que permite incrementar la interaccion entre la
comunidad microbiana de la rizésfera y el contaminante (Aprill y Sims 1990). Por ejemplo, Parrish y
col. (2004) reportaron que después de 12 meses, aumentaba (24%) la remocién de HAP en un suelo

contaminado utilizando Festuca arundinacea (Schreb.) comparado con un suelo sin plantas.

F. arundinacea (Schreb.) es una graminea originaria de Europa y ampliamente distribuida en
América, de acuerdo a la base de datos Tropicos del Missouri Botanical Garden, esta especie
pertenece a la clase Equisetopsida, con subclase Magnoliidae, superorden Lilianae, orden Poales,

familia Poaceae y subfamilia Pooideae (http://www.tropicos.org/Name/25509613). F. arundinacea

(Schreb) es una graminea perenne amacollada con un tamafio variable (0.5 cm-2 m de alto); tiene
tallos no ramificados, con nodos de color oscuro; con hojas alternas y dispuestas en dos hileras
sobre el tallo, divididas en dos porciones, la anterior (vaina) envuelve al tallo, la parte superior de la
hoja (lamina) es muy larga, angosta, plana o a veces plegada y en su union con la vaina se prolonga
en dos I6bulos, entre la vaina y la lamina, por la cara interna, presenta una prolongacion
membranacea de &pice truncado, llamada ligula; su inflorescencia es panicula, generalmente
angosta y densa, de hasta 40 cm de largo, ubicada en la punta del tallo, compuesta de varias ramitas

ascendentes en las que se disponen varias espiguillas sobre pedicelos muy cortos, el eje y las ramas
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de la inflorescencia son angulosas y asperas al tacto; sus flores son muy pequefas y se encuentran
cubiertas por una serie de bracteas puntiagudas pero sin aristas evidentes; producen una sola
semilla fusionada a la pared del fruto; y su raiz es fibrosa y con tallos subterrdneos (rizomas) cortos
(Walsh 1995). Por sus propiedades nutrimentales F. arundinacea ha sido considerada una graminea
forrajera importante en la produccion extensiva de ganado y en algunos paises se le cultiva con ese
fin (Cuyeu y col. 2013). Es una planta que una vez establecida proporciona cobertura efectiva del
suelo y controla la erosién, mejora la estructura del suelo y retrasa o previene la invasion de la
maleza (Walsh 1995).

Una de las razones por las que F. arundinacea se ha seleccionado como una planta con gran
potencial fitorremediador es porque se ha demostrado que tolera condiciones de estrés tanto bibticas
(patdégenos, herbivoros), como abidticas (salinidad, sequia, contaminantes organicos y metales
pesados, entre otros). Ademas, F. arundinacea puede coexistir con microorganismos enddfitos de
manera natural e inducida, permitiendo mayor tolerancia a las condiciones de estrés. Los
mecanismos de fitorremediacion han podido ser caracterizados utilizando plantas como F.

arundinacea (Pilon-Smits 2005).

1.2.1 Mecanismos de fitorremediacion

Dependiendo del tipo de contaminante, las condiciones climatoldgicas del sitio y el nivel de limpieza
requerido, la fitorremediacién se puede utilizar ya sea como un medio de contencion (rizofiltracion,
fitoestabilizacion) o de remocion (fitoextraccion, fitodegradacion, fitovolatilizacion, fitoestimulacion y
fitorremediacion asistida con microorganismos) de los contaminantes (Pilon-Smits 2005). A

continuacion, se detallan cada los mecanismos de acuerdo con Pilon-Smits (2005).

La rizofiltracion es el uso de las plantas para adsorber y absorber los contaminantes,
principalmente metales, del suelo o del agua a través de las raices. Cuando el sistema radicular de
las plantas esta bien desarrollado, éstas se introducen en el sitio contaminado. A medida que las

raices se van saturando del contaminante, las plantas se cosechan y se disponen de manera segura.

La fitoestabilizacion permite inmovilizar el contaminante en el suelo a través de su absorcién y
acumulacién en las raices, o bien, por su precipitacion en la zona de la rizésfera. Este mecanismo
reduce la biodisponibilidad y movilidad de los contaminantes evitando su migracion a las aguas

subterraneas o al aire.

La fitoextraccion se basa en la absorcion de los contaminantes a través de las raices, para ser
translocados y acumulados en altas concentraciones en los tejidos aéreos de las plantas. Asi se

logra extraer los contaminantes del suelo para concentrarlos y disponerlos de forma segura.



En la fitovolatilizacion, las plantas pueden convertir los contaminantes en formas volatiles que son,

generalmente, menos toxicas Yy liberarlas hacia la atmdsfera, a través de la evapo-transpiracion.

Durante la fitodegradacion, las plantas y los microorganismos asociados degradan los
contaminantes organicos en productos menos toxicos, o bien, los mineralizan hasta CO, y H>O. En
este mecanismo, los contaminantes son metabolizados y transformados dentro de los tejidos
vegetales. La fitodegradacion se ha utilizado para la remocion de diversos hidrocarburos, incluidos
los HAP.

La fitoestimulacion se lleva a cabo porque las raices de las plantas exudan sustancias (azlcares,
acidos carboxilicos y aminoacidos, entre otros) que son aprovechadas por los microorganismos
degradadores de contaminantes que se encuentran cercanos a la rizésfera y el contaminante puede

ser degradado tanto por las plantas como por los microorganismos.

La fitorremediacion asistida por microorganismos se basa en la asociacion entre plantas y
microorganismos como bacterias promotoras del crecimiento vegetal, los hongos microrricicos
arbursculares, bacterias u hongos enddéfitos, que facilitan y pueden mejorar significativamente los

mecanismos de fitorremediacion antes descritos (Glick 2010).

Los mecanismos de fitorremediacion mencionados pueden ocurrir de manera simultdnea en una
misma planta y, para saber qué tan eficiente es la fitorremediacion, existen varios factores de
medicion; entre los mas usados, se encuentra el factor de fitoestabilizacion (FE) y el factor de
translocacion (FT). Uno de los factores cuantitativos mas utilizados para medir la eficiencia de
fitorremediacion de una planta, es el FT con el que se establece la capacidad de una planta para
transportar los contaminantes, a traves del xilema, desde la raiz hasta los tallos, y representa la
concentracion del compuesto en el tallo de la planta. Mientras que el FE, ayuda a determinar la
cantidad del contaminante que es fijada o inmovilizada fuera de la planta. Los mecanismos de
fitorremediacién son el resultado de procesos bioquimicos que se llevan a cabo tanto dentro como

fuera de las células vegetales, que llevan a la detoxificacién de los contaminantes.

1.2.2 Mecanismos de detoxificacion de suelos contaminados con hidrocarburos

Durante la fitorremediacion de suelos contaminados con compuestos organicos, se busca reducir la
concentracion de los contaminantes, lo que puede ocurrir a través de la accion de al menos uno de
los siguientes procesos de detoxificacion: (i) bioquimicos: metabolismo en el interior y exterior
(rizésfera) de la planta (excrecion, conjugacion); transformacion y/o mineralizacion; y (ii) fisico:
absorcion (extraccion y compartimentacion) (Kvesitadze y col. 2009). La detoxificacion bioquimica

puede llevarse a cabo mediante las siguientes etapas.



Activacion. Las moléculas organicas hidrofébicas xenobibticas adquieren grupos funcionales
hidrofilicos (hidroxilos, carboxilos y grupos amino, entre otros), como resultado de una oxidacion,
reduccion o hidrodlisis enzimatica, entre otras. Debido a la adicion del grupo funcional, las moléculas
adquieren polaridad y su toxicidad se modifica. Esto promueve un incremento en la afinidad de las
enzimas que catalizan sus modificaciones posteriormente (Mika y Luthje 2002).

Conjugacioén. Ocurre como un mecanismo basico en la fitorremediacion y consiste en la formacién
de complejos quimicos entre los contaminantes y compuestos intracelulares (proteinas, péptidos,
aminoacidos, acidos organicos, mono, oligo, o poli-sacaridos, lignina), formando enlaces peptidicos,
éter, éster, tio-éter u otro tipo de enlace covalente (Shahrtash 2013). A partir de aqui el conjugado
puede ser secuestrado en un organelo celular o degradado a un compuesto menos téxico para la

planta.

Compartimentacién o secuestro. Implica el almacenamiento (en la mayoria de los casos), en un

compartimento celular, como la vacuola, de los productos resultantes de la conjugacién. Los
conjugados solubles de compuestos toxicos, conjugados a péptidos, azlcares y aminoacidos, son
acumulados en estructuras celulares como las vacuolas. Los conjugados insolubles, conjugados a
lignina, almiddén, pectina, celulosa y xilanos, son excretados de la célula via exocitosis en el
apoplasto para ser acumulados en la pared celular. Este proceso de excrecién, ocurre mediante
transporte activo facilitado, que es controlado por la bomba de ATP y depende de glutation. El
almacenaje de estos compuestos permite que la célula elabore las enzimas necesarias para la

degradacién de los compuestos (Chrikishvili y col. 2006).

Durante los procesos bioquimicos de detoxificacibn de compuestos organicos, participan muchas
enzimas que, en condiciones naturales, intervienen en el metabolismo del ciclo celular de las plantas.
Sin embargo, concentraciones altas de los contaminantes modifican la actividad de esas enzimas,
llevando a la célula a sobre-producir especies reactivas de oxigeno (ERO) y, consecuentemente a

una condicion de estrés oxidante.
1.3. Produccioén de especies reactivas de oxigeno (ERO) y estrés oxidante

La produccion de ERO es una consecuencia inevitable en la vida de los organismos aerobios,
producidas continuamente como productos secundarios de varias vias metabdlicas y también por
algunos sistemas especificos bajo el control celular. Al mismo tiempo, las ERO son degradadas a
través de varios mecanismos, tanto especificos como no especificos, ademéas algunas ERO son

utilizadas como moléculas de sefializacion en la célula (Cheeseman 2006).



Tanto la generacion como la degradacion de ERO se encuentran bajo un control celular estricto,
manteniendo concentraciones bajas (<10® M) en el interior de la célula (Li y Moore 2007). Mas del
90% del oxigeno consumido por los organismos vivos se utiliza para producir energia mediante la
fosforilacion oxidativa, con la accion de la cadena de transporte de electrones, a través de un
mecanismo que involucra la transferencia de cuatro electrones que conducen a la produccion de
ATP y agua. La adicion consecutiva de electrones a la molécula de O, también conduce a la
produccion de agua (pero no de ATP) a través de formas intermediarias del oxigeno, las ERO (Fig.
1). Entre las ERO se incluyen radicales libres como el anién superoxido (*O2 ) y el radical hidroxilo
(*OH), y también especies no radicales, como el peréxido de hidrogeno (H20.) y el oxigeno singulete
(*Oy).

> 2H,0

4H"

— ’02_ . »> H202 = » OH + <OH

2H*

Figura 1. Formas de reduccion del oxigeno en sistemas bioldgicos. La parte superior muestra los cuatro electrones (€) de
la reduccion del oxigeno molecular en la cadena del transporte de é. La parte inferior muestra la adiciéon consecutiva de
un & a una molécula de oxigeno con la formacién de productos intermedios-ERO- anién superdxido (+O2 ), perdéxido de
hidrégeno (H203) y radical hidroxilo (*OH). Al final se aceptan los cuatro & y protones para dar lugar a dos moléculas de
agua. En ambos casos el maximo estado de reduccion del oxigeno se alcanza en la molécula de agua (Li y Moore 2007).

La mayor parte de las ERO (>90%) de los organismos son producidas por la cadena de transporte
de electrones mitocondrial, del reticulo endoplasmico, de la membrana plasmatica nuclear y del
sistema fotosintético (Starkov 2008). Ademas, cantidades menores de ERO se generan por algunas
enzimas como las oxidasas, a través de la auto-oxidacion de diferentes moléculas. Las oxidasas
que producen ERO son NADPH-oxidasas, lipooxigenasas, ciclooxigenasas y xantinoxidasas (Mgller
y col. 2007). En presencia de luz, en los cloroplastos de las plantas se genera la mayor produccién
de ERO. Mientras que, en las partes que no son verdes y durante la oscuridad, las mitocondrias
parecen ser los mayores productores de ERO. Las NADPH-oxidasas de la membrana plasmatica
producen <O, , los cloroplastos producen 'O- en el fotosistema Il y O,  en los fotosistemas | y II.
La mitocondria produce *O, en dos complejos (I y Ill), mientras que los peroxisomas producen *O,
y H20; (Starkov 2008).

Cuando el balance entre la produccion de ERO y su eliminacion se altera a favor de las primeras,

ocurre el llamado estrés oxidante (Almroth y col. 2008). El estrés oxidante es un evento comun en
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muchos estados patoldgicos, incluyendo el envejecimiento, y este conduce a consecuencias
adversas en la célula. Por lo anterior, la investigacion sobre el estrés oxidante se ha hecho cada vez
mas importante, no sélo desde el punto de vista basico, sino también en aspectos aplicados como
la medicina, el deporte, la ciencia, la toxicologia y las ciencias ambientales.

1.3.1 Consecuencias del estrés oxidante

La interaccion de las ERO con los componentes de la célula depende de muchas circunstancias,
tales como su lugar de formacion y su naturaleza. El efecto de las ERO en la célula depende de su
actividad quimica, la que aumenta en el orden siguiente: O.< *O, < H;0, < *OH. El radical 'O,
puede oxidar &cidos grasos poliinsaturados, guanidina presente en el DNA, asi como aminoacidos
(histidina, tirosina, metionina y cisteina). Por su parte el radical *O, dificilmente oxida acidos grasos
poliinsaturados, pero si reacciona facilmente con los centros Fe-S de las proteinas. Mientras que el
H.0O- reacciona poco con los acidos grasos poliinsaturados, puede oxidar facilmente la cisteina de
las proteinas. El radical *OH oxida rapidamente acidos grasos poliinsaturados, DNA, carbohidratos

y proteinas (Mgller y col. 2007).

Los radicales libres pueden reaccionar quimicamente con moléculas similares o con moléculas que
no son radicales, de modo que la reaccion entre un radical libre y una molécula no radical puede ser
(Mgller y col. 2007):

¢ Lareaccion convierte la molécula no radical en una molécula radical.
o Estas reacciones tienden a ser reacciones en cadena: un radical produce otro radical y asi
sucesivamente.

e Laintensidad de la reactividad quimica es variable segun el radical que intervenga.

Asi, la toxicidad del radical O, se atribuye a su interaccién con el peréxido de hidrégeno con el que

reacciona para formar el radical hidroxilo (Reaccion 1).

H,0, + 0, —F=F", .OH + 0, + <OH

Reaccion 1. Reaccion entre el radical superéxido y el peréxido de hidrégeno en presencia de Fe?*, dando como productos

Fe®*, el radical hidroxilo y oxigeno molecular (Minotti y Aust 1987).

El H.O,, es convertido en radical libre (radical hidroxilo, *OH) por medio de las reacciones de Fenton

(Reaccioén 2) o de Haber-Weiss (Reaccion 3), en presencia de Fe?* o Cu?* presentes en la célula.
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Fe* + H,0, » Fe* + +OH + <OH

Reaccion 2. Reaccion de Fenton. El Fe?* es oxidado en presencia de peréxido de hidrégeno para dar como resultado
Fe®* y dos radicales hidroxilos (Minotti y Aust 1987).

‘0, + H,0, H . 0, + *HO + <OH

Reaccién 3. Reaccion de Haber-Weiss para la formacién del radical hidroxilo (Minotti y Aust 1987).

El radical *OH es conocido como la ERO mas reactiva, puesto que ataca y dafia casi todas las
moléculas encontradas en las células y en su vecindad inmediata, conduciendo una reaccién en

cadena que implica dafio celular. Dos ejemplos de oxidacién por el radical «OH son:

e EIl +OH puede atacar el DNA, originando reacciones en cadena que afectan las bases puricas y
las pirimidicas, lo que a su vez, puede conducir a mutaciones.

e EI *OH destruye membranas en una reaccion en cadena que se denomina peroxidacién de
lipidos o lipoperoxidacién. Esto ocurre cuando el *OH se genera cerca de las membranas y
ataca las cadenas laterales de acidos grasos poliinsaturados, dando como resultado un radical

libre del carbono centrado (—C+—) (Fig. 2).

002
|

—C— + 0, —— —C—

Figura 2. Radical libre del carbono centrado en una cadena lateral de acidos grasos poliinsaturados de la membrana

celular que reacciona con el oxigeno molecular formando asi el peroxirradical (Minotti y Aust 1987).

El radical *OH comunmente se combina con oxigeno, generando un nuevo radical conocido como
radical peroxilo o peroxirradical. El peroxirradical puede reaccionar con otras cadenas laterales de
acidos grasos poliinsaturados, continuando la reaccion en cadena para originar hidroperdxidos
lipidicos. Estos alteran la fluidez de la membrana y pueden conducir a su ruptura o generar productos
citotéxicos que dafian las proteinas de las membranas, inactivan receptores, dafian mecanismos de

transduccioén y proteinas de transporte (Starkov 2008).

El inicio de la peroxidacion de los lipidos de membrana requiere de la presencia de hierro en la
célula, por lo que, en condiciones sin estrés, se producen cantidades pequefias de hidroperéxidos
lipidicos o endoperodxidos lipidicos. Los endoperéxidos lipidicos contienen al menos 3 dobles enlaces

de metilenos interrumpidos que pueden dirigir a la formacién del malondialdehido (MDA) como
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producto final. EI MDA es conocido como uno de los subproductos cuantificables de la oxidacion de

los &cidos grasos poliinsaturados de la membrana plasmatica (Minotti y Aust 1987).

De igual manera que los lipidos de membrana, los carbohidratos, el DNA y las proteinas pueden ser
modificadas por las ERO (Cvjetko y col. 2010). La modificacion de las proteinas comienza con la
oxidacién de alguno de sus componentes. Dependiendo de la ERO, la oxidacion de proteinas puede
ser: (i) especifica, como en el caso de la oxidacién catalizada por un metal, que dafia las proteinas
con conjuntos Fe-S o con Fe libre por formacion del radical hidroxilo; (ii) inespecifica, como ocurre
en la oxidacion por radicacion en la que se produce *O; (iii) reversible, como la glutationilaciéon y S-
nitrosilacion; (iv) irreversible, como la carbonilacién, nitracién, formacién de enlaces proteina-
proteina y ruptura de enlaces peptidicos. Las proteinas dafiadas pueden ser reconocidas dentro de
la célula para después ser reparadas; sin embargo, cuando su reparacién es ineficiente las proteinas
oxidadas comienzan a acumularse. La oxidacién de proteinas puede considerarse como un
biomarcador del estrés oxidante ya que se forman grupos carbonilo (cetonas y aldehidos) que
permiten su deteccién (Juszczuk y col. 2008).

El estrés oxidante puede ser originado por la sobre-produccion de ERO, pero también se puede
originar durante el metabolismo de compuestos organicos reducidos como los HAP, ya que, cuando
los HAP son activados pueden dar lugar a moléculas que podrian reaccionar con las biomoléculas

de las plantas y producir compuestos oxidantes (Liu y col. 2009).

1.3.2 Estrés oxidante provocado por hidrocarburos

En las plantas, ademas de ser subproductos citotéxicos, las ERO funcionan como moléculas de
sefalizacién. En condiciones normales, se producen durante la fotosintesis en la cadena de
transporte de electrones en cloroplastos y mitocondrias, y son subproductos de la via metabélica de
los peroxisomas. Debido a que las ERO pueden atacar quimicamente nucleétidos, proteinas,
carbohidratos y acidos grasos, las plantas poseen varios mecanismos para neutralizarlos. Bajo
condiciones anormales, como el ataque de patdégenos, las plantas utilizan niveles bajos de ERO
como moléculas de sefializacién como respuesta defensiva. En tal caso, ocurre una acumulacion de
ERO en el apoplasto de la célula, seguido de la muerte programada del sitio del tejido infectado.
Desde una perspectiva evolutiva, este tipo de respuesta surgioé para restringir, espacialmente, un
ataque microbiano. Las células detectan los niveles de ERO y transmiten las sefiales por
mecanismos que incluyen cambios en el estado de oxidacion y reduccion de la cisteina contenida

en varias proteinas (Tanaka y col. 2006).

La exposicidon a contaminantes puede modificar la produccién de ERO dentro de la célula, debido a

la acumulacion de HO; por accion de la NADPH-oxidasa, o por la inhibicion en la fijacion de CO»
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en el ciclo de Calvin. Cuando esta via metabdlica es inhibida, la reserva disponible de NADP* se
agota, permitiendo asi que la cadena de transporte de electrones disminuya y, en ultima instancia,
conduce a la formacién de ERO en los cloroplastos. Otra posibilidad es la formacién de subproductos
quimicos toxicos durante el metabolismo de los contaminantes (Rodriguez y col. 2005; Liu y col.
2009).

La fitotoxicidad de muchos compuestos quimicos organicos ha sido muy documentada. El interés de
estos estudios se ha centrado en el efecto de los contaminantes sobre el estrés oxidante. El estudio
de Alkio y col. (2005) muestra una clara correlacion entre los cambios morfolégicos de Arabidopsis
thaliana y el estrés oxidante ocasionado por la exposicion a fenantreno. También se ha reportado
incremento en la actividad de enzimas antioxidantes y en los niveles de glutation en Fontinalis
antipiretica expuesta a benzo[a]antraceno y a una mezcla de HAP en un suelo contaminado (Roy y
col. 1994; Roy y col. 1996). Badu y col. (2005) encontraron un efecto sinérgico de una mezcla de
HAP y metales (dihidroxiantraquinona y cobre) sobre la induccion de estrés oxidante en plantas
acuaticas de Lemna gibba. Por su parte, Marti y col. (2009), observaron inhibicién en el crecimiento
de alfalfa, junto con un aumento en la oxidaciéon de proteinas y en la actividad de las enzimas
involucradas en la detoxificacion de HAP por efecto de los hidrocarburos. Liu y col. (2009)
demostraron que la presencia de fenantreno incremento6 la produccién de ERO y la oxidacién de los
lipidos de membrana en A. thaliana. Por otro lado, Hernandez-Ortega y col. (2013) observaron que
la presencia de los hidrocarburos del diésel disminuyeron el crecimiento de plantas de Melilotus
albus, e incrementaron la actividad de enzimas antioxidantes totales y el contenido de compuestos
fendlicos. Liu y col. (2014) observaron que la presencia de una mezcla de HAP (fluoranteno, pireno,
benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno vy
dibenzo[a,h]antraceno) incrementé la actividad de las enzimas deshidrogenasa, peroxidasas y
catalasas de plantas Phoenix sp. Wei y col. (2014) reportaron una disminuciéon mayor al 50% en la
concentracion de clorofilas a y b en plantas Triticum aestivum expuestas a 200 mg kg* de
fenantreno. Tomar y Jajoo (2015) demostraron que los HAP intactos y los HAP-fotomodificados
inhiben la germinacion, el crecimiento y el contenido de pigmentos, asi como las actividades

peroxidasa, superoxido dismutasa, catalasa y glutation reductasa en plantas de T. aestivum.

El estrés oxidante, causado en plantas debido a la presencia de los contaminantes también ocurre
en microorganismos. Sin embargo, el grado de estrés depende de la tolerancia de los organismos a
los contaminantes, y la tolerancia de plantas y microorganismos a los contaminantes esta

relacionada con sus sistemas de defensa antioxidante (Yankova y col. 2002).
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1.4. Ladefensa antioxidante

La defensa antioxidante fue desarrollada en células aerobias para contrarrestar los dafios causados
por la produccién de ERO durante la respiracion. La defensa antioxidante puede ser enzimatica y
no enzimatica. En la defensa no enzimatica, se incluyen compuestos con propiedades
intrinsecamente antioxidantes, tales como las vitaminas C y E, el glutation (GSH) y el B-caroteno
(Pannangpetch y col. 2007). El sistema enzimatico, incluye un conjunto de enzimas entre las que
estan las superéxido dismutasas (SOD, E.C.1.15.1.1), catalasas (CAT, EC.1.11.1.6) y peroxidasas
(POD, EC.1.11.1.7), que protegen directamente a la célula eliminando el radical superoxido y el
peroxido de hidrégeno, respectivamente, para convertirlos en especies menos reactivas (Lee y col.
2007). Las SOD catalizan la dismutacién del O, a H.O. (Reaccién 4), mientras que las CAT y POD
actian reduciendo el H,O; a H20. Por lo tanto, estas tres enzimas sirven como primera linea de

defensa ante las ERO.

= = X3 SOD .
.02 + .02 + 2H 2 02 + H202
Reaccion 4. Dismutacion del Oz a Oz y H202 por la superéxido dismutasa (Dufernez y col. 2008).

La SOD presenta varias isoenzimas, han sido aisladas y caracterizadas en una gran variedad de
organismos. Las isoenzimas cambian dependiendo del metal cofactor metalico que contengan. La
isoforma citosélica, en células eucariotas, cloroplastos y algunos procariotas, contiene Cu/Zn
(Cu/Zn-SOD) en su sitio activo, igual que la forma extracelular (Lee y col. 2007). Existe una forma
mitocondrial Unica de SOD que tiene Mn en su sitio activo (Mn-SOD), que también se puede
encontrar en células procariotas. El tercer grupo, tiene Fe (Ill) (Fe-SOD) y constituye parte del
sistema enzimatico antioxidante de procariotas, algas y cloroplastos de algunas plantas. El cuarto

grupo, tiene Ni (1I/111) (Ni-SOD) y se ha encontrado en estreptomicetos (Dufernez y col. 2008).

A diferencia de otros organismos, que sélo tienen un tipo de SOD en varios compartimentos
celulares, las plantas tienen muchas formas de SOD debido a que estas son codificadas por mas de
un gen, lo que indica que las plantas tienen defensas antioxidantes mas complejas que otros
organismos aerobios (Dufernez y col. 2008). La inactividad de las SOD en las plantas conduce a
fenotipos dafados, incluyendo crecimiento retrasado, dafio fotooxidante, dafio en el DNA,

peroxidacion de lipidos, oxidacién de proteinas y dafio en los sistemas fotosintéticos.

La dismutacion de O, a O,y H,O; por la SOD implica la formaciéon de H,O;, que puede reaccionar
con iones metalicos dando lugar al *OH. Sin embargo, la CAT interviene degradando el H,O, a O, y
H.0O. La mayoria de los organismos aerobios, incluyendo mamiferos, poseen al menos una forma

de CAT con un grupo hemo en su sitio activo (Yankova y col. 2002).
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La CAT es una enzima que descompone H;O2 a un ritmo extremadamente rapido dentro de las
células mediante la reaccidon que se muestra abajo (Reaccion 5). La CAT es una enzima homo-
tetramérica que, en gran parte, se localiza en los peroxisomas de todos los organismos aerobios,
donde hay muchas enzimas productoras de H>O.. La CAT exhibe una alta afinidad por el H202 y
puede actuar sobre este antes de que se difunda a otras partes de la célula. Debido a su amplia
distribucién, conservacion evolutiva y capacidad para degradar rapidamente el H,O,, se ha
propuesto que la CAT desempeiia un papel de suma importancia en los sistemas que permiten que
los organismos vivan en ambientes aerobios. Como en el caso de la SOD, existen multiples
isoenzimas de CAT codificadas por genes especificos en plantas, mientras que los animales

presentan sélo una forma (Yankova y col. 2002).

H,0, + H,0, o » 2H,0 + O,

Reaccion 5. Formacion de agua y oxigeno molecular a partir de perdxido de hidrégeno, en la reaccién catalizada por la

catalasa (Yankova y col. 2002)

Las POD catalizan la oxidacion del H.O a H.O (Reaccion 6), en presencia de un sustrato reducido.
Pertenecen a un grupo extenso de enzimas ubicuas en hongos, plantas y vertebrados. Usualmente
contienen un grupo prostético ferriprotoporfirinico y oxidan diversos sustratos en presencia de H,O;
(Mika y Lithje 2002).

H,0, +R(HO), ko2 » 2H,0 + R(0),

Reaccion 6. Oxidacion de un compuesto con un grupo OH en presencia de perdxido de hidrégeno, reaccion catalizada

por una peroxidasa (Mika y Luthje 2002).

Las POD catalizan reacciones con radicales libres y, en ocasiones, el compuesto oxidado resultante
oxida a otros compuestos organicos (incluidos los hidrocarburos). De hecho, se ha encontrado que
la mayoria de los contaminantes organicos son oxidados por POD en plantas (Stiborova y
Anzenbachlr 1991). Lo anterior se basa en su distribucion ubicua de estas enzimas en las plantas y
en su alta inespecificidad por contaminantes como N,N-dimetilanilina, 3,4-benzopireno, 4-nitro-o-
fenilendiamina, 4-cloroanilina, fenol, aminofluoreno, acetaminofén e hidroxianisoles. En las plantas,
las isoenzimas de POD se producen en las paredes celulares, plasmalema, tonoplasto, membranas

del reticulo endoplasmico, plastidos y citoplasma.

En plantas superiores, la actividad POD se incrementa en respuesta al estrés y participan en la fase
| de detoxificacion de contaminantes (activacion). Entre las multiples funciones de las POD en las

plantas, se encuentra la proteccion de las células de las reacciones oxidantes que ocurren debido a
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la fotosintesis. La gran versatilidad de las POD es su caracteristica predominante y, por lo tanto, no

existe una Unica funcion para estas enzimas multifuncionales (Stiborova y Anzenbachlr 1991).

Otro grupo de enzimas multifuncionales en la célula son las glutatién-S-transferasas (GST). Las GST
(EC.2.5.1.18) de las plantas son enzimas codificadas por una super-familia de genes y se dividen
en cinco clases: fi: GSTF; tau: GSTU; teta: GSTT; zeta: GSTZ y lambda: GSTL. Las GST estan
involucradas en la detoxificacién celular a través de la conjugacion de compuestos enddgenos o
xenobidticos con el tripéptido glutation (GSH) (Shahrtash 2013).

Las GST desempefian un papel muy importante en la fase Il de detoxificacién (conjugacion) de
compuestos xenobidticos. En tal caso, las GST actlan después de que las enzimas de la fase | han
introducido un grupo funcional en los compuestos xenobioticos (activacion). Este grupo funcional
ofrece un centro electrofilico que es atraido por el GSH, en una reaccion catalizada por la GST. La
adicion de GSH a la molécula xenobiética permite que el conjugado sea alojado en la vacuola
durante la fase Il de detoxificacion (compartimentacion) o excretado de la célula. Ademas de
catalizar reacciones de conjugacién con el GSH, las GST pueden funcionar como transportadoras
de auxinas y fenil-propanoides, asi como de antocianinas en la vacuola y en el catabolismo de
tirosina. Pueden servir como moléculas de sefializacion, activando el metabolismo de fenil-
propanoides después de la exposicion a luz ultravioleta. Las GST inducibles por estrés también
tienen actividad peroxidasa, protegiendo asi a las células de la sobreproduccién de ERO, a través
de la detoxificacion de hidroperéxidos organicos de acidos grasos y nucleicos. Los hidroperdxidos
organicos se generan en las plantas durante procesos como la fotosintesis, ataque de patégenos,
la detoxificacion de toxinas y fitoalexinas producidas durante la respuesta hipersensible (Shahrtash
2013).

Se sabe que los compuestos intermediarios de las ERO funcionan como reguladores de la expresion
génica de las GST (Moons 2005). El andlisis de la expresion de GST de clase Lambda,
particularmente durante el dafio oxidante de la célula en arroz, sugiere que varios miembros de esta
familia se expresan diferencialmente durante el crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como
durante el estrés bibtico y abiético (Kumar y col. 2013). Se han encontrado varias isoenzimas de
GST en muchos géneros de hongos de los filos Ascomycota y Basidiomycota, entre los cuales se
ha demostrado una capacidad notable para degradar muchos compuestos organicos complejos
como los HAP (Shahrtash 2013).

Aunado al sistema enzimatico de defensa antioxidante, las plantas producen compuestos
antioxidantes como defensas de segundo nivel que permiten mantener el estado redox de la célula
en condiciones de estrés (Singh y col. 2012). Entre estos, el glutation (GSH) y el ascorbato (ASC)

son los mas importantes, mantienen el balance de oxidacion y reduccioén intracelular a través del
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ciclo ascorbato-glutation (ASC-GSH) o de Halliwell-Asada (Fig. 3). Otras moléculas antioxidantes
importantes son los tocoferoles, flavonoides, carotenoides y alcaloides, que actian mitigando la
acumulacién de ERO (Singh y col. 2012). Todas las plantas y los animales, excepto los primates y
los conejillos de indias, pueden sintetizar acido ascorbico. En las plantas, el ASC, se puede acumular
en concentraciones milimolares tanto en tejidos fotosintéticos como no fotosintéticos (Gao y col.
2012). De las muchas funciones atribuidas al ASC, la de antioxidante es la mas importante, ya que,
reacciona de manera directa con el oxigeno singulete y los radicales superéxido e hidroxilo.

El ciclo ASC-GSH es uno de los mas eficientes sistemas de detoxificacion de ERO y ayuda a
mantener el balance de oxidacion y reduccion en la célula (Singh y col. 2012). El ciclo incluye
enzimas de oxidacién y reduccién, entre las cuales la ascorbato peroxidasa (APX, EC.1.11.1.11) es
la mas abundante, y requiere ascorbato para reducir el H,O, a H>O. El monodehidroascorbato
(MDHA) es reducido a dehidroascorbato por la monodehidroascorbato reductasa (MDHAR,
EC.1.6.5.4), que requiere NADH, o puede descomponerse en ascorbato y dehidroascorbato (DHA).
En seguida, la dehidroascorbato reductasa (DHAR, EC.1.8.5.1) regenera el ascorbato a partir de
DHA, utilizando GSH como reductor. El GSH oxidado, el glutation disulfuro (GSSG), es regenerado
por la glutation reductasa (GR, EC1.6.4.2) en presencia de NADPH como poder reductor.

0, NADH
APX < MDHAR<
H,0+0, MDHA! NAD*
DHA +ASC

NADPH
DHAR < > ‘
GSSG NADP*

ASC

Figura 3. Representacion del ciclo ASC-GSH o de Halliwell-Asada (Singh y col. 2012).

El ascorbato es la forma predominante a pH fisioldgico. Su capacidad antioxidante le permite
reaccionar directamente con ERO, oxidandose sucesivamente a MDHA y DHA. Ademads, el
ascorbato es cofactor de las dioxigenasas y participa en la regulacion del ciclo celular y en la
organogénesis. La regeneracion del ASC en el ciclo requiere de la participacion de GSH, la
coordinacion de estos antioxidantes permite que la célula mantenga un estado de oxidacion y

reduccion que le permita un buen funcionamiento.
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El GSH es un tripéptido (y-glu-cys-gly), cuya utilidad como agente antioxidante consiste en la
actividad multifuncional del a&tomo de azufre en su residuo de cisteina. Se caracteriza por ser el
compuesto tidlico no-proteico més abundante en las células. Presenta una capacidad alta para donar
electrones y, en condiciones normales, el 90% del GSH se encuentra en su estado reducido. Asi, el
GSH proporciona equivalentes reductores para enzimas como glutation-S-transferasas (GST) y
glutatién peroxidasas (G-POX), durante su funcion para reducir peréxidos lipidicos. La G-POX, que
contiene selenio (Se) como cofactor metalico, utiliza los grupos sulfhidrilo (SH) del GSH como
donadores de H* para producir el glutation disulfuro (GSSG) (Almroth y col. 2008). El GSSG es
regenerado por la enzima glutatién reductasa (GR), que utiliza el NADPH* formado en la ruta de las

pentosas fosfato como donador de H* (Fig. 4).

De este modo, el GSH puede reciclarse y participar en otras reacciones, como en la detoxificacion
de contaminantes o manteniendo la fuente de &cido ascérbico en su estado reducido (ciclo del acido
ascorbico). Durante la detoxificacién de contaminantes, el GSH actia como citoprotector a través de
la formacién de conjugados que conducen a un péptido polar no toxico. Esta reaccién (conjugacion)
es catalizada por la accion de las GST.

G-POX

H202 r_\

2GSH GSSG

U NADPH + H*
GR v

Figura 4. Reciclaje de glutation en el ciclo de la enzima glutation peroxidasa (Almroth y col. 2008).

» 2H,0

Para mejorar la eficiencia de la defensa antioxidante tanto enzimética como no enzimatica y con
esto mejorar la fitorremediacién, se han propuesto algunas estrategias: (i) seleccion de plantas con
mayor tolerancia a contaminantes especificos; (i) utilizacion de técnicas agronémicas (como el
ajuste de pH), adicion de fertilizantes y quelantes; (iii) manipulacién genética, como las técnicas de
sobreexpresion de los genes responsables de la resistencia y/o tolerancia o degradacion de
contaminantes; (iv) la asociacion de plantas con microorganismos que resisten, toleran y/o degradan
contaminantes, al mismo tiempo que benefician a la planta (Ferrera-Cerrato y col. 2006; Gao y col.
2011).
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1.5. Fitorremediacion asistida por microorganismos

La posibilidad de aumentar la tolerancia al estrés oxidante de las plantas fitorremediadoras es uno
de los temas criticos en este campo de estudio. Las plantas se han asociado con microorganismos
(bacterias, hongos) de la rizosfera como una estrategia de adaptacion a condiciones adversas
(Tanakay col. 2006), y esto se ha utilizado como una variante de la fitorremediacién, conocida como

fitorremediacion asistida por microorganismos (Glick 2010).

La rizosfera se define como el volumen del suelo adyacente a las raices, que representa una region
de intensa actividad microbiana tanto benéfica como patégena, que afecta el estado fisiologico y el
crecimiento de las plantas (Schnoory col. 1995). En la rizosfera se desarrollan relaciones simbi6ticas
entre microorganismos y plantas, debido a que estas Ultimas exudan nutrimentos (azlcares, acidos
carboxilicos, &cidos grasos, aminoacidos, esteroles, flavonoides y enzimas, entre otros) Utiles para
el metabolismo microbiano. Al mismo tiempo, los microorganismos proveen muchos beneficios para
la planta, ayudando en el crecimiento, regulando la actividad metabdlica de la raiz e influenciando
en las propiedades fisicas y quimicas del suelo y de sus contaminantes. Asi, la degradacién de
compuestos organicos puede ocurrir mas rapidamente en la zona de la rizésfera (Schnoor y col.
1995). Por lo anterior, los microorganismos que habitan en la rizésfera contribuyen de manera

importante en la degradacién de materia organica y material contaminante.

Ademas de que la asociacibn de plantas con rizobacterias aumenta la eficiencia de la
fitorremediacion, debido a que estas bacterias promueven el crecimiento vegetal, y atentan el efecto
téxico de los contaminantes (Debiane y col. 2009), otros microorganismos, entre los que estan los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA), han sido estudiado con el mismo fin. Se ha demostrado
que contrarrestan el estrés de las plantas generado por los contaminantes, ademas de aumentar la
captacién de nutrimentos, la absorcién de agua y la fijacion de nitrégeno. La importancia de los HMA
no solo se debe su efecto benéfico sobre el crecimiento y nutricion de las plantas, sino también a su

capacidad de adaptacion a ecosistemas diversos (Liu y col. 2004; Alarcén y col. 2006).

Otro grupo microbiano que ha recibido atencién creciente en el area de la fitorremediacion asistida
por microorganismos, son los hongos enddfitos (Mei y Flinn 2010). Estos habitan dentro de los
tejidos de las plantas sin causar sintomas de enfermedad (Porras-Alfaro y Bayman 2011). En el caso
particular de los hongos enddfitos, se ha encontrado que mejoran el crecimiento vegetal a través de
mejorar la captacion de nutrimentos, inhibir el crecimiento de fitopatégenos, reducir enfermedades y
aumentar la tolerancia al estrés ambiental por factores como la sequia, salinidad, calor y la presencia
de contaminantes (Rodriguez y col. 2009). Benefician a plantas creciendo bajo condiciones de estrés
provocado por la presencia de contaminantes — metales pesados (Ahmad 2011) y organoclorados

(Becerra-Castro y col. 2013) — o altas concentraciones de sal y sequia (Tiwari y col. 2016), mediante
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el control del estrés oxidante. La colonizacion de los enddfitos en las plantas causa cambios
bioquimicos y modificaciones en la expresién genética, que permiten tanto el establecimiento de la
asociacion como la mejora de la tolerancia a los contaminantes (Dupont y col. 2015).

Hasta ahora, el papel que desempefian los microorganismos endofitos en la fitorremediacion no es
claro (Zhuang y col. 2007), pero se sabe que la eficiencia del proceso puede modificarse debido a:
() la transformacion del contaminante; (ii) la reduccion de su toxicidad mediante el control del estrés
generado; y (iii) la mejora del crecimiento vegetal. El éxito de estas asociaciones en la
fitorremediacion de un suelo depende de la combinacién planta-microorganismo-contaminante y

esta influenciado por las condiciones particulares de cada sitio (Gadd 2007).

La mayoria de los estudios acerca de la fitorremediacion asistida con microorganismos se han
enfocado en la asociacién de plantas como Chichorium intybus o Glycine max cv. Don Mario 4800
con HMA del género Glomus sp. (Debiane y col. 2009; Bressano y col. 2010) o plantas como Festuca
arundinacea en asociacion con el endéfito Neotyphodium coenophialum (Soleimani y col. 2010) bajo
condiciones de estrés por HAP y metales pesados. Sin embargo, la asociacion de F. arundinacea
con N. coenophialum puede desarrollar “festucosis” en ganado vacuno, caballos y ovejas, lo que
provoca disminucion de peso, menores tasas de embarazo y disminucién en la produccion de leche
(Walsh 1995). Particularmente, para el caso de los HAP, pocos son los estudios en los que se reporta
la utilizaciébn de hongos endofitos diferentes a N. coenophialum en asociacion con plantas de F.
arundinacea, por lo que el estudio de otras asociaciones benéficas, no sélo para la planta, puede

proporcionar una alternativa a la fitorremediacion de suelos contaminados.

Recientemente, se reportdé que un hongo enddfito del género Lewia incrementa la tolerancia de F.
arundinacea expuesta a una mezcla de hidrocarburos (Cruz-Hernandez y col. 2013) y que mejoré la
bioacumulacion de plomo y el crecimiento de plantas de Dodonaea viscosa (Rojas-Loria y col. 2011).
Lewia sp. es un hongo ascomiceto de la familia Pleosporaceae, y se ha reportado que el género
incluye varias especies que actian como fitopatégenos (L. avenicola, L. infectoria) que reducen la
calidad de los cultivos, especialmente de gramineas (Kwasna y col. 2006). Ademas, Lewia sp.
también fue identificado como un endodfito de plantas haléfilas como Limonium tetragonum y
Phragmites australis (Khalmuratova y col. 2015). L. infectoria y L. eureka se identificaron como
enddfitos de Betula pendula (Kawasna y col 2008) y Theobroma gileri (Thomas y col. 2008),

respectivamente.

Aungue los estudios reconocen la importancia de los hongos endéfitos en la tolerancia y remocién
de hidrocarburos, aiin no esta claro el papel que desempefian, por lo que resulta relevante contribuir

al conocimiento sobre los mecanismos que permiten mejorar la fitorremediacion asistida con
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microorganismos enddfitos y ofrecer alternativas a la fitorremediacion de suelos contaminados con

hidrocarburos.
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2. JUSTIFICACION
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El conocimiento sobre la respuesta biologica y los mecanismos de tolerancia de las plantas y los
microorganismos a la exposicion de compuestos organicos téxicos, es una herramienta
indispensable para mejorar las estrategias de limpieza de suelos y obtener mejores rendimientos

durante la fitorremediacion.

Varios estudios reconocen la importancia del papel que desempefian los hongos micorrizicos
arbusculares en asociaciébn con las plantas, particularmente en la tolerancia y remocién de
compuestos organicos. Sin embargo, poco se sabe acerca del papel y del potencial de los hongos
endofitos para contrarrestar los efectos negativos de los hidrocarburos en plantas con potencial para

fitorremediacion.

Trabajos previos demostraron que Lewia sp. es un hongo enddéfito que se asocia con F. arundinacea,
en una asociacion inducible en el laboratorio. Asimismo, la aclimatacion de la asociacién a distintas
concentraciones de una mezcla definida de hidrocarburos, durante al menos 45 dias, favorecio la
remocién de hexadecano, fenantreno y pireno (Mendarte-Alquisira y col. 2013). Si bien es cierto que
aun se desconocen los mecanismos por los cuales se obtuvo esta respuesta, es importante resaltar
que la remocion de los hidrocarburos no dependié de la concentracion utilizada durante la
aclimatacion, pero si del tiempo de contacto entre la asociacion F. arundinacea-Lewia sp. y la mezcla

de hidrocarburos.

Se ha confirmado que la presencia de hidrocarburos modifica el metabolismo en las plantas,
provocando estrés. Si tal condiciébn no es controlada, puede conducir a dafios irreparables, e
inclusive a la muerte. Como respuesta al estrés, las plantas han desarrollado mecanismos que
involucran reacciones bioquimicas diversas. Estos mecanismos pueden mejorarse a través de la
asociacion de plantas con hongos enddfitos. Sin embargo, la informacion acerca del papel que
desempefian los hongos enddéfitos en la reduccion del estrés en las plantas durante la

fitorremediacién de hidrocarburos es alin escasa.

Considerando lo anterior, resulta relevante contribuir en el conocimiento acerca de los mecanismos
que permitieron la mayor remociéon de hidrocarburos por la asociacion Festuca arundinacea-Lewia
sp., asi como ofrecer una alternativa promisoria para mejorar la fitorremediacion de suelos

contaminados con hidrocarburos.
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3. HIPOTESIS
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La remocion de una mezcla de hidrocarburos por la asociacién inducida entre Festuca arundinacea

y Lewia sp. aumenta debido a que el hongo favorece el control del estrés oxidante.
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4.0BJETIVOS
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4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de Lewia sp. en la asociacién enddfita inducida con Festuca arundinacea sobre el

control del estrés oxidante durante la remocion de una mezcla de hidrocarburos en un suelo modelo.

4.2 Objetivos especificos

1. Establecer las condiciones particulares para el cultivo in vitro de F. arundinacea y la asociacion

entre F. arundinacea y Lewia sp.
2. Determinar el efecto de la induccion de la asociacion en el crecimiento y el estrés oxidante.

3. Evaluar la tolerancia de F. arundinacea y la asociacion entre F. arundinacea y Lewia sp. a una

mezcla de hidrocarburos.

4. Evaluar el efecto de una mezcla de hidrocarburos sobre el estrés oxidante y la defensa

antioxidante en F. arundinacea y la asociacion entre F. arundinacea y Lewia sp.

5. Correlacionar la defensa antioxidante con la remocioén de hidrocarburos en la asociacién entre

F. arundinacea y Lewia sp.
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5.MATERIALES Y METODOS
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5.1 Estrategia experimental

Para cumplir con el objetivo general del estudio, la estrategia experimental se dividié en cuatro
etapas que se representan con nimero en los recuadros de la Figura 5. En la primera etapa, se
establecieron las condiciones particulares para la obtencion de plantas de F. arundinacea y para la
induccién de la asociacion enddfita entre F. arundinacea y Lewia sp. en medio de cultivo Murashige-
Skoog (MS) semisdlido; asi mismo, se determiné el efecto de la induccién de la asociacion sobre el
estrés oxidante y la defensa antioxidante de la planta. En la segunda etapa, se evalué la tolerancia
de la planta y de la asociacién a concentraciones altas de una mezcla de hidrocarburos (MHC) en
un suelo modelo, de donde se obtuvo la concentracion inhibitoria media (Clso). En la tercera etapa,
se ensayaron varias concentraciones del medio de cultivo (MS), manteniendo la misma relacién C/N,
con el objetivo de incrementar la supervivencia de la planta y la asociaciéon en el suelo modelo sin
contaminantes y, asi, asegurar, en la cuarta etapa, que el estrés generado lo provocan los
hidrocarburos. En la cuarta etapa, se evalué la influencia del enddfito sobre la remocion de
hidrocarburos, el estrés oxidante y la defensa antioxidante de la planta, en presencia de una mezcla
de hidrocarburos.

! ] Lewia sp. ! Crecimiento, dafio oxidante,
: Germinacion i (MS semisclido) i defensa antioxidante
1 : 1

|
- 1 Efecto de la Induccién de la ]

1 Obtencion de plantas de o . I -
s ; ) L ! stablecim
Bemilas de.f: srndinaes Feardtidinacod A o6 EEE: 1o e U UREE,
(Medio MS semisolido) ; ' ’ :

I (Medio Mslsemisélido) o R R S R S R

Y
2 Toleranciaa MHC en E SURSIIVEIERY i
suelo modelo (0-3000 mg kg F————————— > - !
MHC), definicion de Clgy E_ !
I
v v
3 Efecto de los nutrientes 4 Influencia del enddfito en
sobre la supervivencia cinética de remocion de la
(concentracion de nutrientes en MHC (Sub-Clso= 800 mg kg-!
suelo modelo)

L 1
1 1 . - P - 1
Supervivencia, crecimiento + Crecimiento, dafio oxidante, |
y clorosis visible i ! defensa antioxidantey !

i ' i

1 i '

L 1

remocion de hidrocarburos

Figura 5. Estrategia experimental general utilizada para cumplir los objetivos del proyecto. Las etapas se presentan con

namero y las variables respuesta medidas en cada etapa se muestran en los recuadros con linea punteada.
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5.1 Material biolégico
5.1.1 Planta

Las semillas de Festuca arundinacea se adquirieron en la Central de Abasto de la Ciudad de México
y se conservaron a temperatura ambiente hasta su utilizaciébn. Para seleccionar las semillas a
cultivar, se realizé una prueba de pre-viabilidad, donde aquellas que flotaron se descartaron (Cruz-
Hernandez y col. 2013). Las semillas seleccionadas se colocaron en un papel filtro, se sumergieron
en una solucién (2%) de detergente comercial (marca Roma) por 20 min con agitacion constante, y
se lavaron con abundante agua de la llave. Bajo una campana de flujo laminar, el sobre con las
semillas se sumergio en etanol 70% (v/v) durante 30 s, seguido por una solucion de hipoclorito de
sodio 1.2% (v/v) adicionado con 0.1 mL de Tween-20 estéril por 30 min. El sobre se lavo
repetidamente con 150 mL de agua desionizada estéril y se abrié sobre una caja de Petri estéril y

vacia, donde se mantuvieron hasta su siembra.

5.1.2 Hongo

Se inocul6 la cepa del hongo filamentoso Lewia sp., aislado de semillas de F. arundinacea y
conservado en el laboratorio W-108 de la UAM. Para su conservacion, la cepa se sembr6 en medios
de agar papa dextrosa (PDA) y medio Murashige y Skoog (MS, Sigma-Aldrich) (Murashige y Skoog
1962) con sacarosa (Sigma-Aldrich) (pH 5.7+0.1), después de 15 dias de crecimiento se obtuvieron
cuadros de 1 X 1 cm que se sumergieron en agua destilada estéril, los tubos con agua se
mantuvieron a 4 °C. Para la propagacion de la cepa, se tom6 un cuadro con la biomasa de Lewia
sp. y se colocd en una caja con medio MS y 10 g L de sacarosa (Sigma-Aldrich) y se incubaron
durante 15 dias a 30 °C. Para la preparacion del in6culo, se tomaron 65 discos de 5 mm de la
periferia de las colonias formadas y se colocaron en tubos con perlas de vidrio y solucion isotonica
para dispersar el micelio hasta obtener una suspensién homogénea. Dos mL de esta suspension

(10.1 £ 0.1 mg mL?) se utilizaron como in6culo para las plantas.

5.2 Medios de cultivo

Durante las etapas del estudio, se utilizaron 12 medios de cultivo diferentes. Para la primera etapa
(obtencién de plantas y establecimiento de la asociacion), la siembra de las semillas desinfestadas
y la induccién de la asociacion se realizaron en cajas Magenta que contenian medio MS completo y
medio MS con la mitad de la concentracion (¥2MS) con 5, 10, 20y 30 g L de sacarosa cada medio.
El pH de cada medio se ajustd a 5.7+0.1 con KOH 1 N y se agregaron 1.8 g L de Phytagel (Sigma-
Aldrich) como agente gelificante. Cada caja Magenta se adicioné con 80 mL de medio MS y se
esteriliz6 a 15 Ib in2 durante 15 min. Se colocaron 16 semillas por caja Magenta y se incubaron

durante 15 dias con fotoperiodos de 16 h (50 umol m? s) a 25 + 1 °C. La germinaciéon se monitore6
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durante ese periodo. La nomenclatura y composicion de los medios utilizados se muestra en la Tabla
2. Para la segunda etapa (evaluacion de la tolerancia de la planta y la asociacion a una mezcla de
hidrocarburos en suelo modelo), se utilizé6 el medio cuya C/N permitié la mayor germinacion y la
induccién de la asociacién en al menos 15 dias, pero concentrado 3 veces (3X) para mantener la
misma cantidad de nutrientes que en el cultivo semisdlido. Durante la tercera etapa (aumento en
supervivencia en suelo modelo sin contaminantes), se probaron cuatro medios con concentracion
diferente de sales y sacarosa, pero con la misma relaciéon C/N (3X, 4X, 5X y 6X) para aumentar la
supervivencia de plantas en ausencia de hidrocarburos en suelo modelo. Durante la cuarta etapa se

utilizé el medio seleccionado en la etapa tres.

Tabla 2. Concentracién de sacarosa y de nutrientes, y relacion carbono/nitrégeno (C/N) resultante para los medios de
cultivo en los tratamientos. El 1 representa la concentracion de sales de MS completa recomendada por el proveedor, Y2
representa la mitad de la concentracion de las sales, los tratamientos 3X al 6X son las veces que se concentraron los

nutrientes en el suelo modelo. *

Tratamiento Sacarosa (g L) Relacion C/N
2.5-1 5 2.5
5-1 10 5
10-1 20 10
15-1 30 15
5-Y5 5 5
10-Y2 10 10
20-Y 20 20
30-% 30 30
3X 30 5
4X 40 5
5X 50 5
6X 60 5

*La composicion de las sales de MS de acuerdo al proveedor (Sigma-Aldrich) se muestra en el Anexo I.

5.3 Induccién de la asociacién

Con el proposito de determinar el tiempo necesario para establecer la asociacion entre F.
arundinacea y Lewia sp. en medio semisolido, se evalud el efecto de la relacion C/N en el medio de
cultivo (Tabla 2) sobre el tiempo en el que se formo la asociacién enddfita. La induccion de la
asociacion entre F. arundinacea y Lewia sp., se realizé en cajas Magenta que contenian medio MS
y sacarosa con relacion de C/N diferente (Tabla 2). En el medio cercano a la raiz de las plantas de

15 dias de edad se inocularon 2 mL de la suspension de Lewia sp. Las plantas permanecieron en
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contacto con la suspensién durante 5, 10 ,15 y 20 dias con fotoperiodos de 16 h (50 umol m? s) a
25 = 1 °C. Al finalizar cada tiempo de contacto se determiné si la asociacion se habia formado,
verificando la presencia del micelio en el interior de las raices y tallos de las plantas. Con base en
estos resultados, se seleccioné el medio donde se obtuvo el mayor niamero de plantas con

apariencia sana y el establecimiento de la asociacién enddfita en el menor tiempo.

Una vez seleccionado el medio de cultivo MS con C/N de 5 (5-1), que permitio la obtencion de plantas
y la asociacion en el menor tiempo de cultivo (15 dias) en medio semisdlido, se realiz6 una nueva
siembra de semillas en este medio. Las plantas y la asociacion obtenidas fueron utilizadas para los

experimentos en suelo modelo, cuyas condiciones de cultivo se describen mas adelante.

5.3.1 Pruebas de endofiticidad

Para determinar el caracter endéfito de la asociacion, asi como para verificar el tiempo en el que
ésta se establece, se siguid el procedimiento descrito a continuacién (Lucero y col. 2006). Bajo
campana de flujo laminar, las plantas en contacto con el hongo se cosecharon, se retird el exceso
de hongo y se separaron las raices de los tallos. Una vez separados, raices y tallos se desinfestaron
superficialmente con una solucién de etanol 70% por 30 s, seguido de una solucién de hipoclorito
de sodio 1.2% (v/v) por 10 min y se finalizdé con un enjuague con agua destilada estéril por 1 min.
Se cortaron segmentos de raiz y tallo de 1cm de longitud que fueron identificados como zonas con
los siguientes nombres: 1) zona de maduracién o diferenciacién, 2) zona de elongacion, 3) zona de
elongacién cercana a la zona apical y 4) zona apical o de division celular (Fig. 6). Cada segmento
se colocO sobre cajas Petri con medio PDA, para corroborar la desinfestacion superficial vy,
posteriormente, se sembraron en cajas con medio PDA. Las cajas con el material vegetal se
mantuvieron durante 20 dias a 30 °C y el crecimiento fangico a partir de los extremos de los cortes

se verificd cada 24 h.

1) Zona de maduracion
o diferenciacion

|2) Zona de elongacion

3) Zona de elongacion
cercana a zona apical

4) Zona apical o
de division celular

Figura 6. Criterios para la division de las a) raices y b) tallos para verificar la endofiticidad de Lewia sp. en plantas de F.
arundinacea: 1) zona de maduracién o diferenciacion, 2) zona de elongacion, 3) zona de elongacion cercana a la zona

apical y 4) zona apical o de division celular
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5.4 Preparacion del sistema de cultivo
5.4.1 Suelo modelo

Con el fin de evaluar la tolerancia de F. arundinacea y la asociacion enddfita inducida entre F.
arundinacea y Lewia sp., a una mezcla de hidrocarburos definida en un suelo modelo, se utilizd un
suelo modelo compuesto por una mezcla de arena:agrolita (1:1 v/v). La arena de silice, tamizada
hasta un tamafo de particula entre 0.42 y 2 mm @, se tratd por 24 h con una solucion de acido
clorhidrico (10%, v/v) para eliminar el carbonato de calcio y la materia organica. La arena se lavo 10
veces con agua de la llave y 10 veces con agua destilada para eliminar el HCI, con lo que se aseguré
que el pH final del agua de lavado fuera cercano a 7. La agrolita se tamizé para obtener un tamafio
de particula entre 0.4 y 2.8 mm @, para favorecer el anclaje de las raices al suelo. Ya tamizada, se
lavé con agua destilada caliente para retirar las impurezas. Tanto la arena como la agrolita se
secaron durante 96 h a 60 °C. La mezcla arena:agrolita se impregné con medio MS con sacarosa
hasta alcanzar 30% de humedad.

5.4.2 Mezcla de hidrocarburos

La mezcla de hidrocarburos (MHC) incluyé hexadecano (HXD, pureza 99%) un hidrocarburo de
cadena lineal, y dos hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), fenantreno (PHE, con una pureza
mayor a 96%) y pireno (PYR con una pureza mayor a 98%) en una proporcion 2:1:0.5. El HXD es
un compuesto que se encuentra en proporciones altas en los residuos de diésel (Krummenacher y
col. 2003), mientras que los HAP han sido reportados como compuestos carcinogénicos encontrados
en sitios contaminados (Garcia-Gomez y col. 2004). Todos los reactivos fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich. Los compuestos fueron disueltos en acetona (J.T. Baker, pureza > 99%) para adicionarlos
al suelo modelo.

5.5 Determinacién de latolerancia a una mezcla de hidrocarburos

La tolerancia de F. arundinacea y la asociacion F. arundinacea-Lewia sp. se determiné mediante la
cuantificacion de la supervivencia, el crecimiento y la concentracion de clorofilas (apartado 5.7) en
plantas crecidas con concentraciones crecientes de la MHC. La tolerancia se cuantificé a través de
la concentracion inhibitoria media (Clsg), en este caso de la MHC, que es la concentracion necesaria

para inhibir en un 50% una variable determinada (Baud-Grasset y col. 1993).

Para lo anterior, las plantas de 30 dias asociadas y no asociadas, obtenidas en medio semisdlido,
se transfirieron a cajas Magenta (Sigma-Aldrich) con suelo modelo preparado en las condiciones
mencionadas en el apartado 5.4. La MHC se afiadio a cada caja (Tabla 3) antes de su esterilizacion

a 15 Ib in? durante 15 min. Se verificd la concentracion de los hidrocarburos en el suelo modelo
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utilizando la metodologia descrita en el apartado 5.11, obteniendo que la concentracion inicial teérica
fue diferente a la cuantificada disponible (Tabla 3), ya que los hidrocarburos se sorbieron en el suelo
modelo y las unidades experimentales.

Tabla 3. Concentraciones iniciales tedricas y disponibles de la mezcla de hidrocarburos (MHC) afiadida al suelo modelo

para la evaluacién de la tolerancia de F. arundinacea y la asociacién F. arundinacea-Lewia sp. a los contaminantes.

Concentracion inicial tedrica Concentracion inicial disponible

(mg kg™) (mg kg™)
0 0
375 160
750 319
1000 425
1500 638
3000 1276

Cada caja Magenta contenia 16 plantas asociadas o no asociadas, cada concentracion de la MHC
se preparo por triplicado. Las unidades experimentales se mantuvieron durante 45 diasa 25+ 1 °C
con fotoperiodos de 16 h (50 umol m? s) en una camara de crecimiento. Después de este periodo,
las plantas se cosecharon y se cuantificd la supervivencia, el crecimiento y la concentracién de

clorofilas (apartado 5.7).

Una vez que se cuantificé la tolerancia de F. arundinacea y la asociaciéon F. arundinacea-Lewia sp.
ala MHC se seleccion6 una concentracion sub-inhibitoria (sub-Clsg) con el fin de evaluar la influencia
de la asociacion enddfita sobre F. arundinacea durante una cinética de remocién de la MHC en el
suelo modelo. La sub-Clso (800 mg kg™ inicial teéricos= 275.7 mg kg™ disponibles), se seleccion6
para inducir cambios en las respuestas de defensa de la planta, pero sin inhibir el crecimiento, que

en este estudio fue la variable mas sensible a la MHC.

5.6 Cinéticade remocidon de hidrocarburos

La cinética de remocion de la MHC se llevo a cabo en frascos de vidrio conteniendo el suelo modelo
contaminado con la sub-Clso. Las plantas de 30 dias asociadas y no asociadas, obtenidas en medio
semisolido se transfirieron a las unidades experimentales (UE). Las UE utilizadas para la cinética
fueron frascos de vidrio con el suelo modelo y 12 plantas cada una. Las plantas asociadas o0 no
asociadas fueron expuestas a la MHC durante 0, 7, 14, 21, 28 y 45 dias e incubadas bajo las
condiciones anteriores. Para los tiempos 0 y 7, se cosecharon 60 plantas de cada tratamiento, las
cuales se separaron en raices y tallos para determinar el estrés oxidante (apartado 5.9), actividades

enzimaticas (apartado 5.10) y el crecimiento mediante la produccion de biomasa (apartado 5.7.2).
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Para los tiempos de 14, 21, 28 y 45 dias, se cosecharon 36 plantas de cada tratamiento, las cuales
se separaron en raices y tallos para determinar el contenido de malondialdehido (apartado 5.9.2), la
actividad enzimética (apartado 5.10) y el crecimiento mediante la produccion de biomasa (apartado
5.7.2). Para cada tiempo (0 a 45 dias) se determiné la remocion de la MHC (apartado 5.11).

5.7 Determinacion de la supervivenciay el crecimiento

Al tiempo final de cada tratamiento, las plantas de F. arundinacea y F. arundinacea con Lewia sp.
se cosecharon cuidadosamente, se lavaron con agua destilada y se separaron en raices y tallos

para determinar la supervivencia, el crecimiento y el contenido de clorofilas.

5.7.1 Supervivencia

Para cuantificar la supervivencia de F. arundinacea y la asociacion entre F. arundinacea y Lewia sp.
se consideraron aquellas plantas con color verde como vivas, mientras que las plantas cloréticas en

su totalidad fueron consideradas como muertas.

5.7.2 Crecimiento

El crecimiento se cuantific6 midiendo la biomasa y elongacion de raices y tallos por separado. La
biomasa seca (BS), se termin6 después de secarse los tejidos vegetales en una estufa (60°C, 48 h).
La elongacion de los tallos se obtuvo midiendo desde la unién del coledptilo con la raiz hasta el final
del &pice de la hoja primaria. La elongacion de la raiz se obtuvo midiendo desde la separacion del

colebptilo hasta el 4pice de la raiz primaria (Fig.7).

Apice de raiz primaria Coledptilo Apice de hoja primaria

Figura 7. Criterios considerados para cuantificar la longitud de las raices (desde la separacion del coledptilo hasta el apice

de la raiz primaria) y tallos (desde la unién del coledptilo con la raiz hasta el final del apice de la hoja primaria).

5.7.3 Clorofilas

Se cosecharon tres plantas de cada tratamiento para la extraccion y cuantificacion de clorofilas. Para
lo anterior, los tallos frescos se pesaron por separado, se colocaron en un mortero, se adicionaron
2 mL de metanol frio y se trituraron con ayuda de un pistilo. El contenido del mortero se transfirié a
un tubo de ensaye de plastico con tapon, y los restos en el mortero y el pistilo se enjuagaron con 1.5

mL de metanol que se afiadieron al tubo de ensaye anterior. Los tubos con el extracto de clorofilas
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se centrifugaron a 804 g por 10 min a 4 °C. Se recupero el sobrenadante, se colocé en otro tubo de
ensaye Yy la biomasa sedimentada se lavé con 1 mL de metanol frio y se centrifugd (804 g por 10
min a 4 °C). Se recupero el sobrenadante y se colocé con el resto de las clorofilas extraidas, las

muestras se llevaron a un volumen total de 8 mL con metanol frio medido con una micropipeta.

Para cuantificar la concentracion de clorofilas, mediante espectrofotometria (50 Conc, Varian) se
colocd 1 mL de la solucién en una celda de plastico de 1 cm. Las lecturas de cada muestra se
realizaron a 665 y 652 nm, para determinar la concentracion de clorofila a y b, respectivamente,
mediante las ecuaciones propuestas por Porra y col. (1989):

Chla = 16.29XA%652 — 8,56X 46520 (1)
Chl b = 30.66XA%>%0 — 13.58XA4%652 (2)

5.8 Preparacion de extractos crudos libres de células

Con el fin de obtener extractos libres de células, para cada tratamiento, se separaron tallos de raices,
y aproximadamente 100 mg del tejido fresco se pulverizé con nitrégeno liquido. El tejido fue
homogenizado con amortiguador de fosfatos de sodio frio (50 mM, pH 7) con polivinilpirrolidona (1%
PVP, Sigma-Aldrich) e inhibidor de proteasas (P8215, Sigma-Aldrich, 5 pL por 100 mg de tejido
fresco). EI homogenizado fue tratado en un disruptor celular (Mikro-Dismembrator U, Sartorius) por
2 min a 2000 rpm y posteriormente se centrifugd (10629 g, 4°C, 10 min). El sobrenadante resultante
(extracto crudo, EC) fue usado para medir el contenido de proteina en un lector de microplaca
(ELx808, Bio-Tek) por el método de Lowry y col. (1951) modificado (Liu y col. 2009), usando un kit

comercial (Bio-Rad) y albimina sérica bovina como estandar.

5.9 Determinacién de estrés oxidante
5.9.1 Perdxido de hidrégeno

El ensayo de H,0: se realiz6 mezclando el EC con KCN 5 mM para inhibir las actividades catalasa
(CAT) y peroxidasas (POD). Se mezclaron 250uL del EC con la solucion de reaccion que contenia
sulfato ferroso amonico (250 uM), sorbitol (100 uM) y naranja de xilenol (100 uM) en acido sulftrico
25 uM y etanol 1%. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente por 30 min, el complejo formado
entre el Fe y el naranja de xilenol se cuantificd espectrofotométricamente (50 Conc Varian) a 560
nm. El resultado se compar6 con una curva estandar de H.O- realizada en un intervalo de 0.5 a 80
MM (Cheeseman 2006).
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5.9.2 Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos de membrana se cuantific6 mediante el contenido de MDA en el EC. El
EC en este caso, se obtuvo homogenizando 100 mg de tejido fresco en amortiguador Tris-HCI 20
mM (pH 7.4) con 10 pL de hidroxitolueno butilado 500 mM. La suspensién se centrifugd a 20817 g
(4 °C, 15 min). La mezcla de reaccion contenia 0.1 mL del EC en 200 mL de solucion de reaccion
(acido tricloroacético 15% (TCA), acido tiobarbiturico 0.5% (TBA) y HCI 0.25 N). La mezcla se incub6
a 90 °C por 25 min y el croméforo producido se cuantificé espectrofotométricamente a 535 nm. El
contenido de MDA se estim6 considerando un coeficiente de extincion molar (¢) de 155 mM* cm?
(Buege y Aust 1978).

5.9.3 Proteinas oxidadas

El contenido de proteinas oxidadas se determindé mediante la cuantificacién de los grupos carbonilo
(grupos CO) en proteinas (Juszczuk y col. 2008). Los grupos CO reaccionan con la 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) generando el conjugado proteina-hidrazona (proteina-DPH) que
absorbe a 375 nm. La mezcla de reaccion contenia la cantidad adecuada del EC equivalente a 20
ug de proteina 'y 750 uL de DNPH 10 mM en HCI 2 M. Los grupos CO se estimaron considerando
un e =22 mM?* cm? (Juszczuk y col. 2008).

5.10 Actividades enzimaticas

5.10.1 Supero6xido dismutasa

La actividad superéxido dismutasa (SOD) se determiné espectrofotométricamente a 450 nm con un
kit comercial (19160, Sigma). El ensayo utiliza la sal de tetrasolio soluble en agua (WST-1), que
produce formazan soluble en agua después de la reduccion del radical superéxido (O, ). La tasa
de reduccion del *O, esta relacionada linealmente con la actividad xantina oxidasa, que es inhibida
por la SOD. Los resultados se compararon con una curva estandar de SOD realizada bajo las
mismas condiciones. Una unidad SOD se definié como la cantidad de enzima necesaria para inhibir

en un 50% la reduccion del O, por minuto a 25°Cy pH 7.

5.10.2 Peroxidasas totales

La actividad peroxidasa (POD) se midi6 de acuerdo con el método propuesto por Chance y Maehly
(1955), usando guayacol como donador de H*. La oxidacién del guayacol a tetra-guayacol es
catalizada por las POD en presencia de H.O; y se determiné a 450 nm por 4 min en lector de
microplacas. La mezcla de reaccion contenia 200 uL de amortiguador de fosfatos de sodio (50 mM,

pH 7), 10 pyL de guayacol al 1% y 10 pL de EC. La actividad POD se calcul6 considerando un € =
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26.6 mM* cm? (Chance y Maehly 1955). Una unidad de actividad POD se define como la cantidad
de enzima que cataliza la formacion de 1 pmol de tetraguayacol por minuto a 25°Cy pH 7.

5.10.3 Glutation S-transferasa

La actividad Glutation S-transferasa (GST) se determiné utilizando un kit comercial (CS0410,
Sigma). La conjugacion del glutation (GSH) con 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) catalizada por la
GST fue espectrofotométricamente monitoreada a 340 nm por 4 min. La mezcla de reaccién contenia
10 pL de EC y 180 pL de solucion de reaccion (GSH 200 mM y CDNB 100 mM en amortiguador
Dulbecco a pH 7). La actividad GST se calcul6 con la tasa de reaccion inicial considerando un € =
9.6 mM* cm™ (Habig y Jakoby 1981). Una unidad de GST se define como la cantidad de enzima

necesaria para catalizar la formacion de 1 nmol del conjugado GS-DNB por minuto a 25°Cy pH 7.

5.10.4 Estimacion de indices relativos de actividad enziméatica

Con el fin de evaluar el efecto de Lewia sp. o la MHC sobre la actividad enzimatica de F. arundinacea,
se estimaron cuatro indices relativos relacionando las actividades enziméaticas obtenidas en cada

tratamiento realizado en el suelo modelo.

I, =((Fa—L)/Fa)—1 3)
I, = ((Fa— L+ MHC) / (Fa + MHC) -1 (4)
I; = ((Fa + MHC) / Fa ) — 1 (5)
I, = ((Fa—L + MHC) / (Fa—1L) )—1 (6)

Donde,

Fa, corresponde a la planta sola.

Fa-L, corresponde a la asociacion enddfita planta-hongo.

Fa + MHC, corresponde a la planta sola expuesta a la mezcla de hidrocarburos, y

Fa-L + MHC, corresponde a la asociaciéon enddfita planta-hongo expuesta a la mezcla de

hidrocarburos.

Las ecuaciones (3) y (4) estiman el efecto de Lewia sp. sobre plantas de F. arundinacea cultivadas
en ausencia y en presencia de la MHC, respectivamente. Las ecuaciones (5) y (6) son una medida

del efecto de la MHC sobre F. arundinacea creciendo sin o con Lewia sp., respectivamente.
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5.11 Extracciony cuantificacion de hidrocarburos

Para extraer la MHC residual del soporte modelo, se realiz6 una extraccién con solventes asistida
con microondas (MARS Xpress, CEM). Para lo anterior, a 5 g de suelo modelo seco se les
adicionaron 30 mL de una mezcla diclorometano:acetona (DCM:acetona, 1:1 v/v) y se procesaron a
175-200 psig y 150 °C por 30 min. El volumen se concentré en un rotavapor (BUCHI, V-800) y al
volumen obtenido se le adicion6 DCM (10 mL), posteriormente, se tomaron 2 mL de la mezcla final

para la cuantificacion de los hidrocarburos (Cruz-Hernandez y col. 2013).

Los hidrocarburos extraidos se cuantificaron utilizando un cromatografo de gases (Shimadzu GC-2010
Plus) con un detector de ionizacion de llama (FID) y una columna DB-H1T (15 m, 0.25 mm de diametro
interno x 0.10 um de espesor de pelicula, Agilent). Se utiliz6 nitrbgeno como gas acarreador,
alimentado a una tasa de 2.0 mL min™. La inyeccién de las alicuotas fue de 1 pL en modo splitless con
un auto-inyector (Shimadzu AOC-20i). El programa usado para la adquisicion y tratamiento de datos
fue LabSolutions Direct. Las condiciones de operacién del cromatdografo fueron las siguientes:
temperatura inicial del horno de 100°C (2 min); la temperatura se aumenté a 200 °C a 20 °C min con
un tiempo de permanencia de 1 min a esta temperatura; la temperatura del inyector y detector fue de
300 °C.

5.12 Analisis estadistico

Cada tratamiento se aplic6 de manera aleatoria por triplicado. Se determind normalidad y
homocedasticidad de los datos, una vez que se demostré que cumplian los requisitos para realizar
pruebas paramétricas, se realizdé una prueba t-Student (P<0.05) para comparar las medias de las
variables medidas en plantas obtenidas en medio MS donde se indujo la asociaciéon endodfita. Los
resultados derivados de las plantas que crecieron en suelo modelo durante la cinética fueron
analizados usando ANOVA seguido de la comparaciéon de medias usando la prueba Tukey-B
(a=0.05). La correlacion entre variables se realiz6 calculando coeficientes de Pearson, para dos
variables dependientes. Las diferencias entre las medias se indican con letras diferentes o
asteriscos. Los resultados se presentan como las medias con su desviacion estandar (DE)
correspondiente. Los analisis se realizaron usando el programa SPSS, version PAWS 18 (IBM
SPSS-IBM Corp, Armonk, 2009).
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6. RESULTADOS
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6.1 Establecimiento de la asociacion F. arundinacea-Lewia sp.

Esta confirmado que las condiciones de cultivo son determinantes para el crecimiento de plantas y
microorganismos en un laboratorio; estas condiciones pueden ser manipuladas y se relacionan con
factores internos y externos que permiten el establecimiento y crecimiento controlado de los
organismos. Entre los factores internos destacan la viabilidad y el vigor de los organismos. Entre los
factores externos la temperatura, asi como la disponibilidad de agua y nutrientes (Rai y col. 2008)
son relevantes. En el caso de las plantas, las semillas son las estructuras que dan lugar a la
propagacion sexual de las plantas y tienen la funcién de multiplicar la especie (Hardegree y Vactor
1999). Por ello, resulta importante establecer las condiciones de cultivo de semillas para la obtencion
de plantas sanas y la formacion de asociaciones entre plantas y microorganismos.

6.1.1 Efecto de lacomposicion del medio sobre la germinacion

Las semillas dan lugar a un nuevo individuo, perpetuando y multiplicando a una especie. Para que
una semilla pueda dar lugar a un individuo, las condiciones deben ser adecuadas. Dichas
condiciones tienen que ver con factores ecoldgicos apropiados para la germinacion, principalmente
luz, humedad, sales minerales y temperatura (Hardegree y Vactor 1999). Con el objetivo de
establecer las condiciones para la obtencién de plantas sanas en tiempos cortos, las semillas de F.
arundinacea se sembraron en ocho medios con relacién carbono/nitrogeno (C/N) variable,
modificando la concentracion de sacarosa y sales del medio MS. En la Figura 8 se muestra el indice
de germinacion de semillas de F. arundinacea, con respecto al tiempo, en cada uno de los medios.
En los primeros dos dias, la germinacion varié de 10 a 50%, siendo el medio con C/N de 5y las
sales MS 100% (5-1) donde se alcanzé la mayor germinacién. Después de 8 dias, el mayor nUmero
de semillas germinadas se obtuvo en el medio 5-1 alcanzando el 83%, mientras que, en el resto de
los medios, la germinacion varié entre 15y 73% en el mismo periodo. Después de 14 dias de cultivo,

en ningun tratamiento se alcanzé la germinacion obtenida en el medio 5-1 (83%)

Hawker, (1971) obtuvo indices de germinacion mayores en semillas de maiz, en un medio con baja
relacion carbono-nitrégeno (C/N). Dekkers y col. (2004) reportaron mayores indices de germinacién
de semillas de Arabidopsis thaliana en medios con contenido bajo de glucosa. La diferencia en el
rango de germinaciéon puede deberse al azlcar utilizado (Rai y col. 2008). Se sabe que algunos
genes involucrados en la germinacién son regulados por la presencia de azlcares, por lo que
concentraciones adecuadas, permiten una germinacion de las semillas mayor en tiempos cortos (1-
4 dias) (Martin y col. 2002; Dekkers y col. 2004). Ademas de en la germinacion, los azUcares afectan
todo el metabolismo, asi como las rutas de sefializacion durante la vida de la planta (Dekkers y col.
2004).
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Figura 8. indice de germinacion acumulado de semillas de F. arundinacea durante 14 dias, en medio con diferente relacion
de C/Ny contenido de sales del medio MS(C/N-MS).

Por otro lado, la limitacion de nitrégeno disminuye la germinacion, debido a la inhibicién en la
actividad ureasa, que se coordina con la arginasa para utilizar las proteinas de reserva de las
semillas en la germinacion; ademas de ayudar a asimilar el nitrdgeno exdégeno, evitando la
acumulacién de urea (Dekkers y col. 2004). Sin embargo, el exceso de nitrégeno excede la actividad

ureasa, llevando a una acumulacién de urea y provocando necrosis en las plantas.

En este estudio se demostré que la germinacion de F. arundinacea depende de la concentracion de
nutrientes, asi como de la relacién de C/N en el medio de cultivo, encontrando que concentraciones
de sacarosa de 10 g L y sales de MS al 100% (5-1) permitieron una germinacién maxima de
semillas.

Con base en los resultados obtenidos, se seleccion6 el medio 5-1 como el mas adecuado para la
obtencion de plantas de F. arundinacea, dicho medio se utilizé para la germinacion de semillas en

los estudios posteriores.

6.1.2 Efecto de la composicion del medio sobre lainduccion de la asociacidon endéfita

En la naturaleza, los organismos interaccionan, dando lugar a muchos tipos de asociaciones. A su
vez, la formaciéon de una asociacion, depende tanto de factores bidticos (tipo de organismo)
(Cheplick y col. 1989) como abidticos (temperatura, humedad y disponibilidad de nutrientes)
(Hadacek y Kraus 2002). Con el objetivo de establecer el tiempo y las condiciones que permitieran
la formacion de la asociacién entre F. arundinacea y Lewia sp., se evalu6 el efecto de la

concentracion de nutrientes sobre el tiempo para inducir la asociacion. Para lo anterior, se cultivaron
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segmentos de raices de F. arundinacea que estuvieron en contacto con Lewia sp. durante periodos
variables (hasta 20 dias), en los medios de cultivo con relaciones C/N distintas y de sales de MS.
Se encontrd que la asociacion se establecio exitosamente después de cinco dias en los medios 2.5-
1, 5-%, 10-¥2 y 20-%, sin embargo, las plantas desarrolladas en estos medios presentaron clorosis
(Fig. 9). En los medios 5-1 y 10-1 la asociacion se formé después de 15 dias de contacto (Fig. 9) y

no se observo clorosis en las plantas.
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Figura 9. a) Tiempo de formacion de la asociacion F. arundinacea-Lewia sp. respecto a los tratamientos aplicados (C/N-
MS) (media + DE, n=3). b) Plantas de F. arundinacea en asociacién con Lewia sp. en medio 5-1 (15 dias). ¢) Plantas de

F. arundinacea en asociacion con Lewia sp. en medio 5-%%, (15 dias).

Rasmussen y col. (2007) encontraron que un incremento en la concentracion de nitrégeno reducia
al 60% en la colonizacion de plantas de Lolium perenne por el hongo enddéfito Neotyphodium lolli,
esto, con relaciones C/N alrededor de 10. Lo que se atribuy6 al aumento en la biomasa foliar y no a
la disminucién de la biomasa fungica. Parece ser que los cambios en la C/N, generados por la
modificacion de la dosis de nitrégeno, afectan la colonizacion de plantas por endéfitos, no por tener
un efecto deletéreo en el microorganismo, sino debido a los cambios drasticos que ocasiona en la
fisiologia de la planta (Rasmussen y col. 2007). Asimismo, los cambios en la composicion del medio
de desarrollo de las plantas, conducen a cambios en la secrecion de metabolitos que pueden
funcionar como moléculas de sefializacion para los microorganismos; por lo que se ha concluido que
el comportamiento de un enddfito depende tanto del estado nutrimental de la planta como de la

disponibilidad de nutrientes en el medio (Hadacek y Kraus 2002).
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En el caso particular de la asociacién de F. arundinacea con Lewia sp. la mejor condicion para
establecer la asociacién endofita y para mantener la planta en condiciones saludables, resulté un
medio con el 100% de sales de MS con una relacién C/N de 5 (5-1), utilizando 10 g L de sacarosa.

En este estudio, también se demostrd que la composicién del medio, en cuanto a la relacién C/N
tiene un efecto sobre el tiempo de formacién de la asociacién enddfita entre F. arundinacea y Lewia
sp. Aunque la asociacién no se establece en tiempos menores a 10 dias, se seleccioné el medio 5-
1 como el mas adecuado para la induccion de la asociacién F. arundinacea-Lewia sp. ya que, con

estas condiciones, las plantas crecieron saludables hasta el término del tratamiento.

6.2 Efecto de la asociacion endofita sobre F. arundinacea

La formacién de asociaciones planta-hongo endéfito puede modificar procesos fisiolégicos y
bioquimicos en la planta, lo anterior debido al efecto de adaptacién entre ambos organismos (Tanaka
y col. 2006). En el presente estudio, se encontrdé que la asociacion tiene un efecto positivo sobre el
crecimiento vegetal y que también promueve cambios en la respuesta antioxidante y el estrés

oxidante de la planta en condiciones de crecimiento controladas.

6.2.1 Crecimiento

Se ha demostrado que los enddfitos aumentan el crecimiento de varias especies de plantas (Bailey
y col. 2006). Por lo anterior, se evalu6 el crecimiento de plantas de F. arundinacea cultivadas en
medio MS (100% de sales) con una C/N-MS de 5 (medio 5-1), con y sin el enddfito Lewia sp.
Después de 15 dias de cultivo en medio semisélido, Lewia sp. mejoré significativamente el
crecimiento de las raices (3.4 veces) y los tallos (1.9 veces) con respecto a las plantas no inoculadas
(Fig. 10). La modificacion de la produccion de biomasa vegetal, puede estar acompafiada de
cambios morfologicos y fisiolégicos tanto en raices como en hojas, lo que a su vez afecta la forma

de responder a las condiciones de estrés ambiental (Torres y col. 2012).

En la Fig. 10b se observa que la presencia de Lewia sp. provocd la coloracién café de las raices,
ademas de un aumento visible en su grosor. En las hojas, la presencia del hongo increment6 el
ancho (Fig. 10c) y el largo. La modificacion de los tejidos y las células de las plantas se ha observado
en plantas de Agrostis hyemalis asociada con el enddfito Epichloé amarillans (White y col. 1997),
asi como en F. arundinacea asociada con el enddfito Neotyphodium coenophialum (Soleimani y col.
2010). De hecho, se sabe que los endofitos pueden mejorar el crecimiento de las plantas a través
de mecanismos como la regulacion de la produccion de fitohormonas, cambios morfolégicos en la

raiz y aumento en la captura de nutrientes (Mei y Flinn 2010; Porras-Alfaro y Bayman 2011).
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Figura 10. a. Efecto de la asociacion entre F. arundinacea y Lewia sp. sobre la produccién de biomasa en raices y tallos
después de 15 dias de contacto, letras distintas (mindsculas para raices, mayusculas para tallos) indican diferencias

significativas (p< 0.01, n=12). b. raices i) no asociadas (Fa) y ii) asociadas (Fa-L). c. hojas i) no asociadas y ii) asociadas.

Otros mecanismos que inciden en el crecimiento, incluyen la sobreproduccion y el control de
moléculas de sefalizacién como el H,O, (White y Torres 2010). El H,O; induce la respuesta de
enzimas de las vias de sefializacion, requeridas por las plantas para generar resistencia contra
microorganismos. A su vez, las enzimas de estas vias tienen diversas actividades, entre las que se
incluyen la degradacién de proteinas y la sefializacion hormonal. Algunas enzimas de sefalizacién
inducidas por el H2O2, se encuentran implicadas en la cascada de las proteinas quinasas activadas
por mitébgenos (MAPK), que controlan la activacién de diferentes mecanismos de defensa en
respuesta al estrés por ERO (Tripathy y Oelmiiller 2012). Sin embargo, el exceso de H,O podria
causar dafios en las células vegetales, por lo que resulta importante monitorear este parametro junto

con otros marcadores del estrés oxidante.

6.2.2 Dano oxidante

El H,O, es una ERO producida de manera natural en las plantas, opera como molécula de
sefializacién durante el crecimiento y puede ser producida en exceso durante el establecimiento de
asociaciones planta-microorganismo (Cheeseman 2006). Por lo tanto, en este estudio se evaluo el

efecto de la induccién de la asociacién enddfita sobre la produccién de H,O; en F. arundinacea.

La induccién in vitro de la asociacion enddfita entre F. arundinacea y Lewia sp. incrementd
significativamente la acumulacion de H2O: en raices y tallos (3.4 y 4.8 veces, respectivamente)

comparado con las plantas no inoculadas (Tabla 4). Una respuesta similar se registré durante la
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simbiosis entre Gigaspora margarita y dos leguminosas (Lanfranco y col. 2005), y entre Pisolithus

tinctorius y Castanea sativa (Baptista y col. 2007).

Tabla 4. Efecto de la induccién de la asociacion enddfita entre F. arundinacea y Lewia sp. sobre la acumulacién de H202
y el dafio oxidante (MDA y CO), después de 15 dias de contacto.

Raices Tallos

Variable respuesta
F.a F.a-L F.a F.a-L

-1 b A B
H,0, (nmol g™ PF) 92.8+3.0  313.8+13.6  942+29  466.4+22.2

- b
MDA (nmol g1 PF) 11.4+22° 33.9+0.9 37.8+28  463+14

Grupos CO (umol g proteina) 461.9+29°  163.6+10°  349.4+9 1932 +11°

* Medias con letras diferentes (minlUsculas para raices, mayusculas para tallos) indican diferencias significativas entre

tratamientos (P<0.05). Tratamientos por drgano (medias + DE, n = 3 para tallos, n = 2 para raices).

Este incremento podria deberse a un déficit de nutrientes en el medio debido al crecimiento del
hongo o a un aumento en la produccion de ERO por Lewia sp. El déficit de nutrientes como el K*
puede incrementar la acumulacion de H>O. y etileno (Shin y Schachtman 2004). Asi mismo, se ha
demostrado que los enddfitos sobreproducen ERO para inactivar la defensa de la planta, manteniendo
asi el mutualismo (Tanaka y col. 2006). Ademas, la sobreproducciéon de ERO durante la simbiosis
planta-hongo enddfito podria ser una manera de controlar la proliferacion del hongo (Nanda y col.
2010). La sobreproduccién de ERO conduce a un incremento en la oxidacion de proteinas y
peroxidacion de lipidos de membrana. El malondialdehido (MDA) es el producto final de la

peroxidacion lipidica y sus niveles indican el dafio en la membrana celular (Hu y col. 2015).

En raices y tallos de F. arundinacea, el contenido total de H>O, y MDA se incremento
significativamente por efecto de Lewia sp. (Tabla 4), lo anterior puede atribuirse a la disminucién de la
defensa antioxidante en la planta para mantener la asociacion (Tanaka y col. 2006). En contraste, los
grupos carbonilo (grupos CO) disminuyeron (~2 veces) en las plantas asociadas en comparacion con
las plantas no asociadas. Lo anterior pudo deberse a dos procesos: (i) reparacion de las proteinas
dafiadas por la via de las chaperonas; y/o (ii) protedlisis de las proteinas oxidadas que no tienen
reparacion (Vallentine y col. 2014; Pulido y col. 2017). Uno o ambos procesos podrian haberse
incrementados por la presencia de Lewia sp. Nuestros resultados sugieren que, con el fin de
establecer la asociacion con F. arundinacea, Lewia sp. increment6 la produccion de ERO vy la
oxidacion de lipidos de membrana, mientras promovié la eliminacién de proteinas oxidadas de la
planta en cultivo en medio semisélido. Aunado a lo anterior, las asociaciones endofitas también
pueden promover cambios en la expresion y actividad de enzimas involucradas en la defensa

antioxidante (Dupont y col. 2015).
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6.2.3 Defensa antioxidante

Varias enzimas actuan en la defensa antioxidante de las plantas y su actividad puede ser modificada
por la presencia de microorganismos enddfitos (Tanaka y col. 2006). La superéxido dismitasa (SOD)
es la primera defensa enzimatica antioxidante e interviene en la detoxificacion de ERO mediante la
catélisis de la conversién de *O, a H,0,, este Ultimo es degradado por catalasas y peroxidasas
(Becerra-Castro y col. 2013). Las peroxidasas (POD) tienen mas afinidad por el H.O, que las CAT, y
se consideran un marcador del estrés (Kvesitadze y col. 2009). Por lo tanto, se evalué el efecto de la
induccion de la asociacion enddfita sobre la defensa enzimatica antioxidante en plantas de F.

arundinacea.

La actividad SOD en raices de F. arundinacea disminuyé (1.5 veces) después de 15 dias de contacto
con el hongo, mientras que, en tallos la asociacion no modificd esta actividad (Tabla 5). Las raices
son el primer punto de contacto entre el hongo y la planta y, por lo tanto, son el primer punto de
supresion en la defensa antioxidante para facilitar la formacién de la asociacion (Bailey y col. 2006).
La actividad POD, por otra parte, fue dos veces menor en los tallos que en las raices, particularmente
en las plantas asociadas (Tabla 5). Mientras que Lewia sp. no modific6 de manera significativa esta
actividad en las raices, el hongo caus6 una disminucion (1.5 veces) en los tallos. Lo anterior pudo
deberse a la presencia de enzimas como las catalasas que contribuyen a contrarrestar la

acumulacion de H2O2 (Mhamdi y col. 2010).

Tabla 5. Efecto de la induccion de la asociacion enddfita entre F. arundinacea y Lewia sp. sobre la defensa antioxidante
(SOD, POD y GST)*.

Actividad enzimética Raices Tallos

(U g proteina) F.a F.a-L F.a F.a-L
SOD 1280 + 168 811 £ 932 3990 + 271A 3732 £ 5724
POD 1022 £ 1002 1174 £ 622 821 + 1138 552 + 394
GST 84.8 + 4.6° 11.0+£1.22 135.6 + 6.3 40.2 £ 3.94

* Medias con diferentes letras (mindsculas para raices, mayusculas para tallos) indican diferencias significativas entre

tratamientos (P<0.05). Los valores son las medias + DE (n = 3 para tallos, n = 2 para raices).

Otro grupo de enzimas que contribuye de forma importante en la defensa antioxidante y en procesos
de detoxificacién de xenobidticos, son las GST. Estas, catalizan la conjugacion de compuestos
enddgenos y exdgenos con el glutation (GSH) y tienen un papel importante en el desarrollo de las

plantas y su respuesta a condiciones de estrés abiético y bidtico (Dixit y col. 2011; Kumar y col.
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2013). Se ha encontrado que la expresion génica de las GST se relaciona con la tolerancia y
susceptibilidad de las plantas a hongos (Kumar y col. 2013). Los microorganismos endoéfitos pueden
modificar su actividad y expresion (Zhang y col. 2010), lo que puede cambiar la produccién de
hormonas y/o ERO. Comparado con las plantas no inoculadas, la actividad GST de raices y tallos
fue significativamente menor (7.7 y 3.4 veces, respectivamente) en respuesta a la induccion de la
asociacion. Contrario a lo anterior, Bailey y col. (2006) encontraron un incremento en la actividad
GST de plantas de Theobroma cacao en asociacién con Trichoderma hamatum-DIS 219b. El
decremento en la actividad GST, en las plantas asociadas, sugiere que esta actividad es reprimida

durante el establecimiento y mantenimiento de la asociacion.

Factores bioguimicos, ademas de la produccién de ERO y la accion del sistema antioxidante, estan
involucrados en la sefializacién del estrés (Baxter y col. 2013) y pueden facilitar la interaccion planta-
endofito a nivel bioquimico (Tanaka y col. 2006). Se ha reportado que los cambios bioquimicos
debidos a la formacion de asociaciones pueden contribuir al aumento en la tolerancia y crecimiento
de las plantas expuestas a estresores como HAP (Debiane y col. 2009), metales pesados (Ahmad
2011) y sequias (Tiwari y col. 2016). Como se observa en la Tablas 5, los resultados del presente
estudio sugieren que, con el fin de establecer la asociacion con F. arundinacea, Lewia sp. promueve
la reduccién de la actividad de enzimas involucradas en la defensa antioxidante de la planta en

cultivo semisolido.

El uso de cultivo semisélido para este tipo de estudios, permite eliminar la complejidad del uso de
suelos, sin embargo, se aleja de lo que sucede realmente en la naturaleza. Con el propésito de
aproximarse a las condiciones fisicas de un suelo, pero evitando la interferencia de otros organismos
o sustancias diferentes a las utilizadas en el estudio, en el presente se empled un suelo modelo. El
uso de los suelos modelo permiten este tipo de acercamiento, ya que su modificaciéon en el
transcurso de los experimentos es minima y pueden retener agua y nutrientes (Alkan y col. 2005).
Con base en lo anterior, para evaluar la tolerancia de F. arundinacea y la asociacion F. arundinacea-

Lewia sp. a una mezcla de hidrocarburos, se utilizé un suelo modelo como soporte de crecimiento.

6.3 Evaluacion de latolerancia a hidrocarburos en un suelo modelo

Se ha demostrado que contaminantes organicos como los HAP afectan el metabolismo de las plantas,
alterando su crecimiento y supervivencia (Lin y col. 2002). El efecto adverso de ambos factores puede

modificarse a través de asociaciones endofitas particulares (Porras-Alfaro y Bayman 2011).
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6.3.1 Supervivencia de F. arundinaceay la asociacién endofita

El éxito de una planta para la fitorremediacion depende de factores como la concentracion y
naturaleza de los contaminantes, asi como de las condiciones del suelo y de su tolerancia a los
contaminantes, lo anterior permitird o no, el establecimiento de la planta en un sitio contaminado
(Debiane y col. 2009). Por lo anterior, resulta importante determinar la tolerancia de una planta a un
contaminante en particular. En este estudio, se evalud la tolerancia, medida a través de la
supervivencia y el crecimiento, de F. arundinacea y la asociacion F. arundinacea-Lewia sp. a

concentraciones crecientes de una mezcla de hidrocarburos (MHC) en un suelo modelo.

En ausencia de la MHC se observé una disminucién (50%) en la supervivencia de las plantas no
asociadas, después de 45 dias de cultivo. Al aumentar la concentracién de la MHC la supervivencia
disminuy6 hasta ser nula en la concentracion mas alta de la MHC (Fig. 11). La baja supervivencia
de F. arundinacea en el suelo modelo sin la MHC se atribuy6 a una baja disponibilidad de nutrientes.
Se sabe que la supervivencia de las plantas en un suelo depende de la disponibilidad de nutrientes,
lo cual repercute en su salud (Andersson y Milberg 1998). Los procesos de desarrollo de las plantas
estan controlados por sefalizaciones moleculares que dependen del suministro adecuado de
nutrientes minerales (Dakora y Phillips 2002). En contraste, se encontré un 97.9% de supervivencia
en las plantas asociadas con Lewia sp. cultivadas en el suelo modelo sin contaminantes (Fig. 11).
Sin embargo, la supervivencia también disminuyé al aumentar la concentracion de hidrocarburos,
encontrando que el 25% de las plantas asociadas sobreviven en la concentracion mas alta de la
MHC (1276 mg kg™). A pesar de esta disminucion, la asociaciéon de F. arundinacea con Lewia sp.
incrementd (~2 veces) la supervivencia de las plantas en el suelo modelo sin contaminantes con

respecto a las plantas no asociadas.

Reynoso-Cuevas y col. (2008), encontraron 100% de supervivencia de F. arundinacea en un medio
semisélido contaminado con una mezcla de hidrocarburos (pireno, fenantreno, benzo[a]pireno y
petréleo crudo maya), en un intervalo de concentraciones de 500 a 4000 mg kg™. La diferencia en
la supervivencia de las plantas entre ambos estudios puede atribuirse al soporte de crecimiento que,
el medio semisdlido utilizado, permite la disponibilidad total de los nutrientes. En el presente estudio
se evaluo el efecto de dos factores estresantes sobre las plantas, la baja disponibilidad de nutrientes
y la presencia de hidrocarburos en el suelo modelo. De hecho, se ha demostrado que hidrocarburos
como el fenantreno y el pireno pueden quedar adsorbidos 0 acumulados en las células de la raiz,
impidiendo el paso del agua y los nutrientes (Gao y Zhu 2004), lo que puede causar la baja

sobrevivencia de las plantas de F. arundinacea.
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Figura 11. Supervivencia de F arundinacea (Fa) y la asociacion F. arundinacea-Lewia sp. (Fa-L) después de 45 dias de
exposicién a concentraciones crecientes de la MHC. Letras distintas indican diferencias significativas entre los niveles de
concentracion, los asteriscos indican diferencias significativas entre plantas no asociadas (Fa) y asociadas (Fa-L)
(p<0.001, n=3 cajas con 16 plantas cada una).

La presencia de hongos enddfitos, como Chaetomium globosum (Schulz y col. 2002) y Penicillium
janthinellum (Khan y col. 2011), beneficia a las plantas por la produccién de metabolitos (alcaloides,
antibiéticos o reguladores de crecimiento) y por cambios en la composicion de exudados radiculares
gue modifican fisicamente el suelo, aumentando la disponibilidad de nutrientes. Asi, nuestros
resultados (Fig. 11), indican que la asociaciéon de F. arundinacea con Lewia sp. promueve la
supervivencia de las plantas en el suelo modelo sin y con contaminantes. Lo anterior, podria
atribuirse a una modificacion en el metabolismo de la planta, ademas de que Lewia sp. incrementa
la disponibilidad de nutrientes del suelo modelo.

6.3.2 Crecimiento de F. arundinaceay la asociacion endoéfita

Uno de los parametros usados para determinar la tolerancia de las plantas a los contaminantes es
la cuantificacién del crecimiento. Una manera de evaluarlo, es la medicién de la biomasa y la
elongacion de las raices y tallos (Lin y col. 2002). En este estudio, se evalué el efecto de la
concentracion de la MHC sobre la produccion de biomasa vegetal y la elongacion de raices y tallo de

F. arundinacea y la asociacion F. arundinacea-Lewia sp. durante 45 dias en el suelo modelo (Fig. 12).
6.3.2.1 Elongacién de raices y tallos

El andlisis realizado en las plantas no asociada mostré que, después de 45 dias de cultivo, no hubo

un efecto significativo en la elongacion de las raices por efecto de la MHC. En contraste, en las raices
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asociadas, los contaminantes provocaron un aumento significativo (20%) con respecto al control. La
comparacion entre las plantas asociadas y no asociadas permite observar que Lewia sp. provoco una
disminucién significativa (~1.5 veces) en la longitud de las raices de F. arundinacea en comparacion
con las plantas no asociadas (Fig. 12a). Para el caso de los tallos, la elongacién de las plantas no
asociadas expuestas a 319 mg kg* de la MHC inicial disponible disminuy6 significativamente. En
las plantas asociadas, la disminucién se registr6 a partir de la exposicién a 160 mg kg™ de la MHC
inicial disponible (Fig. 12b). Sin embargo, la longitud de los tallos de F. arundinacea fue
significativamente mayor (~1.6 veces) en las plantas asociadas con Lewia sp. respecto de las no
asociadas (Fig. 12b).
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Figura 12. Elongacién de a) raices y b) tallos de F arundinacea (Fa) y la asociacién F. arundinacea-Lewia sp. (Fa-L)
después de 45 dias de exposicion a concentraciones crecientes de la MHC. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los niveles de concentracion, los asteriscos indican diferencias significativas entre plantas no asociadas
(Fa) y asociadas (Fa-L) (p<0.001, n=12).
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Las gramineas como F. arundinacea son especies comunmente seleccionadas para su uso en la
fitorremediacion de suelos contaminados con herbicidas, metales pesados e hidrocarburos por su
extenso crecimiento radicular (Zhao y col. 2013). Sin embargo, esta caracteristica puede modificarse
por la presencia de los contaminantes, asi como se observa en los resultados mostrados en la Figura
12. Al respecto, Reynoso-Cuevas y col. (2008) reportaron una reduccion del 50% en la elongacion de
raices de cinco gramineas (F. arundinacea, Cenchrus ciliaris, Bouteloua curtipendula, Echinochloa
crusgalli y Rhynchelytrum repens) expuestas por 40 dias a 1000 mg kg* de una MHC compuesta por
fenantreno, pireno, benzo[a]pireno y petréleo crudo maya. La diferencia en el efecto de la MHC en el
estudio de Reynoso-Cuevas y col. (2008) y el presente trabajo, podria deberse a la composicion de la
MHC, ya que, en dicho estudio, la mezcla contiene compuestos con mayor disponibilidad y toxicidad

para las plantas (benzo[a]pireno y petréleo crudo maya).

En plantas sometidas a estrés, la respuesta morfolégica también depende del tipo de contaminantes
y del 6rgano en estudio (Gao y Zhu 2004). Por ejemplo, Lin y col. (2002) demostraron que
concentraciones de 14000 y 29000 mg kg™ de aceite combustible provocaron aumento significativo
en la elongacion de tallos de Spartina alterniflora. Sin embargo, una concentracién mayor (171000
mg kg?) del contaminante disminuy6 de forma importante la elongacién. Reynoso-Cuevas y col.
(2008) observaron una disminucién en la elongacién de tallos de cinco gramineas expuestas a 500
mg kg de una MHC (fenantreno, pireno, BaP y petréleo crudo maya). La alteracion en la elongacion
de los tallos puede atribuirse a alteraciones fisiologicas en la raiz, las cuales modifican el transporte
de agua y nutrientes a través del xilema de un 6rgano a otro (Gao y Zhu 2004). Cruz-Hernandez y
col. (2013), también encontraron una reduccion significativa (31%) en la elongacion de tallos de plantas
de F. arundinacea asociadas con Lewia sp. expuestas a 1500 mg kg* de una MHC (hexadecano,
fenantreno y pireno) por 45 dias. La diferencia entre los resultados del trabajo mencionado y el nuestro,
se puede deber a que en su estudio las plantas se regaban dos veces por semana con una solucion

de nutrientes (Long-Ashton) y en nuestro estudio los riegos fueron con agua cada cinco dias.

De acuerdo con los resultados (Fig. 12), la elongacién de raices y tallos no result6é ser una variable
sensible a cambios en la concentracién de una MHC, tal que permita cuantificar la tolerancia de F.
arundinacea y la asociacion F. arundinacea-Lewia sp. Por lo anterior, y con el fin de cuantificar la
tolerancia para esta planta y esta asociacion en particular, se determiné el crecimiento a través de

la produccion de biomasa y el contenido de clorofilas.

6.3.2.2 Produccién de biomasa

La biomasa vegetal es uno de los parametros mas utilizados para determinar los efectos fitotoxicos
de contaminantes como los hidrocarburos (Lin y col. 2002). La MHC redujo significativamente (desde

15y hasta 47%) la biomasa de las raices de plantas de F. arundinacea no asociadas desde la dosis
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mas baja estudiada. En las plantas asociadas la biomasa de las raices disminuyd, pero a partir de
una concentracion de 319 mg kg* de la MHC inicial disponible. La biomasa de las raices asociadas
fue significativamente mayor (~2 veces) que, en las no asociadas, tanto en ausencia como en

presencia de la MHC (Fig. 13a).

En el caso de los tallos, se observé que concentraciones de la MHC mayores a 319 mg kg™, causaron
una disminucién significativa (32-45%) en la biomasa de plantas no asociadas. En la concentracion
maxima ensayada, las plantas se encontraron totalmente cloréticas, y, por lo tanto, se consideraron
muertas, por lo que la produccién de biomasa fue considerada como nula (Fig. 11-13). En los tallos de
plantas asociadas con Lewia sp. la biomasa disminuy6 (15%) por efecto de la MHC. Sin embrago,
la biomasa de los tallos en las plantas asociadas fue significativamente mayor (1.5-2.2 veces) que
la obtenida en los tallos de las plantas no asociadas, sin importar la concentraciéon de la MHC (Fig.
13b).

Similar a nuestros resultados, se ha observado el efecto de reduccion en la biomasa de raices y
tallos de F. arundinacea sola (Cheema y col. 2009) y en asociacion con Lewia sp. (Cruz-Hernandez
y col. 2013) por exposicion a HAP. Lo anterior, puede atribuirse a una reduccion en la disponibilidad
de agua y nutrientes en el suelo modelo contaminado (Cheema y col. 2009) y a la toxicidad de los
hidrocarburos (Gao y Zhu 2004). Otra posibilidad podria ser la translocacion y el metabolismo de los
hidrocarburos en los tallos (Gao y Zhu 2004). De hecho, se sabe que la acumulacion de compuestos
téxicos en los tallos causa alteraciones en los sistemas fotosintéticos, provocando un déficit en la
nutricion de las plantas y con ello en su crecimiento (Weiy col. 2014), lo cual podria estar sucediendo

en el caso de F. arundinacea.

A pesar de que el efecto de los contaminantes en ambos grupos de plantas es similar, la presencia
del enddfito provocéd que la biomasa vegetal siempre fuera mayor que en las plantas no asociadas.
Al respecto, Soleimani y col. (2010), observaron que la biomasa de raices y tallos de F. arundinacea
y F. pratensis era significativamente mayor (~1.5 veces) al asociar las plantas con los endéfitos
Neotyphodium coenophialum y N. uncinatum crecidas en un suelo contaminado con 8.5 + 0.9 mg
kg! de HAP. Cruz-Hernandez y col. (2013) también observaron que la biomasa de raices de F.
arundinacea era significativamente mayor (~1.7 veces) que en plantas no asociadas y expuestas a

una MHC en un suelo modelo contaminado.

El aumento en la biomasa de gramineas como F. arundinacea podria deberse a cambios en la
respuesta fisioldgica, que incluyen aumentos en los niveles de fitohormonas de crecimiento (Kuldaua

y Bacon 2008) y mejora en el transporte de nutrientes (Mei y Flinn 2010). De hecho, uno de los
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efectos positivos de las asociaciones endofitas, es el aumento en la tolerancia y crecimiento de las

plantas expuestas a agentes estresores (Debiane y col. 2009; Ahmad 2011; Tiwari y col. 2016).
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Figura 13. Produccién de biomasa de a) raices y b) tallos de F arundinacea (Fa) y la asociacién enddfita F. arundinacea-
Lewia sp. (Fa-L) expuestas a concentraciones crecientes de la MHC durante 45 dias. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los niveles de un mismo factor. Asteriscos indican diferencias significativas entre plantas no asociadas
(Fa) y asociadas (Fa-L) (p<0.001, n=8).

6.3.2.3 Contenido de clorofilas

Las modificaciones en la biomasa de tallos de plantas de F. arundinacea asociadas y no asociadas
son el resultado de un conjunto de variaciones bioquimicas relacionadas con el estado nutrimental
de las plantas; esto, a su vez, puede relacionarse con los niveles de clorofila en los tallos, ya que se
consideran un indicador sensible, tanto al estrés abiotico (Yang y col. 2010) como al biético (Liy col.
2014). En el presente trabajo, después de 45 dias de crecimiento, el contenido de ambas clorofilas

en plantas expuestas o no a la MHC aumenté significativamente (2-4 veces) en respuesta a la
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presencia de Lewia sp. (Fig. 14). En las plantas expuestas a la MHC, el contenido de ambas clorofilas

decreci6, siendo mayor la pérdida en la clorofila a (Fig. 14b).

En general, la MHC provocé una reduccion (~40-90%) en el contenido de clorofila a y b, en las
plantas no asociadas. En las plantas asociadas, ambas clorofilas fueron entre ~70 y 80% menores

que en las plantas control (Fig. 14).
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Figura 14. Concentracion de a) clorofila a y b) clorofila b (ug mg PF!) F arundinacea (Fa) y la asociacién F. arundinacea-
Lewia sp. (Fa-L) después de 45 dias de exposicidon a concentraciones crecientes de la MHC. Letras distintas indican
diferencias significativas entre los niveles de un mismo factor. Asteriscos indican diferencias significativas entre plantas

no asociadas (Fa) y asociadas (Fa-L) (p<0.001, n=3).

La concentracion de clorofilas en plantas expuestas a hidrocarburos ha sido utilizada como una
medida del estrés oxidante. Al respecto, Wei y col. (2014) reportaron una disminucion (56%) en la
concentracion de clorofilas a y b en plantas de trigo expuestas a 200 mg kg* de fenantreno. Lo que

fue atribuido a una ineficiente transferencia de energia, que resulta en la generacion del estado de
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triplete de las clorofilas, las que reaccionan con tripletes de oxigeno produciendo el altamente
reactivo oxigeno singulete (*O2) muy reactivo; esto conduce a la generacion de estrés oxidante en
las plantas (Wei y col. 2014). La generacion de estrés por hidrocarburos en las plantas provoca
cambios morfoldgicos, lo que podria relacionarse con el descenso en la biomasa y la elongacion
observadas en las raices y tallos (Fig. 12 y 13).

Se sabe que la asociacion entre plantas y endéfitos modifica la produccion de clorofilas. Similar al
presente trabajo, Waqas y col. (2012) encontraron un aumento en el contenido de clorofilasay b en
plantas de Cucumis sativus asociadas con Phoma glomerata y Penicillium sp. no sometidas a estrés.
El aumento en la concentracion de clorofilas en las plantas control asociadas, puede relacionarse
con un aumento en la expresion de genes que codifican para proteinas que participan en el ciclo de
Calvin y en la ruta de tetrapirrol, donde se producen clorofilas (Dupont y col. 2015). La fotosintesis
es un proceso madificado por la presencia de enddfitos (Tripathy y Oelmdiller 2012) que durante el
metabolismo de los hidrocarburos modifican la estructura de los cloroplastos y el cierre de los
estomas. En el caso particular de la asociacion entre F. arundinacea y Lewia sp. crecida en ausencia
de hidrocarburos, el aumento en el contenido de clorofilas se conserva aun bajo condiciones de

estrés por falta de nutrientes y por exposicién a los contaminantes.

Comparando todas las variables utilizadas para cuantificar el crecimiento, la produccién de biomasa
de los tallos de plantas no asociadas, fue la mas sensible a la MHC, ya que disminuyé mas con
respecto a las plantas control y con las plantas asociadas. Por lo que, la biomasa de tallos se utilizd
para estimar el indice de tolerancia (IT) a la presencia de concentraciones crecientes de la MHC
(Fig. 15).

Con base en los datos calculados para el IT, se encontré una Clso cercana a 757 mg kg™ para F.
arundinacea y de 1100 mg kg* para las plantas asociadas, lo que muestra que Lewia sp. provoca
un incremento en la tolerancia de F. arundinacea (Fig. 15). El IT obtenido para las plantas no
asociadas se us6 como referencia para definir una concentracion sub-inhibitoria (sub-Clsg) de la
MHC, tal que estimulara los mecanismos de defensa antioxidante sin alterar la produccién de
biomasa en tallos. Por lo anterior, para los estudios cinéticos, se seleccioné una sub-Clso de 800 mg

kg de la MHC, lo que corresponde a 275.72 mg kg™ disponibles de la MHC.

Nuestros resultados difieren de los reportados por Cheema y col. (2009), quienes encontraron una
inhibicion del ~50% en la produccién de biomasa de tallos de F. arundinacea por exposicion a
concentraciones de hidrocarburos menores que las usadas en nuestro estudio (680 mg kg™),
sugiriendo que esta reduccion es inherente a la toxicidad de los hidrocarburos. Por otro lado,

Soleimani y col. (2010) encontraron que la biomasa de tallos de F. arundinacea y F. pratensis
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asociadas con N. coenophialum y N. uncinatum se reducia en un 50% por exposicién a 8.5+ 0.9 mg

kg! de una mezcla de HAP.
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Figura 15. indices de tolerancia de a) F. arundinacea y b) F. arundinacea-Lewia sp. expuestas a concentraciones
crecientes de una mezcla de hidrocarburos durante 45 dias. La linea punteada indica el valor considerado para la

estimacion de la Clso (p<0.001, n=3)

La inhibicion en el crecimiento de los tallos podria atribuirse al metabolismo del fenantreno y el pireno
en este tejido, ya que implica la formacion de compuestos téxicos en la planta (Narro y col. 1992),
lo anterior podria estar provocando modificaciones en la expresién de proteinas implicadas en la
defensa antioxidante y la actividad fotosintética, afectando su crecimiento. Aunado al estrés causado
por los contaminantes, la falta de nutrientes que se observd (Fig. 11-14) en el suelo modelo
disminuy0 la supervivencia de las plantas, este resultado nos llevé a modificar la concentracion de
los nutrientes para asegurar que el estrés generado en las plantas solas o0 asociadas se debia a la

MHC, los resultados se muestran a continuacion.

58



6.3.3 Efecto de la concentracién de nutrientes

Debido a la baja supervivencia registrada en los experimentos en suelo modelo en ausencia de
contaminantes (Fig. 11), se evalué el efecto de la concentracion de nutrientes sobre la supervivencia
y la incidencia de clorosis visual de las plantas no asociadas crecidas por 45 dias (Fig. 16). Las
unidades experimentales contenian suelo modelo humectado (30%) con medio MS concentrado 3,
4, 5y 6 veces (3X, 4X, 5X y 6X, respectivamente). En los medios concentrados 3 y 6 veces (3Xy
6X), la supervivencia de las plantas disminuy6é 20 y 25%, respectivamente. Mientras que en los
medios concentrados 4 y 5 veces (4X y 5X) la supervivencia fue del 100% (Fig. 16). Del total de
plantas al final del ensayo en cada medio, el 25% presentd clorosis en hojas en los medios 3X y 4X,
mientras que en los medios 5Xy 6X, el 100 y 80'% (respectivamente) de las plantas presento clorosis
(Fig. 16).
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Figura 16. Supervivencia e incidencia de clorosis de plantas de F. arundinacea en medios de cultivo concentrados 3, 4,

5y 6 veces (3X, 4X, 5X y 6X, respectivamente). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.001, n=3).

Concentrar el medio 4 veces (4X) permiti6 que el 100% de plantas supervivieran, asi como
presentaran una menor incidencia de clorosis. Varios estudios demuestran que los azucares,
incluida la sacarosa, son esenciales en las plantas como substratos en la cadena respiratoria para
la generacion de energia e intermediarios metabdlicos que son usados para la sintesis de
macromoléculas. Ademas, los carbohidratos son moléculas de sefalizacion para la produccion de
hormonas de crecimiento en plantas (Morkunas y col. 2012), ademas de que estan asociados a la
captacion de otros nutrientes esenciales. Asimismo, concentraciones de azlcares altas,
generalmente, reprimen la fotosintesis y promueven el almacenamiento de carbohidratos; por el
contrario, concentraciones bajas incrementan la fotosintesis y la secrecién de carbohidratos (Nicolai
y col. 2006). Lo anterior podria explicar la clorosis observada en los medios concentrados 5 y 6

veces (5X y 6X, respectivamente).
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Figura 17. a) Elongacién y b) produccion de biomasa de raices y tallos de F. arundinacea en medio de cultivo MS con las
sales concentradas 3, 4, 5y 6 veces (3X, 4X, 5Xy 6X, respectivamente). Letras diferentes indican diferencias significativas

entre concentracion de nutrientes (p<0.001, n=3).

Ademas de la supervivencia y la clorosis, la concentracion de nutrientes afecta el crecimiento de las
plantas. Por lo anterior, se evalud el efecto de la concentracion de nutrientes en el suelo modelo,
sobre la elongacion y la biomasa de tallos y raices de plantas no asociadas (Fig. 17). Después de
45 dias, la concentracién de nutrientes no tuvo efecto significativo sobre la elongacion de las raices.
En el caso de los tallos, con la mayor concentracion utilizada (6X), se observé una disminucién del
36% (Fig. 17a). La biomasa de tallos en las plantas crecidas en el medio 6X fue mayor que en el
resto de los medios (Fig. 17b); sin embargo, el 80% de las plantas presenté clorosis (Fig. 16).

Con base en los resultados mostrados en la Figura 16 y 17, se escogio la formulacion del medio con
nutrientes 4 veces mayor ya que se obtuvo el 100% de supervivencia de las plantas y la menor
incidencia de clorosis en las plantas. Lo que resulta importante para asegurar que en los
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experimentos siguientes los efectos observados se deban sélo a la presencia de los contaminantes

(800 mg kg* de la MHC al suelo modelo) y no al del déficit de nutrientes.

6.4 Efecto de una mezcla de hidrocarburos sobre F. arundinaceay la asociacion endéfita

Con el objetivo de evaluar la influencia de la asociacion inducida entre Lewia sp. y F. arundinacea
al estrés por la MHC, se expuso a plantas no asociadas y asociadas a 800 mg kg de la MHC en el
suelo modelo durante 0, 7, 14, 21, 28 y 45 dias. Para lo anterior, se cuantificé el crecimiento. el dafio

oxidante y la defensa antioxidante.

6.4.1 Crecimiento

El crecimiento se determiné a través de la biomasa vegetal, esto, debido a que resulté ser la variable
mas sensible a la presencia de hidrocarburos. Se encontr6 que la biomasa de las raices no
asociadas aument6 significativamente entre los 7 y 14 dias, mientras que en las raices asociadas
con Lewia sp. la biomasa aument6 desde los 7 y hasta los 28 dias (Fig. 18). En plantas asociadas,
la biomasa de las raices aument6 (~3 a 4 veces) con respecto a las plantas no asociadas (Fig. 18).
Respecto a los tallos, no se observo efecto significativo de la MHC en ningun grupo de plantas (Fig.
18). La biomasa de los tallos en las plantas asociadas fue significativamente mayor (~0.9 veces) que
la de las plantas no asociadas, tanto en ausencia como en presencia de la MHC (Fig. 18). Los
resultados (Fig. 18) demuestran que Lewia sp. promueve el incremento de la biomasa de F.

arundinacea expuesta a 800 mg kg* de una MHC durante 45 dias.
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Figura 18. Produccién de biomasa en raices y tallos de plantas de F. arundinacea (Fa) y la asociacién enddfita entre F.
arundinacea y Lewia sp. (Fa-L) expuestas a 800 mg kg de la MHC en el suelo modelo durante 45 dias. Letras distintas
indican diferencias significativas entre los niveles de concentracion. Asteriscos indican diferencias significativas entre

plantas solas (Fa) o asociadas (Fa-L) (p<0.001, n=8).
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La capacidad de las plantas para tolerar a los contaminantes esta determinada por varias vias
metabdlicas que protegen las funciones de los organelos celulares, manteniendo asi la homeostasis.
La funcién de estas vias se modifica constantemente, en especial cuando las plantas se asocian con
microorganismos enddfitos, por lo que el monitoreo constante de las rutas involucradas en la defensa
antioxidante, puede generar informacion valiosa acerca de asociaciones enddfitas y la exposicion a

condiciones de estrés como la contaminacion por hidrocarburos.

6.4.2 Dafno oxidante

Para evaluar la influencia de la asociacion endoéfita entre Lewia sp. y F. arundinacea en el estrés por
la MHC en funcion del tiempo de exposicién, se cuantificd el contenido de malondialdehido (MDA)
en raices y tallos de plantas no asociadas y asociadas (Fig. 19). La peroxidacién de lipidos es
comunmente considerada como un proceso perjudicial que conduce a modificaciones estructurales
de los lipidos de membrana, asi como en lipoproteinas. Las ERO se introducen en las colas
hidrofébicas de los 4cidos grasos insaturados para producir los hidroperéxidos lipidos (Yoshimura y
col. 2004). En la peroxidacion de los lipidos de membrana insaturados, el MDA es el producto final
en la descomposicion, asi, el MDA puede reflejar el dafio celular ocasionado por la sobreproduccion
de ERO (Hu y col. 2015).

De manera general, se encontré que el tiempo de exposicion a la MHC tiene un efecto sobre el
contenido de MDA en raices y tallos de plantas no asociadas y asociadas (Fig. 19). En raices y tallos
de las plantas no asociadas, el contenido de MDA aumenté con el tiempo de exposicion a la MHC,
encontrando niveles hasta ~5 veces mayores con respecto al inicio (Fig. 19). En las raices de las
plantas asociadas, el contenido de MDA disminuyé con el tiempo de exposicion, encontrando
concentraciones hasta ~2 veces menores que al inicio (Fig. 19a), sin embargo, para los tallos, el

contenido de MDA aumentd desde los 7 dias (Fig. 19).

Durante 45 dias, el contenido de MDA en las raices fue reducido por la presencia del hongo (Fig.
19). No ocurri6 lo mismo para los tallos, en donde el contenido de MDA en los tallos de las plantas
asociadas fue ligeramente mayor que en las plantas no asociadas (Fig. 19). Varios estudios han
demostrado que la exposicién a HAP como el fenantreno, inducen la produccion de MDA en plantas
como Solanum lycopersicum (Ahammed y col. 2012), asi como en Cucumis sativus, Brassica rapa,
B. campestris y Lactuca sativa (Ahammed y col. 2012). El aumento en la produccién de MDA por la
exposicion a hidrocarburos, sugiere un incremento en la produccion de ERO y por consiguiente, en
el estrés oxidante. Sin embargo, los resultados sugieren que el hongo controla la sobreproduccién

de ERO, al menos en las raices, protegiendo a la planta expuesta a la MHC.
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Figura 19. Efecto del tiempo de exposicion a 800 mg kg™ de la MHC sobre el contenido de malondialdehido en raices y
tallos de plantas de F. arundinacea (Fa) y F. arundinacea asociada con Lewia sp. (Fa-L). Letras distintas indican
diferencias significativas entre los niveles de concentracion. Asteriscos indican diferencias significativas entre plantas
solas (Fa) o asociadas (Fa-L) (p<0.001, n=3).

HAP como el fenantreno, provocan niveles de oxidacion diferentes en las membranas de diversas
plantas (Ahammed y col. 2012). El nivel de dafio oxidante en las células expuestas a una condicion
de estrés como un contaminante, depende de su concentracién, estructura y del tiempo de
exposicion. La asociacion de plantas con hongos, ya sea micorrizicos arbusculares (Debiane y col.
2009) o enddfitos (Liy col. 2014), ayuda a atenuar el dafio oxidante provocado por diversos tipos de
estrés. Debiane y col. (2009) reportan menores niveles de MDA en raices de Cichorium intybus
asociadas con Glomus intraradices expuestas a BaP en una concentracion menor a la utilizada en
este estudio (70 mg L™). La contribucion de los hongos en el control del estrés oxidante a nivel de
membrana puede relacionarse con la actividad de enzimas antioxidantes que participan en la

degradacion de las ERO o la detoxificacion directa de los hidrocarburos (Kvesitadze y col. 2009).

6.4.3 Defensa antioxidante

La influencia de la asociacion enddfita entre Lewia sp. y F. arundinacea sobre la respuesta de la
defensa antioxidante de las plantas expuestas a la MHC se evalu6 en funcion del tiempo,
cuantificando la actividad de las enzimas superdxido dismutasa (SOD), peroxidasas (POD) y
glutation-S-transferasas (GST). La defensa antioxidante, que incluye la accién de enzimas y
moléculas, alivia o0 atenta el dafio oxidante causado por la sobreproduccion de ERO en las células
de las plantas (Hu y col. 2015). La defensa antioxidante enzimética esta constituida por enzimas
como las SOD, POD y GST, entre otras, que degradan ERO, evitando la oxidacion en cadena de

diversas biomoléculas y por consiguiente reduciendo el dafio oxidante (Debiane y col. 2009).
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La SOD cataliza la dismutacion del radical superoxido a oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno
y, por lo tanto, constituye la primera linea de defensa celular contra las ERO en condiciones de
estrés durante periodos largos (Ming Xu y col. 2010). El tiempo de exposicion a la MHC disminuy6
significativamente la actividad SOD en las raices de plantas no asociadas y asociadas (Fig. 20). Sin
embargo, en las plantas asociadas, a los 7 dias se observd un incremento significativo en la
actividad, en comparacion con las plantas control. En los tallos de plantas asociadas, la actividad
SOD se mantuvo sin cambios significativos hasta los 14 dias; posteriormente, aumentd (~2 veces)
y se mantuvo alrededor de 1147 U g proteina® hasta los 45 dias. En el caso de las plantas no
asociadas, se registré un incremento significativo en la actividad SOD con respecto al inicio desde
los 7 hasta los 21 dias de exposicion a la MHC. Después de 21 dias, la actividad de ambos grupos

de plantas se mantuvo sin cambios significativos entre si (Fig. 20).
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Figura 20. Efecto del tiempo de exposicion a 800 mg kg de la MHC sobre la actividad SOD y POD en raices y tallos de
plantas de F. arundinacea (Fa) y F. arundinacea asociada con Lewia sp. (Fa-L). Letras distintas indican diferencias

significativas entre los niveles de concentracion. Asteriscos indican diferencias significativas entre plantas solas (Fa) o

asociadas (Fa-L) (p<0.001, n=3).

La actividad SOD podria estar coordinada con otras enzimas antioxidantes como las POD durante

la detoxificacion de las ERO, ya que las POD se encargan de oxidar el per6xido de hidrogeno
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resultante de la actividad de la SOD, a agua. De manera similar que en la actividad SOD, el tiempo
de exposiciéon a la MHC modificé la actividad POD (Fig. 20). En este caso, la actividad en las plantas
inoculadas con Lewia sp. resultd mayor (2-3 veces) que en las plantas control y en ambos grupos
de plantas se observé la misma tendencia. (Fig. 20). En los tallos, la actividad POD disminuy6
significativamente durante los primeros 7 dias y, a partir de los 14 dias, disminuy0 a niveles cercanos
a los iniciales, manteniéndose asi hasta los 45 dias de exposicién a la MHC (Fig. 20). En las raices,
la actividad de esta enzima disminuy0 (4-12 veces) hasta los 21 dias y se mantuvo en niveles de
26.2 U g proteina® (plantas no asociadas) y 104.5 U g proteina™® (plantas asociadas) hasta los 45
dias. A pesar de que la respuesta en la actividad POD fue similar en ambos grupos de plantas, la

asociacion mostré mayor actividad que las plantas no asociadas.

Ademas de las actividades SOD y POD en la defensa antioxidante de plantas, destacan las GST,
que representan un grupo complejo de proteinas que se localizan en varios compartimentos de la
célula, incluso, asociadas a proteinas de la membrana (Sherratt y Hayes 2001). Las GST son una
familia de enzimas diméricas que catalizan la conjugacion de la forma reducida del glutation (GSH)
con compuestos xenobidticos; son un grupo de enzimas multifuncionales y versatiles involucradas
en muchos procesos bioquimicos en todas las células y, en especial, en las vegetales (Moons 2005).
En plantas, las GST pueden usar GSH, ya sea como sustrato 0 como coenzima y catalizar una
variedad de reacciones de conjugacion, como isomerizaciones dependientes del GSH, ademas de
participar con peroxidasas, tioltransferasa y dehidroascorbato reductasa dependientes del GSH.
También, pueden tener funciones no cataliticas como proteinas de uniébn de compuestos
fitoquimicos entre compartimentos celulares. Algunas GST tienen funciones cataliticas y no
cataliticas en el desarrollo normal, asi como durante diversas condiciones de estrés bidtico o abidtico
(Sherratt y Hayes 2001).

La MHC provoc6 un incremento en la actividad GST de raices de F. arundinacea no asociadas y
asociadas con Lewia sp. a los 7 dias con respecto al valor inicial (Fig. 21). En las raices no
asociadas, la actividad GST disminuy6 a los 14 dias de exposicién a la MHC, manteniéndose en
valores cercanos a 7.5 U g proteina? hasta los 45 dias, mientras que, en las raices asociadas, la
actividad se mantuvo alrededor de 10.1 U g proteina® hasta los 45 dias. En los tallos, la MHC
provocé un aumento en la actividad en plantas no asociadas entre los 7 y los 21 dias y, a partir de
ahi, la actividad disminuy6 a niveles basales (Fig. 21). Contrario a lo observado en las actividades
SOD y POD, la actividad GST en los tallos de las plantas asociadas fue menor que en las plantas

no asociadas durante los primeros 21 dias de exposicion a la MHC (Fig. 21).
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Figura 21. Efecto del tiempo de exposicién a 800 mg kg de la MHC sobre la actividad GST en raices y tallos de plantas
de F. arundinacea (Fa) y F. arundinacea asociada con Lewia sp. (Fa-L). Letras distintas indican diferencias significativas
entre los niveles de concentracion. Asteriscos indican diferencias significativas entre plantas solas (Fa) o asociadas (Fa-
L) (p<0.001, n=3).

La disminucion de la actividad de las enzimas SOD y POD observada en las raices de F. arundinacea
no asociadas podria estar relacionada con el aumento de MDA observado en este grupo de plantas
(Fig. 19). Lo anterior, debido a que el radical *O, , podria estar reaccionando con el H;O,
(Reacciones 1y 3), produciendo el radical *OH que puede oxidar los lipidos de membrana (Minotti
y Aust 1987). Sin embargo, la presencia de Lewia sp. incrementa la actividad de las enzimas SOD
y POD, ayudando a disminuir el contenido de MDA. Por lo anterior, se propone que Lewia sp.
controla el dafio oxidante a nivel de membrana en plantas de F. arundinacea a través del aumento
en las actividades SOD y POD vy, por consiguiente, el control de la sobreproduccién de ERO. Los
resultados expuestos en la Figura 21 sugieren que Lewia sp. promueve la disminucion de la actividad

GST en plantas de F. arundinacea para mantener la asociacion enddfita.

Es importante mencionar que las actividades enzimaticas antioxidantes también participan en la
degradacién de los contaminantes, en especial las POD (Kvesitadze y col. 2009). Se ha reportado
gue las POD de plantas catalizan varias reacciones quimicas (oxidacién, oxigenacion, peroxidacion,
halogenacion, deshalogenacion, deshidrogenacion, N-desalquilacion, entre otras) y ademas, tienen
gran afinidad por compuestos xenobiéticos, incluidos los HAP (Stiborova y Anzenbachlr 1991). Por
lo anterior, se evalud el efecto de la presencia o0 ausencia de las actividades antioxidante asociadas
a la cinética de remocién de la MHC por F. arundinacea y la asociacion enddfita inducida entre F.

arundinacea y Lewia sp.
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6.4.4 Remocién de hidrocarburos

Durante la fitorremediacion de compuestos organicos, las plantas pueden ser beneficiadas por la
presencia de microorganismos endéfitos, que poseen sus propias vias de degradacion de
contaminantes, asi como capacidades metabdlicas diferentes, provocando una mejora en la
eficiencia de degradacion de los contaminantes y reduciendo la fitotoxicidad y la evapotranspiracion
de los contaminantes volatiles (Soleimani y col. 2010). Por lo tanto, bajo la hipétesis de que en las
plantas asociadas con Lewia sp. aumenta la remocién de los hidrocarburos, se evalué la influencia
de la asociacion inducida entre Lewia sp. y F. arundinacea sobre la remocién de hidrocarburos en
el suelo modelo en el tiempo. Los hidrocarburos fueron removidos por la planta y la asociacion

siguiendo diferentes patrones a lo largo del tiempo (Fig. 22).

Después de 45 dias, la remocion de hexadecano y pireno fue significativamente mayor en el suelo
donde creci6 la asociacion F. arundinacea-Lewia sp. que en el suelo en donde crecieron las plantas
no asociadas. Sin embargo, en el caso del fenantreno no hubo diferencias significativas debido a la
asociacion con Lewia sp. Después de 45 dias, en el suelo donde crecieron las plantas asociadas
con Lewia sp. se alcanz6 una remocion maxima para el hexadecano de 95%, 83% para el fenantreno
y 91% para el pireno. En contraste, en el suelo donde creci6 solo F. arundinacea, se alcanz6 una
remocion (a los 45 dias) de 51, 76 y 80% para hexadecano, fenantreno y pireno, respectivamente.
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Figura 22. Remocion de hexadecano (HXD), fenantreno (PHE) y pireno (PYR) por a) F. arundinacea (Fa) o b) F.
arundinacea asociada con Lewia sp. (Fa-L) durante el tiempo de muestreo en el suelo modelo. Letras iguales por serie
indican que no hay diferencias significativas en la remocion por efecto del tiempo. Los asteriscos indican diferencias

significativas entre los hidrocarburos removidos por la planta sola (Fa) o asociada (Fa-L).

Contrario a nuestros resultados, Cheema y col. (2009) reportaron una remocion mayor de fenantreno
y pireno (87 y 97%, respectivamente) después de 65 dias de cultivo de F. arundinacea en un suelo
no estéril. La diferencia en los resultados podria atribuirse a la presencia de microorganismos nativos

del suelo contaminado, que promovieron la degradacion de los contaminantes en la rizosfera de la
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planta (Cheema y col. 2009). Cruz-Hernandez y col. (2013) observaron una remocion de 91% para
el hexadecano, 100% para fenantreno y 70% para pireno después de 45 dias de cultivo en un suelo
modelo no estéril. Esta diferencia puede atribuirse, también, al efecto adicional de microorganismos
degradadores de hidrocarburos en el sistema abierto que se utilizd. Soleimani y col. (2010) no
observaron diferencias significativas en la remocién de fenantreno y pireno en suelos cultivados por
7 meses con F. arundinacea y F. arundinacea asociada con Neotyphodium coenophialum en

condiciones de invernadero.

La remocién tan alta de los hidrocarburos, observada en los primeros siete dias de cultivo pueden
deberse a un fendmeno de sorcién de contaminantes en las raices de las plantas, tanto asociadas
como no asociadas. Varios estudios han demostrado que la mayoria de los compuestos organicos
lipofilicos como fenantreno y pireno, son afines a la epidermis de las raices. Lo anterior,
generalmente depende del coeficiente de particion (Kow) de los compuestos organicos lipofilicos, en
el suelo y en las membranas de las células vegetales, asi como del contenido lipidico en las raices
(Gao y Zhu 2004). El contenido lipidico en las raices puede modificarse por la presencia de
microorganismos como los hongos endofitos, lo que podria modificar la sorcion de los contaminantes
en plantas asociadas con enddfitos. Asi, nuestros resultados muestran que Lewia sp. es un hongo
enddfito que estimula la remocién de hidrocarburos alifaticos e HAP. Lo que podria estar relacionado
con los cambios bioquimicos registrados en F. arundinacea asociada con el hongo, especialmente
con una modificacién de la cantidad de lipidos en las raices, variable que no se determiné en este

estudio.

6.4.5 Correlacion entre las variables de respuesta en estudio

Con el objetivo de correlacionar la defensa antioxidante con la remocién de hidrocarburos por F.
arundinacea y la asociacion entre F. arundinacea y Lewia sp. se realizd un analisis de correlacion
entre los pardmetros bioquimicos y la remocién de la MHC observada durante los 45 dias (Tabla 6).
La remocion de los tres hidrocarburos correlaciond de forma positiva (>80%) y significativa con el
aumento en la biomasa, tanto de las plantas asociadas como no asociadas. También se observo
una correlacion significativa positiva (>70%) entre la produccion de MDA y la remocién de pireno en
el suelo, siendo mas importante en la planta sola que en la asociacion, lo que sugiere que la
remocién de pireno pudiera provocar la oxidacion de los lipidos de membrana en F. arundinacea no
asociada. La actividad POD fue la Unica variable relacionada con la defensa de la planta que mostro
correlacion significativa negativa (-71%) con la remocién de pireno en la planta sola. Lo anterior

sugiere que la actividad POD es insuficiente para oxidar el pireno que esta siendo removido.
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Tabla 6. Analisis de correlacion de Pearson entre la remocion de hexadecano (HXD), fenantreno (PHE) y pireno (PYR) y
la biomasa (BM), malondialdehido (MDA), actividades enzimaticas superéxido dismutasa (SOD), peroxidasas (POD) y

glutatién-S-transferasas (GST)) en F. arundinacea o F. arundinacea inoculada con Lewia sp. durante 45 dias?.

Parametros HXD PHE PYR
F. arundinacea
BM 0.85** 0.86** 0.81**
MDA 0.60 0.70* 0.80**
SOD 0.20 0.05 -0.12
POD -0.49 -0.67 -0.71**
GST 0.06 -0.15 -0.25
F. arundinacea-Lewia sp.
BM 0.92** 0.84** 0.89**
MDA 0.72** 0.75** 0.71*
SOD -0.01 -0.11 0.00
POD -0.45 -0.46 -0.46
GST -0.46 -0.55 -0.54

* Confianza a P<0.001; ** Confianza a P<0.0001.

Una vez que los HAP son absorbidos por la superficie radicular, pueden moverse a través del
apoplasto (entre los espacios intercelulares o alrededor de la pared celular) o a través del simplasto
(atravesando la pared y membrana celular y pasando por el citoplasma). En el primer caso, los HAP
podrian quedar acumulados en la pared celular, en el segundo, ademas de acumularse en la pared
celular podrian acumularse en las vacuolas (Wild y col. 2005). La absorciébn depende,
principalmente, del contenido de lipidos en las raices, donde las lipoproteinas, los fosfolipidos, las
grasas Y los tejidos de celulosa contienen componentes lipofilicos que parecen ser los dominios
primarios donde los HAP se acumulan una vez que penetran en las células de las raices (Gao y Zhu
2004). Lo anterior puede conducir a un aumento en la oxidacién de los lipidos de membrana (MDA)
observado a lo largo de la cinética en los dos grupos de plantas (Fig. 19), o deberse al incremento

de ERO por efecto de la presencia de la MHC.

Ademas de lo anterior, el metabolismo de los HAP puede producir moléculas mas fitotoxicas,
conduciendo al aumento en el dafio oxidante (Gao y Zhu 2004). El metabolismo del fenantreno
produce moléculas como la 9,10-fenantrenoquinona (Narro y col. 1992), una quinona con un
potencial de reduccién que le permite interactuar con biomoléculas tidlicas, reduciendo el potencial
reductivo en la célula que conduce al aumento en la produccion de ERO vy, por consiguiente,
causando dafio oxidante (Rodriguez y col. 2005; Wang y col. 2007). El pireno puede ser acumulado
en las raices de F. arundinacea para metabolizarlo posteriormente (Pan y col. 2016). Ademas, la
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distribucion de los contaminantes dentro de las células puede variar segun la planta y el
contaminante (Kang y col. 2010). La acumulacion de hidrocarburos y la formacion de los productos
mencionados implican la actividad de las enzimas antioxidantes como las polifenol oxidasas (PPO),
las peroxidasas (POD) y las glutation S-transferasas (GST), que contribuyen al metabolismo de
compuestos quimicos aroméaticos (Gao y col. 2013). Sin embargo, se requiere de mas estudios para
proponer certeramente los mecanismos a través de los cuales los hidrocarburos presentes en la

MHC, son removidos por F. arundinacea y la asociacion F. arundinacea-Lewia sp.

Es importante destacar que, durante la cinética, se observé una remocién de hidrocarburos alta en
los primeros 7 dias de exposicién a los contaminantes (Tabla 5). Ademas, en este periodo, se
observé un incremento en el crecimiento (Fig. 18) y las actividades SOD y POD (Fig.20), asi como
una disminucién del MDA (Fig. 19) y la actividad GST (Fig. 21) en F. arundinacea solas y asociadas
con Lewia sp., sin embargo, hasta este momento se desconoce si el efecto se debia a los
hidrocarburos o a la presencia de Lewia sp. Por lo anterior, se realiz6 un analisis detallado en este

dia. El andlisis se muestra enseguida.

6.5 Influencia de Lewia sp. sobre plantas de F. arundinacea expuestas a hidrocarburos
6.5.1 Crecimiento

De acuerdo con los resultados anteriores (apartado 6.4.1) se observé que la produccién de biomasa
en raices y tallos de F. arundinacea se modificé después de 7 dias de contacto con la MHC, sin
embargo, se desconocia si el efecto se debia a los hidrocarburos o a la presencia de Lewia sp. Por
lo anterior, y con el objetivo de distinguir el efecto de Lewia sp. del efecto de la MHC, se afadieron
dos puntos, los correspondientes a F. arundinacea y la asociacion F. arundinacea-Lewia sp. en el
suelo modelo, pero en ausencia de la MHC (Fig. 23). Después de 7 dias de exposicion a la MHC, el
hongo estimulé la produccion de biomasa, particularmente de raices, 3.8 veces mas que en las
plantas no asociadas (Fig. 23). Se sabe que los microorganismos enddfitos aumentan el crecimiento
de las plantas expuestas a agentes estresores (Soleimani y col. 2010). Estos resultados confirman
gue la asociacion enddfita entre F. arundinacea y Lewia sp. estimula el crecimiento de las plantas

aun bajo condiciones de estrés generado por la MHC en un periodo de 7 dias.
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Figura 23. Produccién de biomasa de F. arundinacea (Fa) y F. arundinacea asociada con Lewia sp. (Fa-L) expuesta o no
a 800 mg kg™ de hidrocarburos (MHC) por 7 dias en suelo modelo. Asteriscos indican diferencias significativas en la
comparacion de la biomasa total (raiz + tallo), letras diferentes (minuscula para raiz y mayusculas para tallo) (p<0.001).

La biomasa vegetal es una variable de respuesta cominmente utilizada como indicador de
rendimiento en plantas expuestas a xenobiéticos como los HAP (Soleimaniy col. 2010). Un resultado
similar al presentado aqui se observo en F. arundinacea expuesta a hidrocarburos cuando la planta
crecio en asociaciéon con el endéfito Neotyphodium coenophialum (Soleimani y col. 2010) y Lewia
sp. (Cruz-Hernandez y col. 2013). Los hongos endofitos pueden incrementar el crecimiento de las
plantas a través de la produccién de fitohormonas, cambios morfologicos en la raiz, el aumento en
la solubilizacién y captura de nutrientes (Porras-Alfaro y Bayman 2011) o mediante la
sobreproduccion y el control de moléculas de sefializacion como el H>O» (White y Torres 2010). El
H.O;, induce la respuesta de enzimas de sefializacion con diversas actividades, incluidas la
degradacion de proteinas y la sefializacién hormonal. Algunas de estas enzimas de sefializacion se
encuentran implicadas en la cascada de las MAPK que controlan la activacion de varios mecanismos
de defensa en respuesta al estrés por ERO (Tripathy y Oelmiller 2012).

6.5.2 Dafo oxidante

Con base en lo anterior, se analizé el contenido de H,O- en las plantas asociadas o no asociadas y
expuestas o0 no a la MHC (Tabla 7). Se encontré un incremento (1.3 veces) en el contenido de H,0;
de las raices de F. arundinacea no asociadas por efecto de la MHC. En contraste, la concentracién
de H:O, no se modifico en raices y tallos de las plantas asociadas expuestas a la MHC.
Independientemente de la MHC, la concentracion de H2O: en las raices de las plantas asociadas
fue menor (~35%) que en las plantas no asociadas (Tabla 7).
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Es importante examinar la concentracion de H»O, en conjunto con otros marcadores de estrés en
las plantas ya que, si los niveles de H,O» no son controlados, esta ERO puede ser transformada en
el radical hidroxilo y oxidar proteinas y lipidos de membrana, causando un incremento en el
contenido de grupos CO y MDA, respectivamente (Kreslavski y col. 2014; Hu y col. 2015). Por lo
anterior, se analizo el dafio oxidante, medido como contenido de MDA y proteinas oxidadas (grupos
CO), enraices y tallos de F. arundinacea y la asociacién enddfita entre F. arundinacea y Lewia sp.
en exposicion o no a la MHC durante 0 y 7 dias (Tabla 8).

Tabla 7. Contenido de H202 en raices y tallos de F. arundinacea (Fa) y la asociacion endoéfita F. arundinacea-Lewia sp.

(Fa-L) después de 7 dias de crecimiento con y sin 800 mg kg de la MHC en suelo modelo*.

H20; (nmol g PF)

Tratamiento

Raices Tallos
Fa 450.1+49.72b 480.9+38.88
Fa-L 427.4124.7%b 308.5+28.14
Fa + MHC 583.1£52.3¢ 489.2+12.38
Fa-L + MHC 377.6x17 .42 338.6+£37.54

* Datos con letras diferentes por columna indican diferencias significativas entre tratamiento (p<0.001). Los valores son la

media de 3 réplicas (4 plantas por réplica). Maylsculas y minidsculas indican analisis diferente para cada 6rgano.

Tabla 8. Dafio oxidante medido como contenido de malondialdehido (MDA) y proteinas oxidadas (grupos CO) en raices y
tallos de F. arundinacea (Fa) y la asociaciéon endéfita F. arundinacea-Lewia sp. (Fa-L) creciendo con y sin 800 mg kg de

la MHC durante 7 dias en suelo modelo*.

Raices Tallos

Tratamiento

MDA (nmol g** PF) Cgrg‘g’i‘r’]gl MDA (nmol g pF)  CO (Hmol g™ proteina)
Fa 28.1+0.3° 157.246.82 53.1+3.18¢ 330.3+1.1C
Fa-L 28.3+0.25 106.042.42 58.2+10.0° 265.3+10.08
Fa + MHC 48.6+1.4° 909.5+21.2¢ 58.6:+2.48 167.242.07
Fa-L + MHC 25.4+0.92 368.1414.5b 27 542,07 573.3+13.20

* Datos con diferentes letras por columna indican diferencias significativas entre tratamiento (p<0.001). Los valores son la

media de 3 réplicas (4 plantas por réplica). MayUsculas y minGsculas indican analisis diferente para cada érgano.

72



El contenido de MDA en raices de plantas no asociadas y expuestas a la MHC fue 1.7 veces mayor
que en las plantas crecidas sin la MHC (Tabla 8). Sin embargo, el contenido de MDA en las raices
de las plantas asociadas no se modificé significativamente por la MHC, comparado con su respectivo
control. EI MDA en los tallos de plantas asociadas y expuestas a los hidrocarburos, se redujo
significativa (53%) en comparacion con las plantas no asociadas. Por otro lado, la concentracion de
los grupos CO en las raices de las plantas asociadas y expuestas a la MHC fue menor (2.5 veces)
que en las plantas no asociadas. En contraste, la presencia de la MHC incrementd significativamente
la concentracion de los grupos CO (3.4 veces) en los tallos de las plantas asociadas que en las
plantas no asociadas (Tabla 8).

Se ha observado que los hongos micorrizicos (Debiane y col. 2009) y los enddfitos (Mirzahosseini y
col. 2014, 2015), pueden aliviar el dafio oxidante producido por la acumulacion de ERO en las células
de plantas como F. arundinacea. De hecho, se registré un incremento en el contenido de MDA,
particularmente en las raices de las plantas expuestas a la MHC, el cual fue significativamente
reducido tanto en raices como en tallos por efecto de Lewia sp. Esta reduccién en la peroxidaciéon
de lipidos podria deberse a un incremento en la actividad de enzimas como las peroxidasas (POD)
por efecto de Lewia sp. Las POD son las enzimas responsables de degradar los hidroperoxidos
lipidicos, utilizando GSH u otra molécula de poder reductor equivalente, evitando asi su acumulacién
(Pryor y Castle 1984). Otra consecuencia de la sobreproduccion de las ERO generada por estrés
abiotico es la oxidacion de proteinas (Cvjetko y col. 2010). Sin embargo, en raices de F. arundinacea
expuestas a la MHC, la concentracion de proteinas oxidadas se redujo en presencia de Lewia sp.
Se ha demostrado que los organismos tolerantes al estrés, son capaces de aumentar la actividad
de enzimas antioxidantes con el fin de atenuar la sobreproduccién de ERO debida a la acumulacion
de hidrocarburos (Balasubramanlyam y col. 2015). Lo anterior, podria conducir a un decremento en

la concentracién de los dos marcadores del estrés oxidante estudiados en este periodo.

6.5.3 Defensa antioxidante

El analisis de las actividades enzimaticas antioxidantes (SOD, POD y GST) después de 7 dias de
exposicion a la MHC (Fig. 24 y 26) se utilizé para determinar la actividad enzimatica relativa (Fig. 25
y 27), con el fin de identificar el efecto de la MHC o del hongo sobre la actividad enzimética de las
plantas expuestas a la MHC durante 7 dias. Independientemente de la exposicion a la MHC, las
actividades SOD y POD fueron estimuladas en las raices de las plantas asociadas (Fig. 24 y 25). En
presencia de hidrocarburos, la actividad SOD en las raices no asociadas fue menor (5.6 veces) que
la registrada en las asociadas (Fig. 24a y 25a). En los tallos, la actividad SOD disminuyé por efecto
de la MHC tanto en las plantas no asociadas (50%) como en las asociadas (60%), ambas
comparadas con las plantas cultivadas en ausencia de la MHC.
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La disminucion de las actividades SOD y POD se ha observado en plantas de Arabidopsis thaliana

(Liu y col. 2009) y Triticum aestivum (Tomar y Jajoo 2015) durante la exposicion a HAP. Esta

disminucion se relaciona con el aumento desproporcionado de ERO que supera la capacidad

antioxidante de las plantas (Cvjetko y col. 2010). La disminucién de la actividad SOD en los tallos y

raices de F. arundinacea se podria considerar como una evidencia indirecta de la acumulacién de

*O, enrespuesta a la MCH (Debiane y col. 2008). Comparado con los controles, el aumento en la

actividad SOD en las raices de plantas asociadas indica que Lewia sp. ayuda a regular la

concentracion de *O, en presencia de hidrocarburos. Becerra-Castro y col. (2013) demostraron que

la actividad de SOD, es comUnmente mayor en las plantas expuestas a un contaminante cuando se

asocian con endofitos.
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Figura 24. Actividades SOD (a) y POD (b) en raices y tallos de plantas de F. arundinacea creciendo por 7 dias no

asociadas (Fa) o asociadas con Lewia sp. (Fa-L) en un suelo modelo conteniendo o no 800 mg kg-1 de una mezcla de

hidrocarburos (MHC).
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Figura 25. Actividad relativa de SOD (a) y POD (b) en raices y tallos de plantas de F. arundinacea creciendo por 7 dias

solas (Fa) o asociadas con Lewia sp. (Fa-L) en un suelo modelo contaminado con una mezcla de hidrocarburos (MHC).

El aumento de la actividad POD independientemente de la presencia de la MHC, especialmente en
los tallos de plantas asociadas (Fig. 24b y 25b), indica que Lewia sp. estimula la defensa de la planta
mediante el control del nivel de H.O,. De hecho, se registr6 una menor concentracion de H.O, en
las plantas asociadas, en particular en las que crecieron en presencia de hidrocarburos (Tabla 7).
En estas mismas plantas, también se registr6 un contenido menor de MDA (Tabla 8). Las POD
pueden reducir los hidroperéxidos al alcohol correspondiente, evitando asi que los hidroperoxidos
de lipidos se acumulen y mejorando el crecimiento vegetal (Pryor y Castillo 1984). Kawaoka y col.
(2003) demostraron que la actividad POD tiene un papel en el crecimiento de F. arundinacea a través
de la modificacion de funciones tales como el control de la produccion de hormonas de senescencia.
El aumento en las actividades SOD y POD en las raices de F. arundinacea asociadas con Lewia sp.

y cultivadas en la MHC sugieren que el hongo ayuda a controlar la sobreproduccion de ERO inducida
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por la presencia de la MHC. Estos resultados se confirman por el hecho de que el contenido de MDA
y los grupos CO se redujeron significativamente por efecto de Lewia sp. Lo anterior, podria contribuir
al mejor crecimiento registrado en la planta (Fig. 23).

En cuanto a la actividad GST, esta fue mayor en los tallos que en las raices de las plantas no
asociadas (Fig. 26 y 27) y en las raices fue significativamente estimulada por la presencia de la
MHC. Esta actividad se redujo fuertemente tanto en tallos como en raices de las plantas asociadas

con Lewia sp., especialmente en plantas expuestas a la MHC.
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Figura 26. Actividad GST en raices y tallos de plantas de F. arundinacea creciendo por 7 dias solas (Fa) o asociadas con

Lewia sp. (Fa-L) en un suelo modelo conteniendo o no 800 mg kg™' de una mezcla de hidrocarburos (MHC).

Contrario a lo observado en las actividades SOD y POD en este mismo periodo de exposiciéon a la
MHC, la actividad GST disminuy6 en las plantas asociadas con el hongo y expuestas a la MHC, lo
que podria atribuirse a cambios en los niveles de las fitohormonas en las plantas por efecto de Lewia
sp. Ya que se ha demostrado que la actividad de esta enzima es modulada por estos compuestos
(Kumar y col. 2013). Este hecho también puede contribuir a la mejora del crecimiento registrado en
las plantas asociadas (Fig. 23). Hasta ahora, la mayoria de los estudios relacionados con la actividad
GST en plantas se ha centrado en las respuestas a la presencia de metales pesados (Mirzahosseini
y col. 2014; Rojas-Loria y col. 2014). Similar a nuestros resultados, la actividad GST en los tallos de
F. arundinacea expuestos a concentraciones bajas (30 mg kg?) de niquel, disminuyé en plantas

asociadas con el hongo Neotyphodium coenophialum (Mirzahosseini y col. 2014).
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Figura 27. Actividad relativa GST en raices y tallos de plantas de F. arundinacea creciendo por 7 dias solas (Fa) o

asociadas con Lewia sp. (Fa-L) en un suelo modelo contaminado con una mezcla de hidrocarburos (MHC).

La estimacion de actividades relativas tanto SOD como POD y GST (Fig. 21-26), ayudé a distinguir
claramente el efecto ya sea de los hidrocarburos o del hongo en las plantas en un periodo de 7 dias.
La disminucién de las actividades SOD y POD y el aumento de la actividad GST por efecto de la
MHC en las plantas de F. arundinacea no asociadas, sugieren que las GST de la planta pueden
estar relacionadas con la detoxificacion de los hidrocarburos, mientras que las SOD y POD parecen
no estar involucradas en este tipo de procesos. Contrario a lo anterior, en las plantas asociadas y
expuestas ala MHC, el aumento de las actividades SOD y POD, particularmente en las raices, indica
que Lewia sp. estimula la actividad de ambas enzimas, contribuyendo a un incremento en el sistema
de defensa antioxidante bajo condiciones de estrés por hidrocarburos. La disminucién de la actividad
GST por influencia de Lewia sp., incluso en presencia de hidrocarburos, sugiere que podria estar
relacionada con el mantenimiento de la asociacién enddfita. Estos resultados demuestran que los
mecanismos de defensa de la planta contra los efectos adversos de los hidrocarburos estan

influenciados por la asociacién endéfita con Lewia sp.
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Se logré inducir la asociacion enddfita entre F. arundinacea y Lewia sp., después de 15 dias de

contacto, en un medio con relacion C/N de 5y concentracion de sales completas de MS

La asociacion planta-endoéfito promovio el crecimiento de la planta, asi como el contenido de H20z y
MDA, y disminuy®6 el contenido de proteinas oxidadas y la actividad enzimatica GST en condiciones

in vitro.

La asociacion endofita entre F. arundinacea y Lewia sp. incremento la tolerancia a una mezcla de
hidrocarburos después de 45 dias de exposicion, encontrando una Clso de 757 mg kg* para F.
arundinacea y de 1100 mg kg* para la asociacién enddfita inducida entre F. arundinacea y Lewia

sp. en un suelo modelo con déficit de nutrientes.

Después de 45 dias de exposicion a la mezcla de hidrocarburos Lewia sp. promovio la remocion de

hexadecano y pireno, alcanzando remociones del 95 y 91%, respectivamente.

Lewia sp. promueve el crecimiento de F. arundinacea a través del control en el contenido de H.O. y
MDA, lo anterior se puede relacionar con el incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes

SOD y POD de la planta expuesta a hidrocarburos.

La disminucion de la actividad GST por influencia de Lewia sp. en la asociacion expuesta o no a la
mezcla de hidrocarburos, sugiere que esta actividad enzimatica podria estar relacionada con el

mantenimiento de la asociacion endofita.

Se observé un incremento entre el dafio oxidante de las plantas y la asociacion, con la remocion de
los hidrocarburos. De la defensa antioxidante, la actividad POD de F. arundinacea no asociada se
disminuy6 al incrementar la remocién de los hidrocarburos, en especial el pireno, lo que sugiere una

inhibicion en la actividad.

Este estudio demuestra el rol positivo de Lewia sp. en la promocién del crecimiento y el alivio del

estrés oxidante en F. arundinacea expuesta a una mezcla de hidrocarburos.

La asociacion enddfita F. arundinacea-Lewia sp. es una alternativa promisoria para mejorar la

fitorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos.
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8.RECOMENDACIONES
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Con base en el trabajo realizado y los resultados obtenidos, se recomiendan los siguientes estudios

con F. arundinacea y la asociacion inducida entre F. arundinacea y Lewia sp.

Para proponer el mecanismo de remocion de los hidrocarburos, analizar las actividades enzimaticas
polifenol oxidasas, ascorbato peroxidasas, glutation peroxidasas, glucuronil transferasas, y

proteinas de choque térmico, asi como moléculas antioxidantes glutation y ascorbato.

Para identificar las modificaciones a la expresién genética que permiten la asociacién y la respuesta
a las condiciones de estrés, realizar una comparacion de los perfiles en la expresion genética de F.

arundinacea y la asociacion F. arundinacea-Lewia sp.

Para mejorar el entendimiento de los mecanismos de degradacion y detoxificacion de los
hidrocarburos en este sistema, cuantificar los hidrocarburos acumulados en raiz y translocados a

tallos, asi como la distribucién de los contaminantes en los organelos celulares

Para determinar la toxicidad del cultivo, investigar el metabolismo de los hidrocarburos y su

distribucion celular en la planta y la asociacion.
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COMPONENTES DEL MEDIO MURASHIG AND SKOOG

Componentes del medio Murashige and Skoog adquirido en Sigma-Adrich* y utilizado en este proyecto

Componente (mg/L)
Nitrato de amonio 1650.0
Acido borico 6.2
Cloruro de calcio (anhidro) 332.2
Cloruro de cobalto * 6H20 0.025
Sulfato cuprico * 5H,O 0.025
Disodio-EDTA « 2H20 37.26
Sulfato ferroso « 7H>0 27.8
Sulfato de magnesio (anhidro) 180.7
Sulfato de manganeso * H,O 16.9
Acido de molibdeno (sodio sal) » 2H.0 0.25
loduro de potasio 0.83
Nitrato de potasio 1900.0
Fosfato de potasio monobasico 170.0
Sulfato de zinc * 7H.O 8.6
Glicina (base libre) 2.0
Mio-Inositol 100.0
Acido nicotinico (acido libre) 0.5
Piridoxina « HCI 0.5
Tiamina « HCI 0.1

* Numero de catalogo M5519, 4.4 g de la preparacion son requeridos para preparar 1 L de solucion.
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Abstract

Aims The protective roke of fungal endophytes in plants
under stress by hydrocarbons is yet poorly understood.
The influence of the endophytic fungus Lewia sp. on
growth and oxidative stress coatrol in plants of Festuca
arundinacea exposed to a hydrocarbon mixture (HCM)
was cvaluated.

Methods Plants of F arundinacea were inoculated or
not with Lewia sp. to establish endophytic association.
Afier 15 days. the plant growth, exidative stress. and
activity of antioxidant enzymes were analyzed in asso-
ciated and unassociated plants. Then. both groups of
plants were exposed for 7 days to a HCM (300 mg
kg ') in a model soil. The cffect of the HCM was

Responsible Editoe: Alain Presret.

C. Mendarte-Alguisira * M. Gutsérrez-Rojas -

T. Volke-Sepibveda ()

Bioctechnology Department, Universidad Auténama
Metropoli San Rafael Atlovco 186, Col. Vicentina,
Irtapalapa 09340 D.F., Mexico

e-muail: tvsl xamum sm mx

C. Mendarte-Alguisira
c-mail: cnade xanum wm mx

M. Gutiérrez-Rojas
e-mail: mgrie xanum. usm.nx

H. Gonzilez-Mirquez

Health Scicnces Dep & ilad Autd
Metropolitana-lzaapalapa, San Rafael Atlixco 186, Col. Vicentina,
Iztapalapa 09340 D.F., Mexxco

c-mail: hgnr xamum wam mx

Published ondine: 29 August 2016

assessed in the plants through the same vanables as
mentioned above.

Results Endophytic association was established after
15 days. The fungus cnhanced plant growth, as well as
H,0, and malondialdehyde concentration, and de-
creased ghutathione S-transferase (GST) activity. Lewia
sp. decreased the H-O; concentration in plants exposed
to the HCM and increased the activity of superoxide
dismutase and peroxidases, while significantly decreas-
ing GST activity.

Condclusions This study demonstrates the positive role of
Lewia sp. in promoting growth and alleviating oxidative
stress in £ animdinacea exposed to hydrocarbons.

Keywords Endophytic association -
Festuca anindinacea - Hydrocarbons - Lewia sp. -
Oxidative stress

Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) arc com-
pounds widely spread in aquatic and terrestnial ccosys-
tems (Liu ct al. 2009); among these, phenanthrene, and
pyrene are classificd as carcmogenic and mutagenic by
the U.S. Environmental Protection Agency (Debianc
ct al. 2009). Plants have defense mechanisms agamst
the adverse effects caused by these compounds, which
cnables them to survive under such abiotic stress
(Kvesitadze et al. 2009). In plants under biotic and
abiotic stress conditions, reactive oxygen specics
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(ROS) are produced i excess amounts. These reactive
molecules, which compnse radical and non-radical spe-
cies, react with biomolecules causing chemical changes
in profeins. hipids, and even DNA. which results m
oxadative stress (Cyjetko et al. 2010). Thus, the mtracel-
lular ROS concentration has to be tghtly controlled
through the antioxidant defense system. which consists
of enzymatic - including superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT). peroxidases (POD). and glutathione S-
transferases (GST) — and nonenzymatic antioxidants,
mainly ascorbate and glutathione (GSH) (Debianc
ct al. 2009). GSH s also a cosubstrute for GSTs, which
in plants participate in vanous functions such as phyto-
hormone homeostasis. hydroxyperoxide detoxification,
and apoptosis regulation (Shahrtash 2013), and also
have key roles in response to biotic and abiotic stresses
(Kumar ct al. 2013). Nevertheless. high ROS production
1s also necessary for plant defense. Currently, the m-
volvement of ROS as signal molecules during cellular
growth, plant-pathogen interactions, and stress re-
sponscs has been demonstrated (Nanda et al. 2010).

A successful plant strategy to adapt to a wide
range of stressors is the formation of mutualistic
symbiotic associations with microorganisms (Tana
ka et al. 2006). Plant-fungi symbiotic associations
arc ubiquitous in natural plant communitics. Besides
the well-studied symbiosis with mycorthizal fungi,
mutual relationships among plants and endophytes
have had increasing attention (Met and Flinn 2010).
Endophytic microorganisms live within plant tissues
without causing symptoms of discasc (Porras-Alfaro
and Bayman 2011). Several studics have shown that
endophytes can benefit plants growing under stress
conditions, such as the presence of pollutants - heavy
metals (Ahmad et al. 2011) and organochlorines
(Becerra-Castro ct al. 2013) - or high salt concentra-
tions and drought (Tiwar et al. 2016). by controlling
oxidative stress, Plant colonization by endophytes
causes biochemical changes during establishment of
the association. A common response Is an increased
production of ROS (oxidative burst). which is tho
ught to be required to inactivate the plant’s defense
response against the fungus. thereby maintaining a
mutualistic relationship (Tanaka et al. 2006: Nanda
ct al. 2010). Most studies have been focused on the
association of plants with the arbuscular mycorrhizal
fungus Glomus sp. or the endophytic fungus Neoty
phodium coenophialum under stress by heavy metals
and pesticides (Debiane ct al. 2009). Nevertheless. it
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was recently reported that an endophytic fungus m
the genus Lewia increased the tolerance of Festuca
arundinacea aganst a hydrocarbon mixture (Cruz-
Hernandez ct al. 2013). Lewia sp. is an ascomycete
fungus in the Pleosporaceae family. which was also
identificd as an endophyte of halophytic plant species
such as Limonium tetragonum and Phragmites
australis (Khalmuratova et al. 2015).

Although the ecological significance of endophytic fun-
@ has been shown, thear ole in controlling oxidative stress
in plants expased to hydrocarbons s not yet fully under-
stood. To date, the particular mechanisms influcncing the
tokerance and growth of £ anmdinacea plants exposed to
hydrocarbons m an endophytic association with Lewia sp.
have not been reported. This led us to hypothesize that
Lewia sp. modifics the activity of antioxidant enzymes of
F arundinacea under in vitro conditions, which conse-
quently can mprove growth and control of exidative stress
in plants exposed to a hydrocarbon mixture (HCM). Thus,
the aim of this study was to cvaluate the effect of Lewia sp.
on growth and oxidative stress control in plants of
F. arundinacea exposed to a HOM m & model soil.

Materials and methods
Plant material

This study was donc with plants of tall fescue
(Festuca arundinacea Schreb.) produced from seeds
obtained in the central food market in Mexico City.
Sceds were placed into a filter paper (Whatman 40)
and submerged in a commercial detergent solution
(2 % w/v) for 20 mm with agitation, then they were
thoroughly washed with tap water. Sceds were then
surface-sterilized by soaking i 70 % cthanol (30 s),
followed by 1.8 % NaClO containing 0.01 %
Tween-20 (30 min). Afterwards, sceds were thor-
oughly rinsed with dcionized stenile water.

The treated sceds were ascptically sown in Ma-
genta® boxes (Sigma) containing stenle Murashige-
Skoog (MS. Murashige and Skoog 1962) medium
(Sigma) with sucrose (10 g L', Sigma) and
Phytagel (1.8 g L', Sigma) added. The pH of the
medium was adjusted to 5.7 before autoclaving
(121 °C, 15 min). Sixtecn sceds per box were grown
for 15 days at 252 °C under a 16 h photoperiod
(light mntensity of 50 umol m = s7').
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Fungal inoculum

Lewia sp. was isolated from surface-stenlized seeds of
F. arundinacea germinated under in vitro conditions
(Cruz-Hemindez ct al. 2013). The strain was identificd
by comparing the nucleotide sequence (GenBank
GU296022, taxid: 708157) with fungal scquences
through standard nucleotide-nucleotide BLAST
(http:/‘www.nchinlm nth gov/blast). The fungus was
maintained (4 °C) on potato dextrose agar (PDA) medi-
um after 7 days of growth at 30 °C. The fungal moculum
was prepared by inoculating mycelium discs (5 mm) on
Petn dishes containing MS medium with sucrose (10 g
L") and Phytagel, and incubated at 30 °C for 15 days.
Sixty-five discs of peripheral mycelium were cut and the
MS medium adhered was removed from cach disk with
a stenik scalpel. The free-medium biomass disks obtain-
ed were aseptically disaggregated by agitation in tubes
containing glass beads (3 mm) and isotonic solution
(0.9 % NaCl). The obtained fungal biomass suspension
(10.1 0.1 mg mL ") was used as inoculum

Induction of the endophytic assoctation

In order to cstablish endophytic association, 15-day-
old plants of F arundinacea were moculated with
2 mL of the fungal biomass suspension around the
roots. Plants inoculated or not were grown for
15 days morc at 25 =2 °C (16 h photoperiod). Then,
plants were harvested cither for analysis or for their
transplant 1o flasks with model soil added.

The presence of Lewia sp. within root tissucs was
verified by treating the roots as follows: cubes
(I em’) of MS medium containing root scgments
were submerged in 70 % cthanol (48 h). The gel
cubes were washed with detonized water and treated
sequentially at 5 °C by immersion in the following
solutions; once in 320 mM sucrose (48 h). three
times 1n 420 mAM sucrose (48 h). once 1n 420 mM
sucrose (24 h). The cubes were stored at —20 °C for
24 h and then defrosted to release the roots. The root
was cut into smaller scgments, which were placed in
a concave microscope slide and stained with
Calcofluor White Stamn (Sigma) and 10 % KOH
for 7 min. The root images were obtained in a
spectral confocal microscopy system (LSM780-
NLO, Carl Zeiss). The track used was 410-579
beam splitters.

Culture conditions

The assay was done in glass flasks {expenmental units,
EU) containing a model soil polluted or not with 800 mg
HCM kg ! of dry model soil. A mixture (1:1, w¥) of
perhite (Dicalite, Mexico) and silica sand was used as
model soil. Perlite was sicved (0.4-2.8 mm) and washed
with hot water to remove impunitics. Silica sand (0.4-
2.0 mm) was treated with 10 % HCI (24 h) to remove
organic matter and carbonates. and then thoroughly
washed with distilled water. Both materials were dned
(60 °C, 72 h) and then mixed into EU. Each EU
contained 84 g (dry weight. DW) of model soil, which
was moistened with 40 mL of MS medum with sucrose
(16 gkg ' DW)at pH 5.7. Before sterilization (121 °C,
15 min), the HCM, consisting of hexadecane, phenan-
threne and pyrene (Sigma-Aldnch) in aratio of 2:1:0.5
(w/w), was added to cach flask. The HCM was dissolved
in acctone, which was completely cvaporated for 24 h.
Twelve 30-day-old plants of - arundinacea. associ-
ated or not with Lewia sp., were transferred per EU
containing the model soil polluted or not with the
HCM. Four treatments were done: (1) F arundinacea
(Fa); (1) £ arundinacea exposed to the HOM (Fa +
HCMY); (ii1) F arundinacea associated with Lewia sp.
(Fa-L); (iv) . anindinacea-Lewia sp. with HCM (Fa-L
+ HCM). EU were incubated for 7 days at 25+2 °C
under a 16 h photoperiod. A total of five EU were
assayed to obtain 60 plants per treatment, After treat-
ment peniod, 60 plants were separated into roots and
shoots to be destructively analyzed as follows: (1) 12
were used for biomass determination and (i) 48 were
separated 1nto four groups to determine (by triplicate)
the content of H,O.., malondialdchyde (MDA), and
oxidized proteins. as well as the enzyme activity in fresh
tissues. For analyzes in fresh tissucs, a rephicate was the
biomass obtained from 4 plants. These same analyzes
were performed in plants obtained from MS medium.

Plant growth determination

Plant growth was quantified by measunng scparately
the biomass of shoots and roots on a DW basis. afier
oven-drying (60 °C. 48 h).
Preparation of crude extracts

Fresh tissues (~100 mg) of roots and shoots obtained
from cach treatment were separately pulvenzed in liquid
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N,. Tissues were homogenized 1n cold sodium phos-
phate buffer (50 mM, pH 7) with | % polyvinylpymrol-
idone and protease ihibitor (P8213, Sigma. 5 ul for
100 mg of fresh tissuc) added. Homogenates were treat-
ed in a cell disruptor (Mikro-Dismembrator U,
Sartorws) for 2 mmn at 2000 rpm and then centnfuged
(4 °C. 10 min, 10629 g). The resultant supemnatants
(crude extracts, CE) were used to measure the protem
content in a microplate spectrophotometer (ELxS08,
BioTek) by the method of Lowry et al. (1951), using a
commercial kit (Bio-Rad) and BSA as standard.

Onxadative stress quantification
Hydrogen peroxide (H.0J)

The CE was mixed with 5 mM KCN to inhibit the CAT
and POD activity. and then with a reaction solution
containing ammonium ferrous sulfate (250 M), sorbi-
tol (100 yAf), and xylenol orange (100 yAf) in 25 mM
H.S0; and 1 % cthanol. The mixture was incubated at
reom temperature for 30 mun, and the complex formed
between Fe** and xylenol orange was spectrophotomet-
rically measured at 560 nm (50 Conc. Vanan). The
standard curve of H,O, was prepared n distilled water
in a concentration range of 0.5 to 80 uM (Cheeseman
2006).

Lipid peroxidation

Lipid peroxidation was quantified by mcasuring the
MDA concentration in the CE, which was prepared by
homogenizing fresh tissues in 20 mM Tris-HC buffer
(pH 7.4) with 10 uL of 500 mAf butylated hydroxytol-
uene. and centrifuged (4 °C. 15 min, 20817 g). The
reaction mixture contained 100 L of CE in 200 uL of
the reaction solution (15 % trichloroacetic acid, 0.5 %
thiobarbituric acid and 0.25 N HCl). The mixture was
incubated at 90 °C for 25 mm. The chromogen produced
was measured at 5335 nm, and the MDA coacentration
was estimated with an extinction coefficient (£) of
155 mM ' cm ' (Bucge and Aust 1978).

Oxidized proteins
The content of oxidized proteins was measured by
quantifying the carbonyl (CO) groups in proteins.

CO groups react with 2 4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH). gencrating a hydrazone protein conjugate
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which has a maximum absorbance at 375 nm. The
reaction mixture contained the required amount of
CE for 20 pg of protein and 750 puL of 10 mM
DNPH in 2M HCL The CO group content was
estimated with an €=22 mM ' cm™* (Juszczuk
ct al. 2008).

Enzyme activity

Superoxide dismutase (SOD. EC 1.15.1.1) activity
was spectrophotometrically determined at 450 nm
with a commercial kit (19160, Sigma). The assay
utilizes a water-soluble tetrazolium salt that pro-
duces a formazan dyc after reduction by the super-
oxide («0O, ) radical. The rate of reduction with <O,
1s lincarly related to xanthine oxidasc activity, which
is inhibited by SOD. The result is compared with a
standard curve of SOD. Onc unit of SOD activity is
defined as the amount of enzyme that inhibits in
50 % of the reduction of «O,  per minute at 25 °C
and pH 7.

Non-specific peroxidases (POD, EC 1.11.1.7) ac-
tivity was assayed by measuring the oxidation of
guaiacol to tetraguaiacol catalyzed by POD in the
presence of H,0., which was monitored in a micro-
plate spectrophotometer at 450 nm for 4 min. The
reaction mixture contained 200 pL of sodium phos-
phate buffer (50 mM. pH 7), 10 uL of 1 % of
guatacol and 10 uL of CE. The activity was calcu-
lated from the mnitial rate of the reaction considering
£=26.6 mM ' cm ' (Chance and Machly 19535).
One unit of POD activity is defined as the amount
of enzyme that catalyzes the formation of 1 pmol of
tetraguaiacol per minute at 25 °C and pH 7.

Glutathione S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) ac-
tivity was measurcd using a commercial kit
(CS0410. Sigma). The conjugation of GSH to 1-
chloro-2.4-dinitrobenzene (CDNB) catalyzed by
GST was monitored at 340 nm for 4 min. The
reaction mixture contained 20 uL of CE and
180 uL of reaction solution (200 mM GSH and
100 mM CDNB in Dulbecco’s buffer at pH 7). The
activity was calculated with €=9.6 mM ' c¢cm '
(Habig and Jakoby 1981). A GST unit is defined
as the amount of enzyme that catalyzes the forma-
tion of 1 yumol of the GS-DNB conjugate per minute
at 25 °C and pH 7.

In order to assess the cffect of either the HCM or
Lewia sp. on F. arundinacea, we used the enzyme
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activity obtained 1n treatments performed in model soil,
to obtain four relative enzyme activity indexes

( Fa-L\
[. Fa I

{ Fa-L + HCM
l Fa+ HCM )

" Fa+ HCM \

| (3
\ Fa J

{' Fa-L+ HCM |
Fa-L )

Where Eqgs. (1) and (2) estimate the cffect of Lewia
sp. on F. arundinacea grown in the absence and pres-
ence of the HOM. respectively. Equations (3) and (4) are
a measurce of the effect of the HCM on £, arundinacea
grown without or with Lewia sp.. respectively.

Statistical analysis

Treatments were applied in a randomized design with
three replicates per analysis, where one EU consisted of
12 plants. A Student’s t-test (o= 0.05) was used to
determine significant differences among moculated
and non-imoculated plants during association induction
Data obtained from assays in the model soil were tested
by onc-way ANOVA and the means companson was
donc using a Tukey-B test (o = 0.05). Statistical differ-
ences between means are indscated with different letters
Results arc expressed as means with their corresponding
standard deviation. Analysis was performed using SPSS
software, version PASW 18 (IBM SPSS-IBM Corp)

Results

Plant growth and biochemical responses by induction
of endophytic association

It has been demonstrated that some fungi can be
established as endophytes in plants by using different
methods of inoculation or induction. Endophytic asso-
ciation between F arundinacea and Lewia sp. was

established in MS medium, after 15 days of inoculating
a suspension of biomass i the roots of 15-day-old
plants. The endophytic nature of this association was
confirmed by confocal microscopy: we observed fungal
hyphac compartmentalized mnto epidermal root cells
(Fig. 1). After 15 days, this particular association signif-
icantly enhanced (1.9- and 3.5-fold, respectively) the
biomass production of shoots and roots, regarding to
endophyte-free plants (Table 1)

After the period of association induction, in-
creased levels of both H.O, (up to 3-fold) and
MDA (up to 3-fold) in roots and shoots of
F. arundinacea-Lewia sp. were found compared to
control plants (Table 1). The concentration of CO
groups decreased (~2 times) in the associated plants
compared to those unassociated, while m shoots,
association induction did not modify SOD activity,
down-regulation (1.6 times) was registered in the
roots (Table 1). POD activity was found to be ~2
times higher in roots compared to shoots, particularly
in assoctated plants. Activity in the roots was not
significantly modified by the presence of Lewia sp.,
but the fungus causcd a significant decrease (1.5
times) in the shoots. Also. a significant down-
regulation 1n GST activity in roots and shoots (7.7

Fig. 1 Coafocal microscopy image of roots of F arundimroca
endophytically associated with Lewia sp. afier |5 days of growth

m MS medusm. Feflow amow shows cellulose in the cell wall of
mots; hiwve arrows show septaie hyphae of Lewia sp 2 greem armom
shows hyphae compartmentalizod withn cells of the root
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Table 1 Influence of the mduction of endophytx association between F arundmaces and Lewas sp. on plant growth, axidative stress
(content of H20:, MDA and CO groups ). and antioxadant enzymes activity (SOD, POD and GST)*

Response variable Roots Shoots

Fa Fa-L Fa Fa-L
Growth (mg DW) 0964003 3342002 7364 048" 13874062%
H20; (nmol g ' FW) 928300 33821368 942:29% 4664 +222%
MDA (nmal g ' FW) N4:22 3139109 178:258" 463:14"
CO (umol g * protein) 4619 +20% 1636+ 10° 3494298 1932114
SOD (U g* protein) 1280+ 168° §112903" 990 + 2714 373202 5724
POD (U g * protein) 122+ 10 1174 262° £21+113% 582, 3+39%
GST (U g ¥ protein) 848246 1H0:1.2 13564 6.25% 402239

*Data with different letter by row indicate sgnificant differences between treatments (p < 0.001 ). In growth varables, each value & the mean
of at Jeast § phints. In biochemical parameters, each value corresponds 1o the mean of 3 replicates (4 plants per replicate). Lowercase and

uppercase indhicate mdependent testing per organ

and 3.4 times. respectively) was registered in re-
sponse to the endophytic fungus.

Influence of endophytic association i plants exposed
to hydrocarbons

Plant growth

We evaluated the influcnce of the induced associa-
tion between Lewia sp. and F. arundinacea on plant
growth and some biochemical responses during the
exposure to a HCM. After 7 days of exposure to the
HCM. the fungus significantly stimulated biomass
production. particularly in roots (3.8-fold). com-
pared to unassociated plants (Fig. 2).

8 Shoots obe e
CRoots
-
12 Ao
‘ .
% v ras rermcu reLech

Fig. 2 Biomass production by F arwndimacea (Fa) and
F. arundinaces associted with Lewia sp. (Fa-L) exposed or not
to 800 mg kg ' ofhydmcarbons (HCM) for 7 days in a model scel.
Significant differences are indicated ecither with asterisks when
compared the total plant beomass (roots + shoots), or with different
letters (lowercase for roots and uppercase for shoots) (P < 0.001)

Blomass (mg DW)
= B 2 W
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H-0: accumulation and oxidative damage

We found a significant increase (1.3-fold) in the H0:
content of unassociated roots of K. arundinacea by
cffect of hydrocarbons (Table 2). In contrast, the H.O,
concentration was not modified m shoots or roots duc to
exposure to the HCM in associated plants compared to
control plants without the HCM. The H.O. concentra-
ton in the roots of associated plants was lower (~35 %)
that that of unassociated plants, regardless of HCM
presence.

MDA in unassociated roots exposed to the HOM was
1.7-fold higher than that recorded m plants grown with-
out the HCM (Table 2). However, the MDA content in
the associated roots was not significantly modified by
the cffect of the HCM compared to the respective con-
trol. Regardng the MDA content i shoots exposed to
hydrocarbons, a significant reduction (53 %) was regis-
tered in associated plants with respect to those unasso-
ciated. On the other hand. the concentration of CO
groups in the associated roots exposed to the HCM
was significantly lower (2.5-fold) than that in unassoci-
ated plants. In contrast, the coatent of CO groups in
shoots of assoctated plants significantly increased (3.4-
fold) in the presence of the HCM compared to unasso-
ciated plants (Table 2).

Antioxidant enzyme activity

SOD and POD activity was stimulated in the roots of
associated plants regardless of exposure to the HCM
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Table I Bichemical parameters quantified as a measure of oxi-
dative stress in roots and shoots of F anmdnoces (Fa) and
endopinvitic association F anmdimaces-Lewia sp. (Fa-Ly grown

without and with 800 mg kg " ofa HOM for 7 days in a mosdel soil.
Binchemical parameters include concentration of Ha0:,
malondmldehyde (MIXA) and carbony] (C0F) groups in proteins*

Treatment  Roals

Shoots

H:Dzimmolg ' MDA mmelg' OO (umolg’

Hijnmolg' MDAmmeolg ' CO(umolg’

FW) FW) proiein) FWj FW) proiein|
Fa 4501 £49. 7% 2E.1+03" 1572 £ 6.8 4809+ 358" 5302317 33+ 115

Fal AT AT 283+02° 196052 4 308542814 582 100 2653 4 10.0°%
Fa+HCM 581523 ARG 14" T e 4R9 2+ 1238 SE.fi22 40 1672+ 2204
Fal+ ITLE£1740 25400 368 = 1450 1IB.6: ITEA ITE220M 571341320

HOM

*Daia with different letier by column indicabe significant differences between insatmenis (p << 0] ). Each valoe cormesponds to the mean of
3 replicaies (4 planiz per replicate). Lowencase and uppercase indicale independent lesting per ongan

{Figs. 3 and 4} In the presence of hvdrocarbons, the
S0D activity in unassociated roots was lower { 3.6-fold)
than that registered i assocuated plants (Figs. 3a and
4a). In shoots, SOD actvity decreased by effect of the
HCM in both unassociated (50 %) and associated
(60 %) plants compared to plants grown wathout the
HCM. In general, GST activity was higher in shoots
than in roots of endophyte-free plants (Figs. 3c and 4c)
Thus actrvity was strongly down-regulated m shoots and
roats of associated plants, while in the roots of unassoe-
ciated plants, GST activity was stimulated (63 %) m the
presence of the HOM; in associaied plants it was sigmif-
icantly reduced (61 %)

Discussion

Plant growth and biochemical responses by induction
of endophyvtic association

A successful plani-endophyte association requires the
colomzation of plant cells by the endophyte, which
occurs through the physical penetration of hyphae into
the cells of the plant host. Simalar to our findings, two
unknown ascomycetous endophytes were observed
comparimentalized into the root cells of Triticum
hrgidm (Abdellanf et al. 2009). Colonzaton of the
host cells by the endophyte causes modifications that
can improve plant growth through mechanisms such as
regulation of the production and actrviry of plant hor-
mones, morphological changes, and mereased mutnent
capture and solubibization (Mei and Flinn 2010). In fact,
enhanced plant growth by endophytes i vanous plant

species has been demonstrated (Bailey et al. 2006)
Another way that endophytes can contribute to enhance
plant growth i the overproduction and contrel of ROS
such as H.0, (White and Torres 2010), which operates
a5 a signaling molecule for growth (Cheeseman 2006).

Thus. the improved growth in plants of
F. amndinacea after 15 davs of moculation with Lewia
sp. could be atinbuted to bsochermcal changes such as
mncreased H,0, production. A similar response was
registered duning the early stages of the symbiosis be-
tween Gigaspora margarita and two legumes
{Lanfranco <t al. 2005), and between Pisolithus
tinctorins and Casfanea sative (Baptista ot al. 2007,
Furthermone, CAT appears o be down-regulated and
0D to be up-regulaied dunng these carly stages. Ths
could explam the H,O, accumulabion, smee SO cata-
lyvzes the conversaion of 0. w0 H.O., which 15 then
converted to water by CAT and POD (Manda et al.
2010). The oxidative burst dunng early stages of sym-
biobic interactions suggests a key role in the control of
the fungus prohferation (Nanda et al. 2010), which
could be related to the suppression of plant defense
responses agminst the fungus (Tanaka et al 2006} Ths
ROS overproduction can also lead to lipid peroxidation
and protein oxidaton. In fact, the enhanced MDA con-
centration in tssues of F anmdinacea by effect of
Lewia sp. indicates that the oxidative burst led to in-
creased hped peroxidation. In contrast, the decreased
level of CO groups in the associated plants might be
explained by the proteclysis of imeparable proteins via
lysosome or the ubiguitin-proteasome pathway (Tiwan
et al. 2016); one or both of these processes could be
improved due to the presence of Lewia sp.
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GST activity (U g protein)

Roots Bhoots

Fig.} SOD (a), POD (b) and GST () activity in roots and shoots
of plants of - arvmdinaces grown for 7 days unassociated (Fa) or
associated with Lewia sp. (Fo-L) n a model soil contaiming
800 mg kg ' of a hydrocarbon mixture (HCM). Different letters
indicate significant differences (P <0.001)

The significant decrease in SOD activity in roots of
E arundinacea after association induction suggests a
suppression of the antioxadant defense to form the asso-
ciation (Bailey et al. 2006) with Lewia sp.. since roots
are the first contact between the organisms. In contrast,
the sigmificant down-regulation of POD activity in the
shoots by effect of Lewia sp. could be attnbuted to H,O,
degradation by catalases (Mhamdi et al. 2010). Mcan-
while. plant GST are multifunctional proteins that selec-
tively bind GSH and have key roles in plant develop-
ment and response to stress conditions (Kumar ct al.
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Fig.4 Relative cnzyme activity mdexes of SOD (a), POD (b) and
GST (¢) ins rocts and shoots of plnts of F- anmdinagcen grown for
7 days unassociated (Fa) or associated with Lewda sp. (Fa-L)m a
model soil containing a hydrocarbos mixture (HOM)

2013). Besides their function i the detoxification of
xenobiotics and natural products. GST also catalyze
GSH-dependent peroxidase reactions that scavenge or-
ganic hydroperoxides and protect against oxidative
damage. In fact. ROS intermediates are known to be
important regulators of GST gene expression (Moons
2005). Expression analysis of the Lambda class GST
(particularly sensitive to redox perturbations) genc fam-
ily n rice suggested that different members of this
family are differently expressed dunng plant growth
and development, during biotic and abiotic stress, as
well as in response to plant hormones. The gene expres-
sion was also found to be dependent on the tolerance
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and susceptibility of seedlings to a hemiparasite fungus
(Kumar et al. 2013). It has been found that endophytes
can modify the activity of GST (Zhang et al. 2010),
which could be a result of changes in intracellular con-
centrations of plant hormones and'or ROS. The down-
regulation of GST activity in roots and shoots of
F arundinacea in response to the endophytic fungus
suggests that this enzyme could be repressed dunng the
establishment and mamtenance of this particular associ-
ation. In contrast, increased GST activity was found in
plants of Theohroma cacao endophytically associated
with Trichoderma hamatum (Bailey et al. 2006).

This senes of results suggests that in order to cstab-
lish the association with F. arundinacea, Lewia sp.
promotes increased ROS production, besides a reduc-
tion in the activity of enzymes involved in antioxidant
defense. at least under in vitro conditions. Several bio-
chemical factors, besides ROS production and the anti-
oxdant system, are invelved in stress signaling (Baxter
et al. 2013) and can facilitate plant-endophyte interac-
tion at a biochemical level (Tanaka et al. 2006). Indeed,
it has been reported that biochemical changes due to the
formation of an association can contnibute to greater
tolerance and growth m plants exposed to stressors such
as PAH (Dcbiane ct al. 2009). heavy metals (Ahmad
ctal. 2011) and drought (Tiwan ct al. 2016).

Influence of the endophytic association in plants
exposed to hydrocarbons

Plant growth

Endophytic microorganisms can enhance plant growth
and the antioxidant system response in plants exposed to
several stressors (Soleimani et al. 2010). Our results
confirm that the endophytic association between
F arundinacea and Lewia sp. simulates plant growth
even under the abiotic stress gencrated by the HCM.
Plant biomass 1s a response vanable usually used as an
indicator of growth performance in plants exposed to
xenobiotics such as PAH (Soleimani et al. 2010). In-
creased biomass production was also registered in plants
of £ arundinacea exposed to hydrocarbons when
grown in the presence of the endophytes Neotyphodiim
coenaphialum (Solcimani et al. 2010) and Lewia sp.
(Cruz-Hemandcez ct al. 2013). Endophytic fungi may
increase the growth of grasses through mechanisms
such as the production of plant hormones and morpho-
logical changes. as well as by enhanced solubilization

and uptake of nutricnts (Porrs-Alfaro and Bayman
2011).

H.0. accumulation and oxidative damage

An increased level of H.O. is a common response in
plants grown under abiotic stress conditions such as the
presence of PAH, such as phenanthrene (Alkio et al
2005: Kreslavski ct al. 2014). The fact that the HCM
caused an increased H.O. content in the roots of unas-
sociated plants, while its content was reduced by cffect
of the fungus, indicates that Lewia sp. has a role in ROS
control when a stressor such as the HCM is present.
Similar to our results, a reduction (10 %) in the H.O,
concentration in plants of £ arundinacea associated
with Epichioé coenophiala exposed to nickel (180 mg
kg™') was registered compared to the level in
endophyte-free plants (Mirzahossemni et al. 2015).

1f H,0, is not controlled. it can be transformed into
the hydroxyl radical and oxidize proteins and unsaturat-
ed membrane phospholipids, leading to increased con-
tent of CO groups and MDA, respectively (Kreslavski
ctal 2014; Huctal 2015). However, it has been shown
that both mycorrhizal (Debiane et al. 2009) and endo-
phytic fungi (Mirzahosscini et al. 2014, 2015). can
alleviate the oxidative damage produced by ROS accu-
mulation 1n cells of plants such as F arundinacea. In
fact, we registered an increased MDA content, particu-
larly in the roots of plants exposed to the HCM, which
was significantly reduced in both shoots and roots by
effect of Lewia sp. This response might be the result of
decreased lipid peroxidation due to an increase m POD
activity by cffect of Lewia sp. Peroxidases are enzymes
responstble for degrading lipid hydroperoxides, by uti-
lizing GSH and/or other reducing equivalents, thus
preventing their accumulation (Pryor and Castle 1984)
Another consequence of the ROS overproduction gen-
crated by abiotic stress 1s protemn oxidation (Cvjetko
et al. 2010), However. in the roots of F arundinacea
exposed to the HCM, the concentration of oxidized
proteins was significantly reduced m the presence of
Lewia sp. It has been demonstrated that tolerant organ-
isms arc able to increase the activity of antioxidant
enzymes in order to alleviate or attenuate ROS overpro-
duction by the accumulation of hydrocarbons
(Balasubramanlyam et al 2015), which could result in
decreased concentrations of the two oxudative stress
markers here studied.
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Antioxidant enzyme activity

Down-regulated SOD and POD activity has been ob-
served in plants of Arabidapsis thaliana (Liu ct al. 2009)
and Triticum aestivum (Tomar and Jajoo 2015) during
exposure to PAH. This decrease was related to increased
ROS production that ¢xceeded the plant antioxidant
capacity (Cvietko et al. 2010). The down-regulation of
SOD activity in shoots and roots of unassociated plants
of £ arundinacea could be considered as indirect cvi-
dence of the increased accumulation of <O, 1n response
to the HCM (Debiane et al. 2008). Compared with
controls, the higher SOD activity m the roots of associ-
ated plants indicates that Lewia sp. helps to control the
*0, concentration in the presence of hydrocarbons.
Various studies have shown that the activity of antioxi-
dant enzymes such as SOD is commonly higher in
plants exposed to pollutants when they are associated
with endophytes (Becerra-Castro et al. 2013).

The up-regulation in POD activity. particulardy in
shoots of associated plants regardless of the HCM pres-
ence (Figs. 3b and 4b), indicates that Lewia sp. plays a
role in stimulating the plant oxidative defense by con-
trolling the H,O, level. Indeed, a reduced H,O, concen-
tration was registered in the associated plants, particu-
larly m those exposed to hydrocarbons (Table 2). Fur-
thermore, n these same plants, a decreased content of
MDA was also registered (Table 2). Peroxidases reduce
hydroperoxides to the corresponding alcohol, thus
preventing the accumulation H-O: and lipid hydroper-
oxides (Pryor and Castle 1984). In fact, it was found that
POD activity plays a role in the growth of
F amndinacea through the modification of functions
such as the control of senescence hormone production
(Kawaoka ct al. 2003). The up-regulation of SOD and
POD in the associated roots of £ anmdinacea grown
with the HCM suggests that Lewia sp. improves the
control of ROS overproduction induced by the presence
of the HCM. Thesce results are confirmed by the fact that
the content of MDA and CO was significantly reduced
by the cffect of Lewia sp. The above facts could conse-
quently contribute to the enhanced plant growth

Otherwise, the down-regulation in GST activity
assocusted plants of F anmdinacea exposed to the
HCM could be attributed to changes in the plant hor-
monc levels by effect of Lewia sp., since it has been
shown that the activity of this cnzyme is modulated by
these compounds (Kumar ¢t al 2013). This fact may

& Springer

also contnbute to the improved plant growth registered
in assoctated plants. Until now, most studies related to
GST in plants have focused on responscs to the presence
of heavy metals (Mirzahosseini et al. 2014; Rojas-Lona
et al. 2014). Simalar to our results, GST activity was
enhanced in shoots of £ arundinacea exposed to low
concentrations (30 mg kg ') of nickel However, re-
duced activity was recorded in plants associated with
Neotyphodium coenophialum (Mirzahosscini ¢t al.
2014).

Relative enzyme activity (Fig. 4) helps to clearly
distinguish the effect of either hydrocarbons or the fun-
gus in the plant SOD, POD. and GST activity. The
down-regulation of SOD and POD activity and up-
regulation of GST by effect of the HCM in unassociated
plants of £ arundinacea suggest that plant GST are
related to hydrocarbon detoxification, while SOD and
POD appear not to be mvolved in such a process. On the
contrary, in the associated plants exposed to the HCM,
the up-regulation of SOD and POD activity, particularly
in roots, indicates the involvement of both enzymes in
improving the plant defense system against ROS accu-
mulation under hydrocarbon stress, which was stimulat-
ed by Lewia sp. Mcanwhile, the down-regulation of
GST activity by influence of Lewia sp., even in the
presence of hydrocarbons, suggests that these enzymes
could be related to maintenance of the endophytic asso-
ciation. These results demonstrute that the plant’s de-
fense mechanisms against the adverse effect of hydro-
carbons are influenced by the endophytic association
with Lewia sp.

Conclusions

To our knowledge. this 1s the fist study analyzing the
nfluence of the endophytic association between £ arun
dinacea and Lewia sp. on oxidative stress and antioxadant
response in the presence of a HOM. The endophytic asso-
ciation between the organisms could be established after
15 days wnder in vitro conditions, and Lewia sp. signifi-
cantly improved plant growth. Establishment of the associ-
ahon caused a significant increase m the production of
H.0, and lipid peroxides as well as a reduction of oadized
protems and GST activity. Afier 7 days of exposure to
hydrocarbons i a model soill. Lewia sp. improved plant
growth by controlling the content of H,O, and MDA,
which was in tum related to an ncrease i antioadant
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of Lewia sp. in promoting growth and alleviating oxidative
stress in K arundinacen exposed 1o a HOM. Although
more rescarch is still roquired to examine the relationship
between the detoxification and degradation of hydrocar-
busbylhisqxciﬁcaxh:hyti:mﬁon.imklpo-
tentially be used in remediation of hydrocarbons-
contaminated soils.
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