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RESUMEN 

La fitorremediación asistida por microorganismos endófitos es una tecnología que permite 

la recuperación de sitios contaminados con compuestos orgánicos. La eficiencia de esta 

tecnología puede mejorarse a través del establecimiento de asociaciones endófitas entre 

plantas y microorganismos tolerantes que degraden o estabilicen contaminantes 

particulares. Para lo anterior, es posible inducir la asociación 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 asociación endófita inducida 

con Festuca arundinacea sobre el control del estrés oxidante durante la remoción de una 

mezcla de hidrocarburos (MHC) en un suelo modelo. Para lo anterior, primero se 

establecieron las condiciones para inducir la asociación endófita 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 concentración fija de la MHC (800 mg kg-1) durante 45 días, para 

cuantificar el daño oxidante, la defensa antioxidante y la remoción de la MHC. El medio de 

cultivo que permitió el mejor desarrollo de plantas, fue el medio con sales completas de 

Murashige y Skoog adicionado con 10 g L-1 de sacarosa. En este mismo medio, fue posible 

inducir la asociación endófita planta-hongo en 15 días, obteniendo plantas visiblemente 

sanas. Al término del periodo de inducción de la asociación en condiciones in vitro (15 días), 

el hongo incrementó significativamente el crecimiento vegetal, la concentración de H2O2 y 

de malondialdehído, y causó la disminución de la actividad glutatión S-transferasa (GST). 

Estas respuestas permitieron que Lewia sp. mejorara la tolerancia de las plantas a la MHC 

en un suelo modelo. La asociación de F. arundinacea con Lewia sp. incrementó el 

crecimiento y la remoción de hexadecano y pireno en el suelo modelo contaminado a través 

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

 

 

 

Palabras clave: asociación endófita · 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-1 of HCM for 45 days, allowing to 

quantify 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-1 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 H2O2 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. 
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1 

INTRODUCCIÓN 

El asentamiento de las poblaciones ha provocado el aumento de la contaminación y en especial, la 

debida a hidrocarburos, como los alifáticos, aromáticos policíclicos (HAP) y otros hidrocarburos 

derivados del petróleo. Estos compuestos poseen características tóxicas para los organismos, ya 

que tienen propiedades mutagénicas y carcinogénicas. Lo anterior ha conducido a las autoridades 

ambientales a promover el desarrollo de tecnologías eficientes y económicamente factibles que 

permitan su eliminación del ambiente. De hecho, se ha demostrado que la remoción de HAP es más 

rápida en suelos con vegetación en crecimiento, comparado con suelos sin vegetación. La 

fitorremediación es una alternativa tecnológica, 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 

últimas décadas, se han encontrado varias especies de gramíneas (Poaceae) eficaces para la 

fitorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos alifáticos y HAP. Una de las más 

estudiadas y utilizadas para tal fin es Festuca arundinacea. Recientemente, se demostró que la 

asociación de esta planta con el hongo endófito Lewia sp. mejora la eficiencia de la fitorremediación. 

Sin embargo, aún 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 producción de plantas de F. arundinacea y 

para inducir su asociación endófita con Lewia sp. en un medio semisólido, seleccionando las mejores 

condiciones para el establecimiento de la asociación en un periodo de 15 días. Posteriormente se 

evaluó la tolerancia de la planta y la asociación planta-hongo a una mezcla definida de hidrocarburos 

en un suelo modelo. Asimismo, se determinó la influencia del endófito sobre el estrés oxidante y la 

defensa antioxidante de la planta al final del periodo de infección (15 días), así como durante 45 días 

de exposición a una mezcla de hidrocarburos. 

En el primer capítulo de este documento se presenta una revisión bibliográfica que, de manera 

general, aborda el tema de la contaminación de suelos por hidrocarburos, la fitorremediación como 

una alternativa para su remediación. Se presentan también los aspectos más relevantes acerca del 

daño oxidante causado por los contaminantes y la defensa antioxidante involucrada en la 

detoxificación. En seguida, se bosqueja el problema a partir del cual se plantea la hipótesis a 

demostrar y los objetivos a cumplir. En el capítulo cinco se presenta la estrategia experimental 

general y se detallan los materiales y métodos utilizados para alcanzar los objetivos. En el capítulo 

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 suelo y su contaminación 

El suelo (del latín “solum” que significa piso) es definido como la capa superior de la Tierra que se 

distingue de la roca sólida y es el sitio donde las plantas se establecen. Los suelos son formaciones 

geológicas naturales y desarrolladas bajo condiciones diversas de clima y materiales de origen, y 

están en constante evolución, lo que justifica su gran variedad (Navarro 2003).  

Independientemente de su origen, el suelo tiene la función 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 partículas sólidas 

pulverulentas, de agua y de aire. El suelo puede, entonces, considerarse como un sistema disperso, 

constituido por tres fases (sólida, líquida y gaseosa), siendo posible distinguir cuatro componentes: 

compuestos minerales, orgánicos, agua y aire, íntimamente ligados, mezclados entre sí y originando 

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

1.1.1 Contaminación del suelo 

La contaminación es un cambio dañino en las características químicas, físicas y biológicas del agua, 

aire y suelo, comúnmente conducen al detrimento en el desarrollo de los organismos que habitan 

esos sitios (Lucho-Constantino y col. 2005). En particular, la contaminación del suelo aumenta como 

resultado de su explotación, el asentamiento de poblaciones y las actividades antropogénicas, lo 

que ha provocado el aumento de residuos que llegan al agua, aire y suelo. Particularmente en 

México, como consecuencia de años de actividad minera y, posteriormente, debido a las actividades 

industriales (farmacéutica, química básica y petrolera) se han producido grandes cantidades de 

residuos peligrosos (RP) (Lucho-Constantino y col. 2005). La generación de RP se ha incrementado 

en los últimos años. Tan sólo en el periodo del 2004 al 2011 se reportaron 1.92 millones de toneladas 

de RP resultantes de 68,733 empresas en toda la República Mexicana (SEMARNAT 2013). Además, 

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 Procuraduría Federal de 

Protección 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 Contaminación de suelos por hidrocarburos 

Hasta 2016, en México, Petróleos Mexicanos (PEMEX) ha sido el monopolio a cargo de las 

actividades de exploración, transformación almacenamiento y distribución de petróleo crudo y sus 

derivados. La mala disposición o manejo de petróleo crudo y de sus derivados impacta 

negativamente sobre la calidad del ambiente, provocando contaminación en el aire, agua y suelo. 
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En el país, tan sólo en 2015, se tenían identificadas 1162 hectáreas de suelo contaminado con 

petróleo y sus derivados (PEMEX 2016).  

El petróleo está formado principalmente por hidrocarburos, que están constituidos esencialmente 

por átomos de carbono (76 a 86%) e hidrógeno (10 a 14%). Se conoce una gran diversidad de 

hidrocarburos alifáticos y aromáticos policíclicos (Lee y col. 2008). Los hidrocarburos alifáticos son 

cadenas sencillas de carbono e hidrógeno y también se conocen como hidrocarburos saturados, ya 

que sólo presentan un enlace entre carbono e hidrógeno. Los hidrocarburos aromáticos policíclicos 

(HAP) se encuentran compuestos por dos o más anillos de benceno fusionados que comparten dos 

átomos de carbono. Los HAP se encuentran distribuidos en el suelo porque, además de que 

provienen de fuentes pirogénicas, por su estructura, pueden quedar retenidos durante años en los 

suelos (Lee y col. 2008). 

Uno de los hidrocarburos alifáticos en los residuos de diésel es el hexadecano (C16H34; 226.4 g mol-

1; solubilidad en agua a 25°C: 9X10-4 mg L-1) (Krummenacher y col. 2003). Éstos han sido señalados 

por las normas mexicanas como peligrosos (Ferrera-Cerrato y col. 2007). Por otra parte, los efectos 

de los HAP sobre los organismos están relacionados con su tamaño y estructura. De acuerdo a la 

Agencia de Protección 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). El comportamiento de los HAP en el suelo depende de sus propiedades físicas y 

químicas, además de las características del suelo donde se encuentran. Todas las propiedades 

antes mencionadas son el conjunto que define el tamaño y la distribución de la contaminación en 

una zona específica cuando existen derrames de petróleo. 

El derrame del petróleo y sus derivados produce una contaminación constante de suelos que son 

utilizados para el cultivo de productos agrícolas de consumo humano, representando un gran peligro 

para la salud pública, ya que los HAP pueden introducirse en estos productos (Lee y col. 2008). 

Debido a los daños que los HAP pueden causar a la salud, en México se han tomado medidas de 

saneamiento en los sitios contaminados; para tal propósito, por varias décadas, se han investigado 

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

El saneamiento o detoxificación de los sitios contaminados requiere de investigación, innovación y/o 

adaptación de tecnologías que sean amigables con el ambiente y de bajo costo. El uso de procesos 

biológicos cumple con esos requisitos, sin embargo, existen algunas limitantes que dificultan su 

aplicabilidad, como la disponibilidad de nutrientes, el alto contenido de arcillas, la aireación, 

disponibilidad y tiempo de contaminación. 
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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  

molecular 

Nombre Masa molecular 

(g mol-1) 

Solubilidad (mg L-1) 

en agua 

 

Naftaleno 128.17 31.60 

 

Acenafteno 154.21 1.91 

 

Acenaftileno 152.20 3.93 

 

Fluoreno 166.20 1.98 

 

Antraceno 178.20 0.76 

 

Fenantreno 178.20 1.20 

 

Pireno 202.30 7.7 X 10-2 

 

Fluoranteno 202.26 0.26 

 

Benzo[a]antraceno 228.29 1.0 X 10-2 

 

Criseno 228.30 2.8 X 10-3 

 

Benzo[b]fluoranteno 252.30 1.2 X 10-3 

 

Benzo[a]pireno 252.30 2.3 X 10-3 

 

Benzo[g, h, i]perileno 276.34 2.6 X 10-4 

 

Dibenzo[a, h]antraceno 278.35 5.0 X 10-4 

 

Indeno[1, 2, 3,-c, 

d]pireno 

276.30 6.2 X 10-2 

 

Benzo[e]pireno 252.30 6.3 X 10-3 

*Modificado de Lee y col. (2008). 
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Como parte de los esfuerzos para mejorar o acelerar la detoxificación de los sitios contaminados, se 

han estudiado plantas tolerantes a los contaminantes, con el fin de favorecer su oxidación y 

degradación en el suelo (Ferrera-Cerrato y col. 2007). A continuación, 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. Fitorremediación de suelos contaminados 

La fitorremediación es una alternativa tecnológica en la que se aprovecha la capacidad de las plantas 

para extraer, degradar, volatilizar y/o estabilizar contaminantes del aire, agua y suelo. Esta 

tecnología se ha aprovechado para remediar suelos con contaminantes como metales pesados, 

residuos radiactivos y compuestos orgánicos, como hidrocarburos alifáticos y HAP derivados del 

petróleo (Lee y col. 2008). 

Varias especies de plantas exhiben una tolerancia alta a los contaminantes; entre estas, una de las 

familias más estudiadas es la de las gramíneas (Poaceae) (Aprill y Sims 1990). Durante las últimas 

décadas, se han sugerido varias especies de gramíneas como plantas eficaces para la 

fitorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos alifáticos 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 amplía la superficie de colonización de los 

microorganismos del suelo en la rizósfera, lo que permite incrementar la interacción entre la 

comunidad microbiana de la rizósfera y el contaminante (Aprill y Sims 1990). Por ejemplo, Parrish y 

col. (2004) reportaron que después de 12 meses, aumentaba (24%) la remoción de HAP en un suelo 

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

F. arundinacea (Schreb.) es una gramínea 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 gramínea perenne amacollada con un tamaño 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 (lámina) es muy larga, angosta, plana o a veces plegada y en su unión con la vaina se prolonga 

en dos lóbulos, entre la vaina y la lámina, por la cara interna, presenta una prolongación 

membranácea de ápice truncado, llamada lígula; su inflorescencia es panícula, 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 

http://www.tropicos.org/Name/25509613


7 
 

de la inflorescencia son angulosas y ásperas al tacto; sus flores son muy pequeñas y se encuentran 

cubiertas por una serie de brácteas puntiagudas pero sin aristas evidentes; producen una sola 

semilla fusionada a la pared del fruto; y su raíz es fibrosa y con tallos subterráneos (rizomas) cortos 

(Walsh 1995). Por sus propiedades nutrimentales F. arundinacea ha sido considerada una gramínea 

forrajera importante en la producción extensiva de ganado y en algunos países 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 erosión, mejora la estructura del suelo y retrasa o previene la invasión 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 bióticas 

(patógenos, herbívoros), como abióticas (salinidad, sequía, contaminantes orgánicos y metales 

pesados, entre otros). Además, F. arundinacea puede coexistir con microorganismos endófitos de 

manera natural e inducida, permitiendo mayor tolerancia a las condiciones de estrés. Los 

mecanismos de fitorremediación han podido ser caracterizados utilizando plantas como F. 

arundinacea (Pilon-Smits 2005). 

1.2.1 Mecanismos de fitorremediación 

Dependiendo del tipo de contaminante, las condiciones climatológicas del sitio y el nivel de limpieza 

requerido, la fitorremediación se puede utilizar ya sea como un medio de contención (rizofiltración, 

fitoestabilización) o de remoción (fitoextracción, fitodegradación, fitovolatilización, fitoestimulación y 

fitorremediación asistida con microorganismos) de los contaminantes (Pilon-Smits 2005). A 

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

La rizofiltración es el uso de las plantas para adsorber y absorber los contaminantes, 

principalmente metales, del suelo o del agua a través de las raíces. Cuando el sistema radicular de 

las plantas está bien desarrollado, éstas se introducen en el sitio contaminado. A medida que las 

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

La fitoestabilización permite inmovilizar el contaminante en el suelo a través de su absorción y 

acumulación en las raíces, o bien, por su precipitación en la zona de la rizósfera. Este mecanismo 

reduce la biodisponibilidad y movilidad de los contaminantes evitando su migración a las aguas 

subterráneas o al aire.  

La fitoextracción se basa en la absorción de los contaminantes a través de las raíces, para ser 

translocados y acumulados en altas concentraciones en los tejidos aéreos de las plantas. Así se 

logra extraer los contaminantes del suelo para concentrarlos y disponerlos de forma segura. 
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En la fitovolatilización, las plantas pueden convertir los contaminantes en formas volátiles que son, 

generalmente, menos tóxicas y liberarlas hacia la atmósfera, a través de la evapo-transpiración. 

Durante la fitodegradación, las plantas y los microorganismos asociados degradan los 

contaminantes orgánicos en productos menos tóxicos, o bien, los mineralizan hasta CO2 y H2O. En 

este mecanismo, los contaminantes son metabolizados y transformados dentro de los tejidos 

vegetales. La fitodegradación se ha utilizado para la remoción de diversos hidrocarburos, incluidos 

los HAP. 

La fitoestimulación se lleva a cabo porque las raíces de las plantas exudan sustancias (azúcares, 

ácidos carboxílicos y aminoácidos, entre otros) que son aprovechadas por los microorganismos 

degradadores de contaminantes que se encuentran cercanos a la rizósfera y el contaminante puede 

ser degradado tanto por las plantas como por los microorganismos. 

La fitorremediación asistida por microorganismos se basa en la asociación entre plantas y 

microorganismos como bacterias promotoras del crecimiento vegetal, los hongos microrrícicos 

arbursculares, bacterias u hongos endófitos, que facilitan y pueden mejorar significativamente los 

mecanismos de fitorremediación antes descritos (Glick 2010). 

Los mecanismos de fitorremediación mencionados pueden ocurrir de manera simultánea en una 

misma planta y, para saber qué tan eficiente es la fitorremediación, existen varios factores de 

medición; entre los más usados, se encuentra el factor de fitoestabilización (FE) y el factor de 

translocación (FT). Uno de los factores cuantitativos más utilizados para medir la eficiencia de 

fitorremediación de una planta, es el FT con el que se establece la capacidad de una planta para 

transportar los contaminantes, a través del xilema, desde la raíz hasta los tallos, y representa la 

concentración 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 

fitorremediación son el resultado de procesos bioquímicos que se llevan a cabo tanto dentro como 

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

1.2.2 Mecanismos de detoxificación de suelos contaminados con hidrocarburos 

Durante la fitorremediación de suelos contaminados con compuestos orgánicos, se busca reducir la 

concentración de los contaminantes, lo que puede ocurrir a través de la acción de al menos uno de 

los siguientes procesos de detoxificación: (i) bioquímicos: metabolismo en el interior y exterior 

(rizósfera) de la planta (excreción, conjugación); transformación y/o mineralización; y (ii) físico: 

absorción (extracción y compartimentación) (Kvesitadze y col. 2009). La detoxificación bioquímica 

puede llevarse a cabo mediante las siguientes etapas. 
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Activación. Las moléculas orgánicas hidrofóbicas xenobióticas adquieren grupos funcionales 

hidrofílicos (hidroxilos, carboxilos y grupos amino, entre otros), como resultado de una oxidación, 

reducción o hidrólisis enzimática, entre otras. Debido a la adición 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 Lüthje 2002). 

Conjugación. Ocurre como un mecanismo básico en la fitorremediación y consiste en la formación 

de complejos químicos entre los contaminantes y compuestos intracelulares (proteínas, péptidos, 

aminoácidos, ácidos orgánicos, mono, oligo, o poli-sacáridos, lignina), formando enlaces peptídicos, 

éter, éster, tio-éter u otro tipo de enlace covalente (Shahrtash 2013). A partir de aquí el conjugado 

puede ser secuestrado en un organelo celular o degradado a un compuesto menos tóxico para la 

planta.  

Compartimentación o secuestro. Implica el almacenamiento (en la mayoría de los casos), en un 

compartimento celular, como la vacuola, de los productos resultantes de la conjugación. Los 

conjugados solubles de compuestos tóxicos, conjugados a péptidos, azúcares y aminoácidos, son 

acumulados en estructuras celulares como las vacuolas. Los conjugados insolubles, conjugados a 

lignina, almidón, pectina, celulosa y xilanos, son excretados de la célula vía exocitosis en el 

apoplasto para ser acumulados en la pared celular. Este proceso de excreción, ocurre mediante 

transporte activo facilitado, que es controlado por la bomba de ATP y depende de glutatión. El 

almacenaje de estos compuestos permite que la célula elabore las enzimas necesarias para la 

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

Durante los procesos bioquímicos de detoxificación de compuestos orgánicos, 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 oxígeno (ERO) y, consecuentemente a 

una condición de estrés oxidante. 

1.3. Producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) y estrés oxidante 

La producción de ERO es una consecuencia inevitable en la vida de los organismos aerobios, 

producidas continuamente como productos secundarios de varias vías metabólicas y también por 

algunos sistemas específicos bajo el control celular. Al mismo tiempo, las ERO son degradadas a 

través de varios mecanismos, tanto específicos como no específicos, además algunas ERO son 

utilizadas como moléculas de señalización en la célula (Cheeseman 2006).  
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Tanto la generación como la degradación de ERO se encuentran bajo un control celular estricto, 

manteniendo concentraciones bajas (<10-8 M) en el interior de la célula (Li y Moore 2007). Más del 

90% del oxígeno consumido por los organismos vivos se utiliza para producir energía mediante la 

fosforilación oxidativa, con la acción de la cadena de transporte de electrones, a través de un 

mecanismo que involucra la transferencia de cuatro electrones que conducen a la producción de 

ATP y agua. La adición consecutiva de electrones a la molécula de O2 también conduce a la 

producción de agua (pero no de ATP) a través de formas intermediarias del oxígeno, las ERO (Fig. 

1). Entre las ERO se incluyen radicales libres como el anión superóxido (•O2¯) y el radical hidroxilo 

(•OH), y también especies no radicales, como el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el oxígeno singulete 

(1O2).  

 

Figura 1. Formas de reducción del oxígeno en sistemas biológicos. La parte superior muestra los cuatro electrones (ē) de 

la reducción del oxígeno molecular en la cadena del transporte de ē. La parte inferior muestra la adición consecutiva de 

un ē a una molécula de oxígeno con la formación de productos intermedios-ERO- anión superóxido (•O2¯), peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (•OH). Al final se aceptan los cuatro ē y protones para dar lugar a dos moléculas de 

agua. En ambos casos el máximo estado de reducción del oxígeno 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 retículo endoplásmico, de la membrana plasmática nuclear y del 

sistema fotosintético (Starkov 2008). Además, cantidades menores de ERO se generan por algunas 

enzimas como las oxidasas, a través de la auto-oxidación de diferentes moléculas. Las oxidasas 

que producen ERO son NADPH-oxidasas, lipooxigenasas, ciclooxigenasas y xantinoxidasas (Møller 

y col. 2007). En presencia de luz, en los cloroplastos de las plantas se genera la mayor producción 

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 plasmática 

producen •O2¯, los cloroplastos producen 1O2 en el fotosistema II y •O2¯ en los fotosistemas I y II. 

La mitocondria produce •O2¯ en dos complejos (I y III), mientras que los peroxisomas producen •O2¯ 

y H2O2 (Starkov 2008).  

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

ocurre el llamado estrés oxidante (Almroth y col. 2008). El estrés oxidante es un evento común en 
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muchos estados patológicos, incluyendo el envejecimiento, y este conduce a consecuencias 

adversas en la célula. Por lo anterior, la investigación sobre el estrés oxidante se ha hecho cada vez 

más importante, no sólo desde el punto de vista básico, sino también en aspectos aplicados como 

la medicina, el deporte, la ciencia, la toxicología y las ciencias ambientales. 

1.3.1 Consecuencias del estrés oxidante 

La interacción de las ERO con los componentes de la célula depende de muchas circunstancias, 

tales como su lugar de formación y su naturaleza. El efecto de las ERO en la célula depende de su 

actividad química, la que aumenta en el orden siguiente: 1O2< •O2¯ < H2O2 < •OH. El radical 1O2 

puede oxidar ácidos grasos poliinsaturados, guanidina presente en el DNA, así como aminoácidos 

(histidina, tirosina, metionina y cisteína). Por su parte el radical •O2¯ difícilmente oxida ácidos grasos 

poliinsaturados, pero sÍ reacciona fácilmente con los centros Fe-S de las proteínas. Mientras que el 

H2O2 reacciona poco con los ácidos grasos poliinsaturados, puede oxidar fácilmente la cisteína de 

las proteínas. El radical •OH oxida rápidamente ácidos grasos poliinsaturados, DNA, carbohidratos 

y proteínas (Møller y col. 2007).  

Los radicales libres pueden reaccionar químicamente con moléculas similares o con moléculas que 

no son radicales, de modo que la reacción entre un radical libre y una molécula no radical puede ser 

(Møller y col. 2007): 

• La reacción convierte la molécula no radical en una molécula radical.  

• Estas reacciones tienden a ser reacciones en cadena: un radical produce otro radical y así 

sucesivamente. 

• La intensidad de la reactividad química es variable según el radical que intervenga. 

Así, la toxicidad del radical •O2¯ se atribuye a su interacción con el peróxido de hidrógeno con el que 

reacciona para formar el radical hidroxilo (Reacción 1). 

 

Reacción 1. Reacción entre el radical superóxido y el peróxido de hidrógeno en presencia de Fe2+, dando como productos 

Fe3+, el radical hidroxilo y oxígeno molecular (Minotti y Aust 1987). 

El H2O2, es convertido en radical libre (radical hidroxilo, •OH) por medio de las reacciones de Fenton 

(Reacción 2) o de Haber-Weiss (Reacción 3), en presencia de Fe2+ o Cu2+ presentes en la célula. 
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Reacción 2. Reacción de Fenton. El Fe2+ es oxidado en presencia de peróxido de hidrógeno para dar como resultado 

Fe3+ y dos radicales hidroxilos (Minotti y Aust 1987). 

 

Reacción 3. Reacción de Haber-Weiss para la formación del radical hidroxilo (Minotti y Aust 1987). 

El radical •OH es conocido como la ERO más reactiva, puesto que ataca y daña casi todas las 

moléculas encontradas en las células y en su vecindad inmediata, conduciendo una reacción en 

cadena que implica daño celular. Dos ejemplos de oxidación por el radical •OH son: 

• El •OH puede atacar el DNA, originando reacciones en cadena que afectan las bases púricas y 

las pirimídicas, lo que a su vez, puede conducir a mutaciones. 

•  El •OH destruye membranas en una reacción en cadena que se denomina peroxidación de 

lípidos o lipoperoxidación. Esto ocurre cuando el •OH se genera cerca de las membranas y 

ataca las cadenas laterales de ácidos grasos poliinsaturados, dando como resultado un radical 

libre del carbono centrado (―C•―) (Fig. 2).  

 

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

celular que reacciona con el oxígeno molecular formando así el peroxirradical (Minotti y Aust 1987). 

El radical •OH comúnmente se combina con oxígeno, generando un nuevo radical conocido como 

radical peroxilo o peroxirradical. El peroxirradical puede reaccionar con otras cadenas laterales de 

ácidos grasos poliinsaturados, continuando la reacción en cadena para originar hidroperóxidos 

lipídicos. Estos alteran la fluidez de la membrana y pueden conducir a su ruptura o generar productos 

citotóxicos que dañan las proteínas de las membranas, inactivan receptores, dañan mecanismos de 

transducción y proteínas de transporte (Starkov 2008).  

El inicio de la peroxidación de los lípidos de membrana requiere de la presencia de hierro en la 

célula, por lo que, en condiciones sin estrés, se producen cantidades pequeñas de hidroperóxidos 

lipídicos o endoperóxidos lipídicos. Los endoperóxidos lipídicos contienen al menos 3 dobles enlaces 

de metilenos interrumpidos que pueden dirigir a la formación del malondialdehído (MDA) como 
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producto final. El MDA es conocido como uno de los subproductos cuantificables de la oxidación de 

los ácidos grasos poliinsaturados de la membrana plasmática (Minotti y Aust 1987).  

De igual manera que los lípidos de membrana, los carbohidratos, el DNA y las proteínas pueden ser 

modificadas por las ERO (Cvjetko y col. 2010). La modificación de las proteínas comienza con la 

oxidación de alguno de sus componentes. Dependiendo de la ERO, la oxidación de proteínas puede 

ser: (i) específica, como en el caso de la oxidación catalizada por un metal, que daña las proteínas 

con conjuntos Fe-S o con Fe libre por formación del radical hidroxilo; (ii) inespecífica, como ocurre 

en la oxidación por radicación en la que se produce 1O2; (iii) reversible, como la glutationilación y S-

nitrosilación; (iv) irreversible, como la carbonilación, nitración, formación de enlaces proteína-

proteína y ruptura de enlaces peptídicos. Las proteínas dañadas pueden ser reconocidas dentro de 

la célula para después ser reparadas; sin embargo, cuando su reparación es ineficiente las proteínas 

oxidadas comienzan a acumularse. La oxidación de proteínas puede considerarse como un 

biomarcador del estrés oxidante ya que se forman grupos carbonilo (cetonas y aldehídos) que 

permiten su detección (Juszczuk y col. 2008). 

El estrés oxidante puede ser originado por la sobre-producción de ERO, pero también se puede 

originar durante el metabolismo de compuestos orgánicos reducidos como los HAP, ya que, cuando 

los HAP son activados pueden dar lugar a moléculas que podrían 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, además de ser subproductos citotóxicos, las ERO funcionan como moléculas de 

señalización. En condiciones normales, se producen durante la fotosíntesis en la cadena de 

transporte de electrones en cloroplastos y mitocondrias, y son subproductos de la vía metabólica de 

los peroxisomas. Debido a que las ERO pueden atacar químicamente nucleótidos, proteínas, 

carbohidratos y ácidos grasos, las plantas poseen varios mecanismos para neutralizarlos. Bajo 

condiciones anormales, como el ataque de patógenos, las plantas utilizan niveles bajos de ERO 

como moléculas de señalización como respuesta defensiva. En tal caso, ocurre una acumulación 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 surgió para restringir, espacialmente, un 

ataque microbiano. Las células detectan los niveles de ERO y transmiten las señales por 

mecanismos que incluyen cambios en el estado de oxidación y reducción de la cisteína contenida 

en varias proteínas (Tanaka y col. 2006). 

La exposición a contaminantes puede modificar la producción de ERO dentro de la célula, debido a 

la acumulación de H2O2 por acción de la NADPH-oxidasa, o por la inhibición en la fijación de CO2 
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en el ciclo de Calvin. Cuando esta vía metabólica es inhibida, la reserva disponible de NADP+ se 

agota, permitiendo así que la cadena de transporte de electrones disminuya y, en última instancia, 

conduce a la formación de ERO en los cloroplastos. Otra posibilidad es la formación de subproductos 

químicos tóxicos durante el metabolismo de los contaminantes (Rodríguez y col. 2005; Liu y col. 

2009). 

La fitotoxicidad de muchos compuestos químicos orgánicos 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 correlación entre los cambios morfológicos de Arabidopsis 

thaliana y el estrés oxidante ocasionado por la exposición a fenantreno. También se ha reportado 

incremento en la actividad de enzimas antioxidantes y en los niveles de glutatión 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 inducción de estrés oxidante en plantas 

acuáticas de Lemna gibba. Por su parte, Martí y col. (2009), observaron inhibición en el crecimiento 

de alfalfa, junto con un aumento en la oxidación de proteínas y en la actividad de las enzimas 

involucradas en la detoxificación de HAP por efecto de los hidrocarburos. Liu y col. (2009) 

demostraron que la presencia de fenantreno incrementó la producción de ERO y la oxidación de los 

lípidos de membrana en A. thaliana. Por otro lado, Hernández-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 

fenólicos. 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 y 

dibenzo[a,h]antraceno) incrementó la actividad de las enzimas deshidrogenasa, peroxidasas y 

catalasas de plantas Phoenix sp. Wei y col. (2014) reportaron una disminución mayor al 50% en la 

concentración de clorofilas a y b en plantas Triticum aestivum expuestas a 200 mg kg-1 de 

fenantreno. Tomar y Jajoo (2015) demostraron que los HAP intactos y los HAP-fotomodificados 

inhiben la germinación, el crecimiento y el contenido de pigmentos, así como las actividades 

peroxidasa, superóxido dismutasa, catalasa y glutatión 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 está 

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

La defensa antioxidante fue desarrollada en células aerobias para contrarrestar los daños causados 

por la producción de ERO durante la respiración. La defensa antioxidante puede ser enzimática y 

no enzimática. En la defensa no enzimática, se incluyen compuestos con propiedades 

intrínsecamente antioxidantes, tales como las vitaminas C y E, el glutatión (GSH) y el β-caroteno 

(Pannangpetch y col. 2007). El sistema enzimático, incluye un conjunto de enzimas entre las que 

están las superóxido 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 superóxido y el 

peróxido de hidrógeno, respectivamente, para convertirlos en especies menos reactivas (Lee y col. 

2007). Las SOD catalizan la dismutación del •O2¯ a H2O2 (Reacción 4), mientras que las CAT y POD 

actúan reduciendo el H2O2 a H2O. Por lo tanto, estas tres enzimas sirven como primera línea de 

defensa ante las ERO. 

 

Reacción 4. Dismutación del •O2¯ a O2 y H2O2 por la superóxido 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 metálico que contengan. La 

isoforma citosólica, 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 única de SOD que tiene Mn en su sitio activo (Mn-SOD), que también se puede 

encontrar en células procariotas. El tercer grupo, tiene Fe (III) (Fe-SOD) y constituye parte del 

sistema enzimático antioxidante de procariotas, algas y cloroplastos de algunas plantas. El cuarto 

grupo, tiene Ni (II/III) (Ni-SOD) y se ha encontrado en estreptomicetos (Dufernez y col. 2008). 

A diferencia de otros organismos, que sólo tienen un tipo de SOD en varios compartimentos 

celulares, las plantas tienen muchas formas de SOD debido a que estas son codificadas por más de 

un gen, lo que indica que las plantas tienen defensas antioxidantes más complejas que otros 

organismos aerobios (Dufernez y col. 2008). La inactividad de las SOD en las plantas conduce a 

fenotipos dañados, incluyendo crecimiento retrasado, daño fotooxidante, daño en el DNA, 

peroxidación de lípidos, oxidación de proteínas y daño en los sistemas fotosintéticos.  

La dismutación de •O2¯ a O2 y H2O2 por la SOD implica la formación de H2O2, que puede reaccionar 

con iones metálicos dando lugar al •OH. Sin embargo, la CAT interviene degradando el H2O2 a O2 y 

H2O. La mayoría de los organismos aerobios, incluyendo mamíferos, 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 H2O2 a un ritmo extremadamente rápido dentro de las 

células mediante la reacción que se muestra abajo (Reacción 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 H2O2. La CAT exhibe una alta afinidad por el H2O2 y 

puede actuar sobre este antes de que se difunda a otras partes de la célula. Debido a su amplia 

distribución, conservación evolutiva y capacidad para degradar rápidamente el H2O2, se ha 

propuesto que la CAT desempeña 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 múltiples 

isoenzimas de CAT codificadas por genes específicos en plantas, mientras que los animales 

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

 

Reacción 5. Formación de agua y oxígeno molecular a partir de peróxido de hidrógeno, en la reacción catalizada por la 

catalasa (Yankova y col. 2002) 

Las POD catalizan la oxidación del H2O2 a H2O (Reacción 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 ferriprotoporfirínico y oxidan diversos sustratos en presencia de H2O2 

(Mika y Lüthje 2002). 

 

Reacción 6. Oxidación de un compuesto con un grupo OH en presencia de peróxido de hidrógeno, reacción catalizada 

por una peroxidasa (Mika y Lüthje 2002). 

Las POD catalizan reacciones con radicales libres y, en ocasiones, el compuesto oxidado resultante 

oxida a otros compuestos orgánicos (incluidos los hidrocarburos). De hecho, se ha encontrado que 

la mayoría de los contaminantes orgánicos son oxidados por POD en plantas (Stiborová y 

Anzenbachlr 1991). Lo anterior se basa en su distribución 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 retículo endoplásmico, plástidos y citoplasma. 

En plantas superiores, la actividad POD se incrementa en respuesta al estrés y participan en la fase 

I de detoxificación de contaminantes (activación). Entre las múltiples funciones de las POD en las 

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

existe una única función para estas enzimas multifuncionales (Stiborová y Anzenbachlr 1991).  

Otro grupo de enzimas multifuncionales en la célula son las glutatión-S-transferasas (GST). Las GST 

(EC.2.5.1.18) de las plantas son enzimas codificadas por una súper-familia de genes y se dividen 

en cinco clases: fi: GSTF; tau: GSTU; teta: GSTT; zeta: GSTZ y lambda: GSTL. Las GST están 

involucradas en la detoxificación celular a través de la conjugación de compuestos endógenos o 

xenobióticos con el tripéptido glutatión (GSH) (Shahrtash 2013).  

Las GST desempeñan un papel muy importante en la fase II de detoxificación (conjugación) de 

compuestos xenobióticos. En tal caso, las GST actúan después de que las enzimas de la fase I han 

introducido un grupo funcional en los compuestos xenobióticos (activación). Este grupo funcional 

ofrece un centro electrofílico que es atraído por el GSH, en una reacción catalizada por la GST. La 

adición de GSH a la molécula xenobiótica permite que el conjugado sea alojado en la vacuola 

durante la fase III de detoxificación (compartimentación) o excretado de la célula. Además de 

catalizar reacciones de conjugación con el GSH, las GST pueden funcionar como transportadoras 

de auxinas y fenil-propanoides, así como de antocianinas en la vacuola y en el catabolismo de 

tirosina. Pueden servir como moléculas de señalización, activando el metabolismo de fenil-

propanoides después de la exposición a luz ultravioleta. Las GST inducibles por estrés también 

tienen actividad peroxidasa, protegiendo así a las células de la sobreproducción de ERO, a través 

de la detoxificación de hidroperóxidos orgánicos de ácidos grasos y nucleicos. Los hidroperóxidos 

orgánicos se generan en las plantas durante procesos como la fotosíntesis, ataque de patógenos, 

la detoxificación 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 expresión 

génica de las GST (Moons 2005). El análisis de la expresión de GST de clase Lambda, 

particularmente durante el daño oxidante de la célula en arroz, sugiere que varios miembros de esta 

familia se expresan diferencialmente durante el crecimiento y desarrollo de las plantas, así como 

durante el estrés biótico y abiótico (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 orgánicos complejos 

como los HAP (Shahrtash 2013).  

Aunado al sistema enzimático 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 glutatión (GSH) y el ascorbato (ASC) 

son los más importantes, mantienen el balance de oxidación y reducción intracelular a través del 
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ciclo ascorbato-glutatión (ASC-GSH) o de Halliwell-Asada (Fig. 3). Otras moléculas antioxidantes 

importantes son los tocoferoles, flavonoides, carotenoides y alcaloides, que actúan mitigando la 

acumulación de ERO (Singh y col. 2012). Todas las plantas y los animales, excepto los primates y 

los conejillos de indias, pueden sintetizar ácido ascórbico. 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 más importante, ya que, 

reacciona de manera directa con el oxígeno singulete y los radicales superóxido e hidroxilo.  

El ciclo ASC-GSH es uno de los más eficientes sistemas de detoxificación de ERO y ayuda a 

mantener el balance de oxidación y reducción en la célula (Singh y col. 2012). El ciclo incluye 

enzimas de oxidación y reducción, entre las cuales la ascorbato peroxidasa (APX, EC.1.11.1.11) es 

la más abundante, y requiere ascorbato para reducir el H2O2 a H2O. 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 glutatión disulfuro (GSSG), es regenerado 

por la glutatión reductasa (GR, EC1.6.4.2) en presencia de NADPH como poder reductor.  

 

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

El ascorbato es la forma predominante a pH fisiológico. Su capacidad antioxidante le permite 

reaccionar directamente con ERO, oxidándose sucesivamente a MDHA y DHA. Además, el 

ascorbato es cofactor de las dioxigenasas y participa en la regulación del ciclo celular y en la 

organogénesis. La regeneración del ASC en el ciclo requiere de la participación de GSH, la 

coordinación de estos antioxidantes permite que la célula mantenga un estado de oxidación y 

reducción que le permita un buen funcionamiento. 
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El GSH es un tripéptido (γ-glu-cys-gly), cuya utilidad como agente antioxidante consiste en la 

actividad multifuncional del átomo de azufre en su residuo de cisteína. Se caracteriza por ser el 

compuesto tiólico no-proteico más 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. Así, el 

GSH proporciona equivalentes reductores para enzimas como glutatión-S-transferasas (GST) y 

glutatión peroxidasas (G-POX), durante su función para reducir peróxidos lipídicos. La G-POX, que 

contiene selenio (Se) como cofactor metálico, utiliza los grupos sulfhidrilo (SH) del GSH como 

donadores de H+ para producir el glutatión disulfuro (GSSG) (Almroth y col. 2008). El GSSG es 

regenerado por la enzima glutatión 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 detoxificación 

de contaminantes o manteniendo la fuente de ácido ascórbico en su estado reducido (ciclo del ácido 

ascórbico). Durante la detoxificación de contaminantes, el GSH actúa como citoprotector a través de 

la formación de conjugados que conducen a un péptido polar no tóxico. Esta reacción (conjugación) 

es catalizada por la acción de las GST. 

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

Para mejorar la eficiencia de la defensa antioxidante tanto enzimática como no enzimática y con 

esto mejorar la fitorremediación, se han propuesto algunas estrategias: (i) selección de plantas con 

mayor tolerancia a contaminantes específicos; (ii) utilización de técnicas agronómicas (como el 

ajuste de pH), adición de fertilizantes y quelantes; (iii) manipulación genética, como las técnicas de 

sobreexpresión de los genes responsables de la resistencia y/o tolerancia o degradación de 

contaminantes; (iv) la asociación 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. Fitorremediación asistida por microorganismos 

La posibilidad de aumentar la tolerancia al estrés oxidante de las plantas fitorremediadoras es uno 

de los temas críticos en este campo de estudio. Las plantas se han asociado con microorganismos 

(bacterias, hongos) de la rizósfera como una estrategia de adaptación a condiciones adversas 

(Tanaka y col. 2006), y esto se ha utilizado como una variante de la fitorremediación, conocida como 

fitorremediación asistida por microorganismos (Glick 2010).  

La rizósfera se define como el volumen del suelo adyacente a las raíces, que representa una región 

de intensa actividad microbiana tanto benéfica como patógena, que afecta el estado fisiológico y el 

crecimiento de las plantas (Schnoor y col. 1995). En la rizósfera se desarrollan relaciones simbióticas 

entre microorganismos y plantas, debido a que estas últimas exudan nutrimentos (azúcares, ácidos 

carboxílicos, ácidos grasos, aminoácidos, esteroles, flavonoides y enzimas, entre otros) útiles para 

el metabolismo microbiano. Al mismo tiempo, los microorganismos proveen muchos beneficios para 

la planta, ayudando en el crecimiento, regulando la actividad metabólica de la raíz e influenciando 

en las propiedades físicas y químicas del suelo y de sus contaminantes. Así, la degradación de 

compuestos orgánicos puede ocurrir más rápidamente en la zona de la rizósfera (Schnoor y col. 

1995). Por lo anterior, los microorganismos que habitan en la rizósfera contribuyen de manera 

importante en la degradación de materia orgánica y material contaminante. 

Además de que la asociación de plantas con rizobacterias aumenta la eficiencia de la 

fitorremediación, debido a que estas bacterias promueven el crecimiento vegetal, y atenúan el efecto 

tóxico de los contaminantes (Debiane y col. 2009), otros microorganismos, entre los que están los 

hongos micorrízicos arbusculares (HMA), han sido estudiado con el mismo fin. Se ha demostrado 

que contrarrestan el estrés de las plantas generado por los contaminantes, además de aumentar la 

captación de nutrimentos, la absorción de agua y la fijación de nitrógeno. La importancia de los HMA 

no sólo se debe su efecto benéfico sobre el crecimiento y nutrición de las plantas, sino también a su 

capacidad de adaptación a ecosistemas diversos (Liu y col. 2004; Alarcón y col. 2006). 

Otro grupo microbiano que ha recibido atención creciente en el área de la fitorremediación asistida 

por microorganismos, son los hongos endófitos (Mei y Flinn 2010). Éstos habitan dentro de los 

tejidos de las plantas sin causar síntomas de enfermedad (Porras-Alfaro y Bayman 2011). En el caso 

particular de los hongos endófitos, se ha encontrado que mejoran el crecimiento vegetal a través de 

mejorar la captación de nutrimentos, inhibir el crecimiento de fitopatógenos, reducir enfermedades y 

aumentar la tolerancia al estrés ambiental por factores como la sequía, salinidad, calor y la presencia 

de contaminantes (Rodríguez 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 sequía (Tiwari y col. 2016), mediante 
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el control del estrés oxidante. La colonización de los endófitos en las plantas causa cambios 

bioquímicos y modificaciones en la expresión genética, que permiten tanto el establecimiento de la 

asociación como la mejora de la tolerancia a los contaminantes (Dupont y col. 2015). 

Hasta ahora, el papel que desempeñan los microorganismos endófitos en la fitorremediación no es 

claro (Zhuang y col. 2007), pero se sabe que la eficiencia del proceso puede modificarse debido a: 

(i) la transformación del contaminante; (ii) la reducción de su toxicidad mediante el control del estrés 

generado; y (iii) la mejora del crecimiento vegetal. El éxito de estas asociaciones en la 

fitorremediación de un suelo depende de la combinación planta-microorganismo-contaminante y 

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

La mayoría de los estudios acerca de la fitorremediación asistida con microorganismos se han 

enfocado en la asociación 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 asociación con el endófito Neotyphodium coenophialum (Soleimani y col. 2010) bajo 

condiciones de estrés por HAP y metales pesados. Sin embargo, la asociación de F. arundinacea 

con N. coenophialum puede desarrollar “festucosis” en ganado vacuno, caballos y ovejas, lo que 

provoca disminución de peso, menores tasas de embarazo y disminución en la producción de leche 

(Walsh 1995). Particularmente, para el caso de los HAP, pocos son los estudios en los que se reporta 

la utilización de hongos endófitos diferentes a N. coenophialum en asociación con plantas de F. 

arundinacea, por lo que el estudio de otras asociaciones benéficas, no sólo para la planta, puede 

proporcionar una alternativa a la fitorremediación de suelos contaminados. 

Recientemente, se reportó que un hongo endófito del género Lewia incrementa la tolerancia de F. 

arundinacea expuesta a una mezcla de hidrocarburos (Cruz-Hernández y col. 2013) y que mejoró la 

bioacumulación 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 actúan como fitopatógenos (L. avenicola, L. infectoria) que reducen la 

calidad de los cultivos, especialmente de gramíneas (Kwasna y col. 2006). Además, Lewia sp. 

también fue identificado como un endófito de plantas halófilas como Limonium tetragonum y 

Phragmites australis (Khalmuratova y col. 2015). L. infectoria y L. eureka se identificaron como 

endófitos de Betula pendula (Kawasna y col 2008) y Theobroma gileri (Thomas y col. 2008), 

respectivamente. 

Aunque los estudios reconocen la importancia de los hongos endófitos en la tolerancia y remoción 

de hidrocarburos, aún no está claro el papel que desempeñan, por lo que resulta relevante contribuir 

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

hidrocarburos. 
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El conocimiento sobre la respuesta biológica y los mecanismos de tolerancia de las plantas y los 

microorganismos a la exposición de compuestos orgánicos tóxicos, es una herramienta 

indispensable para mejorar las estrategias de limpieza de suelos y obtener mejores rendimientos 

durante la fitorremediación. 

Varios estudios reconocen la importancia del papel que desempeñan los hongos micorrízicos 

arbusculares en asociación con las plantas, particularmente en la tolerancia y remoción de 

compuestos orgánicos. Sin embargo, poco se sabe acerca del papel y del potencial de los hongos 

endófitos para contrarrestar los efectos negativos de los hidrocarburos en plantas con potencial para 

fitorremediación. 

Trabajos previos demostraron que Lewia sp. es un hongo endófito que se asocia con F. arundinacea, 

en una asociación inducible en el laboratorio. Asimismo, la aclimatación de la asociación a distintas 

concentraciones de una mezcla definida de hidrocarburos, durante al menos 45 días, favoreció la 

remoción de hexadecano, fenantreno y pireno (Mendarte-Alquisira y col. 2013). Si bien es cierto que 

aún se desconocen los mecanismos por los cuales se obtuvo esta respuesta, es importante resaltar 

que la remoción de los hidrocarburos no dependió de la concentración utilizada durante la 

aclimatación, pero sí del tiempo de contacto entre la asociación 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 condición no es controlada, puede conducir a daños irreparables, e 

inclusive a la muerte. Como respuesta al estrés, las plantas han desarrollado mecanismos que 

involucran reacciones bioquímicas diversas. Estos mecanismos pueden mejorarse a través de la 

asociación de plantas con hongos endófitos. Sin embargo, la información acerca del papel que 

desempeñan los hongos endófitos en la reducción del estrés en las plantas durante la 

fitorremediación de hidrocarburos es aún escasa.  

Considerando lo anterior, resulta relevante contribuir en el conocimiento acerca de los mecanismos 

que permitieron la mayor remoción de hidrocarburos por la asociación Festuca arundinacea-Lewia 

sp., así como ofrecer una alternativa promisoria para mejorar la fitorremediación de suelos 

contaminados con hidrocarburos. 
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3.  HIPÓTESIS 
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La remoción de una mezcla de hidrocarburos por la asociación inducida entre Festuca arundinacea 

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

Evaluar el efecto de Lewia sp. en la asociación endófita inducida con Festuca arundinacea sobre el 

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

 

 

 

 

4.2 Objetivos específicos 

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

entre F. arundinacea y Lewia sp. 

2. Determinar el efecto de la inducción de la asociación en el crecimiento y el estrés oxidante. 

3. Evaluar la tolerancia de F. arundinacea y la asociación 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 asociación entre F. arundinacea y Lewia sp.  

5. Correlacionar la defensa antioxidante con la remoción de hidrocarburos en la asociación entre 

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

Para cumplir con el objetivo general del estudio, la estrategia experimental se dividió en cuatro 

etapas que se representan con número en los recuadros de la Figura 5. En la primera etapa, se 

establecieron las condiciones particulares para la obtención de plantas de F. arundinacea y para la 

inducción de la asociación endófita entre F. arundinacea y Lewia sp. en medio de cultivo Murashige-

Skoog (MS) semisólido; así mismo, se determinó el efecto de la inducción de la asociación sobre el 

estrés oxidante y la defensa antioxidante de la planta. En la segunda etapa, se evaluó la tolerancia 

de la planta y de la asociación a concentraciones altas de una mezcla de hidrocarburos (MHC) en 

un suelo modelo, de donde se obtuvo la concentración inhibitoria media (CI50). En la tercera etapa, 

se ensayaron varias concentraciones del medio de cultivo (MS), manteniendo la misma relación C/N, 

con el objetivo de incrementar la supervivencia de la planta y la asociación en el suelo modelo sin 

contaminantes y, así, asegurar, en la cuarta etapa, que el estrés generado lo provocan los 

hidrocarburos. En la cuarta etapa, se evaluó la influencia del endófito sobre la remoción de 

hidrocarburos, el estrés oxidante y la defensa antioxidante de la planta, en presencia de una mezcla 

de hidrocarburos.  

 

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

número y las variables respuesta medidas en cada etapa se muestran en los recuadros con línea punteada. 
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5.1 Material biológico 

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 utilización. Para seleccionar las semillas a 

cultivar, se realizó una prueba de pre-viabilidad, donde aquellas que flotaron se descartaron (Cruz-

Hernández y col. 2013). Las semillas seleccionadas se colocaron en un papel filtro, se sumergieron 

en una solución (2%) de detergente comercial (marca Roma) por 20 min con agitación constante, y 

se lavaron con abundante agua de la llave. Bajo una campana de flujo laminar, el sobre con las 

semillas se sumergió en etanol 70% (v/v) durante 30 s, seguido por una solución de hipoclorito de 

sodio 1.2% (v/v) adicionado con 0.1 mL de Tween-20 estéril por 30 min. El sobre se lavó 

repetidamente con 150 mL de agua desionizada estéril y se abrió sobre una caja de Petri estéril y 

vacía, donde se mantuvieron hasta su siembra.  

5.1.2 Hongo 

Se inoculó 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 conservación, la cepa se sembró 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 días 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 propagación de la cepa, se tomó un cuadro con la biomasa de Lewia 

sp. y se colocó en una caja con medio MS y 10 g L-1 de sacarosa (Sigma-Aldrich) y se incubaron 

durante 15 días a 30 °C. Para la preparación del inóculo, se tomaron 65 discos de 5 mm de la 

periferia de las colonias formadas y se colocaron en tubos con perlas de vidrio y solución isotónica 

para dispersar el micelio hasta obtener una suspensión homogénea. Dos mL de esta suspensión 

(10.1 ± 0.1 mg mL-1) se utilizaron como inóculo para las plantas. 

5.2 Medios de cultivo 

Durante las etapas del estudio, se utilizaron 12 medios de cultivo diferentes. Para la primera etapa 

(obtención de plantas y establecimiento de la asociación), la siembra de las semillas desinfestadas 

y la inducción de la asociación se realizaron en cajas Magenta que contenían medio MS completo y 

medio MS con la mitad de la concentración (½MS) con 5, 10, 20 y 30 g L-1 de sacarosa cada medio. 

El pH de cada medio se ajustó a 5.7±0.1 con KOH 1 N y se agregaron 1.8 g L-1 de Phytagel (Sigma-

Aldrich) como agente gelificante. Cada caja Magenta se adicionó con 80 mL de medio MS y se 

esterilizó a 15 lb in-² durante 15 min. Se colocaron 16 semillas por caja Magenta y se incubaron 

durante 15 días con fotoperiodos de 16 h (50 µmol m-2 s) a 25 ± 1 °C. La germinación se monitoreó 
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durante ese periodo. La nomenclatura y composición de los medios utilizados se muestra en la Tabla 

2. Para la segunda etapa (evaluación de la tolerancia de la planta y la asociación a una mezcla de 

hidrocarburos en suelo modelo), se utilizó el medio cuya C/N permitió la mayor germinación y la 

inducción de la asociación en al menos 15 días, pero concentrado 3 veces (3X) para mantener la 

misma cantidad de nutrientes que en el cultivo semisólido. Durante la tercera etapa (aumento en 

supervivencia en suelo modelo sin contaminantes), se probaron cuatro medios con concentración 

diferente de sales y sacarosa, pero con la misma relación 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 

utilizó el medio seleccionado en la etapa tres. 

Tabla 2. Concentración de sacarosa y de nutrientes, y relación carbono/nitrógeno (C/N) resultante para los medios de 

cultivo en los tratamientos. El 1 representa la concentración de sales de MS completa recomendada por el proveedor, ½ 

representa la mitad de la concentración de las sales, los tratamientos 3X al 6X son las veces que se concentraron los 

nutrientes en el suelo modelo. * 

Tratamiento Sacarosa (g L-1) Relación C/N 

2.5-1 5 2.5 

5-1 10 5 

10-1 20 10 

15-1 30 15 

5-½ 5 5 

10-½ 10 10 

20-½ 20 20 

30-½ 30 30 

3X 30 5 

4X 40 5 

5X 50 5 

6X 60 5 

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

5.3 Inducción de la asociación 

Con el propósito de determinar el tiempo necesario para establecer la asociación entre F. 

arundinacea y Lewia sp. en medio semisólido, se evaluó el efecto de la relación C/N en el medio de 

cultivo (Tabla 2) sobre el tiempo en el que se formó la asociación endófita. La inducción de la 

asociación entre F. arundinacea y Lewia sp., se realizó en cajas Magenta que contenían medio MS 

y sacarosa con relación de C/N diferente (Tabla 2). En el medio cercano a la raíz de las plantas de 

15 días de edad se inocularon 2 mL de la suspensión de Lewia sp. Las plantas permanecieron en 
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contacto con la suspensión durante 5, 10 ,15 y 20 días con fotoperiodos de 16 h (50 µmol m-2 s) a 

25 ± 1 °C. Al finalizar cada tiempo de contacto se determinó si la asociación se había formado, 

verificando la presencia del micelio en el interior de las raíces y tallos de las plantas. Con base en 

estos resultados, se seleccionó el medio donde se obtuvo el mayor número de plantas con 

apariencia sana y el establecimiento de la asociación endófita en el menor tiempo.  

Una vez seleccionado el medio de cultivo MS con C/N de 5 (5-1), que permitió la obtención de plantas 

y la asociación en el menor tiempo de cultivo (15 días) en medio semisólido, se realizó una nueva 

siembra de semillas en este medio. Las plantas y la asociación obtenidas fueron utilizadas para los 

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

5.3.1 Pruebas de endofiticidad 

Para determinar el carácter endófito de la asociación, así como para verificar el tiempo en el que 

ésta se establece, se siguió el procedimiento descrito a continuación (Lucero y col. 2006). Bajo 

campana de flujo laminar, las plantas en contacto con el hongo se cosecharon, se retiró el exceso 

de hongo y se separaron las raíces de los tallos. Una vez separados, raíces y tallos se desinfestaron 

superficialmente con una solución de etanol 70% por 30 s, seguido de una solución de hipoclorito 

de sodio 1.2% (v/v) por 10 min y se finalizó con un enjuague con agua destilada estéril por 1 min. 

Se cortaron segmentos de raíz y tallo de 1cm de longitud que fueron identificados como zonas con 

los siguientes nombres: 1) zona de maduración o diferenciación, 2) zona de elongación, 3) zona de 

elongación cercana a la zona apical y 4) zona apical o de división celular (Fig. 6). Cada segmento 

se colocó sobre cajas Petri con medio PDA, para corroborar la desinfestación superficial y, 

posteriormente, se sembraron en cajas con medio PDA. Las cajas con el material vegetal se 

mantuvieron durante 20 días a 30 °C y el crecimiento fúngico a partir de los extremos de los cortes 

se verificó cada 24 h. 

 

Figura 6. Criterios para la división de las a) raíces y b) tallos para verificar la endofiticidad de Lewia sp. en plantas de F. 

arundinacea: 1) zona de maduración o diferenciación, 2) zona de elongación, 3) zona de elongación cercana a la zona 

apical y 4) zona apical o de división celular  
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5.4 Preparación del sistema de cultivo 

5.4.1 Suelo modelo 

Con el fin de evaluar la tolerancia de F. arundinacea y la asociación endófita inducida entre F. 

arundinacea y Lewia sp., a una mezcla de hidrocarburos definida en un suelo modelo, se utilizó un 

suelo modelo compuesto por una mezcla de arena:agrolita (1:1 v/v). La arena de sílice, tamizada 

hasta un tamaño de partícula entre 0.42 y 2 mm Ø, se trató por 24 h con una solución de ácido 

clorhídrico (10%, v/v) para eliminar el carbonato de calcio y la materia orgánica. La arena se lavó 10 

veces con agua de la llave y 10 veces con agua destilada para eliminar el HCl, con lo que se aseguró 

que el pH final del agua de lavado fuera cercano a 7. La agrolita se tamizó para obtener un tamaño 

de partícula entre 0.4 y 2.8 mm Ø, para favorecer el anclaje de las raíces al suelo. Ya tamizada, se 

lavó 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 impregnó con medio MS con sacarosa 

hasta alcanzar 30% de humedad. 

5.4.2 Mezcla de hidrocarburos 

La mezcla de hidrocarburos (MHC) incluyó hexadecano (HXD, pureza 99%) un hidrocarburo de 

cadena lineal, y dos hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP), fenantreno (PHE, con una pureza 

mayor a 96%) y pireno (PYR con una pureza mayor a 98%) en una proporción 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 (García-Gómez 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 Determinación de la tolerancia a una mezcla de hidrocarburos 

La tolerancia de F. arundinacea y la asociación F. arundinacea-Lewia sp. se determinó mediante la 

cuantificación de la supervivencia, el crecimiento y la concentración de clorofilas (apartado 5.7) en 

plantas crecidas con concentraciones crecientes de la MHC. La tolerancia se cuantificó a través de 

la concentración inhibitoria media (CI50), en este caso de la MHC, que es la concentración necesaria 

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

Para lo anterior, las plantas de 30 días asociadas y no asociadas, obtenidas en medio semisólido, 

se transfirieron a cajas Magenta (Sigma-Aldrich) con suelo modelo preparado en las condiciones 

mencionadas en el apartado 5.4. La MHC se añadió a cada caja (Tabla 3) antes de su esterilización 

a 15 lb in-2 durante 15 min. Se verificó la concentración de los hidrocarburos en el suelo modelo 
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utilizando la metodología descrita en el apartado 5.11, obteniendo que la concentración inicial teórica 

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 teóricas y disponibles de la mezcla de hidrocarburos (MHC) añadida al suelo modelo 

para la evaluación de la tolerancia de F. arundinacea y la asociación F. arundinacea-Lewia sp. a los contaminantes. 

Concentración inicial teórica 

(mg kg-1) 

Concentración inicial disponible 

(mg kg-1) 

0 0 

375 160 

750 319 

1000 425 

1500 638 

3000 1276 

Cada caja Magenta contenía 16 plantas asociadas o no asociadas, cada concentración de la MHC 

se preparó por triplicado. Las unidades experimentales se mantuvieron durante 45 días a 25 ± 1 °C 

con fotoperiodos de 16 h (50 µmol m-2 s) en una cámara de crecimiento. Después de este periodo, 

las plantas se cosecharon y se cuantificó la supervivencia, el crecimiento y la concentración de 

clorofilas (apartado 5.7). 

Una vez que se cuantificó la tolerancia de F. arundinacea y la asociación F. arundinacea-Lewia sp. 

a la MHC se seleccionó una concentración sub-inhibitoria (sub-CI50) con el fin de evaluar la influencia 

de la asociación endófita sobre F. arundinacea durante una cinética de remoción de la MHC en el 

suelo modelo. La sub-CI50 (800 mg kg-1 inicial teóricos= 275.7 mg kg-1 disponibles), se seleccionó 

para inducir cambios en las respuestas de defensa de la planta, pero sin inhibir el crecimiento, que 

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

5.6 Cinética de remoción de hidrocarburos 

La cinética de remoción de la MHC se llevó a cabo en frascos de vidrio conteniendo el suelo modelo 

contaminado con la sub-CI50. Las plantas de 30 días asociadas y no asociadas, obtenidas en medio 

semisólido 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 o no 

asociadas fueron expuestas a la MHC durante 0, 7, 14, 21, 28 y 45 días e incubadas bajo las 

condiciones anteriores. Para los tiempos 0 y 7, se cosecharon 60 plantas de cada tratamiento, las 

cuales se separaron en raíces y tallos para determinar el estrés oxidante (apartado 5.9), actividades 

enzimáticas (apartado 5.10) y el crecimiento mediante la producción de biomasa (apartado 5.7.2). 
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Para los tiempos de 14, 21, 28 y 45 días, se cosecharon 36 plantas de cada tratamiento, las cuales 

se separaron en raíces y tallos para determinar el contenido de malondialdehído (apartado 5.9.2), la 

actividad enzimática (apartado 5.10) y el crecimiento mediante la producción de biomasa (apartado 

5.7.2). Para cada tiempo (0 a 45 días) se determinó la remoción de la MHC (apartado 5.11).  

5.7 Determinación de la supervivencia y 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 raíces 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 asociación entre F. arundinacea y Lewia sp. 

se consideraron aquellas plantas con color verde como vivas, mientras que las plantas cloróticas en 

su totalidad fueron consideradas como muertas. 

5.7.2 Crecimiento  

El crecimiento se cuantificó midiendo la biomasa y elongación de raíces y tallos por separado. La 

biomasa seca (BS), se terminó después de secarse los tejidos vegetales en una estufa (60°C, 48 h). 

La elongación de los tallos se obtuvo midiendo desde la unión del coleóptilo con la raíz hasta el final 

del ápice de la hoja primaria. La elongación de la raíz se obtuvo midiendo desde la separación del 

coleóptilo hasta el ápice de la raíz primaria (Fig.7). 

 

Figura 7. Criterios considerados para cuantificar la longitud de las raíces (desde la separación del coleóptilo hasta el ápice 

de la raíz primaria) y tallos (desde la unión del coleóptilo con la raíz hasta el final del ápice de la hoja primaria). 

5.7.3 Clorofilas 

Se cosecharon tres plantas de cada tratamiento para la extracción y cuantificación de clorofilas. Para 

lo anterior, los tallos frescos se pesaron por separado, se colocaron en un mortero, se adicionaron 

2 mL de metanol frío y se trituraron con ayuda de un pistilo. El contenido del mortero se transfirió a 

un tubo de ensaye de plástico con tapón, y los restos en el mortero y el pistilo se enjuagaron con 1.5 

mL de metanol que se añadieron al tubo de ensaye anterior. Los tubos con el extracto de clorofilas 



37 
 

se centrifugaron a 804 g por 10 min a 4 °C. Se recuperó el sobrenadante, se colocó en otro tubo de 

ensaye y la biomasa sedimentada se lavó con 1 mL de metanol frío y se centrifugó (804 g por 10 

min a 4 °C). Se recuperó el sobrenadante y se colocó con el resto de las clorofilas extraídas, las 

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

Para cuantificar la concentración de clorofilas, mediante espectrofotometría (50 Conc, Varian) se 

colocó 1 mL de la solución en una celda de plástico de 1 cm. Las lecturas de cada muestra se 

realizaron a 665 y 652 nm, para determinar la concentración de clorofila a y b, respectivamente, 

mediante las ecuaciones propuestas por Porra y col. (1989): 

𝐶ℎ𝑙 𝑎 = 16.29𝑋𝐴665.2 − 8.56𝑋𝐴652.0                                  (1) 

𝐶ℎ𝑙 𝑏 = 30.66𝑋𝐴652.0 − 13.58𝑋𝐴665.2                                (2) 

5.8 Preparación de extractos crudos libres de células 

Con el fin de obtener extractos libres de células, para cada tratamiento, se separaron tallos de raíces, 

y aproximadamente 100 mg del tejido fresco se pulverizó con nitrógeno líquido. El tejido fue 

homogenizado con amortiguador de fosfatos de sodio frío (50 mM, pH 7) con polivinilpirrolidona (1% 

PVP, Sigma-Aldrich) e inhibidor de proteasas (P8215, Sigma-Aldrich, 5 µL por 100 mg de tejido 

fresco). El homogenizado fue tratado en un disruptor celular (Mikro-Dismembrator U, Sartorius) por 

2 min a 2000 rpm y posteriormente se centrifugó (10629 g, 4°C, 10 min). El sobrenadante resultante 

(extracto crudo, EC) fue usado para medir el contenido de proteína 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 albúmina sérica bovina como estándar. 

5.9 Determinación de estrés oxidante 

5.9.1 Peróxido de hidrógeno 

El ensayo de H2O2 se realizó mezclando el EC con KCN 5 mM para inhibir las actividades catalasa 

(CAT) y peroxidasas (POD). Se mezclaron 250µL del EC con la solución de reacción que contenía 

sulfato ferroso amónico (250 µM), sorbitol (100 µM) y naranja de xilenol (100 µM) en ácido sulfúrico 

25 µM y etanol 1%. La mezcla se incubó a temperatura ambiente por 30 min, el complejo formado 

entre el Fe y el naranja de xilenol se cuantificó espectrofotométricamente (50 Conc Varian) a 560 

nm. El resultado se comparó con una curva estándar de H2O2 realizada en un intervalo de 0.5 a 80 

µM (Cheeseman 2006). 
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5.9.2 Peroxidación de lípidos 

La peroxidación de lípidos de membrana se cuantificó mediante el contenido de MDA en el EC. El 

EC en este caso, se obtuvo homogenizando 100 mg de tejido fresco en amortiguador Tris-HCl 20 

mM (pH 7.4) con 10 µL de hidroxitolueno butilado 500 mM. La suspensión se centrifugó a 20817 g 

(4 °C, 15 min). La mezcla de reacción contenía 0.1 mL del EC en 200 mL de solución de reacción 

(ácido tricloroacético 15% (TCA), ácido tiobarbitúrico 0.5% (TBA) y HCl 0.25 N). La mezcla se incubó 

a 90 °C por 25 min y el cromóforo producido se cuantificó espectrofotométricamente a 535 nm. El 

contenido de MDA se estimó considerando un coeficiente de extinción molar (ɛ) de 155 mM-1 cm-1 

(Buege y Aust 1978). 

5.9.3 Proteínas oxidadas 

El contenido de proteínas oxidadas se determinó mediante la cuantificación de los grupos carbonilo 

(grupos CO) en proteínas (Juszczuk y col. 2008). Los grupos CO reaccionan con la 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) generando el conjugado proteína-hidrazona (proteína-DPH) que 

absorbe a 375 nm. La mezcla de reacción contenía la cantidad adecuada del EC equivalente a 20 

µg de proteína y 750 µL de DNPH 10 mM en HCl 2 M. Los grupos CO se estimaron considerando 

un ɛ = 22 mM-1 cm-1 (Juszczuk y col. 2008). 

5.10 Actividades enzimáticas 

5.10.1 Superóxido dismutasa 

La actividad superóxido dismutasa (SOD) se determinó 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 reducción del radical superóxido (•O2¯). La tasa 

de reducción del •O2¯ está relacionada linealmente con la actividad xantina oxidasa, que es inhibida 

por la SOD. Los resultados se compararon con una curva estándar de SOD realizada bajo las 

mismas condiciones. Una unidad SOD se definió como la cantidad de enzima necesaria para inhibir 

en un 50% la reducción del •O2¯ por minuto a 25°C y pH 7. 

5.10.2 Peroxidasas totales 

La actividad peroxidasa (POD) se midió de acuerdo con el método propuesto por Chance y Maehly 

(1955), usando guayacol como donador de H+. La oxidación del guayacol a tetra-guayacol es 

catalizada por las POD en presencia de H2O2 y se determinó a 450 nm por 4 min en lector de 

microplacas. La mezcla de reacción contenía 200 µL de amortiguador de fosfatos de sodio (50 mM, 

pH 7), 10 µL de guayacol al 1% y 10 µL de EC. La actividad POD se calculó considerando un ε = 
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26.6 mM-1 cm-1 (Chance y Maehly 1955). Una unidad de actividad POD se define como la cantidad 

de enzima que cataliza la formación de 1 µmol de tetraguayacol por minuto a 25°C y pH 7. 

5.10.3 Glutatión S-transferasa 

La actividad Glutatión S-transferasa (GST) se determinó utilizando un kit comercial (CS0410, 

Sigma). La conjugación del glutatión (GSH) con 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) catalizada por la 

GST fue espectrofotométricamente monitoreada a 340 nm por 4 min. La mezcla de reacción contenía 

10 µL de EC y 180 µL de solución de reacción (GSH 200 mM y CDNB 100 mM en amortiguador 

Dulbecco a pH 7). La actividad GST se calculó con la tasa de reacción inicial considerando un ɛ = 

9.6 mM-1 cm-1 (Habig y Jakoby 1981). Una unidad de GST se define como la cantidad de enzima 

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

5.10.4 Estimación de índices relativos de actividad enzimática 

Con el fin de evaluar el efecto de Lewia sp. o la MHC sobre la actividad enzimática de F. arundinacea, 

se estimaron cuatro índices relativos relacionando las actividades enzimáticas obtenidas en cada 

tratamiento realizado en el suelo modelo. 

𝐼1 = ((𝐹𝑎 − 𝐿) / 𝐹𝑎  ) − 1                                                  (3) 

𝐼2 = ((𝐹𝑎 − 𝐿 + 𝑀𝐻𝐶) / (𝐹𝑎 +  𝑀𝐻𝐶 ) − 1                       (4) 

𝐼3 = ((𝐹𝑎 + 𝑀𝐻𝐶) / 𝐹𝑎  ) − 1                                            (5) 

𝐼4 = ((𝐹𝑎 − 𝐿 +  𝑀𝐻𝐶) / (𝐹𝑎 − 𝐿)  ) − 1                           (6) 

Donde,  

Fa, corresponde a la planta sola. 

Fa-L, corresponde a la asociación endófita planta-hongo. 

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

Fa-L + MHC, corresponde a la asociación endófita 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 Extracción y cuantificación de hidrocarburos 

Para extraer la MHC residual del soporte modelo, se realizó una extracción 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 concentró en un rotavapor (BÜCHI, V-800) y al 

volumen obtenido se le adicionó DCM (10 mL), posteriormente, se tomaron 2 mL de la mezcla final 

para la cuantificación de los hidrocarburos (Cruz-Hernández y col. 2013).  

Los hidrocarburos extraídos se cuantificaron utilizando un cromatógrafo de gases (Shimadzu GC-2010 

Plus) con un detector de ionización de llama (FID) y una columna DB-H1T (15 m, 0.25 mm de diámetro 

interno × 0.10 µm de espesor de película, Agilent). Se utilizó nitrógeno como gas acarreador, 

alimentado a una tasa de 2.0 mL min-1. La inyección de las alícuotas fue de 1 µL en modo splitless con 

un auto-inyector (Shimadzu AOC-20i). El programa usado para la adquisición y tratamiento de datos 

fue LabSolutions Direct. Las condiciones de operación del cromatógrafo fueron las siguientes: 

temperatura inicial del horno de 100ºC (2 min); la temperatura se aumentó a 200 °C a 20 °C min-1 con 

un tiempo de permanencia de 1 min a esta temperatura; la temperatura del inyector y detector fue de 

300 °C. 

5.12 Análisis estadístico 

Cada tratamiento se aplicó de manera aleatoria por triplicado. Se determinó normalidad y 

homocedasticidad de los datos, una vez que se demostró que cumplían los requisitos para realizar 

pruebas paramétricas, se realizó 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 asociación endófita. Los 

resultados derivados de las plantas que crecieron en suelo modelo durante la cinética fueron 

analizados usando ANOVA seguido de la comparación de medias usando la prueba Tukey-B 

(α=0.05). La correlación entre variables se realizó 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 desviación estándar (DE) 

correspondiente. Los análisis se realizaron usando el programa SPSS, versión PAWS 18 (IBM 

SPSS-IBM Corp, Armonk, 2009).  
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6.  RESULTADOS 
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6.1 Establecimiento de la asociación F. arundinacea-Lewia sp. 

Está 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, así 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 

propagación sexual de las plantas y tienen la función de multiplicar la especie (Hardegree y Vactor 

1999). Por ello, resulta importante establecer las condiciones de cultivo de semillas para la obtención 

de plantas sanas y la formación de asociaciones entre plantas y microorganismos. 

6.1.1 Efecto de la composición del medio sobre la germinación 

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 ecológicos apropiados para la germinación, principalmente 

luz, humedad, sales minerales y temperatura (Hardegree y Vactor 1999). Con el objetivo de 

establecer las condiciones para la obtención de plantas sanas en tiempos cortos, las semillas de F. 

arundinacea se sembraron en ocho medios con relación carbono/nitrógeno (C/N) variable, 

modificando la concentración de sacarosa y sales del medio MS. En la Figura 8 se muestra el índice 

de germinación de semillas de F. arundinacea, con respecto al tiempo, en cada uno de los medios. 

En los primeros dos días, la germinación varió de 10 a 50%, siendo el medio con C/N de 5 y las 

sales MS 100% (5-1) donde se alcanzó la mayor germinación. Después de 8 días, el mayor número 

de semillas germinadas se obtuvo en el medio 5-1 alcanzando el 83%, mientras que, en el resto de 

los medios, la germinación varió entre 15 y 73% en el mismo periodo. Después de 14 días de cultivo, 

en ningún tratamiento se alcanzó la germinación obtenida en el medio 5-1 (83%) 

Hawker, (1971) obtuvo índices de germinación mayores en semillas de maíz, en un medio con baja 

relación carbono-nitrógeno (C/N). Dekkers y col. (2004) reportaron mayores índices de germinación 

de semillas de Arabidopsis thaliana en medios con contenido bajo de glucosa. La diferencia en el 

rango de germinación puede deberse al azúcar utilizado (Rai y col. 2008). Se sabe que algunos 

genes involucrados en la germinación son regulados por la presencia de azúcares, por lo que 

concentraciones adecuadas, permiten una germinación de las semillas mayor en tiempos cortos (1-

4 días) (Martin y col. 2002; Dekkers y col. 2004). Además de en la germinación, los azúcares afectan 

todo el metabolismo, así como las rutas de señalización durante la vida de la planta (Dekkers y col. 

2004).  
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Figura 8. Índice de germinación acumulado de semillas de F. arundinacea durante 14 días, en medio con diferente relación 

de C/N y contenido de sales del medio MS(C/N-MS). 

Por otro lado, la limitación de nitrógeno disminuye la germinación, debido a la inhibición en la 

actividad ureasa, que se coordina con la arginasa para utilizar las proteínas de reserva de las 

semillas en la germinación; además de ayudar a asimilar el nitrógeno exógeno, evitando la 

acumulación de urea (Dekkers y col. 2004). Sin embargo, el exceso de nitrógeno excede la actividad 

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

En este estudio se demostró que la germinación de F. arundinacea depende de la concentración de 

nutrientes, así como de la relación de C/N en el medio de cultivo, encontrando que concentraciones 

de sacarosa de 10 g L-1 y sales de MS al 100% (5-1) permitieron una germinación máxima de 

semillas. 

Con base en los resultados obtenidos, se seleccionó el medio 5-1 como el más adecuado para la 

obtención de plantas de F. arundinacea, dicho medio se utilizó para la germinación de semillas en 

los estudios posteriores. 

6.1.2 Efecto de la composición del medio sobre la inducción de la asociación endófita 

En la naturaleza, los organismos interaccionan, dando lugar a muchos tipos de asociaciones. A su 

vez, la formación de una asociación, depende tanto de factores bióticos (tipo de organismo) 

(Cheplick y col. 1989) como abióticos (temperatura, humedad y disponibilidad de nutrientes) 

(Hadacek y Kraus 2002). Con el objetivo de establecer el tiempo y las condiciones que permitieran 

la formación de la asociación entre F. arundinacea y Lewia sp., se evaluó el efecto de la 

concentración de nutrientes sobre el tiempo para inducir la asociación. Para lo anterior, se cultivaron 
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segmentos de raíces de F. arundinacea que estuvieron en contacto con Lewia sp. durante periodos 

variables (hasta 20 días), en los medios de cultivo con relaciones C/N distintas y de sales de MS. 

Se encontró que la asociación se estableció exitosamente después de cinco días en los medios 2.5-

1, 5-½, 10-½ y 20-½, sin embargo, las plantas desarrolladas en estos medios presentaron clorosis 

(Fig. 9). En los medios 5-1 y 10-1 la asociación se formó después de 15 días de contacto (Fig. 9) y 

no se observó clorosis en las plantas. 

 

Figura 9. a) Tiempo de formación de la asociación F. arundinacea-Lewia sp. respecto a los tratamientos aplicados (C/N-

MS) (media ± DE, n=3). b) Plantas de F. arundinacea en asociación con Lewia sp. en medio 5-1 (15 días). c) Plantas de 

F. arundinacea en asociación con Lewia sp. en medio 5-½, (15 días). 

Rasmussen y col. (2007) encontraron que un incremento en la concentración de nitrógeno reducía 

al 60% en la colonización de plantas de Lolium perenne por el hongo endófito Neotyphodium lolli, 

esto, con relaciones C/N alrededor de 10. Lo que se atribuyó al aumento en la biomasa foliar y no a 

la disminución de la biomasa fúngica. Parece ser que los cambios en la C/N, generados por la 

modificación de la dosis de nitrógeno, afectan la colonización de plantas por endófitos, no por tener 

un efecto deletéreo en el microorganismo, sino debido a los cambios drásticos que ocasiona en la 

fisiología de la planta (Rasmussen y col. 2007). Asimismo, los cambios en la composición del medio 

de desarrollo de las plantas, conducen a cambios en la secreción de metabolitos que pueden 

funcionar como moléculas de señalización para los microorganismos; por lo que se ha concluido que 

el comportamiento de un endófito 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 asociación de F. arundinacea con Lewia sp. la mejor condición para 

establecer la asociación endófita y para mantener la planta en condiciones saludables, resultó un 

medio con el 100% de sales de MS con una relación C/N de 5 (5-1), utilizando 10 g L-1 de sacarosa. 

En este estudio, también se demostró que la composición del medio, en cuanto a la relación C/N 

tiene un efecto sobre el tiempo de formación de la asociación endófita entre F. arundinacea y Lewia 

sp. Aunque la asociación no se establece en tiempos menores a 10 días, se seleccionó el medio 5-

1 como el más adecuado para la inducción de la asociación F. arundinacea-Lewia sp. ya que, con 

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

6.2 Efecto de la asociación endófita sobre F. arundinacea 

La formación de asociaciones planta-hongo endófito puede modificar procesos fisiológicos y 

bioquímicos en la planta, lo anterior debido al efecto de adaptación entre ambos organismos (Tanaka 

y col. 2006). En el presente estudio, se encontró que la asociación 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 endófitos aumentan el crecimiento de varias especies de plantas (Bailey 

y col. 2006). Por lo anterior, se evaluó 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 endófito Lewia sp. 

Después de 15 días de cultivo en medio semisólido, Lewia sp. mejoró significativamente el 

crecimiento de las raíces (3.4 veces) y los tallos (1.9 veces) con respecto a las plantas no inoculadas 

(Fig. 10). La modificación de la producción de biomasa vegetal, puede estar acompañada de 

cambios morfológicos y fisiológicos tanto en raíces 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. provocó la coloración café de las raíces, 

además de un aumento visible en su grosor. En las hojas, la presencia del hongo incrementó el 

ancho (Fig. 10c) y el largo. La modificación de los tejidos y las células de las plantas se ha observado 

en plantas de Agrostis hyemalis asociada con el endófito Epichloë amarillans (White y col. 1997), 

así como en F. arundinacea asociada con el endófito Neotyphodium coenophialum (Soleimani y col. 

2010). De hecho, se sabe que los endófitos pueden mejorar el crecimiento de las plantas a través 

de mecanismos como la regulación de la producción de fitohormonas, cambios morfológicos en la 

raíz 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 asociación entre F. arundinacea y Lewia sp. sobre la producción de biomasa en raíces y tallos 

después de 15 días de contacto, letras distintas (minúsculas para raíces, mayúsculas para tallos) indican diferencias 

significativas (p< 0.01, n=12). b. raíces 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 sobreproducción y el control de 

moléculas de señalización como el H2O2 (White y Torres 2010). El H2O2 induce la respuesta de 

enzimas de las vías de señalización, requeridas por las plantas para generar resistencia contra 

microorganismos. A su vez, las enzimas de estas vías tienen diversas actividades, entre las que se 

incluyen la degradación de proteínas y la señalización hormonal. Algunas enzimas de señalización 

inducidas por el H2O2, se encuentran implicadas en la cascada de las proteínas quinasas activadas 

por mitógenos (MAPK), que controlan la activación de diferentes mecanismos de defensa en 

respuesta al estrés por ERO (Tripathy y Oelmüller 2012). Sin embargo, el exceso de H2O2 podría 

causar daños en las células vegetales, por lo que resulta importante monitorear este parámetro junto 

con otros marcadores del estrés oxidante. 

6.2.2 Daño oxidante 

El H2O2 es una ERO producida de manera natural en las plantas, opera como molécula de 

señalización 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 evaluó el 

efecto de la inducción de la asociación endófita sobre la producción de H2O2 en F. arundinacea.  

La inducción in vitro de la asociación endófita entre F. arundinacea y Lewia sp. incrementó 

significativamente la acumulación de H2O2 en raíces y tallos (3.4 y 4.8 veces, respectivamente) 

comparado con las plantas no inoculadas (Tabla 4). Una respuesta similar se registró 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 inducción de la asociación endófita entre F. arundinacea y Lewia sp. sobre la acumulación de H2O2 

y el daño oxidante (MDA y CO), después de 15 días de contacto. 

* Medias con letras diferentes (minúsculas para raíces, mayúsculas para tallos) indican diferencias significativas entre 

tratamientos (P<0.05). Tratamientos por órgano (medias ± DE, n = 3 para tallos, n = 2 para raíces). 

Este incremento podría deberse a un déficit de nutrientes en el medio debido al crecimiento del 

hongo o a un aumento en la producción de ERO por Lewia sp. El déficit de nutrientes como el K+ 

puede incrementar la acumulación de H2O2 y etileno (Shin y Schachtman 2004). Así mismo, se ha 

demostrado que los endófitos sobreproducen ERO para inactivar la defensa de la planta, manteniendo 

así el mutualismo (Tanaka y col. 2006). Además, la sobreproducción de ERO durante la simbiosis 

planta-hongo endófito podría ser una manera de controlar la proliferación del hongo (Nanda y col. 

2010). La sobreproducción de ERO conduce a un incremento en la oxidación de proteínas y 

peroxidación de lípidos de membrana. El malondialdehído (MDA) es el producto final de la 

peroxidación lipídica y sus niveles indican el daño en la membrana celular (Hu y col. 2015).  

En raíces y tallos de F. arundinacea, el contenido total de H2O2 y MDA se incrementó 

significativamente por efecto de Lewia sp. (Tabla 4), lo anterior puede atribuirse a la disminución de la 

defensa antioxidante en la planta para mantener la asociación (Tanaka y col. 2006). En contraste, los 

grupos carbonilo (grupos CO) disminuyeron (~2 veces) en las plantas asociadas en comparación con 

las plantas no asociadas. Lo anterior pudo deberse a dos procesos: (i) reparación de las proteínas 

dañadas por la vía de las chaperonas; y/o (ii) proteólisis de las proteínas oxidadas que no tienen 

reparación (Vallentine y col. 2014; Pulido y col. 2017). Uno o ambos procesos podrían haberse 

incrementados por la presencia de Lewia sp. Nuestros resultados sugieren que, con el fin de 

establecer la asociación con F. arundinacea, Lewia sp. incrementó la producción de ERO y la 

oxidación de lípidos de membrana, mientras promovió la eliminación de proteínas oxidadas de la 

planta en cultivo en medio semisólido. Aunado a lo anterior, las asociaciones endófitas también 

pueden promover cambios en la expresión y actividad de enzimas involucradas en la defensa 

antioxidante (Dupont y col. 2015). 

Variable respuesta 

Raíces Tallos 

F. a F. a-L F. a F. a-L 

H
2
O

2
 (nmol g-1 PF) 92.8 ± 3.0

a

 313.8 ± 13.6
b

 94.2 ± 2.9
A

 466.4 ± 22.2
B

 

MDA (nmol g-1
 

PF) 11.4 ± 2.2
a

 33.9 ± 0.9
b

 37.8 ± 2.8
A

 46.3 ± 1.4
B

 

Grupos CO (µmol g-1
 

proteína) 461.9 ± 29
b

 163.6 ± 10
a

 349.4 ± 9
B

 193.2 ± 11
A
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6.2.3 Defensa antioxidante 

Varias enzimas actúan en la defensa antioxidante de las plantas y su actividad puede ser modificada 

por la presencia de microorganismos endófitos (Tanaka y col. 2006). La superóxido dismitasa (SOD) 

es la primera defensa enzimática antioxidante e interviene en la detoxificación de ERO mediante la 

catálisis de la conversión de •O2
¯ a H2O2, este último es degradado por catalasas y peroxidasas 

(Becerra-Castro y col. 2013). Las peroxidasas (POD) tienen más afinidad por el H2O2 que las CAT, y 

se consideran un marcador del estrés (Kvesitadze y col. 2009). Por lo tanto, se evaluó el efecto de la 

inducción de la asociación endófita sobre la defensa enzimática antioxidante en plantas de F. 

arundinacea.  

La actividad SOD en raíces de F. arundinacea disminuyó (1.5 veces) después de 15 días de contacto 

con el hongo, mientras que, en tallos la asociación no modificó esta actividad (Tabla 5). Las raíces 

son el primer punto de contacto entre el hongo y la planta y, por lo tanto, son el primer punto de 

supresión en la defensa antioxidante para facilitar la formación de la asociación (Bailey y col. 2006). 

La actividad POD, por otra parte, fue dos veces menor en los tallos que en las raíces, particularmente 

en las plantas asociadas (Tabla 5). Mientras que Lewia sp. no modificó de manera significativa esta 

actividad en las raíces, el hongo causó una disminución (1.5 veces) en los tallos. Lo anterior pudo 

deberse a la presencia de enzimas como las catalasas que contribuyen a contrarrestar la 

acumulación de H2O2 (Mhamdi y col. 2010). 

Tabla 5. Efecto de la inducción de la asociación endófita entre F. arundinacea y Lewia sp. sobre la defensa antioxidante 

(SOD, POD y GST)*. 

Actividad enzimática 

(U g-1 proteína) 

Raíces Tallos 

F. a F. a-L F. a F. a-L 

SOD  1280 ± 168b 811 ± 93a 3990 ± 271A 3732 ± 572A 

POD  1022 ± 100a 1174 ± 62a 821 ± 113B 552 ± 39A 

GST  84.8 ± 4.6b 11.0 ± 1.2a 135.6 ± 6.3B 40.2 ± 3.9A 

* Medias con diferentes letras (minúsculas para raíces, mayúsculas para tallos) indican diferencias significativas entre 

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

Otro grupo de enzimas que contribuye de forma importante en la defensa antioxidante y en procesos 

de detoxificación de xenobióticos, son las GST. Éstas, catalizan la conjugación de compuestos 

endógenos y exógenos con el glutatión (GSH) y tienen un papel importante en el desarrollo de las 

plantas y su respuesta a condiciones de estrés abiótico y biótico (Dixit y col. 2011; Kumar y col. 
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2013). Se ha encontrado que la expresión génica de las GST se relaciona con la tolerancia y 

susceptibilidad de las plantas a hongos (Kumar y col. 2013). Los microorganismos endófitos pueden 

modificar su actividad y expresión (Zhang y col. 2010), lo que puede cambiar la producción de 

hormonas y/o ERO. Comparado con las plantas no inoculadas, la actividad GST de raíces y tallos 

fue significativamente menor (7.7 y 3.4 veces, respectivamente) en respuesta a la inducción de la 

asociación. Contrario a lo anterior, Bailey y col. (2006) encontraron un incremento en la actividad 

GST de plantas de Theobroma cacao en asociación 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 asociación. 

Factores bioquímicos, además de la producción de ERO y la acción del sistema antioxidante, están 

involucrados en la señalización del estrés (Baxter y col. 2013) y pueden facilitar la interacción planta-

endófito a nivel bioquímico (Tanaka y col. 2006). Se ha reportado que los cambios bioquímicos 

debidos a la formación 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 sequías (Tiwari y col. 2016). Como se observa en la Tablas 5, los resultados del presente 

estudio sugieren que, con el fin de establecer la asociación con F. arundinacea, Lewia sp. promueve 

la reducción de la actividad de enzimas involucradas en la defensa antioxidante de la planta en 

cultivo semisólido. 

El uso de cultivo semisólido 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 propósito de 

aproximarse a las condiciones físicas de un suelo, pero evitando la interferencia de otros organismos 

o sustancias diferentes a las utilizadas en el estudio, en el presente se empleó un suelo modelo. El 

uso de los suelos modelo permiten este tipo de acercamiento, ya que su modificación en el 

transcurso de los experimentos es mínima y pueden retener agua y nutrientes (Alkan y col. 2005). 

Con base en lo anterior, para evaluar la tolerancia de F. arundinacea y la asociación F. arundinacea-

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

6.3 Evaluación de la tolerancia a hidrocarburos en un suelo modelo 

Se ha demostrado que contaminantes orgánicos 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 endófitas particulares (Porras-Alfaro y Bayman 2011).  
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6.3.1 Supervivencia de F. arundinacea y la asociación endófita  

El éxito de una planta para la fitorremediación depende de factores como la concentración y 

naturaleza de los contaminantes, así como de las condiciones del suelo y de su tolerancia a los 

contaminantes, lo anterior permitirá 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 evaluó la tolerancia, medida a través de la 

supervivencia y el crecimiento, de F. arundinacea y la asociación F. arundinacea-Lewia sp. a 

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

En ausencia de la MHC se observó una disminución (50%) en la supervivencia de las plantas no 

asociadas, después de 45 días de cultivo. Al aumentar la concentración de la MHC la supervivencia 

disminuyó hasta ser nula en la concentración más alta de la MHC (Fig. 11). La baja supervivencia 

de F. arundinacea en el suelo modelo sin la MHC se atribuyó 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 

están controlados por señalizaciones moleculares que dependen del suministro adecuado de 

nutrientes minerales (Dakora y Phillips 2002). En contraste, se encontró 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 disminuyó al aumentar la concentración de hidrocarburos, 

encontrando que el 25% de las plantas asociadas sobreviven en la concentración más alta de la 

MHC (1276 mg kg-1). A pesar de esta disminución, la asociación de F. arundinacea con Lewia sp. 

incrementó (~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 

semisólido contaminado con una mezcla de hidrocarburos (pireno, fenantreno, benzo[a]pireno y 

petróleo crudo maya), en un intervalo de concentraciones de 500 a 4000 mg kg-1. La diferencia en 

la supervivencia de las plantas entre ambos estudios puede atribuirse al soporte de crecimiento que, 

el medio semisólido utilizado, permite la disponibilidad total de los nutrientes. En el presente estudio 

se evaluó 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 o acumulados en las células de la raíz, 

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 asociación F. arundinacea-Lewia sp. (Fa-L) después de 45 días de 

exposición a concentraciones crecientes de la MHC. Letras distintas indican diferencias significativas entre los niveles de 

concentración, 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 endófitos, como Chaetomium globosum (Schulz y col. 2002) y Penicillium 

janthinellum (Khan y col. 2011), beneficia a las plantas por la producción de metabolitos (alcaloides, 

antibióticos o reguladores de crecimiento) y por cambios en la composición de exudados radiculares 

que modifican físicamente el suelo, aumentando la disponibilidad de nutrientes. Así, nuestros 

resultados (Fig. 11), indican que la asociación de F. arundinacea con Lewia sp. promueve la 

supervivencia de las plantas en el suelo modelo sin y con contaminantes. Lo anterior, podría 

atribuirse a una modificación en el metabolismo de la planta, además de que Lewia sp. incrementa 

la disponibilidad de nutrientes del suelo modelo.  

6.3.2 Crecimiento de F. arundinacea y la asociación endófita 

Uno de los parámetros usados para determinar la tolerancia de las plantas a los contaminantes es 

la cuantificación del crecimiento. Una manera de evaluarlo, es la medición de la biomasa y la 

elongación de las raíces y tallos (Lin y col. 2002). En este estudio, se evaluó el efecto de la 

concentración de la MHC sobre la producción de biomasa vegetal y la elongación de raíces y tallo de 

F. arundinacea y la asociación F. arundinacea-Lewia sp. durante 45 días en el suelo modelo (Fig. 12). 

6.3.2.1 Elongación de raíces y tallos 

El análisis realizado en las plantas no asociada mostró que, después de 45 días de cultivo, no hubo 

un efecto significativo en la elongación de las raíces por efecto de la MHC. En contraste, en las raíces 
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asociadas, los contaminantes provocaron un aumento significativo (20%) con respecto al control. La 

comparación entre las plantas asociadas y no asociadas permite observar que Lewia sp. provocó una 

disminución significativa (~1.5 veces) en la longitud de las raíces de F. arundinacea en comparación 

con las plantas no asociadas (Fig. 12a). Para el caso de los tallos, la elongación de las plantas no 

asociadas expuestas a 319 mg kg-1 de la MHC inicial disponible disminuyó significativamente. En 

las plantas asociadas, la disminución se registró a partir de la exposición a 160 mg kg-1 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). 

 

Figura 12. Elongación de a) raíces y b) tallos de F arundinacea (Fa) y la asociación F. arundinacea-Lewia sp. (Fa-L) 

después de 45 días de exposición a concentraciones crecientes de la MHC. Letras distintas indican diferencias 

significativas entre los niveles de concentración, los asteriscos indican diferencias significativas entre plantas no asociadas 

(Fa) y asociadas (Fa-L) (p<0.001, n≥12). 
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Las gramíneas como F. arundinacea son especies comúnmente seleccionadas para su uso en la 

fitorremediación de suelos contaminados con herbicidas, metales pesados e hidrocarburos por su 

extenso crecimiento radicular (Zhao y col. 2013). Sin embargo, esta característica puede modificarse 

por la presencia de los contaminantes, así como se observa en los resultados mostrados en la Figura 

12. Al respecto, Reynoso-Cuevas y col. (2008) reportaron una reducción del 50% en la elongación de 

raíces de cinco gramíneas (F. arundinacea, Cenchrus ciliaris, Bouteloua curtipendula, Echinochloa 

crusgalli y Rhynchelytrum repens) expuestas por 40 días a 1000 mg kg-1 de una MHC compuesta por 

fenantreno, pireno, benzo[a]pireno y petróleo crudo maya. La diferencia en el efecto de la MHC en el 

estudio de Reynoso-Cuevas y col. (2008) y el presente trabajo, podría deberse a la composición de la 

MHC, ya que, en dicho estudio, la mezcla contiene compuestos con mayor disponibilidad y toxicidad 

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

En plantas sometidas a estrés, la respuesta morfológica también depende del tipo de contaminantes 

y del órgano en estudio (Gao y Zhu 2004). Por ejemplo, Lin y col. (2002) demostraron que 

concentraciones de 14000 y 29000 mg kg-1 de aceite combustible provocaron aumento significativo 

en la elongación de tallos de Spartina alterniflora. Sin embargo, una concentración mayor (171000 

mg kg-1) del contaminante disminuyó de forma importante la elongación. Reynoso-Cuevas y col. 

(2008) observaron una disminución en la elongación de tallos de cinco gramíneas expuestas a 500 

mg kg-1 de una MHC (fenantreno, pireno, BaP y petróleo crudo maya). La alteración en la elongación 

de los tallos puede atribuirse a alteraciones fisiológicas en la raíz, las cuales modifican el transporte 

de agua y nutrientes a través del xilema de un órgano a otro (Gao y Zhu 2004). Cruz-Hernández y 

col. (2013), también encontraron una reducción significativa (31%) en la elongación de tallos de plantas 

de F. arundinacea asociadas con Lewia sp. expuestas a 1500 mg kg-1 de una MHC (hexadecano, 

fenantreno y pireno) por 45 días. 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 solución 

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

De acuerdo con los resultados (Fig. 12), la elongación de raíces y tallos no resultó ser una variable 

sensible a cambios en la concentración de una MHC, tal que permita cuantificar la tolerancia de F. 

arundinacea y la asociación F. arundinacea-Lewia sp. Por lo anterior, y con el fin de cuantificar la 

tolerancia para esta planta y esta asociación en particular, se determinó el crecimiento a través de 

la producción de biomasa y el contenido de clorofilas.  

6.3.2.2 Producción de biomasa  

La biomasa vegetal es uno de los parámetros más utilizados para determinar los efectos fitotóxicos 

de contaminantes como los hidrocarburos (Lin y col. 2002). La MHC redujo significativamente (desde 

15 y hasta 47%) la biomasa de las raíces de plantas de F. arundinacea no asociadas desde la dosis 
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más baja estudiada. En las plantas asociadas la biomasa de las raíces disminuyó, pero a partir de 

una concentración de 319 mg kg-1 de la MHC inicial disponible. La biomasa de las raíces 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 observó que concentraciones de la MHC mayores a 319 mg kg-1, causaron 

una disminución significativa (32-45%) en la biomasa de plantas no asociadas. En la concentración 

máxima ensayada, las plantas se encontraron totalmente cloróticas, y, por lo tanto, se consideraron 

muertas, por lo que la producción de biomasa fue considerada como nula (Fig. 11-13). En los tallos de 

plantas asociadas con Lewia sp. la biomasa disminuyó (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 concentración de la MHC (Fig. 

13b).  

Similar a nuestros resultados, se ha observado el efecto de reducción en la biomasa de raíces y 

tallos de F. arundinacea sola (Cheema y col. 2009) y en asociación con Lewia sp. (Cruz-Hernández 

y col. 2013) por exposición a HAP. Lo anterior, puede atribuirse a una reducción 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 podría ser la translocación y el metabolismo de los 

hidrocarburos en los tallos (Gao y Zhu 2004). De hecho, se sabe que la acumulación de compuestos 

tóxicos en los tallos causa alteraciones en los sistemas fotosintéticos, provocando un déficit en la 

nutrición de las plantas y con ello en su crecimiento (Wei y col. 2014), lo cual podría 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 endófito provocó que la biomasa vegetal siempre fuera mayor que en las plantas no asociadas. 

Al respecto, Soleimani y col. (2010), observaron que la biomasa de raíces y tallos de F. arundinacea 

y F. pratensis era significativamente mayor (~1.5 veces) al asociar las plantas con los endófitos 

Neotyphodium coenophialum y N. uncinatum crecidas en un suelo contaminado con 8.5 ± 0.9 mg 

kg-1 de HAP. Cruz-Hernández y col. (2013) también observaron que la biomasa de raíces 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 gramíneas como F. arundinacea podría deberse a cambios en la 

respuesta fisiológica, 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 endófitas, 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).  

 

Figura 13. Producción de biomasa de a) raíces y b) tallos de F arundinacea (Fa) y la asociación endófita F. arundinacea-

Lewia sp. (Fa-L) expuestas a concentraciones crecientes de la MHC durante 45 días. 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 bioquímicas 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 abiótico (Yang y col. 2010) como al biótico (Li y col. 

2014). En el presente trabajo, después de 45 días de crecimiento, el contenido de ambas clorofilas 

en plantas expuestas o no a la MHC aumentó 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 

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

En general, la MHC provocó una reducción (~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). 

 

Figura 14. Concentración de a) clorofila a y b) clorofila b (µg mg PF-1) F arundinacea (Fa) y la asociación F. arundinacea-

Lewia sp. (Fa-L) después de 45 días de exposición 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 concentración de clorofilas en plantas expuestas a hidrocarburos ha sido utilizada como una 

medida del estrés oxidante. Al respecto, Wei y col. (2014) reportaron una disminución (56%) en la 

concentración de clorofilas a y b en plantas de trigo expuestas a 200 mg kg-1 de fenantreno. Lo que 

fue atribuido a una ineficiente transferencia de energía, que resulta en la generación del estado de 
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triplete de las clorofilas, las que reaccionan con tripletes de oxígeno produciendo el altamente 

reactivo oxígeno singulete (1O2) muy reactivo; esto conduce a la generación de estrés oxidante en 

las plantas (Wei y col. 2014). La generación de estrés por hidrocarburos en las plantas provoca 

cambios morfológicos, lo que podría relacionarse con el descenso en la biomasa y la elongación 

observadas en las raíces y tallos (Fig. 12 y 13). 

Se sabe que la asociación entre plantas y endófitos modifica la producción de clorofilas. Similar al 

presente trabajo, Waqas y col. (2012) encontraron un aumento en el contenido de clorofilas a y b en 

plantas de Cucumis sativus asociadas con Phoma glomerata y Penicillium sp. no sometidas a estrés. 

El aumento en la concentración de clorofilas en las plantas control asociadas, puede relacionarse 

con un aumento en la expresión de genes que codifican para proteínas que participan en el ciclo de 

Calvin y en la ruta de tetrapirrol, donde se producen clorofilas (Dupont y col. 2015). La fotosíntesis 

es un proceso modificado por la presencia de endófitos (Tripathy y Oelmüller 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 asociación entre F. arundinacea y Lewia sp. crecida en ausencia 

de hidrocarburos, el aumento en el contenido de clorofilas se conserva aún bajo condiciones de 

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

Comparando todas las variables utilizadas para cuantificar el crecimiento, la producción de biomasa 

de los tallos de plantas no asociadas, fue la más sensible a la MHC, ya que disminuyó más con 

respecto a las plantas control y con las plantas asociadas. Por lo que, la biomasa de tallos se utilizó 

para estimar el índice de tolerancia (IT) a la presencia de concentraciones crecientes de la MHC 

(Fig. 15).  

Con base en los datos calculados para el IT, se encontró una CI50 cercana a 757 mg kg-1 para F. 

arundinacea y de 1100 mg kg-1 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 usó como referencia para definir una concentración sub-inhibitoria (sub-CI50) de la 

MHC, tal que estimulara los mecanismos de defensa antioxidante sin alterar la producción de 

biomasa en tallos. Por lo anterior, para los estudios cinéticos, se seleccionó una sub-CI50 de 800 mg 

kg-1 de la MHC, lo que corresponde a 275.72 mg kg-1 disponibles de la MHC. 

Nuestros resultados difieren de los reportados por Cheema y col. (2009), quienes encontraron una 

inhibición del ~50% en la producción de biomasa de tallos de F. arundinacea por exposición a 

concentraciones de hidrocarburos menores que las usadas en nuestro estudio (680 mg kg-1), 

sugiriendo que esta reducción 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 reducía en un 50% por exposición a 8.5 ± 0.9 mg 

kg-1 de una mezcla de HAP. 

 

Figura 15. Índices de tolerancia de a) F. arundinacea y b) F. arundinacea-Lewia sp. expuestas a concentraciones 

crecientes de una mezcla de hidrocarburos durante 45 días. La línea punteada indica el valor considerado para la 

estimación de la CI50 (p<0.001, n=3) 

La inhibición en el crecimiento de los tallos podría atribuirse al metabolismo del fenantreno y el pireno 

en este tejido, ya que implica la formación de compuestos tóxicos en la planta (Narro y col. 1992), 

lo anterior podría estar provocando modificaciones en la expresión de proteínas 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 observó (Fig. 11-14) en el suelo modelo 

disminuyó la supervivencia de las plantas, este resultado nos llevó a modificar la concentración de 

los nutrientes para asegurar que el estrés generado en las plantas solas o asociadas se debía a la 

MHC, los resultados se muestran a continuación. 
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6.3.3 Efecto de la concentración de nutrientes 

Debido a la baja supervivencia registrada en los experimentos en suelo modelo en ausencia de 

contaminantes (Fig. 11), se evaluó el efecto de la concentración de nutrientes sobre la supervivencia 

y la incidencia de clorosis visual de las plantas no asociadas crecidas por 45 días (Fig. 16). Las 

unidades experimentales contenían suelo modelo humectado (30%) con medio MS concentrado 3, 

4, 5 y 6 veces (3X, 4X, 5X y 6X, respectivamente). En los medios concentrados 3 y 6 veces (3X y 

6X), la supervivencia de las plantas disminuyó 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% presentó clorosis en hojas en los medios 3X y 4X, 

mientras que en los medios 5X y 6X, el 100 y 80’% (respectivamente) de las plantas presentó clorosis 

(Fig. 16). 

 

Figura 16. Supervivencia e incidencia de clorosis de plantas de F. arundinacea en medios de cultivo concentrados 3, 4, 

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

Concentrar el medio 4 veces (4X) permitió que el 100% de plantas supervivieran, así como 

presentaran una menor incidencia de clorosis. Varios estudios demuestran que los azúcares, 

incluida la sacarosa, son esenciales en las plantas como substratos en la cadena respiratoria para 

la generación de energía e intermediarios metabólicos que son usados para la síntesis de 

macromoléculas. Además, los carbohidratos son moléculas de señalización para la producción de 

hormonas de crecimiento en plantas (Morkunas y col. 2012), además de que están asociados a la 

captación de otros nutrientes esenciales. Asimismo, concentraciones de azúcares altas, 

generalmente, reprimen la fotosíntesis y promueven el almacenamiento de carbohidratos; por el 

contrario, concentraciones bajas incrementan la fotosíntesis y la secreción de carbohidratos (Nicolaï 

y col. 2006). Lo anterior podría explicar la clorosis observada en los medios concentrados 5 y 6 

veces (5X y 6X, respectivamente). 
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Figura 17. a) Elongación y b) producción de biomasa de raíces y tallos de F. arundinacea en medio de cultivo MS con las 

sales concentradas 3, 4, 5 y 6 veces (3X, 4X, 5X y 6X, respectivamente). Letras diferentes indican diferencias significativas 

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

Además de la supervivencia y la clorosis, la concentración de nutrientes afecta el crecimiento de las 

plantas. Por lo anterior, se evaluó el efecto de la concentración de nutrientes en el suelo modelo, 

sobre la elongación y la biomasa de tallos y raíces de plantas no asociadas (Fig. 17). Después de 

45 días, la concentración de nutrientes no tuvo efecto significativo sobre la elongación de las raíces. 

En el caso de los tallos, con la mayor concentración utilizada (6X), se observó una disminución 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 presentó clorosis (Fig. 16). 

Con base en los resultados mostrados en la Figura 16 y 17, se escogió la formulación 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 sólo a la presencia de los contaminantes 

(800 mg kg-1 de la MHC al suelo modelo) y no al del déficit de nutrientes. 

6.4 Efecto de una mezcla de hidrocarburos sobre F. arundinacea y la asociación endófita 

Con el objetivo de evaluar la influencia de la asociación inducida entre Lewia sp. y F. arundinacea 

al estrés por la MHC, se expuso a plantas no asociadas y asociadas a 800 mg kg-1 de la MHC en el 

suelo modelo durante 0, 7, 14, 21, 28 y 45 días. Para lo anterior, se cuantificó el crecimiento. el daño 

oxidante y la defensa antioxidante. 

6.4.1 Crecimiento  

El crecimiento se determinó a través de la biomasa vegetal, esto, debido a que resultó ser la variable 

más sensible a la presencia de hidrocarburos. Se encontró que la biomasa de las raíces no 

asociadas aumentó significativamente entre los 7 y 14 días, mientras que en las raíces asociadas 

con Lewia sp. la biomasa aumentó desde los 7 y hasta los 28 días (Fig. 18). En plantas asociadas, 

la biomasa de las raíces aumentó (~3 a 4 veces) con respecto a las plantas no asociadas (Fig. 18). 

Respecto a los tallos, no se observó efecto significativo de la MHC en ningún 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-1 de una MHC durante 45 días. 

 

Figura 18. Producción de biomasa en raíces y tallos de plantas de F. arundinacea (Fa) y la asociación endófita entre F. 

arundinacea y Lewia sp. (Fa-L) expuestas a 800 mg kg-1 de la MHC en el suelo modelo durante 45 días. Letras distintas 

indican diferencias significativas entre los niveles de concentración. 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 está determinada por varias vías 

metabólicas que protegen las funciones de los organelos celulares, manteniendo así la homeostasis. 

La función de estas vías se modifica constantemente, en especial cuando las plantas se asocian con 

microorganismos endófitos, por lo que el monitoreo constante de las rutas involucradas en la defensa 

antioxidante, puede generar información valiosa acerca de asociaciones endófitas y la exposición a 

condiciones de estrés como la contaminación por hidrocarburos. 

6.4.2 Daño oxidante 

Para evaluar la influencia de la asociación endófita entre Lewia sp. y F. arundinacea en el estrés por 

la MHC en función del tiempo de exposición, se cuantificó el contenido de malondialdehído (MDA) 

en raíces y tallos de plantas no asociadas y asociadas (Fig. 19). La peroxidación de lípidos es 

comúnmente considerada como un proceso perjudicial que conduce a modificaciones estructurales 

de los lípidos de membrana, así como en lipoproteínas. Las ERO se introducen en las colas 

hidrofóbicas de los ácidos grasos insaturados para producir los hidroperóxidos lípidos (Yoshimura y 

col. 2004). En la peroxidación de los lípidos de membrana insaturados, el MDA es el producto final 

en la descomposición, así, el MDA puede reflejar el daño celular ocasionado por la sobreproducción 

de ERO (Hu y col. 2015). 

De manera general, se encontró que el tiempo de exposición a la MHC tiene un efecto sobre el 

contenido de MDA en raíces y tallos de plantas no asociadas y asociadas (Fig. 19). En raíces y tallos 

de las plantas no asociadas, el contenido de MDA aumentó con el tiempo de exposición a la MHC, 

encontrando niveles hasta ~5 veces mayores con respecto al inicio (Fig. 19). En las raíces de las 

plantas asociadas, el contenido de MDA disminuyó con el tiempo de exposición, encontrando 

concentraciones hasta ~2 veces menores que al inicio (Fig. 19a), sin embargo, para los tallos, el 

contenido de MDA aumentó desde los 7 días (Fig. 19).  

Durante 45 días, el contenido de MDA en las raíces fue reducido por la presencia del hongo (Fig. 

19). No ocurrió 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 exposición a HAP como el fenantreno, inducen la producción de MDA en plantas 

como Solanum lycopersicum (Ahammed y col. 2012), así como en Cucumis sativus, Brassica rapa, 

B. campestris y Lactuca sativa (Ahammed y col. 2012). El aumento en la producción de MDA por la 

exposición a hidrocarburos, sugiere un incremento en la producción de ERO y por consiguiente, en 

el estrés oxidante. Sin embargo, los resultados sugieren que el hongo controla la sobreproducción 

de ERO, al menos en las raíces, protegiendo a la planta expuesta a la MHC.  
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Figura 19. Efecto del tiempo de exposición a 800 mg kg-1 de la MHC sobre el contenido de malondialdehído en raíces 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 concentración. Asteriscos indican diferencias significativas entre plantas 

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

HAP como el fenantreno, provocan niveles de oxidación diferentes en las membranas de diversas 

plantas (Ahammed y col. 2012). El nivel de daño oxidante en las células expuestas a una condición 

de estrés como un contaminante, depende de su concentración, estructura y del tiempo de 

exposición. La asociación de plantas con hongos, ya sea micorrízicos arbusculares (Debiane y col. 

2009) o endófitos (Li y col. 2014), ayuda a atenuar el daño oxidante provocado por diversos tipos de 

estrés. Debiane y col. (2009) reportan menores niveles de MDA en raíces de Cichorium intybus 

asociadas con Glomus intraradices expuestas a BaP en una concentración menor a la utilizada en 

este estudio (70 mg L-1). La contribución 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 

degradación de las ERO o la detoxificación directa de los hidrocarburos (Kvesitadze y col. 2009). 

6.4.3 Defensa antioxidante 

La influencia de la asociación endófita entre Lewia sp. y F. arundinacea sobre la respuesta de la 

defensa antioxidante de las plantas expuestas a la MHC se evaluó en función del tiempo, 

cuantificando la actividad de las enzimas superóxido dismutasa (SOD), peroxidasas (POD) y 

glutatión-S-transferasas (GST). La defensa antioxidante, que incluye la acción de enzimas y 

moléculas, alivia o atenúa el daño oxidante causado por la sobreproducción de ERO en las células 

de las plantas (Hu y col. 2015). La defensa antioxidante enzimática está constituida por enzimas 

como las SOD, POD y GST, entre otras, que degradan ERO, evitando la oxidación en cadena de 

diversas biomoléculas y por consiguiente reduciendo el daño oxidante (Debiane y col. 2009).  
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La SOD cataliza la dismutación del radical superóxido a oxígeno molecular y peróxido de hidrógeno 

y, por lo tanto, constituye la primera línea de defensa celular contra las ERO en condiciones de 

estrés durante periodos largos (Ming Xu y col. 2010). El tiempo de exposición a la MHC disminuyó 

significativamente la actividad SOD en las raíces de plantas no asociadas y asociadas (Fig. 20). Sin 

embargo, en las plantas asociadas, a los 7 días se observó un incremento significativo en la 

actividad, en comparación con las plantas control. En los tallos de plantas asociadas, la actividad 

SOD se mantuvo sin cambios significativos hasta los 14 días; posteriormente, aumentó (~2 veces) 

y se mantuvo alrededor de 1147 U g proteína-1 hasta los 45 días. En el caso de las plantas no 

asociadas, se registró un incremento significativo en la actividad SOD con respecto al inicio desde 

los 7 hasta los 21 días de exposición a la MHC. Después de 21 días, la actividad de ambos grupos 

de plantas se mantuvo sin cambios significativos entre sí (Fig. 20). 

 

Figura 20. Efecto del tiempo de exposición a 800 mg kg-1 de la MHC sobre la actividad SOD y POD en raíces 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 concentración. Asteriscos indican diferencias significativas entre plantas solas (Fa) o 

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

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

la detoxificación de las ERO, ya que las POD se encargan de oxidar el peróxido de hidrógeno 
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resultante de la actividad de la SOD, a agua. De manera similar que en la actividad SOD, el tiempo 

de exposición a la MHC modificó la actividad POD (Fig. 20). En este caso, la actividad en las plantas 

inoculadas con Lewia sp. resultó mayor (2-3 veces) que en las plantas control y en ambos grupos 

de plantas se observó la misma tendencia. (Fig. 20). En los tallos, la actividad POD disminuyó 

significativamente durante los primeros 7 días y, a partir de los 14 días, disminuyó a niveles cercanos 

a los iniciales, manteniéndose así hasta los 45 días de exposición a la MHC (Fig. 20). En las raíces, 

la actividad de esta enzima disminuyó (4-12 veces) hasta los 21 días y se mantuvo en niveles de 

26.2 U g proteína-1 (plantas no asociadas) y 104.5 U g proteína-1 (plantas asociadas) hasta los 45 

días. A pesar de que la respuesta en la actividad POD fue similar en ambos grupos de plantas, la 

asociación mostró mayor actividad que las plantas no asociadas. 

Además de las actividades SOD y POD en la defensa antioxidante de plantas, destacan las GST, 

que representan un grupo complejo de proteínas que se localizan en varios compartimentos de la 

célula, incluso, asociadas a proteínas de la membrana (Sherratt y Hayes 2001). Las GST son una 

familia de enzimas diméricas que catalizan la conjugación de la forma reducida del glutatión (GSH) 

con compuestos xenobióticos; son un grupo de enzimas multifuncionales y versátiles involucradas 

en muchos procesos bioquímicos en todas las células y, en especial, en las vegetales (Moons 2005). 

En plantas, las GST pueden usar GSH, ya sea como sustrato o como coenzima y catalizar una 

variedad de reacciones de conjugación, como isomerizaciones dependientes del GSH, además de 

participar con peroxidasas, tioltransferasa y dehidroascorbato reductasa dependientes del GSH. 

También, pueden tener funciones no catalíticas como proteínas de unión de compuestos 

fitoquímicos entre compartimentos celulares. Algunas GST tienen funciones catalíticas y no 

catalíticas en el desarrollo normal, así como durante diversas condiciones de estrés biótico o abiótico 

(Sherratt y Hayes 2001).  

La MHC provocó un incremento en la actividad GST de raíces de F. arundinacea no asociadas y 

asociadas con Lewia sp. a los 7 días con respecto al valor inicial (Fig. 21). En las raíces no 

asociadas, la actividad GST disminuyó a los 14 días de exposición a la MHC, manteniéndose en 

valores cercanos a 7.5 U g proteína-1 hasta los 45 días, mientras que, en las raíces asociadas, la 

actividad se mantuvo alrededor de 10.1 U g proteína-1 hasta los 45 días. En los tallos, la MHC 

provocó un aumento en la actividad en plantas no asociadas entre los 7 y los 21 días y, a partir de 

ahí, la actividad disminuyó 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 días de exposición a la MHC (Fig. 21).  
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Figura 21. Efecto del tiempo de exposición a 800 mg kg-1 de la MHC sobre la actividad GST en raíces 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 concentración. Asteriscos indican diferencias significativas entre plantas solas (Fa) o asociadas (Fa-

L) (p<0.001, n=3). 

La disminución de la actividad de las enzimas SOD y POD observada en las raíces de F. arundinacea 

no asociadas podría estar relacionada con el aumento de MDA observado en este grupo de plantas 

(Fig. 19). Lo anterior, debido a que el radical •O2¯, podría estar reaccionando con el H2O2 

(Reacciones 1 y 3), produciendo el radical •OH que puede oxidar los lípidos 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 daño oxidante a nivel de membrana en plantas de F. arundinacea a través del aumento 

en las actividades SOD y POD y, por consiguiente, el control de la sobreproducción de ERO. Los 

resultados expuestos en la Figura 21 sugieren que Lewia sp. promueve la disminución de la actividad 

GST en plantas de F. arundinacea para mantener la asociación endófita. 

Es importante mencionar que las actividades enzimáticas antioxidantes también participan en la 

degradación de los contaminantes, en especial las POD (Kvesitadze y col. 2009). Se ha reportado 

que las POD de plantas catalizan varias reacciones químicas (oxidación, oxigenación, peroxidación, 

halogenación, deshalogenación, deshidrogenación, N-desalquilación, entre otras) y además, tienen 

gran afinidad por compuestos xenobióticos, incluidos los HAP (Stiborová y Anzenbachlr 1991). Por 

lo anterior, se evaluó el efecto de la presencia o ausencia de las actividades antioxidante asociadas 

a la cinética de remoción de la MHC por F. arundinacea y la asociación endófita inducida entre F. 

arundinacea y Lewia sp.  
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6.4.4 Remoción de hidrocarburos 

Durante la fitorremediación de compuestos orgánicos, las plantas pueden ser beneficiadas por la 

presencia de microorganismos endófitos, que poseen sus propias vías de degradación de 

contaminantes, así como capacidades metabólicas diferentes, provocando una mejora en la 

eficiencia de degradación de los contaminantes y reduciendo la fitotoxicidad y la evapotranspiración 

de los contaminantes volátiles (Soleimani y col. 2010). Por lo tanto, bajo la hipótesis de que en las 

plantas asociadas con Lewia sp. aumenta la remoción de los hidrocarburos, se evaluó la influencia 

de la asociación inducida entre Lewia sp. y F. arundinacea sobre la remoción de hidrocarburos en 

el suelo modelo en el tiempo. Los hidrocarburos fueron removidos por la planta y la asociación 

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

Después de 45 días, la remoción de hexadecano y pireno fue significativamente mayor en el suelo 

donde creció la asociación 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 

asociación con Lewia sp. Después de 45 días, en el suelo donde crecieron las plantas asociadas 

con Lewia sp. se alcanzó una remoción máxima para el hexadecano de 95%, 83% para el fenantreno 

y 91% para el pireno. En contraste, en el suelo donde creció sólo F. arundinacea, se alcanzó una 

remoción (a los 45 días) de 51, 76 y 80% para hexadecano, fenantreno y pireno, respectivamente. 

 

Figura 22. Remoción 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 remoción 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 remoción mayor de fenantreno 

y pireno (87 y 97%, respectivamente) después de 65 días de cultivo de F. arundinacea en un suelo 

no estéril. La diferencia en los resultados podría atribuirse a la presencia de microorganismos nativos 

del suelo contaminado, que promovieron la degradación de los contaminantes en la rizósfera de la 
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planta (Cheema y col. 2009). Cruz-Hernández y col. (2013) observaron una remoción de 91% para 

el hexadecano, 100% para fenantreno y 70% para pireno después de 45 días 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 utilizó. Soleimani y col. (2010) no 

observaron diferencias significativas en la remoción 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 remoción tan alta de los hidrocarburos, observada en los primeros siete días de cultivo pueden 

deberse a un fenómeno de sorción de contaminantes en las raíces de las plantas, tanto asociadas 

como no asociadas. Varios estudios han demostrado que la mayoría de los compuestos orgánicos 

lipofílicos como fenantreno y pireno, son afines a la epidermis de las raíces. Lo anterior, 

generalmente depende del coeficiente de partición (KOW) de los compuestos orgánicos lipofílicos, en 

el suelo y en las membranas de las células vegetales, así como del contenido lipídico en las raíces 

(Gao y Zhu 2004). El contenido lipídico en las raíces puede modificarse por la presencia de 

microorganismos como los hongos endófitos, lo que podría modificar la sorción de los contaminantes 

en plantas asociadas con endófitos. Así, nuestros resultados muestran que Lewia sp. es un hongo 

endófito que estimula la remoción de hidrocarburos alifáticos e HAP. Lo que podría estar relacionado 

con los cambios bioquímicos registrados en F. arundinacea asociada con el hongo, especialmente 

con una modificación de la cantidad de lípidos en las raíces, variable que no se determinó en este 

estudio.  

6.4.5 Correlación entre las variables de respuesta en estudio 

Con el objetivo de correlacionar la defensa antioxidante con la remoción de hidrocarburos por F. 

arundinacea y la asociación entre F. arundinacea y Lewia sp. se realizó un análisis de correlación 

entre los parámetros bioquímicos y la remoción de la MHC observada durante los 45 días (Tabla 6). 

La remoción de los tres hidrocarburos correlacionó de forma positiva (>80%) y significativa con el 

aumento en la biomasa, tanto de las plantas asociadas como no asociadas. También se observó 

una correlación significativa positiva (>70%) entre la producción de MDA y la remoción de pireno en 

el suelo, siendo más importante en la planta sola que en la asociación, lo que sugiere que la 

remoción de pireno pudiera provocar la oxidación de los lípidos de membrana en F. arundinacea no 

asociada. La actividad POD fue la única variable relacionada con la defensa de la planta que mostró 

correlación significativa negativa (-71%) con la remoción de pireno en la planta sola. Lo anterior 

sugiere que la actividad POD es insuficiente para oxidar el pireno que está siendo removido. 
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Tabla 6. Análisis de correlación de Pearson entre la remoción de hexadecano (HXD), fenantreno (PHE) y pireno (PYR) y 

la biomasa (BM), malondialdehído (MDA), actividades enzimáticas superóxido dismutasa (SOD), peroxidasas (POD) y 

glutatión-S-transferasas (GST)) en F. arundinacea o F. arundinacea inoculada con Lewia sp. durante 45 días1. 

Parámetros 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 

podrían quedar acumulados en la pared celular, en el segundo, además de acumularse en la pared 

celular podrían acumularse en las vacuolas (Wild y col. 2005). La absorción depende, 

principalmente, del contenido de lípidos en las raíces, donde las lipoproteínas, los fosfolípidos, las 

grasas y los tejidos de celulosa contienen componentes lipofílicos que parecen ser los dominios 

primarios donde los HAP se acumulan una vez que penetran en las células de las raíces (Gao y Zhu 

2004). Lo anterior puede conducir a un aumento en la oxidación de los lípidos 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.  

Además de lo anterior, el metabolismo de los HAP puede producir moléculas más fitotóxicas, 

conduciendo al aumento en el daño 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 reducción que le permite interactuar con biomoléculas tiólicas, reduciendo el potencial 

reductivo en la célula que conduce al aumento en la producción de ERO y, por consiguiente, 

causando daño oxidante (Rodríguez y col. 2005; Wang y col. 2007). El pireno puede ser acumulado 

en las raíces de F. arundinacea para metabolizarlo posteriormente (Pan y col. 2016). Además, la 
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distribución de los contaminantes dentro de las células puede variar según la planta y el 

contaminante (Kang y col. 2010). La acumulación de hidrocarburos y la formación de los productos 

mencionados implican la actividad de las enzimas antioxidantes como las polifenol oxidasas (PPO), 

las peroxidasas (POD) y las glutatión S-transferasas (GST), que contribuyen al metabolismo de 

compuestos químicos aromáticos (Gao y col. 2013). Sin embargo, se requiere de más estudios para 

proponer certeramente los mecanismos a través de los cuales los hidrocarburos presentes en la 

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

Es importante destacar que, durante la cinética, se observó una remoción de hidrocarburos alta en 

los primeros 7 días de exposición a los contaminantes (Tabla 5). Además, en este periodo, se 

observó un incremento en el crecimiento (Fig. 18) y las actividades SOD y POD (Fig.20), así como 

una disminución 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 debía a los 

hidrocarburos o a la presencia de Lewia sp. Por lo anterior, se realizó un análisis detallado en este 

día. El análisis 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 observó que la producción de biomasa 

en raíces y tallos de F. arundinacea se modificó después de 7 días de contacto con la MHC, sin 

embargo, se desconocía si el efecto se debía 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 añadieron 

dos puntos, los correspondientes a F. arundinacea y la asociación F. arundinacea-Lewia sp. en el 

suelo modelo, pero en ausencia de la MHC (Fig. 23). Después de 7 días de exposición a la MHC, el 

hongo estimuló la producción de biomasa, particularmente de raíces, 3.8 veces más que en las 

plantas no asociadas (Fig. 23). Se sabe que los microorganismos endófitos aumentan el crecimiento 

de las plantas expuestas a agentes estresores (Soleimani y col. 2010). Estos resultados confirman 

que la asociación endófita entre F. arundinacea y Lewia sp. estimula el crecimiento de las plantas 

aún bajo condiciones de estrés generado por la MHC en un periodo de 7 días. 
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Figura 23. Producción de biomasa de F. arundinacea (Fa) y F. arundinacea asociada con Lewia sp. (Fa-L) expuesta o no 

a 800 mg kg-1 de hidrocarburos (MHC) por 7 días en suelo modelo. Asteriscos indican diferencias significativas en la 

comparación de la biomasa total (raíz + tallo), letras diferentes (minúscula para raíz y mayúsculas para tallo) (p<0.001). 

La biomasa vegetal es una variable de respuesta comúnmente utilizada como indicador de 

rendimiento en plantas expuestas a xenobióticos como los HAP (Soleimani y col. 2010). Un resultado 

similar al presentado aquí se observó en F. arundinacea expuesta a hidrocarburos cuando la planta 

creció en asociación con el endófito Neotyphodium coenophialum (Soleimani y col. 2010) y Lewia 

sp. (Cruz-Hernández y col. 2013). Los hongos endófitos pueden incrementar el crecimiento de las 

plantas a través de la producción de fitohormonas, cambios morfológicos en la raíz, el aumento en 

la solubilización y captura de nutrientes (Porras-Alfaro y Bayman 2011) o mediante la 

sobreproducción y el control de moléculas de señalización como el H2O2 (White y Torres 2010). El 

H2O2 induce la respuesta de enzimas de señalización con diversas actividades, incluidas la 

degradación de proteínas y la señalización hormonal. Algunas de estas enzimas de señalización se 

encuentran implicadas en la cascada de las MAPK que controlan la activación de varios mecanismos 

de defensa en respuesta al estrés por ERO (Tripathy y Oelmüller 2012). 

6.5.2 Daño oxidante 

Con base en lo anterior, se analizó el contenido de H2O2 en las plantas asociadas o no asociadas y 

expuestas o no a la MHC (Tabla 7). Se encontró un incremento (1.3 veces) en el contenido de H2O2 

de las raíces de F. arundinacea no asociadas por efecto de la MHC. En contraste, la concentración 

de H2O2 no se modificó en raíces y tallos de las plantas asociadas expuestas a la MHC. 

Independientemente de la MHC, la concentración de H2O2 en las raíces de las plantas asociadas 

fue menor (~35%) que en las plantas no asociadas (Tabla 7). 
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Es importante examinar la concentración de H2O2 en conjunto con otros marcadores de estrés en 

las plantas ya que, si los niveles de H2O2 no son controlados, esta ERO puede ser transformada en 

el radical hidroxilo y oxidar proteínas y lípidos 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 analizó el daño oxidante, medido como contenido de MDA y proteínas oxidadas (grupos 

CO), en raíces y tallos de F. arundinacea y la asociación endófita entre F. arundinacea y Lewia sp. 

en exposición o no a la MHC durante 0 y 7 días (Tabla 8). 

Tabla 7. Contenido de H2O2 en raíces y tallos de F. arundinacea (Fa) y la asociación endófita F. arundinacea-Lewia sp. 

(Fa-L) después de 7 días de crecimiento con y sin 800 mg kg-1 de la MHC en suelo modelo*. 

Tratamiento 

H2O2 (nmol g-1 PF) 

Raíces Tallos 

Fa 450.1±49.7ab 480.9±38.8B 

Fa-L 427.4±24.7ab 308.5±28.1A 

Fa + MHC 583.1±52.3c 489.2±12.3B 

Fa-L + MHC 377.6±17.4a 338.6±37.5A 

* 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). Mayúsculas y minúsculas indican análisis diferente para cada órgano. 

Tabla 8. Daño oxidante medido como contenido de malondialdehído (MDA) y proteínas oxidadas (grupos CO) en raíces y 

tallos de F. arundinacea (Fa) y la asociación endófita F. arundinacea-Lewia sp. (Fa-L) creciendo con y sin 800 mg kg-1 de 

la MHC durante 7 días en suelo modelo*. 

Tratamiento 

Raíces Tallos 

MDA (nmol g-1 PF) 
CO (µmol g-1 

proteína) 
MDA (nmol g-1 PF) 

CO (µmol g-1 proteína) 

Fa 28.1±0.3b 157.2±6.8a 53.1±3.1BC 330.3±1.1C 

Fa-L 28.3±0.2b 196.0±2.4a 58.2±10.0B 265.3±10.0B 

Fa + MHC 48.6±1.4c 909.5±21.2c 58.6±2.4B 167.2±2.0A 

Fa-L + MHC 25.4±0.9a 368.1±14.5b 27.5±2.0A 573.3±13.2D 

* 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). Mayúsculas y minúsculas indican análisis diferente para cada órgano. 
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El contenido de MDA en raíces 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 raíces 

de las plantas asociadas no se modificó significativamente por la MHC, comparado con su respectivo 

control. El MDA en los tallos de plantas asociadas y expuestas a los hidrocarburos, se redujo 

significativa (53%) en comparación con las plantas no asociadas. Por otro lado, la concentración de 

los grupos CO en las raíces 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 incrementó significativamente 

la concentración 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 micorrízicos (Debiane y col. 2009) y los endófitos (Mirzahosseini y 

col. 2014, 2015), pueden aliviar el daño oxidante producido por la acumulación de ERO en las células 

de plantas como F. arundinacea. De hecho, se registró un incremento en el contenido de MDA, 

particularmente en las raíces de las plantas expuestas a la MHC, el cual fue significativamente 

reducido tanto en raíces como en tallos por efecto de Lewia sp. Esta reducción en la peroxidación 

de lípidos podría 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 hidroperóxidos 

lipídicos, utilizando GSH u otra molécula de poder reductor equivalente, evitando así su acumulación 

(Pryor y Castle 1984). Otra consecuencia de la sobreproducción de las ERO generada por estrés 

abiótico es la oxidación de proteínas (Cvjetko y col. 2010). Sin embargo, en raíces de F. arundinacea 

expuestas a la MHC, la concentración de proteínas 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 sobreproducción de ERO debida a la acumulación 

de hidrocarburos (Balasubramanlyam y col. 2015). Lo anterior, podría conducir a un decremento en 

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

6.5.3 Defensa antioxidante 

El análisis de las actividades enzimáticas antioxidantes (SOD, POD y GST) después de 7 días de 

exposición a la MHC (Fig. 24 y 26) se utilizó para determinar la actividad enzimática relativa (Fig. 25 

y 27), con el fin de identificar el efecto de la MHC o del hongo sobre la actividad enzimática de las 

plantas expuestas a la MHC durante 7 días. Independientemente de la exposición a la MHC, las 

actividades SOD y POD fueron estimuladas en las raíces de las plantas asociadas (Fig. 24 y 25). En 

presencia de hidrocarburos, la actividad SOD en las raíces no asociadas fue menor (5.6 veces) que 

la registrada en las asociadas (Fig. 24a y 25a). En los tallos, la actividad SOD disminuyó 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.  



74 
 

La disminución 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 exposición a HAP. Esta 

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

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

raíces de F. arundinacea se podría considerar como una evidencia indirecta de la acumulación de 

•O2¯ en respuesta a la MCH (Debiane y col. 2008). Comparado con los controles, el aumento en la 

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

concentración de •O2¯ en presencia de hidrocarburos. Becerra-Castro y col. (2013) demostraron que 

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

asocian con endófitos. 

 

Figura 24. Actividades SOD (a) y POD (b) en raíces y tallos de plantas de F. arundinacea creciendo por 7 días 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 raíces y tallos de plantas de F. arundinacea creciendo por 7 días 

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 H2O2. De hecho, se registró una menor concentración de H2O2 en 

las plantas asociadas, en particular en las que crecieron en presencia de hidrocarburos (Tabla 7). 

En estas mismas plantas, también se registró un contenido menor de MDA (Tabla 8). Las POD 

pueden reducir los hidroperóxidos al alcohol correspondiente, evitando así que los hidroperóxidos 

de lípidos 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 modificación de funciones tales como el control de la producción de hormonas de senescencia. 

El aumento en las actividades SOD y POD en las raíces de F. arundinacea asociadas con Lewia sp. 

y cultivadas en la MHC sugieren que el hongo ayuda a controlar la sobreproducción 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, podría 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 raíces de las plantas no 

asociadas (Fig. 26 y 27) y en las raíces fue significativamente estimulada por la presencia de la 

MHC. Esta actividad se redujo fuertemente tanto en tallos como en raíces de las plantas asociadas 

con Lewia sp., especialmente en plantas expuestas a la MHC. 

 

Figura 26. Actividad GST en raíces y tallos de plantas de F. arundinacea creciendo por 7 días solas (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). 

Contrario a lo observado en las actividades SOD y POD en este mismo periodo de exposición a la 

MHC, la actividad GST disminuyó en las plantas asociadas con el hongo y expuestas a la MHC, lo 

que podría 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 mayoría 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-1) de níquel, disminuyó en plantas 

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

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

La estimación de actividades relativas tanto SOD como POD y GST (Fig. 21-26), ayudó a distinguir 

claramente el efecto ya sea de los hidrocarburos o del hongo en las plantas en un periodo de 7 días. 

La disminución 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 detoxificación 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 a la MHC, el aumento de las actividades SOD y POD, particularmente en las raíces, 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 disminución de la actividad 

GST por influencia de Lewia sp., incluso en presencia de hidrocarburos, sugiere que podría estar 

relacionada con el mantenimiento de la asociación endófita. Estos resultados demuestran que los 

mecanismos de defensa de la planta contra los efectos adversos de los hidrocarburos están 

influenciados por la asociación endófita con Lewia sp. 
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7. CONCLUSIONES 
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Se logró inducir la asociación endófita entre F. arundinacea y Lewia sp., después de 15 días de 

contacto, en un medio con relación C/N de 5 y concentración de sales completas de MS 

La asociación planta-endófito promovió el crecimiento de la planta, así como el contenido de H2O2 y 

MDA, y disminuyó el contenido de proteínas oxidadas y la actividad enzimática GST en condiciones 

in vitro. 

La asociación endófita entre F. arundinacea y Lewia sp. incrementó la tolerancia a una mezcla de 

hidrocarburos después de 45 días de exposición, encontrando una CI50 de 757 mg kg-1 para F. 

arundinacea y de 1100 mg kg-1 para la asociación endófita inducida entre F. arundinacea y Lewia 

sp. en un suelo modelo con déficit de nutrientes. 

Después de 45 días de exposición a la mezcla de hidrocarburos Lewia sp. promovió la remoción 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 H2O2 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 disminución de la actividad GST por influencia de Lewia sp. en la asociación expuesta o no a la 

mezcla de hidrocarburos, sugiere que esta actividad enzimática podría estar relacionada con el 

mantenimiento de la asociación endófita. 

Se observó un incremento entre el daño oxidante de las plantas y la asociación, con la remoción de 

los hidrocarburos. De la defensa antioxidante, la actividad POD de F. arundinacea no asociada se 

disminuyó al incrementar la remoción de los hidrocarburos, en especial el pireno, lo que sugiere una 

inhibición en la actividad.  

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

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

La asociación endófita F. arundinacea-Lewia sp. es una alternativa promisoria para mejorar la 

fitorremediación 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 asociación inducida entre F. arundinacea y Lewia sp. 

Para proponer el mecanismo de remoción de los hidrocarburos, analizar las actividades enzimáticas 

polifenol oxidasas, ascorbato peroxidasas, glutatión peroxidasas, glucuronil transferasas, y 

proteínas de choque térmico, así como moléculas antioxidantes glutatión y ascorbato. 

Para identificar las modificaciones a la expresión genética que permiten la asociación y la respuesta 

a las condiciones de estrés, realizar una comparación de los perfiles en la expresión genética de F. 

arundinacea y la asociación F. arundinacea-Lewia sp.  

Para mejorar el entendimiento de los mecanismos de degradación y detoxificación de los 

hidrocarburos en este sistema, cuantificar los hidrocarburos acumulados en raíz y translocados a 

tallos, así como la distribución de los contaminantes en los organelos celulares 

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

distribución celular en la planta y la asociación. 
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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 

Ácido bórico 6.2 

Cloruro de calcio (anhidro) 332.2 

Cloruro de cobalto • 6H2O 0.025 

Sulfato cúprico • 5H2O 0.025 

Disodio-EDTA • 2H2O 37.26 

Sulfato ferroso • 7H2O 27.8 

Sulfato de magnesio (anhidro) 180.7 

Sulfato de manganeso • H2O 16.9 

Ácido de molibdeno (sodio sal) • 2H2O 0.25 

Ioduro de potasio 0.83 

Nitrato de potasio 1900.0 

Fosfato de potasio monobásico 170.0 

Sulfato de zinc • 7H2O 8.6 

Glicina (base libre) 2.0 

Mio-Inositol 100.0 

Ácido nicotínico (ácido libre) 0.5 

Piridoxina • HCl 0.5 

Tiamina • HCl 0.1 

* Número de catálogo M5519, 4.4 g de la preparación son requeridos para preparar 1 L de solución. 
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