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RESUMEN

En este estudio se evalud, bajo condiciones in vitro, e efecto de una mezcla conocida de dos
diferentes hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP): fenantreno (PHE) y pireno (PYR) con
un hidrocarburo alifatico: hexadecano (HXD), sobre € crecimiento de cuatro cepas de hongos
filamentosos; asi como € efecto de la misma mezcla sobre la germinacion, crecimiento y
sobrevivencia de una planta (Festuca arundinacea) y la interaccion entre F. arundinacea
hongo filamentoso (Fusarium sp). Hongos y planta fueron cultivados en medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS) a una concentracion de 1 500 mg de mezcla de hidrocarburos
(MHC) (kg de medio)™. Para @ caso de los hongos, después de 14 dias de incubacion se
evalo la remocion de la mezcla de hidrocarburos contenida en el medio MS. En la remocion
de HXD y PHE no hubo diferencias significativas parala cuatro cepas (73 y 44% de remocion
respectivamente), para PYR la cepa 4 (Fusarium sp.) present6d una remocion de 35.3%. A los
40 dias de cultivo para F. arundinacea, € crecimiento se vio afectado significativamente; sin
embargo, se observd una remocion del 55, 49.9 y 31.7% para HXD, PHE y PYR,
respectivamente. La interaccion entre cepa 4 y F. arundinacea favorecié significativamente la
remocién de PYR del nedio de cultivo, 61.8%; este resultado destaca la importancia de la
interaccion entre F. arundinacea y un hongo filamentoso bajo condiciones in vitro, en la

remocion de HAP que tienen efectos carcinogénicos, como es el caso de PYR.

Palabrasclave: Festuca arundinacea, Hidrocarburos, Hongo filamentoso.



ABSTRACT

The effect of a hydrocarbon mixture (HCM) of two polycyclic aromatic hydrocarbons:
phenanthrene (PHE) and pyrene (PY R), and one aiphatic hydrocarbon: hexadecane (HXD) on
the growth of four filamentous fungi strains was studied. Simultaneously, the effect of the
HCM on germination, growth and survival of one grass (Festuca arundinacea) and on the
interaction F. arundinacea-filamentous fungi under in vitro conditions were also studied.
Fungi and plant were cultured on Murashige and Skoog MS) medium with HCM initia
concentration of 1 500 mg kg'. In case of fungi, the HCM contained into MS medium
removal, after 14 days of incubation was evaluated. The removal of HXD and PHE were not
significantly different for the four filamentous fungi assayed (73 and 44% removal
respectively); while PYR was 35.4% removed by strain 4 after 40 days of culture The plant
growth was affected by initial concentration; however, there was a substantial removal of 55,
49.9 and 31.7% for HXD, PHE and PYR, respectively. The interaction strain 4-F.
arundinacea significantly favored the removal of PYR of culture medium (61.8%), this result
gives emphasi ze of the importance of interaction between F. arundinacea and the filamentous
fungus (strain 4) under in vitro conditions in the renoval of some carcinogenic PAH, such as
PYR.

Key words: Festuca arundinacea, hydrocarbons, filamentous fungi.



INTRODUCCION

La contaminacion de suelo con hidrocarburos derivados del petréleo es un problema que se ha
extendido como resultado de derrames de contenedores, rupturas en tuberias subterraneas y
distintos procesos industridles. Entre los componentes del petrdleo potencialmente
carcinogénicos 0 mutagénicos se identifican los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP),
son compuestos hidrofdbicos, y su solubilidad en agua disminuye cuando aumenta su peso
molecular (Parrish, 2005). En la actuaidad se conocen técnicas bioldgicas para remediacion
como es €l caso de la biorremedicion, que se refiere d uso de organismos vivos para la
restauracion de sitios contaminados, como es e caso de los hongos filamentosos: se ha
demostrado que Fusarium solani es capas de degradar HAP (Verdin y col., 2005). Por otro
lado, Fakoussay Hofrichter (1999) reportan que Fusarium sp es capaz de degradar algunas
sustancias de alto peso molecular como los hidrocarburos. Otra alternativa bioldgica que
recientemente ha recibido mucha atencion es la fitorremediacion que tiene como objetivo
degradar, asimilar, metabolizar o desintoxicar metales pesados, compuestos organicos y
compuestos radioactivos aprovechando la accion combinada de plantas y sus microorganisSmos
con capacidad fisiologica y bioguimica para absorber, retener, degradar o transformar
sustancias contaminantes a formas menos téxicas (LOpezMartinez y col., 2005). Sin la
contribucion de los microorganismos, la fitorremediacion sola puede no ser una tecnologia
viable para muchos contaminantes organicos hidrofébicos (Jussila, 2006). El uso de las
poblaciones microbianas presentes en la rizosfera de las plantas se refiere como
rizorremediacion, este concepto desataca la importancia de la presencia de ambos:
microorganismos y plantas. Los microorganismos que viven en la rizosfera pueden promover
la salud de la planta estimulando €l crecimiento de las raices (Escalante-Espinosa y col.,
2005). La interaccion benéfica plantamicroorganismo en la rizosfera contribuye
significativamente en la reduccion, remocion, degradacion o estabilizacion de contaminantes
(Jussila, 2006).

El trabajo experimental se realiz6 bajo condiciones in vitro y se dividid en tres etapas, en la
primera se evalud € efecto de una mezcla hidrocarburos (MHC) compuesta de hexadecano
(HXD), fenantreno (PHE) y pireno (PYR) en e crecimiento de cuatro cepas de hongos

filamentosos, a su vez se evalto la remocion de HXD, PHE y PYR por las cuatro cepas de

5



hongos filamentosos. En la segunda etapa se evallo el efecto de la MHC (anteriormente
mencionada) en la germinacion, crecimiento y sobrevivencia de Festuca arundinacea, y se
evalo la remocion de HXD, PHE y PYR En la tercera etapa se realizO una prueba de
patogenicidad por cada uno de los cuatro hongos filamentosos para F. arundinacea y se
evalué la remocion de HXD, PHE y PYR por la interaccién F. arundinacea-hongo

filamentoso.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Hidrocar bur os aromaéticos policiclicos

Los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) son un grupo de componentes organicos
formados por dos 0 més anillos arométicos fusionados, son producidos por la combustion
incompleta de la materia organica, los HAP se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, hay més de 100 diferentes HAP presentes en mezclas compleas, no como un solo
componente (Labana S. y col., 2007). Estos compuestos se caracterizan por ser hidrofobicos,
tener bagja biodegradabilidad y por su elevado tiempo de residencia o persistencia en la
naturaleza (Parrish y col., 2005). Una de las principales razones de la persistencia de los HAP
en la naturaleza es su baja solubilidad en agua, lo cual incrementa su sorcion con las particulas

del suelo y limita su disponibilidad.

Los HAP son considerados contaminantes del ambientey pueden tener un efecto perjudicial
sobre lafloray la fauna, resultado de la absorcion o acumulacion de compuestos toxicos en la
cadena alimenticia, los cuales causan serios problemas a la salud y/o defectos genéticos en
humanos (Labana S. y col.,, 2007). En México € Comité Consultivo Naciona de
Normalizacion de Medio Ambiente y Recursos Naturales en la Norma Oficial Mexicana
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, establece Limites maximos permisibles de hidrocarburos
en suelos (Tabla 1). De acuerdo a su uso los productos asociados a los derrames de
hidrocarburos para los que se establecen limites maximos permisibles de contaminacion en
suelos se enlistan en la Tabla2. Con base en su abundanciay toxicidad, se ha identificado a 16
HAP por la agencia de proteccion ambiental de Estados Unidos (EPA) como contaminantes

prioritarios, la estructura de estos compuestos se muestra en la Tabla 3.



Tabla 1. Limites maximos permisibles para fracciones de hidrocarburos en suelo.

FRACCION DE Uso de suelo predominantet
HIDROCARBUROS (mg/kg base seca)
Agricola® Residencial® Industrial
Ligera 200 200 500
Media 1200 1200 500C
Pesada 3000 3000 6 00C

1. Para usos de suelo mixto, deber a aplicar se la especificacion al menor valor de los usos de suelo involucrados.
2. Agricolaincluye suelo forestal, recreativo, y de conservacion.
3. Industrial incluye comercial.

Tabla 2. Hidrocarburos que deberéan analizarse en funcion del producto contaminante.

PRODUCTO HIDROCARBUROS
CONTAMINANTE

FRACCION HAP FRACCION HAP FRACCION BTEX

PESADA MEDIA LIGERA

Mezclas X X X X X X
Petréleo crudo X X X X X X
Combustéleo X X

Parafinas X X

Petrolatos X X

Aceites X X

Gasbleo X X

Diesd X X

Turbosina X X

Keroseno X X

Creosota X X

Gasavion X X
Gasolvente X X
Gasolinas X X
Gasnafta X X

HAP: Hidrocarburos aromaticos policiclicos. BTEX: B, benceno; T, tolueno; E, etilbenceno; X, xilenos (suma de
isdmer 0s).



Tabla 3 Estructura de 16 Hidrocarburos aromaticos policiclicos listados por la agencia de
proteccion ambiental de Estados Unidos como contaminantes prioritarios (Labana S. y col.,
2007).

HAP Estructura HAP Estructura
.
Naftaleno Fluorantreno O‘G
| =
Acenaftileno ‘se Benzo(a)antraceno O“
[ @
Acenafteno ‘O Benzo(b)fluorantreno “O
2
Fluoreno Benzo(k)fluorantreno g
g0
Fenantreno Benzo(a)pireno O‘O‘ O
]
Antraceno Dibenz(a,h)antraceno OOOO
(D
Pireno O“‘ Indenol[1,2,,3-c,d] pireno O’O
L
g0 CO
Criseno “ OO

Benzo(g,h,!)perileno ‘




1.2 Fitorremediacion

1.2.1 Concepto de fitorremediacion

La fitorremediacion es una tecnologia biolégica, consiste en e uso de plantas, sus
microorganismos asociados 0 enzimas para degradar, retener o reducir a niveles inofensivos
los contaminantes ambientales. La fitorremediacion puede ser usada para contaminantes

liquidos, solidos y gaseosos (Pilort Smits, 2005).

La fitorremediacion es una tecnologia eficiente para una amplia variedad de contaminantes
organicos e inorganicos (Pilon- Smits 2005). Muchos contaminantes organicos son toxicos,
algunos carcinogénicos. Estos contaminantes son liberados a ambiente por derrames
(combustible, solventes), actividades militares (explosivos, quimicos), agricultura (pesticidas,
herbicidas), industrialmente (quimicos, petrdleo), etc. Dependiendo de sus propiedades, los
contaminantes organicos pueden ser degradados en la zona de la raiz o traslocados a la parte
verde, ahi degradados, secuestrados o volatilizados (Jussila, 2006; PilonSmits, 2005). Para
incrementar la eficiencia de las tecnologias de la fitorremediacién, es importante conocer mas
acerca de los mecanismos biolégicos involucrados. Este incluye la interaccion planta

MIiCroorganiSmo Yy otros procesos rizosfericos.

1.2.2 Mecanismos de fitorremediacion

En la Tabla 4 se muestran los mecanismos principales de fitorremediacion: fito-extraccion 6
fitoacumulacion, fitodegradacion, fitoestabilizacion, fitoestimulacion rizodegradacion, y
fitovolatilizacion asi como una descripcion breve de los procesos involucrados para cada uno
de dlos (Pilon Smits, 2005. LopezMartinez y col., 2005).
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Tabla 4. Mecanismos de fitorremediacion, asi como los procesos involucrados.

Tipo

Proceso Involucrado

Fitoextraccion

Fitodegradacion

Fitoestabilizacion

Fitoestimulacién

Rizodegradacion

Fitovolatilizacion

La planta absorbe al contaminante. El contaminante no puede

degradarse totalmente, por o tanto se acumula en la planta.

La planta (enzimas y cofactores), degradan y/o transforman al
contaminante. Entre las enzimas de las plantas mas conocidas en
fitorremediacion destacan; peroxidasas, MONOXi genasas,

nitroreductasas, nitrilasas y fosfatasas.

La planta reduce la movilidad 6 migracion de los compuestos en €

suelo. Modifica las condiciones ded suelo (por gemplo pH vy
humedad) debido a la interaccion rizosfera — sustrato.

La planta produce exudados radiculares que promueven el desarrollo
de microorganismos degradadores (bacterias y hongos).

L os microorganismos en la rizosfera degradan a los contaminantes.

Las plantas absorben por sus tegiidos a los contaminantes y los
transforman a su forma volétil. Entonces son liberados a la atmésfera

mediante |a transpiracion.

La realizacion de tecnologias de fitorremediacion en ambientes contaminados con compuestos

organicos implica la seleccién previa de especies de plantas que relnan las siguientes

caracteristicas

*

++ Capaces de absorber y degradar contaminantes organicos.

+» Excretar exudados para estimular la multiplicacion de microorganismos degradadores

y la secrecién de enzimas que participen en la transformacién de los contaminantes.
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¢ Resistencia contra los contaminantes, es decir, € crecimiento y metabolismo de las
plantas no debe verse afectado.

% Unsistemade raiz fibroso.

¢+ Aclimatacion a las condiciones climaticas del sitio que se pretende limpiar.

Por lo tanto es importante seleccionar cuidadosamente la especie de planta con la que se
trabgjard. Sin embargo, el potencial ecolégico de cada planta en particular varia en funcion de
los criterios enlistados anteriormente. Indudablemente, |a parte mas importante de las plantas
es el sistemade laraiz, se ha observado que las plantas con crecimiento de raices fibrosas que
forman densas rizosferas son un buen prospecto para la fitorremediacion (Kvesitadze y cal.,
2006).

La familia de las Poaceae es una de las mas importantes para fitorremediacion de metales
pesados y compuestos organicos tales como los hidrocarburos del petrdleo. Una ventgja de
eda familia es que muchas especies poseen un sistema de raiz denso y fibroso. Entre las
especies de grano gque producen mayor biomasa esta el maiz (Zea mays), es cual estolerante a
los metales pesados y petrdleo; entre los cereales, todas las variedades de trigo (Triticum
aestivum) y cebada (Hordeum vulgare) han sido recomendadas para fitorremediacion. Sin
embargo, cuando € sitio contaminado es salino, la cebada es el mas tolerante de los ceredles.
Entre las gramineas forrgeras, Lolium y Festuca son tolerantes a los hidrocarburos del
petroleo incluyendo a los hidrocarburos arométicos policiclicos (Gawronski y Gawronska,
2007).

1.3 Planta fitorremediadora

Festuca arundinacea (Schreber), también es conocida con e nombre comin de festuca ata
pertenece a la familia Poaceae, es un pasto perenne amacollado de clima templado. Este pasto

es nativo de Europa y norte de Africa

F. arundinacea esta bien adaptadaen areas humedas y templadas. En México, se encuentraen
zonas templadas y semicdlidas, localizadas en € centro y norte del pais. Se caracteriza por

12



poseer un sistema radicular extenso, profundo y fibroso, se emplea para controlar la erosion
dd sudo y por su frecuente presencia en sitios contaminados es atractiva para

fitorremediacion.

F. arundinacea hasido cominmente utilizada en estudios de fitorremediacion in vitro ein situ
de contaminantes organicos, como por ejemplo en el trabajo de Reynoso-Cuevas'y ool ., (2008)
utilizaron a F. arundinacea como control en estudios de fitorremediacion in vitro de una
mezcla de HAP y aceite crudo maya. En estudios de invernadero para evaluar el crecimiento
de la misma en suelos contaminados con aceite crudo maya (White y col., 2003), ademas &
han reportado estudios en suelo para evaluar la degradacion de HAP por F. arundinacea
(Cheny col., 2003; Ho y cal., 2007).

1.4 Interaccion planta-microorganismo.

Con base en sus efectos, los microorganismos que interactian con las plantas pueden
clasificarse en patégenos, saprofitos, benéficos y endofitos. Los patdégenos pueden atacar las
hojas, tallo o raices. Los saprofitos se alimentan de la materia muerta de las plantas. Los
microorganismos benéficos pueden clasificarse a su vez, de acuerdo al objetivo de su
aplicacion en: biofertilizantes.  fitoestimuladores, rizorremediadores 'y  biopesticidas
(Lugtenberg y col., 2002). Todas las plantas hospedan una variedad de hongos y bacterias que
no causan sintomas de enfermedades visibles. Para describir estos organismos, la expresion
“endofito” fue introducido por De Bary en 1866. Endofito fue definido como los
microorganismos que colonizan los tgidos de las plantas sin causar agun dafio inmediato,
entonces |os organismos gastan una minima parte de su ciclo de vida intracelularmente en los
tgjidos saludables de las plantas hospedadoras. Las nteracciones hospedero-endofito pueden
bajo ciertas circunstancias provocar enfermedad, la cual ha sido descrita como una simbiosis
desbalanceada (Tarkka y col. 2008). ComUnmente en interacciones endofitas se provee de
nutrientes a microorganismo endofito y la proteccion de estrés ambiental y competencia con
otros organismos a la planta. La infeccion de la planta con organismos endofitos puede
mejorar la adaptabilidad ecoldgica de las plantas en ambientes de estrés como la sequia
Ademas, las plantas infectadas con endofitos a menudo muestran mejora en su crecimiento
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comparado con las plantas no infectadas. Este efecto puede ser debido a la produccion de fito-
hormonas como el écido indol-3-acético, citoquininas y/o fijacion de nitrégeno, también por la
habilidad de las plantas para meorar la absorcion de nutrientes. Los hongos endofitos
provienen de ciertos pastos que han meorado su proteccion contra herbivoros, agunas
bacterias y hongos patégenos, nematodos y mamiferos. La presencia de organismos endofitos
ha sido registrada en cas todas las plantas vasculares, asi como las algas marinas. Los
organismos endositos que han sido aislados de raices, talos, hojas y semillas son hongos,

bacterias, algas e insectos (Tarkkay col. 2008).

Para fines de fitorremediacion, en la interaccion planta-microorganismo, la presencia de
microorganismos en la rizosfera de las plantas contribuye a la actividad biolégica que se
desarrolla en la rizorremediacion € término comprende ambos mecanismos, fitoestimulacion
y rizodegradacion Los microorganismos juegan un papel importante en estos mecanismos; en
la fitoestimulacién produciendo auxinas implicadas en € aargamiento de la raiz y en €l caso
de la rizodegradacion, degradando contaminantes Por otro lado, las plantas exudan
compuestos organicos derivados de la fotosintesis (PilotSmit, 2005). Estos exudados de la
raiz contienen compuestos solubles e insolubles en agua, compuestos volatiles, incluyendo
azlcares, alcoholes, aminoécidos, proteinas, écidos organicos, nucledtidos, flavonoides,
compuestos fendlicos y ciertas enzimas. Algunos de estos componentes organicos pueden
servir como fuente de carbono y nitrégeno para € crecimiento de los microorganismos que
son capaces de degradar contaminantes organicos. La naturaleza y cantidad de los exudados de
la raiz son importantes para los microorganismos que colonizan la rizosfera, que, a su vez,
aportan otras sustancias que benefician a la planta para asi estimular los procesos de
rizorremediacion. La interaccion planta- microorganismo en la rizosfera a menudo es exitosa
para remediar ambientes contaminados con compuestos organicos recalcitrantes (compuestos
persistentes en el ambiente) (Jussila, 2006). Por lo tanto, es importante dilucidar cud es la
naturaleza de las interacciones entre las plantas y los microorganismos asociados a su

rizosfera.
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2. JUSTIFICACION

Entre los componentes del petrleo se encuentran los hidrocarburos arométicos policiclicos,
estos compuestos se caracterizan por tener efectos carcinogénicos y/o mutagénicos. F.
arundinacea es considerada como una planta fitorremediadora de contaminantes organicos,
estudios previos han demostrado que este pasto es capaz de degradar hidrocarburos (Reynoso-
Cuevas y col., 2008), pero tiene una limitacién el crecimiento de esta planta es lento, por 1o
tanto, el tiempo para fitorremediar puede ser muy prolongado. La contribucién de los
microorganismos, por eemplo, los hongos filamentosos capaces de degradar compuestos

organicos en interaccion con la planta pueden mejorar la eficiencia de la fitorremediacion
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3. HIPOTESIS

La remocion de hidrocarburos bajo condiciones in vitro se favorece con la interaccion planta

hongo.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Estudiar la remocién de hidrocarburos por la interaccion entre Fusarium sp y Festuca
arundinacea bajo condiciones in vitro.

4.2 Especificos

Evaluar e efecto de los hidrocarburos en el crecimiento de cuatro hongos filamentosos.

Evauar la remocion de hidrocarburos por cuatro hongos filamentosos.

Evduar € efecto de los hidrocarburos en la germinacion, crecimiento y sobrevivencia de F.

arundinacea bajo condiciones in vitro.

Evauar la remocion de hidrocarburos por F. arundinacea.

Evaluar la eficiencia de remocion de hidrocarburos por la interaccién entre F. arundinacea y

cada uno de los cuatro hongos filamentosos bajo condiciones in vitro.
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5. METODOSY MATERIALES

5.1 Planta

Las semillas de Festuca arundinacea (Schreber) se adquirieron en la Central de Abastos de la
Cd. de México. Las semillas fueron separadas y conservadas en un cuarto a temperatura
ambiente para su posterior desinfestacion.

5.2 Cepasde hongos

Se utilizaron cuatro cepas de hongos filamentosos denominadas en este trabajo, cepas 1, 2, 3y
4, las cepas 1y 2 identificadas como Fusarium sp. Las cepas fueronaisiadas de las semillas de
cuatro especies de gramineas. Bouteloua curtipendula (Michx) Torr, Cenchrus ciliaris L,
Lolium perenne L y Festuca arundinacea (Schreber), respectivamente; las tres primeras
plantas fueron colectadas en sitios contaminados en € Estado de Queréaro. Las cepas fueron
utilizadas como inoculo para los estudios posteriores de degradacién de hidrocarburos. Las
cepas se conservan en el laboratorio W-108 de la UAM. La conservacion de las cepas se
realiz6 sobre cajas Petri con medio agar papa dextrosa (PDA), esterilizadas a 15 Ib in2 durante
15 min, posteriormente todas las cagjas Petri fueron colocadas en bolsa de pléastico en forma
invertida dentro de una incubadora a 28-30°C, durante 7-10 dias (Aquiahuatl y Pérez, 2004).

5.3 Preparacion del cultivo

5.3.1 Desinfestacion delas semillas

Previo a tratamiento de desinfestacion, se removieron a mano las semillas que se encontraban
dafadas. Una vez seleccionadas fueron introducidas en un sobre de pape filtro, se
sumergieron en una solucion con detergente comercial marca Roma a una concentracion de
0.02 g mL™, por 20 min con agitacion constante, y se lavaron con abundante agua de la llave.
Bgjo una campana de flujo laminar, € sobre con las semillas se sumergié en etanol 70% (v/v)
durante 30 s seguido por una solucién de hipoclorito de sodio 10% (v/v) adicionado con 0.1
mL de TWEEN -20 por 30 min con agitacion constante y huevamente el sobre con las semillas

se sumergio en etanol 70% (v/v) durante 1 min. El sobre se lavo con 150 mL de agua
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desionizada etéril. El sobre se abrid bajo condiciones estériles y se coloco en cgja de Petri
estéril.

5.3.2 Tubos de cultivo

Se utilizd e medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962), se agregd
10 g L™ de sacarosa, el pH se gjusté a5.8 con KOH 0.1 N y se agregd 2 gL de fitagel. Se
adicionaron 10 mL de medio M'S a cada tubo de cultivo con un didmetro 2.5 cm altura 15 cm
cerradosy esterilizadosa 15 Ib in durante 15 min. Los tubos se utilizaron para el cultivo de la

planta y para los experimentos relacionados con la interaccion planta- hongo.

5.3.3 Cgjasdecultivo

Se utiliz6 medio MS con las mismas condiciones descritas en el apartado anterior. Se
adicionaron 25 mL de medio MS a cada cgja Petri de vidrio con un diametro de 8.5 cm. Se
esterilizaron a 15 Ib in durante 15 min. Estas cajas se utilizaron para el cultivo de los hongos

filamentosos.

5.3.4 Hidrocar buros Arométicos Policiclicos
Se utilizé fenantreno (PHE) con una pureza mayor a 96 %, pireno (PYR) con una pureza
mayor al 98 %, los dos adquiridosen la Compafiia Quimica Aldrich. Los HAP se incorporaron

alos medios de cultivo disueltos en diclorometano (DCM) (Mallinckrodt Chemical).

5.3.5 Hexadecano
El hexadecano (HXD) se adquirid de la Compafiia Quimica Aldrich. La sustancia se adiciond
disuelta en diclorometano (DCM).

5.4 Efecto delos hidrocar bur os

5.4.1Hongos

El crecimiento de Fusarium sp. (cepas 1, 2, 3y 4 se evalud con y sin hidrocarburos. La
mezcla de hidrocarburos (MHC) estaba compuesta de HXD y una mezcla de HAP (1:1; v/p);
la mezcla de HAP fue: PHE:PYR (1:1; p/p). La corcentracion de MHC fue 1 500 mg (kg de
medio)! que contenia HXD, 3.3 mM; PHE, 21 mM y PYR, 1.85 mM. Todos los
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hidrocarburos se adicionaron disueltos en DCM, a partir de una solucién stock que contenia 50
g L™ El control sn MHC también se incluy6 en los experimentos. La solucién de MHC se
incorpord a las cajas Petri que contenian medio MS ypara eliminar €l exceso de DCM se
mantuvieron abiertas a temperatura ambiente durante 24 h, para posteriormente ser
esterilizadas a 15 Ib in? durante 15 min. Las cajas Petri fueron inoculadas, bajo condiciones
estériles, con biomasa extraida con un sacabocado estéril de otras cajas Petri (incubadas 48h
en PDA) en discosde 5 mm de didmetro. Una vez inoculadas las cajas Petri, se incubaron a
30°C, durante 14 dias Al final se evadud la tasa de crecimiento radial, y se cuantifico la

biomasa produciday los hidrocarburos removidos.

5.4.2 Planta

La germinacion, crecimiento y sobrevivencia in vitro de Festuca arundinacea fue evaluada
con y sn MHC en tubos de cultivo (condiciones descritas en e apartado 5.3.2). La
concentracion de MHC fue 1 500 mg (kg de medio)™. En cada tubo se colocé una semilla
previamente desinfestada. Una vez sembrados los tubos bajo condiciones estériles, se
conservaron cerrados con tapas de plastico y sellados con parafilm a 25°C, con fotoperiodos de
16/8 h dia/noche durante 20 dias para los estudios de germinacion y 40 dias para €

crecimiento y la sobrevivencia

5.4.3 Interaccion planta-hongo

La interaccion entre F. arundinacea y la cepa 4 fue evaluada con y sn MHC en tubos de
cultivo (mismas condiciones descritas en € apartado en 5.3.2). A los 20 dias de cultivo se
inocul6 con discos (ver 5.4.1) de 5 mm de didmetro provenientes de la cepa 4. La
concentracién inicial de MHC fue 1 500 mg (kg de medio)™. Después de 40 dias de cultivo se

cuantificaron los HC residuales, crecimiento y biomasa de la plantay del hongo.
5.5 M éodos analiticos

5.5.1 Morfologia macr oscopica y microscopica de hongos
Se realizaron observaciones macroscopicas para conocer la morfologia de crecimiento de las

cepas. Se identifico color y textura. Para observar la estructura microscopica se redizaron
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microcultivos, montados en un porta objetos, a 30°C por 72 h Se observd en un microscopio
optico de contraste de fases. Contrastado con azul de lactofenol, un colorante especifico para

hongos.

5.5.2 Crecimiento radial
La medicion del crecimiento radia se realizé con una regla de 30 cm (1:10); por cga se
realizaron 4 mediciones como se muestra en la Figura 1. Las determinaciones se realizaron por
triplicado a los 0, 3, 6, 9, 12, 14 dias, o hasta que la superficie de la cga estuviera
completamente cubierta.

Caja Petri

Figura 1. Medicion del crecimiento radia sobre la superficie del medio de cultivo.

5.5.3 Deter minaciones en la planta

La germinacion se considerd6 como positivo 0 negativo diariamente durante los 20 dias del
ensayo, se considerd positivo s hubo crecimiento de la radicula; por otro lado, se evalud
crecimiento y sobrevivencia hasta los 40 dias. El crecimiento se realizd6 midiendo con un
vernier la parte aérea y laraiz, se aplico € criterio de tomar la hojay la raiz mas grande de
cada una de las plantas al término del periodo experimental. La sobrevivenciacomo positiva o
negativa; se considerd positiva s la planta es verde y saludable comparada con el control sin
MHC.

5.5.4 Interaccion planta-hongo
Se redliz0 un ensayo para detectar cualquier efecto fitopatdgeno por las cuatro cepas de
hongos filamentosos en interaccion individua (cada una de las cepas creciendo con la planta)

con F. arundinacea. Cuando F. arundinacea tenia 20 dias de cultivo se inocularon los tubos
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de cultivo (mismas condiciones descritas en e apartado 5.3.2) con discos de 5 mm de
diametro de micelio obtenidas, bajo condiciones estériles, de los cultivos crecidos en cgjas
Petri. Después de los 40 dias |la prueba de fitopatogenicidad se consideré como positiva o
negativa; seranegativa s la planta es verde y saludable comparada con el control sin hongo.

5.5.5 Cuantificacion de hidrocarburos

La cuantificacion de HXD, PHE y PYR se llewd a cabo con un cromatégrafo de gases
acoplado a un detector selectivo a masas HP6890 y una columna HP-5M'S de 30 m por 0.250
mm de didmetro, D.l. 0.25u. Las condiciones de operacion fueron: gas acarreador helio con un
flujo de 25.2 mL min; temperatura del inyector y columna de 300°C y la del detector de
250°C.

5.5.6 Andliss de los datos
Para €l andlisis estadistico se utilizd NCSS-2000, version 2001. El andlisis de varianza
(ANOVA) serealiz6 con la prueba de Tukey-Kramer con un a = 0.01.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Hongos

6.1.1 Morfologia de crecimiento de cuatro cepas de hongos filamentosos.

Los hongos forman un grupo de organismos heterogéneos L as caracteristicas morfol gicas de
los hongos filamentosos durante su crecimiento son e primer pardmetro para identificarlos
Un hongo se identifica en primer lugar por la morfologia macroscopica de la colonia, en la
Figura 2 se muestra que todas las cepas, son de textura algodonosa; la cepa 1 tiene un color
blanco-crema, la cepa 2 oscuro-verde y por la parte inferior café oscuro, la cepa 3y 4 color
rosa, por la parte inferior la cepa 3 con bordes de color café a centro. Los hongos se
caracterizan a nivel de género y especie por la morfologia del micelio. Desde el punto de vista
microscopico estas cepas estdn constituidas por células alargadas, dispuestas linea mente
formando una estructura filamentosa denominada hifa, toda son septadas excepto la cepa 4
como se aprecia en la Figura 3. Otro aspecto importante para la caracterizacion de los hongos
a nivel microscépico es la presencia de esporas 0 de estructuras relacionadas con la
reproducciéon Los hongos filamentosos, asexuamente, forman esporas unicelulares de facil

dispersion, en el caso de las cepa 1, 3y 4 no se visualizan érganos de esporulacién durante e

crecimiento del micelio, por € contrario la cepa 2 presentd conidioforos, estructura sacular

donde se localizan las esporas (Figura 3).



Figura 2. Morfologia macroscépica de las cuatro cepas de hongos filamentosos.
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Figura 3. Morfologia microscopica de las cuatro cepas de hongos filamentosos.

6.1.2 Tasas de crecimientoradial de lascuatro cepas de hongos filamentosos.

La tasa de crecimiento radial es una caracteristica propia de cada cepa por lo que su
evaluacion es de utilidad para la caracterizacion de las cepas. En la Figura 5 se observa que en
ausencia de MHC la cepa 1 alcanzé la mayor tasa de crecimiento radial, 5.34 mm dia’. En
presencia de MHC las cepas 1 y 2 presentaron una disminuciénen las tasas de crecimiento de
42.7% vy 52.8%, respectivamente, con respecto a los experimentos en ausencia de
hidrocarburos. EI mismo comportamiento fue reportado para una cepa de Rhizopus arrhizus
UCP402 creciendo en PDA con una concentracion de 10 y 50 mg L™ de PYR, mostrando una
disminucion en e crecimiento del micelio con respecto a control sin PYR de 12.5% y 37.5%
respectivamente (Shiosaki y col., 2008). Para las cepas 3 y 4 no hubo diferencias significativas

en el crecimiento radial en ausenciay en presencia de la MHC. Lareduccion en el crecimiento
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celular puede deberse a la presencia de compuestos téxicos tales como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP). Sin embargo, la inhibicion de los mecanismos fisioldgicos de
los hongos en presencia de HAP es probablemente un efecto particular sobre la integridad
estructural y propiedades de la membrana celular (Shiosakiy col., 2008).
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Figura 5. Tasas de crecimiento radial de las cuatro cepas de hongos filamentosos en cajas de cultivo

evaluadas durante los 14 dias de incubacién. Valores seguidos por la misma letra no son diferentes
significativamente de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (a= 0.01). Letras minlsculas indican

comparacion entre cepas (para 0y 1 500 mg/ kg de medio). Letras mayUsculas indican comparacion entre

tratamientos (0 y 1 500 mg/ kg de medio) para la misma cepa. El valor estandar X £ 9D, n =3.

6.1.3 Crecimiento de las cuatr o cepas de hongos filamentosos

El habitat natural de casi todos los hongos filamentosos contiene siempre nutrientes
distribuidos de manera heterogénea. Las diferentes partes de un hongo filamentoso que
proliferaen estos ambientes, encontraran diferentes tiposy concentraciones de nutrientes, pero
siempre suficientes como para lograr un buen crecimiento (Deacon, 2006). En nuestro trabajo,
se observé crecimiento de las cuatro cepas de hongos filamentosos en un medio con
requerimientos especificos para las plantas. En la Figura 4 se muestra e crecimiento



expresado como la biomasa total generada de cada una de las cepas ensayadas después de 14

dias de incubacién. Las concentraciones fueron 0y 1 500 mg MHC (kg de medio) ™.
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Figura 4. Biomasa producida por cada una de las cuatro cepas de hongos filamentosos en cajas de

cultivo a los 14 dias de incubacién. Valores seguidos por la misma letra no son diferentes
significativamente de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (a= 0.01). Letras mindsculas indican
comparacion entre cepas (para 0y 1 500 mg/ kg de medio). Letras mayusculas indican comparacién entre

tratamientos (0 y 1 500 mg/ kg de medio) para la misma cepa. El valor estandar X + SD,n = 3.

Como se puede apreciar, en ausencia de MHC se observé que € mayor crecimiento fue para
las cepas 3y 4 (80.6 £ 15y 80.7 £ 12 mQ), respectivamente; seguido delacepaly 2 (53.3+6
y 50 + 0 mg), respectivamente. En presencia de la MHC no hubo diferencias significativas en
el crecimiento de las cuatro cepas de hongos filamentosos. Haciendo comparacion por cepaen
ausencia 'y en presencia de la MHC, no hay diferencias significativas para las cuatro cepas de
hongos filamentosos. Verdin y col., (2005) reportaron que Fusarium solani creciendo en un
medio sintético con antraceno, pireno, benzo(a)pireno, benzo[ghi]perileno y coroneno a una
concentracion de 0.4 mM no encontraron diferencias significativas en su crecimiento después

de 30 dias de incubacion, comparado con € control sin HAP.

27



6.1.4 Remocién deHC para las cuatr o cepas de hongos filamentosos.

La capacidad para remover una concentracion inicia de 18.75 mg HXD (cgja de cultivo)™,
9.375 mg PHE (cgja de cultivo)™* y 9.375 mg PYR (caja de cultivo)™® por las cuatro cepas de
hongos filamentosos, se evalud después de 14 dias de incubacion. La remocion de HXD y
PHE por las cuatro cepas no mostro diferencias significativas. En @ caso del PYR b mayor
remocion se observd para la cepa 4, como se apreciaen la Tabla 5, que removio un 35.3%, lo
que equivale a 3.3 mg (caja de cultivo)™, estos niveles de remocién son mayores que aquellos
reportados para la remocién de pireno por Fusarium sp., (22%), creciendo en un suelo
contaminado con 16 hidrocarburos arométicos policiciclos de 37 anillos (Potin y l., 2004).
Por el contrario son menores que aquellos removidos por Fusarium sp., inmovilizado en suelo
contaminado con PHE y PYR, de 52.7% (Li y col., 2005). En estudios de Verdin y Col. (2005)
Fusarium solani removio6 e 70% del PYR adicionado en un medio sintético con HAP de 3-7
anillos.

28



Tabla 5 Hidrocarburos removidos por las cuatro cepas de hongos filamentosos en cgjas de

cultivo después de los 14 dias de incubacion.

Remocién (mg (caja de cultivo) ™)

HXD PHE PYR
CEPA 1 13.7+0.3% 3.8+ 0.22 1.0+0.22
CEPA 2 14.1+0.8 4.0+1.32 2.2+ 0.04%°
CEPA 3 13.3+2.1% 35+ 1.02 1.0+ 0.3%P
CEPA 4 13.4+ 1.2 5.2+ 0.9% 33+1.8

Valoresdelacolumna seguidos por la misma letra no son diferentes significativamente de acuerdo a la prueba Tukey
Kramer (a= 0.01). El valor estandar X + SD,n = 3.

6.2 Planta

6.2.1 Germinacion de F. arundinacea

La germinacion de las semillas es el proceso de brotacion paso importante en el crecimiento
de la planta. Algunas condiciones ambientales como la temperatura, la luz o € agua pueden
activar la germinacion, desencadenando la produccién de hormonas, que son los compuestos
organicos responsables de las respuestas de desarrollo o crecimiento de la célula en cuestion
(Nabors, 2006). En la Figura 6 se muestra la germinacién de F. arundinacea, hastalos 20 dias
del cultivo bajo condicionesin vitro, para tres tratamientos: (i) con MHC, (ii) sn MHC v (iii)
con DCM, que es e disolvente empleado en este trabgjo para la incorporacion de los
hidrocarburos en e medio de cultivo. En los tres casos, se observan diferentes niveles de
germinacion antes del sexto dia de cultivo. La maxima germinacion se observa después de 7

dias. Después de los 7 dias, ninguna semilla germing, para ninguno de los tres tratamientos

29



En nuestro trabajo, en e tratamiento con DCM (adicion de 0.3 mL de DCM en cada tubo antes
de agregar € medio) se encontré una germinacion del 80% después de 7 dias, €l cua fue €
mayor valor comparado con los dos tratamientos restantes: sin MHC, 70%; con MHC, 65%;
este resultado puede ser explicado porque e solvente puede fragilizar o remover la testa, la
capa externa de la semilla, y asi facilitar e crecimiento de la radicula (Nabors, 2006). Se
observo una disminucion del 15% en la germinacion con MHC en comparacion con el

tratamiento (iii). Sin embargo, la germinacién fue afectada un 5% por la presencia de la MHC,
comparando con € tratamiento sin MHC.
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Figura 6. Germinaciénacumuladade F. arundinacea a los 20 dias de cultivo bajo condiciones
in vitro aplicando tres tratamientos
6.2.2 Crecimiento de F. arundinacea

Normalmente e crecimiento primario en una planta produce tallos para alcanzar la luz, y
raices para alcanzar €l agua y los minerales del suelo. El crecimiento de la raiz y tallo no
funcionan de manera individual o aislada, sino que trabgjan juntos;, no solo para producir,

transportar, y almacenar nutrientes, sino también para proporcionar sostén estructural y
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proteccion vegetal (Nabors, 2006). El crecimiento de F. arundinacea fue evaluado como
longitud y biomasa, de parte aérea y raiz, después de 40 dias de cultivo. Los resultados se
muestran en la Tabla 6. El crecimiento de F. arundinacea disminuyé en longitud y peso seco
un 65% en presencia de MHC comparado con el crecimiento sin MHC. En estudios previos se
reporta que una mezcla de PHE, PYR, benzo(a)pireno y aceite crudo maya a una
concentracion de 1 500 mg (kg de medio )™, afecta hastaen un 55.5% el crecimiento in vitro
de F. arundinacea (Reynoso-Cuevas y col., 2008). En nuestro trabgjo, € crecimiento de laraiz
no presentd diferencias significativas con y sin MHC, a diferencia del trabgjo de Reynoso-
Cuevas y col (2008) que si disminuye en un 60%. El tipo y concentracion de mezcla de
hidrocarburos en € medio MS posiblemente tiene efectos toxicos, provocando alteraciones en

lamorfologia de la planta.

Tabla 6. Evaluacion del crecimiento, bajo condiciones in vitro, de F. arundinacea a los 40

dias de cultivo.

Concentracion MHC

(mg(kg de medio)™) Peso seco (mQ) Longitud (cm)
0 1+0.62 9.67 £ 2.202
Raiz
1 500 0.56 £ 0.312 7.94 +1.062
0 6.62 + 2.63? 24.22 + 3.69?
Parte aérea
1500 2.28+0.54° 8.46 + 3.53"

Valoresdelacolumna seguidos por lamisma letra no son diferentes sgnificativamente de acuerdo ala prueba Tukey
Kramer (a= 0.01). El valor estandar X + SD,n =5.

6.2.3 Sobrevivencia de Festuca arundinacea

Las plantas pueden presentar mortalidad inmediatamente después del derrame de un
contaminante. El grado de fitotoxicidad del contaminante es una caracteristica importante para
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gue se lleve exitosamente la fitorremediacion (PilonSmits, 2005). La respuesta de
sobrevivencia fue evaluada como e nimero de plantas que sobreviven de un total de 50
plantulas cultivadas, en una concentracion inicial de 1 500 mg (kg de medio)™ F. arundinacea
presentd una sobrevivencia de 98% a los 40 dias de cultivo, este comportamiento es similar
con lo reportado en e trabgjo de Reynoso-Cuevasy col. (2008) para F. arundinacea en donde
S observé una sobrevivencia del 100%, creciendo en cultivos in vitro con una mezcla de

PHE, PYR, BaP y aceite crudo maya, a una concentracion de 1 500 mg (kg de medio)™.

6.2.4 Remocion de MHC por F. arundinacea

La evauacion del potencia de desintoxicacion de un cortaminante organico por
fitorremediacion, es determinado con base en los mecanismos desarrollados por las plantas
(fitovolatilizacion, fitodegradacion y fitoestimulaciéon) (Kvesitadze y Col., 2006). La
capacidad de F. arundinacea para remover una concentracion inicial de 7.5 mg HXD (tubo de
cultivo) ™, 3.75 mg PHE (tubo de cultivo)* y 3.75 mg PYR (tubo de cultivo)* se evalué a los
40 dias de cultivo. La remocién fue de 55.06%, 49.9% y 31.7% para HXD, PHE y PYR,
respectivamente (Figura 7). La mayor remocionse observo para el HXD, esto puede deberse a
el PHE y PYR estdn menos biodisponibles que el HXD, ya que uno de los factores més
importante para llevar acabo exitosamente la fitorremediacion es la biodisponibilidad de los

componentes organicos (Jussila, 2006).
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Figura 7. HC removidos por F. arundinacea en tubos de cultivo, bajo condiciones in vitro, a los 40 dias
de cultivo. Valores de las barras seguidos por la misma letra no son diferentes significativamente de

acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (a= 0.01). El valor estandar X+ D, n=5.

6.3 Interaccién planta-hongo

6.3.1 Ensayo de fitopatogenicidad

Con base en sus efectos sobre las plantas, |0s microorganismos que interactlian con plantas
pueden clasificarse como patdgenos saprofitos y benéficos Ninguna de las numerosas
i nteracciones planta- microorganismo esta completamente entendida (L ugtenberg y col., 2002).
Por ahora es claro que los microorganismos que desarrollan alguna interaccién con plantas
pueden ser patdgenos o benéficos (Lugtenberg y col., 2002). En e presente trabgjo, $ realizo
una prueba de patogenicidad por las cuatro cepas del estudio en F. arundinacea. Cuando F.
arundinacea interactu6 con las cepas 1, 2 'y 3, seobservaron dafio s en la plantacomparada con
el control sin hongo (Figura 8. En otras palabras, F. arundinacea con la cepa 4 tienen una

relacion positiva, mientras que sufre dafio con las cepas ailadas de las semillas de otros

géneros de la familia Poaceae.



Figura 8. a. F. arundinacea en interaccion con las cepas 1, 2, 3 y 4 alos 40 dias de cultivo,
creciendo en tubos de cultivo, b. Control (F. arundinacea sin hongo) a los 40 dias de cultivo,

creciendo en tubos de cultivo.

6.3.2 Remocién de HC por lainteraccién planta-hongo

La capacidad de la interaccion F. arundinacea-cepa 4 para remover una concentracion inicial
de 7.5 mg de HXD (tubo de cultivo)?, 3.75 mg de PHE (tubo de cultivo)! y 3.75 mg de PYR
(tubo de cultivo)* fue evaluada a los 40 dias de incubacién a 25 °C, la remocion fue de 5.4 mg
(tubo de cultivo)™®, 2.6 mg (tubo de cultivo)™ y 2.3 mg (tubo de cultivo)* para HXD, PHE y
PYR respectivamente. Para evauar la contribucién microbiana en la remocion de HC, en la
Tabla 7 se muestra un andlisis comparativo relacionado con e consumo individual para la
cepa 4, e consumo individual para F. arundinacea, y para € caso de la interaccion entre
planta-hongo. Comparando con la cepa 4 sola, se observa que no hay un incremento
significativo en la remocion de HXD y PHE cuando la cepa 4 se encuentra interact uando con
F. arundinacea; sn embargo, la interaccion F. arundinacea-cepa 4 favorecio
significativamente la remocion de PYR. La importancia de la interaccion planta
microorganismo en la rizosfera, a menudo es exitosa para la remediacion de ambientes
contaminados con componentes organicos recalcitrantes (Jussila, 2006), como es €l caso de
PYR. Esto podria deberse a que la planta provee de nutrientes a hongo por medio de los

exudados radiculares y el hongo reduce la toxicidad de los contaminantes organicos y ayuda a
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la absorcion de eqos por las raices de la planta. Ademas, aparentemente entre mas compleja es

la molécula hay una mejor remocion en lainteraccién planta-hongo.

Tabla 7. Consumo de HC por la cepa 4, F. arundinacea y por F. arundinacea en interaccion

con lacepa4, bajo condicionesin vitro.

Consumo* (mg Hidrocarburo (g medio)™)

HXD PHE PYR

CEPA 4 0.536° 0.2083° 0.1322

F. arundinacea 0.413? 0.1872 0.1192

F. arundinacea-cepa4 0.543° 0.26" 0.232°

* Para estandarizar en forma comparativa. Valores de la columna seguidos por la misma letra no son diferentes
significativamente de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer (a= 0.01).
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo alos resultados obtenidos en este estudio se concluye lo siguiente:

A la concentracion inicial de 1 500 mg MHC (kg de medio)™, ro se observé efecto en e
crecimiento de las cuatro cepas de hongos filamentosos. No hubo diferencia significativaen la
remocion de HXD y PHE por las cuatro cepas, la mayor remocion de PYR s observé por la
cepa4 de un 35.3%.

La germinacion de las semillas de F. arundinacea fue afectada un 5% por la presencia de la
MHC. Se aprecia una clara disminucion en el subsecuente crecimiento, altura'y peso seco de
la parte aérea. La sobreviencia de F. arundinacea a los 40 dias de cultivo in vitro en presencia
de la MHC no se vio afectada. La mayor remocion se obtuvo para HXD, seguida de PHE y
PYR, 55.06, 49.9y 31.7%, respectivamente.

No se observaron diferencias en la remocién de HXD y PHE cuando F. arundinacea
interactud con la cepa 4. Sin embargo, la interaccion F. arundinacea-cepa 4 favorecio

significativamente laremocion de PYR.
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8. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este proyecto, para estudios posteriores se

recomienda lo siguiente:

Determinar s se trata de una interaccién endofitica (el hongo coloniza los tegjidos internos de
las plantas sin causar dafios), haciendo un estudio morfolégico que permitan entender €l tipo

deinteraccion benéfica entre F. arundinacea y un hongo filamentoso.
Comprobar que hay degradacién de los hidrocarburos, determinando la presencia de

metabolitos extracelulares e intracelulares derivados del metabolismo por el sistema planta

hongo.
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