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“Tolerancia en la simbiosisRhizobium-Leguminosa frente a tres hidrocarburos
Policiclicos Aroméaticos

RESUMEN

Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAsjgnén determinados efectos
bioldgicos incluyendo toxicidad crénica, mutagénigacancerigena. Es escasa la
informacion que se tiene sobre el efecto de los $1@Asistemas simbidticos como es el
caso deAzolla-Anabaena, hongo micorrizico arbuscular-planta, o legumindsaobia.
Pocas investigaciones informan que los rizobiognas de llevar a cabo la fijacion
bioldgica de nitrégeno, tienen también la capacidaddegradar algunos compuestos
alifaticos y aromaticos. Por tal razdn esta ingestion evalud la tolerancia de la
bacteria Rhizobium tropici CIAT 899 frente a diferentes tipos y concentraesn
crecientes de HPAs, en fase asimbiotica y simlaotion Phaseolus vulgaris. Para
conocer el efecto en la fase asimbiotica, se inmaen cajas de petri con medio
ELMARC, con naftaleno (NAPH), fenantreno (PHE), enbopg]pireno (BAP), con las
siguientes concentraciones: 20, 40, 60, 80 y 10anLd, disueltos previamente en
acetona. Ademas se incluyeron dos testigos, uno ceimaminante y otro sin
contaminante mas el solvente acetona y posteridanss sembro la cepa bacteriana. El
crecimiento bacteriano se observo a los seis di@sa de quBhizobiumtropici CIAT
899 es una bacteria de crecimiento rapido; sin egobia bacteria fue tolerante a todos
los hidrocarburos empleados en el experimento]goual se puede decir que los tres
HPAS no tuvieron efectos inhibitorios en el cre@nto de la bacteria. El crecimiento de
las UFC por efecto de la interaccion HPAs*Concendra fue estadisticamente
significativo (P<0.01). No se observaron diferencias significatipasel tipo de HPAs

0 por la concentracion de éstos contaminantes.aEsegjunda fase experimental se
evalud la simbiosis dehizobiumtropici CIAT 899-+haseolus vulgaris. El experimento
consistié en 17 tratamientos y tres repeticiones fgaron distribuidos completamente
al azar. Las semillas dehaseolus vulgaris fueron desinfectadas superficialmente y
posteriormente, germinadas en agar-agua al 1%e 8ias después las semillas fueron
transplantadas al sistema “growth pouch”, con ftrempartimientos. Cada bolsa
contenia solucion nutritiva Jensen y el HPAs cpoadiente a las concentraciones
mencionadas previamente. Tratamientos con y sito@@dueron también incluidos en
el experimento. Siete dias después del transplaat&ratamientos fueron inoculados
con 1.0 mL deRhizobium tropici CIAT 899 (87.2 UFC x 10mil). Los tratamientos se
mantuvieron en camara de crecimiento en las camhsi siguientes. 70% Humedad
Relativa, 23°C, 12 h durante 21 dias. Cinco diapw&s de la inoculacion se conto y
registro el numero de nddulos hasta los 21 diagn&drosimbionte y el simbionte
fueron tolerantes a los tres HPAs y a las difesentscentraciones empleadas en este
estudio, observandose la simbiosis en todos Idantiantos inoculados. No hubo
diferencias estadisticas entre tratamientos enesb [geco nodular. El contenido de
nitrégeno fue significativamente bajo, sin embaeydestigo corRhizobiunt+acetona
presento un incremento del 50% de nitrégeno cordpacan el testigo coRhizobium,

y un 25% mas que el testigo absoluto (sin inocatgci



|. INTRODUCCION
La contaminacion del suelo por hidrocarburos, acwaurante su transporte o

por ruptura de ductos (Rivera-Espinoza y Dendoo2@94). Los derrames de estos
combustibles ocasionan graves problemas, sobresiclsuelo es permeable ya que la
contaminacion puede extenderse rapidamente. Logodaicburos policiclicos
aromaticos (HPAs), se encuentran en el aire, agsaejo y proceden de fuentes
naturales o antropogénicas. Debido a que alteraquelibrio ecoldgico, a su potencial
genotoxico y cancerigeno (Kanaly y Harayama, 20008jchos HPAs han sido
incluidos en la lista de principales contaminansegun la agencia de proteccion
ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) de Iaadés Unidos de América (Keith,
1991). Dada la problematica de la contaminacion pdrocarburos, se han buscado
alternativas que solucionen dicha situacion. Ploraigdn, una alternativa de limpiar de
HPASs en los suelos, es por medio de la degradawiorobiana (Cunningham, 1996),
mecanismo primario responsable para la eliminadércompuestos organicos en el
suelo (Fricket al., 1999).

La degradacion de contaminantes organicos via biama ocurre como
resultado de su utilizacion por parte de los miganismos para su crecimiento y
reproduccion (Smith, 1997). Una caracteristica irtgmde de las bacterias es que tienen
la capacidad de adaptarse rapidamente a cambiogrdaibs bruscos, incluyendo su
exposicidn a los contaminantes (Bollag, 1994). terigjéneros bacterianos que pueden
degradar compuestos derivados del petrdleo cé&smidomonas, Agrobacterium,
Bacillus, entre otras (Riser—Roberts, 1998), asi como akybacterias con capacidad
de fijar nitrdgeno atmosférico. Algunos microorganos y algunas plantas junto con
su rizosfera tienen la capacidad de remover cangaites, como insecticidas y
herbicidas, presentes en el suelo, proceso dendmifitorremediacion (Walton y

Anderson, 1990).



Desde el punto de vista agrondmico, la presencidbalgerias simbioticas
fijadoras de nitrégeno en leguminosas, es muy itapte para el crecimiento y la
produccion de estas plantas (Ferrera-Cerrato yzPa@95). Pocas investigaciones
informan que los rizobios, ademas de llevar a daldfgacion biologica de nitrégeno,
tienen la capacidad de degradar algunos compuetifascos (Velaet al, 2002) y
aromaticos (Latha y Mahadevan, 1997). Sin embaego,escaso el conocimiento
relacionado con la capacidad de los rizobios pagratlar HPAs y fijar nitrogeno
atmosférico cuando estan en simbiosis con una glabhjo condiciones de
contaminacion por hidrocarburos del petréleo. Mds, o0 se conoce el efecto de los
HPAs en el proceso de reconocimiento y nodulacidn,como la capacidad de fijar
nitrdgeno atmosférico.

Por tal razon esta investigacion evalud la toleeade la bacteridhizobium
tropici CIAT 899 frente a diferentes tipos y concentraegorde HPAs, en fase

asimbidtica y simbidtica coRhaseolus vulgaris.
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ll. REVISION DE LITERATURA
2.1. Larizosfera y su importancia en la degradaciwde hidrocarburos

El termino rizésfera fue usado por primera vez poraleman en 1904, la cual definié
como “el volumen de suelo que recibe influencidadeaiz” (Ferrera-Cerrato, 200). La rizosfera
se puede dividir dependiendo de la capacidad imaate la flora microbiana: si coloniza solo la
superficie de la raiz conocida como rizoplano,gete a la ectorrizosfera y si invade las células
de la capa mas superficial o epidermis de la redzresponde a la zona conocida como
endorrizosfera (Ferrera-Cerrato, 2007).

La rizésfera esta determinada por el tamafio y cejidpld de la raiz de la planta y puede
representar un area de contacto significativa §AylaBartha, 1993). La actividad y biomasa
microbiana es alta en la rizosfera, comunmenteednir 10 veces mas grande que en suelos sin
raices. En la rizosfera existe un flujo continuocdempuestos exudados por la raiz en forma de
carbohidratos, éacidos organicos, vitaminas, enzimagleotidos, flavononas, asi como
hormonas vegetales y otros compuestos importardes p actividad microbiana (Ferrera-
Cerrato y Pérez, 1995; Kennedy, 1999). En resputstaplantas se benefician de la mayor
solubilizacion de minerales, sintesis de vitamiasros productos que estimulan el crecimiento
por la actividad fisiologica de los microorganismos

El efecto de los microorganismos que estan presesreel suelo en los diferentes

ecosistemas, ha recibido una atencion consideeabli@s Ultimos afios (Abbondaretial, 2003)
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2.1.1 Rhizobium

El géneroRhizobium comprende bacterias que corresponden a bacilodem@ram
negativos. Ademas, son microorganismos quimioaaftitr esto quiere decir que utilizan £0
como fuente de carbono y compuestos inorganicosociuentes de energia. Crecen a una
temperatura de 25 a 30 °C y en un pH neutro, y gmrsiderados como microorganismos
aerobios obligados. De manera particular este gésercaracteriza por formar simbiosis con
leguminosas mediante la cual, convierten el ninégatmosférico en nitrogeno combinado,
proceso que se define como fijacién de nitrogenar{iiez y Hernandez, 1999).
2.1.2. La simbiosiRhizobium — Leguminosa

La simbiosis mutualista es una asociacion entre afganismos, los cuales obtienen
beneficio uno del otro. En el caso de la simbiosigualistaRhizobium-Leguminosa, se llegan a
formar organos especializados llamados noduloasraices de las plantas. En estos nodulos se
lleva a cabo la reduccion de nitrogeno atmosfépop medio de la enzima nitrogenasa, que
presenta dos componentes que contienen hierroipadealb (Peterst al, 1995), que es activada
en un ambiente microaerofilico. Es por esto quelardulo, las cantidades necesarias gigoD
controladas mediante la producciéon de leghemogiohina proteina roja parecida a la
hemoglobina, que se encuentra siempre en nédukdgosen la fijacion de de nitrogeno
(Madiganet al, 1999; Atlas y Bartha, 2002). La leghemoglobinmgaestomo un amortiguador de
oxigeno haciendo un ciclo con el fierro entre larfa oxidada (F&) y la reducida (F&) para
conservar concentraciones muy bajas delide dentro del nddulo. Las estimaciones de la
contribucién de esta simbiosis a la economia gldbatitrogeno varian, pero los cultivos crecen
en mas de 250 millones de hectareas alrededor uiedlany fijan cerca de 90 T de N afiplo
cual representa casi el 50% del nitrégeno usada agricultura. La tasa de fijacion simbidtica

de dinitrégeno en leguminosas es de 145-450 Kg ke Nafio™ (Unkovich y Pate, 1997).
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2.1.3. Formacion del nédulo

El reconocimiento de la bacteria con el pelo rddio&ia con la presencia de exudados
radicales, entre ellos los flavonoides que provquamero un desplazamiento o quimiotaxis de
los rizobios a la superficie radical de la pla@amo segunda consecuencia, se activan los genes
Nod que son los responsables de la nodulacion (Broongiital, 2003). La presencia de los
genesNod, es suficiente para que en la planta se prodazdafbrmacion de los pelos radicales,
(Trevors y Van, 1997). Finalmente se da la organegié del ndodulo (Porcedt al., 2003;
Szcyglowski y Florencet al, 2003). Al mismo tiempo, en ciertas especiescédslas corticales
se dividen para formar el primer primordio del nlddgRhijin et al, 1998). Los rizobios cubiertos
con una capa de origen vegetal (Gonzalez y Mark@@®3), son transportados a travées del hilo
de infeccion. Alli, los rizobios se reproducen niiags el hilo de infeccion crece hacia el
primordio del nodulo gracias a la secrecion de spolridos extracelulares y de proteinas
exportadas por el sistema de secrecion (Hirsch);1B8nison, 2000). Al unirse el primordio del
nodulo con el hilo de infeccidn, las bacterias isereincian en bacteroides, que son mas grandes
que los rizobios cuando estan en vida libre y smalmhente dependientes de la planta.
Unicamente después de tener lugar la formaciéradetides, se inicia la fijacion de nitrégeno
siempre y cuando estén presentes los giifdgenes que se encargan de fijar el nitrogeno) y se
sinteticé la leghemoglobina (Gonzalez y Markent®®)3). Finalmente, se inicia la fijacion
biolégica del nitrégeno atmosférico, transformaneb dinitrégeno (N) en amoniaco y
transfiriéndolo a la planta (Oke y Long, 1999). Btimo, una alteracion sobre alguno de los
simbiontes ocasionara una acidificacion en el iotedel ndédulo llevandolo a una senescencia
nodular, cuando esto sucede, los bacteroides mydosrizobios que estaban en los nédulos en

un estado de latencia, son liberados nuevamestetd.
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2.2. Tipos y caracteristicas fisicas y quimicas dies hidrocarburos policiclicos aromaticos

El petréleo crudo se caracteriza por ser un liguidooso con una composicion quimica
sumamente compleja, y contiene miles de compuésgikisamente hidrocarburos (Rosini, 1996).
Los hidrocarburos constituyen del 50 al 98% de dompuestos del petrdleo, por lo que
constituye uno de los grupos de contaminantes antabés mas importantes, tanto por su
abundancia, como por su persistencia en distintogsigemas (Casellas, 1995). Los
constituyentes quimicos de los compuestos orgamuoesen generalmente ser clasificados en
tres principales grupos: alifaticos, aliciclicoarpmaticos.

Los compuestos alifaticos son de cadena abiertstdn relacionados con el metano.
Dentro de este grupo se encuentran, los alcangserads y alquinos, y estos hidrocarburos
pueden ser facilmente degradados por microorgasismerobicos. Los aliciclicos son
compuestos de cadena cerrada en cuyo anillo haglemento distinto al carbono y su
biodegradacion es mas lenta comparado con losiedi$aFreedman, 1989).

La ultima clase de hidrocarburos contienen muakipknillos de benceno §Bs)
fusionados, conocidos como hidrocarburos poligsli@rométicos (HPAs). Los HPAs son
contaminantes ambientales ampliamente distribuigdiestienen determinados efectos biol6gicos
incluyendo toxicidad cronica, mutagénica y caneég(Kanaly y Harayama, 2000). Debido a
su potencial genotoxico, muchos HPAs han sido idokl en la lista de principales
contaminantes segun la agencia de proteccion atabi@PA por sus siglas en ingles) de los
Estados Unidos de América (Keith, 1991). La conibastincompleta de materiales que
contienen carbono es mayormente responsable dmpéiaadistribucion de los HPAs en la
atmosfera, aguas superficiales y sedimentos.

Los HPAs son compuestos hidrofobicos cuya persigieen los ecosistemas se debe

principalmente a su baja solubilidad en agua, le tps hace menos disponibles para los
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procesos biologicos (Futomet al, 1981; Wild et al, 1990). Entre los HPAs encontramos
hidrocarburos diaromaticos como el naftaleno (NA&)ps triaromaticos como el fenantreno
(PHE) y los policiclicos que tienen mas de tredl@nide benceno como el benajgireno

(BaP).

2.2.1. Propiedades fisicas y quimicas de los HPAs

Algunos de estos hidrocarburos son sélidos a testyomer ambiente y su volatibilidad es
muy baja. Dependiendo de la cantidad de anillosprdlen luz ultravioleta y producen un
espectro fluorescente caracteristico. Son soludrlesmuchos disolventes organicos, pero muy
poco solubles en agua, entre mas alto es el pesecuar de los HPAs, mas baja es la
solubilidad (Cuadro 1). Desde el punto de vistaried, los HPAS reaccionan por sustitucion del
hidrégeno o por adicién cuando se produce su safuray generalmente se conserva el sistema
de anillos. La mayoria de los HPAs pueden reaccioma SQ, SQ;y H,SO, para formar acidos
sulfinico y sulfénico.

La mayoria de los HPAs son susceptibles a proadsdstooxidacion, se volatilizan, se
bioacumulan, se adsorben a particulas de sueldilirae. De manera particular, los HPAs son

susceptibles a la degradacion via microbiana (GkaniL993).
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Cuadrol. Caracteristicas fisicas y quimicas dehidescarburos policiclicos aromaticos (The Menao#tdx, 1996)

HPAs

solubilidad de

Color y Forma

Solubilidad Obtencion

Naftaleno

Fenantreno

BenzoR]pireno

Solido blanco
cristalino en forma

de escamas, cubos,

polvo y esferas.
Tiene fuerte olor a
alquitran.

Cristales brillantes,
incoloros.

Cristales
amarillentos

A partir de la
cristalizacion del aceite

Hidrofébico, soluble de alquitran.

en solventes
organicos.

Destilacion fraccionada
de aceites de alquitran
de hulla de alto punto de
ebullicion, con posterior
recristalizacion en
alcohol.

Hidrofébico, soluble
en solventes organicos

Se halla en el alquitran,
humo de cigarrillos y en
la atmésfera como
producto de la
combustién incompleta.

Hidrofébico, soluble
en solventes organicos
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2.2.2. Produccion y usos de los HPAs

Muchos HPAs pueden obtenerse a partir de alquitras.sustancias puras no
tienen aplicaciones técnicas, salvo el naftalemb gntraceno. No obstante, se utilizan
indirectamente en el alquitran y el petréleo, qomtienen mezclas de distintos HPAs.

Los HPAs pueden encontrarse casi en todas partes, @re, en el suelo y en el

agua, procedentes de fuentes naturales o antrapagéha contribucién de las fuentes
naturales, como los incendios forestales y losaras, es minima si la comparamos con
las emisiones causadas por el ser humano. La cdidibae combustibles fosiles es la
principal fuente de emisiones de HPAs. Otras emésiqproceden de la combustion de
residuos y madera, asi como de los vertidos délpetrcrudo o refinado que en si
mismo contiene HPAs. Los HPAs estan también preseast el humo del tabaco y en
los alimentos a la parrilla, ahumados vy fritos éRifRRoberts, 1998):

% El naftaleno (NAF)esté presente en el humo del tabaco y el alquiteacarbon.
Pigmenta algunas sustancias incoloras aisladaalglétran de carbon, como el
antraceno. El naftalenarde facilmente y, bien en particulas o vaporesndo
mezclas explosivas con el aire. Su accion toxidaasebservado principalmente
en casos de intoxicacion.

% EIl fenantreno (PHE) se obtiene a partir del algnitde carbén y puede
sintetizarse haciendo pasar difeniletileno a trale&sin tubo calentado al rojo.
Esta presente en el humo del tabaco y se encuamtelos HPAs presentes en
el aire. No parece exhibir actividad cancerigena.

% EIl benzof]pireno (BaP) se encuentra en asfaltos, alquiteasatbon, alquitran
de madera, gases de escape de los automoviles, Hemtabaco, aceites

minerales, aceites usados de motor y equipos ielextr
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2.2.3. Contaminacion de suelos por hidrocarburos

Los suelos varian debido a la geologia, hidrolggatina, fertilidad y otros
atributos fisicos (Tan, 1982; Buchman y Brady, 296%as propiedades
geofisicoquimicas de un suelo se pueden utilizeat panocer los comportamientos de
algunos contaminantes en virtud de esas interagsiofodos los suelos son sistemas
con fases que contienen una matriz de mineralasdaidico y alguna materia organica
asociada. En suelos insaturados la fase de gasafiees#s de los espacios porosos, en
suelos saturados estos espacios son parte deeladaesa. Cuando los hidrocarburos
son introducidos a la superficie del suelo, untgiartimero de fendmenos fisicos
impacta sobre su remocién en el ambiente (Bosartha, 1984; McGilkt al, 1981).

Para derrames recientes de hidrocarburos ligesiogolhtilizacion puede jugar
un papel importante en la remocion del material lde superficie del suelo
particularmente en superficies menos permeables Ridrocarburos mas pesados,
tanto los mecanismos de autooxidacion, y termocikitaademas de degradaciéon
biolégica pueden parcialmente oxidar los contantegrde la superficie del suelo
haciéndolos més solubles al agua o biodisponibles.

Los intermediarios mas polares exhiben mayor maiboi a través del suelo
insaturado o zona vadosa hasta llegar a la fuentgda. Esto no siempre sucede, por
ejemplo, estudios en laboratorio han demostrado lgudoxicidad de BaP es
rapidamente eliminada por los fotoproductos deotalikis, mayormente a través de
mineralizacion o a través de enlaces con la mateganica del suelo (Milleet al,

1988).
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2.2.3.1. Interaccion microorganismos - hidrocarbure

Los microorganismos degradadores de hidrocarberdan otra dimensién al ya
complejo sistema del suelo. Las consecuenciasdial® de los contaminantes pueden
tener varias rutas. Bajo condiciones ideales laobarburos son completamente
mineralizados hasta G@ H,O, con alguna produccion de biomasa. No obstant&y e
mayoria de las veces, la biodegradacion no es edaypdor lo que al metabolizar los
hidrocarburos a productos parcialmente oxidadoagciaidad microbiana contribuye a
remediar el suelo, estabilizando materiales posémeinte peligrosos. Por otra parte, los
hidrocarburos parcialmente oxidados y degradadgsusden incorporar a la materia
organica del suelo y ser sujetos a procesos deficanidn (Shannon y Unterman,1993;
Schwarzenbaclet al, 1993; Tate, 1987; McGilet al, 1981). Los hidrocarburos son
compuestos hidrofébicos y los microorganismos gemamte viven en la fase acuosa,
por lo que para que ocurra una biodegradacioniedees esencial que el contaminante
sea biodisponible para los microorganismos degdad(Gerson, 1985). Muchos
organismos poseen la habilidad de usar sustrasodubtles al agua, en algunos casos
producen agentes extracelulares surfactantes, ugeep solubilizar los hidrocarburos
en la fase acuosa (Miller, 1994).

Se tiene conocimiento de que los microorganismdacen la toxicidad de los
hidrocarburos hacia las plantas, en suelos dorsdedadiciones son adversas y donde
existe una estimulacion de la degradacion de aoosaminantes no toxicos para las
plantas (Kennedy, 1999). Se conocen varios gérdedsongos, algas y bacterias que
tienen la habilidad de degradar HPAs (Sutherlen@dl, 1995). La degradacion de
contaminantes organicos, via actividad microbianajrre como resultado de su
utilizacion como fuente de energia y carbono, retespara su crecimiento y

reproduccion (Smith, 1997).
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De patrticular interés son los estudios hechos poeriSeret al. (1994); Aprill y
Sims (1990), en los que se resalta la importaneitadnineralizacion de los HPAs en
zonas de la rizésfera, resultantes de la mezgesi®s de pradera. Por ejemplo, Walton
y Anderson (1990) reportaron un acelerado aumentdaemineralizacion de TCE
(tricloroetileno) en muestras de rizésfera de cuplantas diferentes.

En otra investigacion se aislaron 37 cepas baotsjade las cuales el 100%
degradaron naftaleno y antraceno, el 78.6% degfadantreno y sélo un 71.41%
degrado DBT (dibenzotiofeno, un hidrocarburo aracoatazufrado). EI menor
porcentaje de bacterias que tuvieron una accig BBT indica que este hidrocarburo
es mas resistente al ataque microbiolégico. Lalc@ncia de este compuesto podria
estar relacionada tanto a los factores fisicos,ocamestricciones enziméaticas de las
bacterias Baldét al (2003).

Poonthrigpun (2006) observé que una cep&ldeobium sp, aislada de suelo
contaminado con petréleo, tuvo la habilidad de eresobre acenaftaleno, usandolo
como fuente de carbono y energia y ademas, fue ceptransformarlo a naftaleno 1,8
dicarboxilico, via acenaftiquinona.

También Cheung y Kinkle (2001) lograron aislar cepacterianas capaces de
degradar HPAs y ademas, observaron la pérdidaveesdiad microbiana en funcién de

la concentracion de contaminante presente en kl.sue
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2.3. Efectos de los hidrocarburos policiclicos aroaticos en el sistema simbiotico
Rhizobium — Leguminosa.

Algunos reportes indican que las bacterias que fijgrogeno en vida libre se
encuentran ampliamente distribuidas en muchos seasas del suelo. Bossert y Bartha
(1984) reportaron que los suelos contaminados @irolpo crudo son capaces de
sostener abundantes poblaciones de bacteriasrégmdi® nitrogeno. Parke y Ornston
(1984), mencionaron el potencial genético de celegdzhizobium sp, a crecer en altas
concentraciones de una mezcla de hidrocarburos.

También algunas leguminosas, pueden crecer y taereentraciones arriba de
10% v/v de petréleo crudo (Radwahal, 1998). Por su parte, San Gabriel (2006),
observaron la tolerancia y capacidad de fitorreamedh en leguminosas y gramineas
al exponerlas a la presencia de combustoleo. Ee estudio las leguminosas
presentaron mayor biomasa en comparacion con Ewmigeas, observando que la
presencia de combustodleo estimul6 el peso sedacctwtgparado con el testigo.

Rivera—Cruz (2005) evallo la toxicidad en legumasopor estar presentes en
suelos contaminados con petréleo, donde observdagpeoduccion de biomasa, el
namero de nodulos y la presencia de la leghemawgolgin éstos disminuyeron

significativamente con el incremento en las coneeiines de petroleo.
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l1l. JUSTIFICACION

El géneroRhizobium es una bacteria que forma simbiosis con la familia
Leguminoseae. Como resultado de esta simbiosiesrdllan nddulos en las raices de
la planta que fijan nitrdgeno atmosférico. La imguwsaPhaseolus vulgaris tiene una
amplia diversidad en sus centros de origen, tanmdBaima especie promiscua en cuanto
a su rango de bacterias del tipoRezobium, y por ello se utilizé como planta modelo
para este trabajo, ademas de que algunos estudimganan el crecimiento de plantas
de frijol en suelos contaminados. Por lo anteesrjmportante conocer el efecto que
tienen los hidrocarburos policiclicos aromatico$f&3) en el desarrollo de estos dos
organismos, ya que han sido incluidos en la liggpdncipales contaminantes. Lo
anterior denota que la informacioén que se geneestieestudio es de suma importancia
ya las leguminosas pueden ser en un futuro, uemnattva biolégica para limpiar sitios
contaminados con este tipo de hidrocarburos, caengaja de incorporar nitrogeno al
sistema contaminado a través de su capacidaddfigtal de fijar nitrdgeno atmosférico

cuando se establece la simbiosis con bacteriagddrhi zobium.
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IV. OBJETIVOS E HIPOTESIS

4.1 Hipotesis General
% Los hidrocarburos policiclicos aroméaticos inhibir@iRhizobium tropici CIAT
899 y su capacidad de nodulacion y el contenidoitlégeno en simbiosis con

Phaseolus vulgaris.

4.2 Objetivo General
++ Analizar la tolerancia, la capacidad de nodulagi@hcontenido de nitrdgeno de
Rhizobium tropici CIAT 899 cuando esta en simbiosis delmaseolus vulgaris,

en presencia de hidrocarburos policiclicos arorogtic

4.3 Objetivos especificos
+« Determinar la tolerancim vitro de Rhizobium tropici CIAT 899 ante diferentes
concentraciones de tres hidrocarburos policicli@®maticos (naftaleno,

fenantreno y benza]pireno).

» Evaluar la capacidad de nodulacion y el contenidaittégeno ddrhizobium
tropici CIAT 899 en simbiosis conPhaseolus wulgaris por efecto de
concentraciones crecientes de tres hidrocarburogighcos aromaticos

(naftaleno, fenantreno, benafpireno).

23



V. MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en el laboratorio dela’de Microbiologia de Suelos,
del Programa de Edafologia, en el Colegio de Padtgrdos en Montecillo, Estado de
México. La investigacion consisti6 en dos fasesldjeranciain vitro de la bacteria
Rhizobium tropici CIAT 899 ante tres diferentes HPAs (naftaleno, éreno,
benzof]pireno) y Il) Capacidad de nodulacion y contenilgonitrégeno en la simbiosis

Rhizobiumtropici CIAT 899-Phaseolus vulgaris frente a los HPAs mencionados.

5.1. Fase |. Tolerancian vitro de la bacteriaRhizobium tropici CIAT 899 ante los
HPAs

5.1.1. Reactivacion de la cep@hizobium tropici CIAT 899

El medio de cultivo que se utilizo para reactivarbhcteriaRhizobium tropici
CIAT 899 donada por la Dra. Esperanza Martinez-Rom€entro de Ciencias
Gendmicas de la UNAM), fue extracto de levaduraitohagar rojo congo (ELMARC,
Cuadro 1 en Apéndice) en cajas de Petri. Posteginien se tomd una asada de la
bacteria y se hizo un estriado simple para reactevdacteria durante cuatro dias a
26°C, verificando su crecimiento cada 24 h (Vicell70). Una vez reactivada la
bacteria ésta fue transferida a tubos inclinades eodracto de levadura manitol agar
ELMA (Cuadro 2 en Apéndice), para su conservagiposterior uso. La prueba que se
realizd para comprobar la pureza de la bacteriapfuemedio de leche tornasolada
(Cuadro 3 en Apéndice), que se basa en la capad@latiicroorganismo en producir
determinadas reacciones metabolicas con la lectas Eeacciones se manifiestan en el
cambio de pH, en viraje de color y formacién degubds. En este caso no se observo
cambio en el color tornasol de la leche, pero huborecimiento superficial de suero, y

un ligero cambio de pH de 7 a 6.8, indicando qumikivo corresponde a una cepa pura
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de Rhizobium. Para visualizar la bacteria y conocer su morfelagglular se realizé la
técnica de tincion de Gram, dando como resultaddbacteria gram negativa.

5.1.2. Tolerancia y crecimiento de colonias dghizobium tropici CIAT899 en medio
de cultivo contaminado con HPAs

Para llevar a cabo el conteo de colonias bacteyifsranadas en presencia de
tres hidrocarburos policiclicos aromaticos, lasagagon medio ELMARC fueron
impregnadas individualmente con naftaleno (NAR)afdgreno (PHE) y benza)pireno
(BaP) en las siguientes concentraciones: 20, 40860y 100 ug mt. Ademas se
incluyeron dos testigos, uno sin contaminantesy sin contaminantes mas el solvente
acetona. Posteriormente, se realiz6 la técnicaildei@h y conteo en placa, para la
siembra bacteriana solo se tomaron las dilucior@s 10-* y10-°. Después de la
siembra se utilizé una varilla de vidrio para espda alicuota bacteriana, y las cajas
fueron incubadas a 26 °C hasta observar el crecimide las UFC bacterianas. Se

realiz6 por triplicado para cada contaminante yregpectivas concentraciones.

5.1.3. Andlisis estadistico

El analisis de varianza se llevd acabo con lossdae cada variable y se
procedié a la prueba de comparaciéon de medias deyT@=0.05), mediante el

programa estadistico SAS (SAS Institute, 2000).
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5.2. Fase Il. Capacidad de nodulacién y contenidoednitrégeno en la simbiosis
Rhizobium tropici CIAT 899- Phaseolus wulgaris frente a hidrocarburos
policiclicos aromaticos.

5.2.1. Evaluacion de la nodulacion deRhizobium tropici CIAT 899 en
Phaseolus vulgaris expuesto a HPAs en sistema “growth pouch”

Se realizaron soluciones madre por separado pala cantaminante (NAF,
PHE y BaP) y por cada concentracién [20, 40, 60y 800 pg mL[']. De cada solucién
se tomaron 30 mL de cada contaminante respectivengele estaba diluido en acetona
y se vacio en frascos que contenian 30 mL de swiuitritiva de Jensen (ver Tabla 4
en Apéndice). Esta mezcla se agitd y se incubdaén maria para que se evaporara la
mayor cantidad de acetona y solo quedara el congart@ en la solucion Jensen. Una
vez evaporada la acetona se tomaron 10 mL de ektei® y se depositd en los
sistemas “growth pouch” para que se impregnaramiminante. El “growth pouch” o
bolsa de crecimiento es una técnica donde el cedtenque se utiliza normalmente
para el crecimiento de la planta, es remplazadauparbolsa de plastico que contiene
papel y que sirve como soporte para la semillatugieron dos bolsas y cada una de
ellas con tres compartimentos (n=6), por cada rrigtato. Cuando todas las bolsas
contaminadas estuvieron listas, se esterilizarotojaon dos bolsas que contenian solo
10 mL de solucion Jensen y dos con solucion Jenseetona.

Posteriormente, las semillas fueron desinfectadagericialmente de la
siguiente manera: se colocaron en un matraz quierdanalcohol etilico al 95% y se
dejaron por 30 s, al finalizar este tiempo se hitigres lavados con agua destilada,
después se les agregd cloro al 10% durante 10 posteriormente se hicieron siete
lavados con agua destilada estéril y se proced@azar ocho semillas por cada frasco
para propiciar su germinacioén. El medio que deatpara la pregerminacién fue agar-

agua al 1% estéril en frascos de 100 mL con untideahde 30 mL del medio.
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Una vez que germinaron las semillas se colocanolos sistemas de “growth
pouch”, y se regaron con agua destilada estéril antavieron en la camara de
crecimiento en las siguientes condiciones 70% FRC 12h durante 30 dias.

La inoculacion de las rizobias se llevo acabo hasta se presentaron las
primeras hojas verdaderas. El medio liquido queti§ed para preparar el inéculo fue
extracto de levadura manitol (ELM), el cual despdeéssterilizarlo se inoculé con una
asada de la bacteria y se incubd en agitadoraabrhirante 48 h a 125 rpm y 25°C.
Después de las 48 h el in6culo se extrajo con agiedana centrifuga a 4500 rpm
durante 15 minutos, el pellet bacteriano, se obporodecantacion y se concentré todo
en un tubo para centrifuga de 50 mL estéril, quatesta 35 mL de agua destilada
estéril, se agitd con ayuda de un vortex y se @bsernimero de células bacterianas
con la escala de Mc Farland (Cuadro 5 en Apéndi&aja tratamiento cdrhizobium,
se inoculé con 1 mL de la suspension bacterianaagada de una jeringa estéril para
evitar alguna contaminacion. El inéculo se dispeest toda la bolsa en cada
tratamiento. Las bolsas fueron colocadas en la i@ crecimiento y se reviso cada
dos dias para observar y cuantificar el crecimied¢o los nédulos. Los riegos

posteriores se realizaron con agua estéril y smudensen.

5.2.2. Unidades formadoras de colonias (UFC)

Para conocer cuantas UFC tenia el inoculo se mmhda turbidez en la escala
de Mc Farland, la cual fue de-£0Se tomé 1 mL para hacer la técnica de dilucién,
pero solo se utilizaron las diluciones de®1@ 16 y se hicieron tres repeticiones de
cada una utilizando medio ELMARC. Las cajas fuetolocadas en incubadora y se

revisaron al cuarto dia para cuantificar el nuntetal de colonias.
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5.2.3. Mediciones de la parte aérea y raiz de lagpita

A los treinta dias las raices se sacaron de lasadol se mididé el volumen
radical, se cuantificé el nimero total de nédulesrandolos de las raices y fueron
secados en una estufa a 70°C para conocer la laamdsilar. Las raices sin nddulos se
colocaron en bolsas de papel de estraza al ig@alagparte aérea de la planta para que

se secaran a 70 °C en una estufa y se pesaranquosénte.

5.2.4. Concentraciones de nitrégeno foliar en parteérea

Se determind por el procedimiento de semimicrokjeld Etchevers, 1989 y

Morris, 1983).

5.6. Disefio experimental y analisis de datos

El experimento consistié de un factorial 2x6, dms niveles de inoculacién con
Rhizobium y seis niveles de concentraciones para cada HB#.tdlatamientos fueron
distribuidos en un disefio experimental completamahtazar. Se realizd el analisis de
varianza de los datos por cada variable y se pid@edh prueba de comparacion de

medias de Tukey0.05) mediante el programa estadistico SAS (SAftlie, 2000).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Fase 1. Tolerancian vitro de Rhizobium tropici CIAT 899 ante tres diferentes
hidrocarburos policiclicos aromaticos

El crecimiento bacteriano se observé a los seis d@ipesar de qughizobium
tropici CIAT 899 es una bacteria de crecimiento rapido;esnbargo, la bacteria fue
tolerante a todos los hidrocarburos empleados expmgrimento, por lo cual se puede
decir que los tres HPAs no tuvieron efectos inbiiis en el crecimiento de la bacteria.
El crecimiento de las UFC por efecto de la inte@ccdHPAs*Concentracion fue
estadisticamente significativ®<{0.01). No se observaron diferencias significatipas

el tipo de HPAs o por la concentracion de éstosarnmantes (Cuadro 2).

Cuadro 2. Crecimientan vitro de unidades formadoras de colonias (UFC) de
Rhizobium tropici CIAT 899 ante diferentes concentraciones de
hidrocarburos policiclicos aromaticos, despuéseitedias de cultivo.

UFC X 10 mL™
Concentracion
(kg mLh Naftaleno Fenantreno Benzog]pireno
0 9.96 efg* 9.96 efg 9.96 efg
20 9.40 efg 14.23 bcd 4.03i
40 8.76 fg 13.23 bcd 14.56 bc
60 13.70 bcd 593 h 10.50 f
80 11.63 ed 15.80ab 7.56 gh
100 3.86i 11.93 cde 17.73 a

*Medias con la misma letra entre contaminantesncentraciones son estadisticamente
iguales (Tukeyp=0.05). n=3.
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La concentracién con 100 pg fhide BaP, presenté mayor crecimiento de UFC,
el cual fue casi un 50% de incremento comparandoetaestigo, sequido del PHE y
NAF a las concentraciones 80 y 60 pg hrespectivamente (Figura 1).

Las concentraciones de NAF comparandolas con #&aesno produjeron
diferencias significativas en el nimero de colongamque si hubo ligera estimulacion,
en las diferentes concentraciones de este contatainaxcepto para la concentracion
100 pg mL* donde hubo disminucién de un 50% comparado ctestgo.

En los tratamientos con PHE la concentracion 60mlg', mostré6 menor
namero de UFC, a diferencia de las concentracidaesenor y mayor cantidad de este

hidrocarburo con respecto al testigo.
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Figura 1. Unidades formadoras de colonias bactasialeRhizobium tropici CIAT 899
después de seis dias de exposicion a seis cormengsa de tres
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAS). n=&rror estandar.
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En el caso de BaP, la menor cantidad de UFC sewgbsa la concentracion
mas baja 20 pg mt, seguida de la concentracién 80 pg mtomparados con el
testigo. Sin embargo en este contaminante se eepbrnayor numero de UFC, en la
concentracion mas alta. Efectos similares fuerosentados por Rivera-Cruet al
(2002), donde el crecimientm vitro de la poblacion de bacterjakie mayor al
exponerlas a concentraciones altas de BaP.

Los resultados muestran galeizobiumtropici CIAT 899, es capaz de tolerar las
concentraciones de los tres HPAs (Figura 2), coenmasdemostrado en otras bacterias
fijadoras de nitrégeno de vida libre y hongos fiemosos, los cuales han sido
caracterizados como degradadores de petroleo cyude BaP (Ferrera-Cerrato y
Alarcon, 2004). Se sabe que las bacterias tieneralacteristica de adaptarse
rapidamente a cambios ambientales bruscos com® I @posicion a contaminantes,
de los cuales se pueden aislar bacterias capacedsgdadar contaminantes organicos
(Bollang et al, 1994; Urbance, 2003). Por ejemplo, Bracho (2088)6 37 cepas
bacterianas fijadoras de vida libre capaces deadagen su totalidad los HPAs (NAF y
antraceno), y un 78% degradd el PHE. Lo anteriorot#e que la mayoria de los
contaminantes quimicos pueden ser transformados opganismos microbianos
(Cerniglia, 1992; Alexander, 1994), y en este gaeicular, las rizobios pueden tener
esa caracteristica, aunque se requiere de mayuatiest

La tolerancia y el bajo efecto negativo de contamies organicos como los
HPA en el crecimiento de UFC microbianas puedereideba las propiedades de la
membrana bacteriana, ya que tiene potencial enzin@ira degradar compuestos
organicos. Ademas de que provee una barrera deepbilidad ante sustancias

hidrofébicas (Rosenberg y Ro, 1998).
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Figura 2. Unidades formadoras de colonias que en@tien medio contaminado con
hidrocarburos policiclicos aromaticos a los seiasdde siembra. A)
naftaleno, B) fenantreno y C) benzo[a]pireno. Tibes
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Concentraciones similares de HPA evaluadas en esperimento fueron
también examinadas por Alarcoet al, (2006) para observar la respuesta de
germinacion de las esporas del hor@gjgaspora margarita frente a PHE y BaP. En
dicho trabajo la germinaciéon de las esporas ensttaaconcentraciones de fenantreno
fue drastica, al reducirla en un 92% en comparac@m el testigo. Sin embargo, no
hubo una reduccidn significativa para los tratamoigercon BaP y en presencia de 100
mg de este hidrocarburo, la reduccion fue del 468b4parado con el testigo.

La capacidad de adaptacion Rlezobium tropici CIAT 899 ante los HPAS, no
habia sido evaluada anteriormente con estos tipa®taminantes. Se puede decir que
esta bacteria en vida libre (fase asimbidtica) rigodtilizarse como una alternativa en la
biorremediacion de suelos contaminados con HPAmando de éstos su fuente de

energia y carbono, no obstante, lo anterior regquermayor estudio.

6.2. Fase Il. Capacidad de nodulacién y contenidoednitrégeno en la simbiosis
Rhizobium tropici CIAT 899-Phaseolus wulgaris frente a hidrocarburos

policiclicos arométicos.

En las variables como volumen radical, peso seda garte aérea, peso seco de
la raiz y peso seco del nodulo, no se encontrarfaredcias significativas entre
tratamientos y las diferentes concentraciones slérés HPAs estudiados (Cuadro 1A,

en apéndice)
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6.2.1. Formacion y Numero de nodulos

El macrosimbionte (planta) y el simbionte (bactefigeron tolerantes a los tres
HPAs y a las diferentes concentraciones empleatlaste estudio ya que se llevo a
cabo la simbiosis en todos los tratamientos (Fi@yra los 5 dias se realiz6 el primer
conteo de nddulos y a partir de esa fecha se figamin cada dos dias por 21 dias.

En PHE la concentracién con 20 pg fLreportd el mayor nimero de nédulos,
comparado con el testigo absoluto y el testigo amgtona. Colocando asi a las altas
concentraciones, como menos aptas para el desanmdlular, tanto para PHE como
para BaP, excepto para NAF que disminuyé sélo urt&¥tparandolo con los testigos.

Es necesario resaltar que los tratamientos consiBgién una tendencia de que a
mayor concentracién del contaminante, menor nirdernddulos. En los tratamientos
con NAF y PHE a pesar de que el numero de nédumseducido comparados con los
testigos, no se observaron diferencias signifieatiiFigura 4).

A los 21 dias, se observé una disminucion en el emande nodulos en
Phaseolus vulgaris en las concentraciones mas altas de los tres HP&.respuesta
similar fue observada por Rivera-Cruz (2005) all@eaacuatro leguminosas frente a
petrdleo nuevo e intemperizado donde observé haidigcion del nimero de nédulos al
aumentar la concentracién de petroleo. A diferemdgaestos resultados, el presente
experimento demuestra que la simbiosis se presentétodos los tratamientos
contaminados, mientras que en el estudio de Ri®ena-(2005) la Unica especie que no

desarrollo nédulos fu€rotalaria sp.
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Figura 3. Plantas dehaseolus vulgaris en simbiosis coirhizobium tropici por
técnica de “growth pouch” y en medio contaminado E®As, a los
30 dias después de la contaminacion con el HPA.
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Por otra parte, las plantas Bbaseolus vulgaris en todos los tratamientos no
presentaron sintomas de deficiencia de nitrégeatuatgia por la presencia de clorosis,
a pesar de que en la solucion nutritiva (SolucEémsén) empleada para el riego no se
incluyé este macronutriente. Lo anterior hace peqgsa el nitrégeno necesario para la
leguminosa lo esta aportando la simbiosis nodykaique se conoce que en el interior
del nédulo se lleva a cabo la reduccion de nitréggmosférico por medio de la enzima
nitrogenasa (una proteina con dos componentesayiere hierro y molibdeno), pero
solo en un ambiente microaerofilico, esta enzimacégada (Petrst, 1995; Burgues y
Lowe 1996).

También se resalta la capacidad que tieimseolus vulgaris para crecer en un
medio contaminado con HPAs, indicando su toleraa@atos contaminantes organicos,
por lo que resulta interesante evaluar en un futarcapacidad de la planta y su
simbiosis para degradar HPAs en suelo, y tratadeiatificar algunos mecanismos de
oxidacion que han sido descritos para la degradat@destos contaminantes organicos
(Wilson y Jones 1993; Meulenbeey al, 1997; Chapple, 1998; Siciliano y Germida,
1998; Vasquez-Dulhalt, 2000; Siciliared al., 2001). Con base en la capacidad de
tolerancia que tiene esta leguminosa frente a éHedss, se podria también utilizar con
éxito como planta fitorremediadora. Hernandez (}198iénciona que en rizésfera de
frijol contaminada con keroseno se encuentran nosasr poblaciones de bacterias
fijadoras de nitrdgeno atmosférico que actlian comeooorganismos biodegradadores.

Al final del experimento (30 dias) se observé umonenimero de nodulos en
los tratamientos con HPAs, comparado con los trhataios testigo. Sin embargo, no se
reporta una diferencia estadistica entre los tfm#IPAs. Aunque cabe sefalar que en

PHE hay mayor numero de ndédulos comparado con NB&BR, por lo cual se puede

37



decir que este hidrocarburo fue menos téxico aeanhbiosis o que puede estimular el
crecimiento nodular (Figura 5). El efecto negatde los hidrocarburos del petréleo
sobre la nodulacion fue demostrado por Suomieteal, (2000) mencionan que en
concentraciones de 500 ppm de benceno, toluenteoxila nodulacion es blogueada
al hacer un estudio coBalega orientalis. Se puede resaltar la interaccion sinérgica
entrePhaseoulus vulgaris-Rhizobium tropici ya que ambos organismos podrian realizar

mas rapido la eliminacién de estos HPAs, sin enthsegequiere de mayor estudio.

TR+A

Naftaleno Fenantreno  Benzo[a]pireno

70
60 -
50+
40 -
30

20 -

Numero de nédulos

10

Tratamientos

Figura 5. Numero de nédulos registrados al finhkaperimento (30 dias) por efecto de
cada contaminante comparado con los tratamienstigide TR= testigo con
Rhizobium y TR + A= testigo conRhizobium y acetona. n=3, I= error
estandar.
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6.2.2. Peso nodular después de la cosecha

No hubo diferencias estadisticas entre tratamieato®l peso seco nodular
(PSN). Sin embargo, el PSN del testigo con acetiue 50% mayor que el testigo
absoluto. El tratamiento BaP con 20 pg nfue el que tuvo el mayor PSN con 63.0
mg, y el menor con 3.7 mg se obtuvo en el tratatibAF con 80 ug mt (Figura 6).
Se observo un diametro mayor de nddulos (datosregeptados), en los tratamientos
con concentraciones mas altas de BaP y PHE comparadlos testigos. Esto podria
explicar la diferencia que hay en los tratamientosde hay mayor nimero de nédulos
y pero menor PSN.

Adam y Duncan (2003) mencionan que en suelos conéaos con diesel, el
namero de nodulos eviicia sativa se redujo significativamente, aunque éstos fueron
mas grandes y desarrollados que los que estabplamas testigos. En el tratamiento
con BaP 100 ug nit.se observé mayor aumento en el diametro de nédolmparado
con los testigos, esto hace pensar que la simbégista concentracién y con este
recalcitrante HPA, pudo haber provocado mayor egt@ toxicidad para la planta
limitando su éptimo funcionamiento, pero desarrala el crecimiento de células del
corteza en los nédulos como barrera fisica de grite hacia los bacteroides. Esto
denota la importancia de conocer si estos néduwoseficientes para fijar nitrégeno
atmosférico bajo condiciones de contaminacion ¢drobarburos del petréleo.

Es necesario mencionar que no hay muchos repabee € PSN en medios
contaminados, pero se observa que algunas contienga estimularon el desarrollo y
mayor crecimiento de los ndodulos comparados contdegos. Aunque no es una
comparacion directa, Quifionesal. (2003) mencionan que ciertas concentraciones de
petréleo estimulan la germinacion y el crecimied® algunas plantas, esto podria

también estar pasando con los nddulos
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concentraciones de tres hidrocarburos policiclaxasnaticos. A) naftaleno,
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40



6.2.3. Peso seco total d@haseolus vulgaris

El testigo absoluto (sin inoculacién Bhizobium) reporté menor produccién de
biomasa seca comparada con el testigo con acettos tyatamientos con HPAs. El
tratamiento con mayor biomasa seca fue NAF con d§dnL’ comparado con los
tratamientos testigo y los tratamientos restantes HPAs. La menor acumulacién de
biomasa también se reporto en el mismo contamirgerte en la concentracion con 40
ng mL' (Figura 7). La cantidad de biomasa que se repemanaftaleno en la
concentracién con 40 pg nilLes similar a la cantidad de biomasa reportada phr
tratamiento testigo absoluto.

En el caso de PHE, no se observaron diferenciadisagivas entre las distintas
concentraciones de este hidrocarburo, respectestifd con acetona, pues hubo un
aumento casi del 50% en el peso seco nodular es tod tratamientos en comparacion
con el testigo absoluto. Para BaP, las concentrasigue produjeron mayor biomasa
seca fueron 20 pg miLy 100 pug mLC', seguidas del testigo con acetona y las
concentraciones 40 pg My 60 pg mL:. En contraste, la menor biomasa seca se
obtuvo para el testigo absoluto (no inoculado) gdacentraciéon de 80 pg Mde BaP

(Figura 7 C).
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Figura 7. Peso seco total de plantasPtaseolus vulgaris inoculado conRhizobium
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Contrario a lo obtenido en el presente trabajo,eRRACruz (2005) observo
mayor biomasa seca en leguminosas presentes eénssu@ontaminar en comparacion
con aquella obtenida cuando las plantas fueronestas un complejo de hidrocarburos.
Mujia et al (2006) reportaron que la aplicacion de cuatroles/ele petréleo afecto el
crecimiento y desarrollo de plantulas de frijahcentrando una tendencia general a
disminuir los caracteres de crecimiento en la medjde aumentaba la concentracion
del petrdleo. Por otra parte, Hernandez-Valencidager (2003) indicaron que una
contaminacion del 3% de petréleo liviano afectddesarrollo de dos gramineas, al
limitar la sobrevivencia y la produccion de bioma&demas, Kulakow (2006) indica
que el crecimiento de las plantas puede ser inhipadt la exposicion a concentraciones
iguales o superiores a 40, 000 mg'lde hidrocarburos totales de petréleo, mientras
que concentraciones inferiores a 5,000 mg kwprmalmente no causan efecto dafino
en el crecimiento vegetal.

Al comparar Unicamente el efecto de los HPAs porpassalo
(independientemente de su concentracion), se absqoe estos contaminantes
estimularon el desarrollo d@haseolus vulgaris, lo cual fue reflejado en la biomasa seca
producida en la mayoria de los tratamientos. Lanbga dePhaseolus vulgaris fue
estimulada por BaP, en comparacion con fenantrermory naftaleno, aunque no

presentaron diferencias estadisticas significaivagira 8).
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Figura 8. Peso seco total de la plantas (mg) pectefdel tipo de hidrocarburo
policiclicos aromatico. TR=Testigo cdrhizobium y TR+A= Testigo con
Rhizobiumy acetona. n=3, |= error estandar.

Efectos similares fueron reportados por Rivera-G2005) quien observé que el
benzop]pireno estimuld la produccién de biomasa total datto aleman, aunque
estadisticamente todos los tratamientos fuerorlagu&eferente a esto, es importante
mencionar que en un estudio donde se evaluarorsgesies vegetales se observo que
Brachiaria hibrido, presenté mayor acumulacion de biomasaaecaelo contaminado
con combustoleo y guehaseolus coccineus en presencia de este contaminante estimulo

no significativamente el peso seco total comparado su testigo en suelo no

contaminado (Sangabriei al., 2006).
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6.2.6. Contenido de nitrégeno foliar dé’haseolus vulgaris contaminado con
tres HPAs.

El nitrdgeno es uno de los nutrientes méas abunslapteversatiles de la
naturaleza. Forma parte de todas las células depllastas, estimula el rapido
crecimiento, favorece la sintesis de clorofilaad@noacidos y proteinas. Una forma de
gue las plantas obtengan nitrdgeno es por media fi@cidén bioldgica de nitrégeno
gue se lleva a cabo por medio de bacterias demmmbium (Paul y Clark, 1996).

El testigo corRhizobium+acetona presentd un incremento del 50% de nitrégeno
comparado con el testigo céthizobium, y un 25% mas que el testigo absoluto (sin
inoculacion). La concentraciones de BaP con 1000yu4 mL' fueron las que
produjeron mayor contenido de nitrégeno, seguigadldF 20 pg m* y PHE 60 pg
mL™? en comparacién con los tratamientos testigos. #apele haberse observado
variaciones en el contenido de nitrégeno, no seemtaron diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos (Figura 9).

Para NAF, el contenido de nitr6geno fue mayor pe@ncentracion con 20 pg
mL™ seguida de 60 y 100 pg mLla concentraciéon 40 pg riL presenté menor
contenido de nitrdgeno pero mayor que el testigoRtwzobium (Figura 9A)

En el caso de PHE, el contenido de nitr6geno fueilai para todas las
concentraciones, aunque cabe sefialar que estaasplavieron mayor cantidad de este

macronutriente con respecto al testigo Bbrzobium (Figura 9B).
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VII. CONCLUSIONES

% Los tres HPAs (naftaleno, fenantreno y beajmfeno), no tuvieron efectos
inhibitorios en el crecimienton vitro de la bacterieRhizobium tropici CIAT
899, ya que se observé crecimiento colonial enstdata concentraciones de los
tres HPAs.

% El mayor crecimiento de UFC se reportd en la comaeidn mas alta de
benzof]pireno, aun siendo este HPA el mas recalcitraboa base en los datos,
aqui presentados se puede decir que algunas caawenes de los HPAs
estimulan el crecimiento bacteriano.

% Las diferentes concentraciones de los tres HPAsmbieron la simbiosis entre
Phaseolus vulgaris-Rhizobium tropici, observdndose nodulos en todos los
tratamientos contaminados con HPAs.

% Al final del experimento (30 dias) se observé memonero de nddulos en los
tratamientos con HPAs. Los tratamientos con feeaottuvieron mayor nimero
de nddulos, concluyendo que este HPA es el mena®tpara la simbiosis.

« EI tratamiento testigo coRhizobium tuvo menor cantidad de biomasa seca
producida con respecto a los tratamientos contatosjaindicando que los
HPAs estimularon el crecimiento y el desarrolldadplanta.

% La concentraciones de BaP con 100 y 40 pg'riueron las que produjeron
mayor contenido de nitrégeno, seguidas de NAF 2énjig y PHE 60 pug mtt

en comparacion con los tratamientos testigos
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IX. APENDICE

Cuadro 1A. Variables de crecimiento de las plardas Phaseolus vulgaris con

Rhizobiumtropici CIAT 899, e, presencia de tres hidrocarburos fmiios aromaticos.

HPAs Concentracion VORA PSPA PSRA PSNO
(mg L) (mg) (mg) (mg) (mg)
TconR 0 1.0ab 140.0d 6.7 bcd 57b
T con R+ Acetona 0 1.3ab 260.0 abc 82.3 abcd 120b
R + Naftaleno 20 1.0ab 243.3 abcd 73.0 abcd 6.0b
40 1.0ab 153.3 cd 52.0 cd 46b
60 0.8 ab 236.7 abcd 69.0 abcd 7.7b
80 15a 206.7 abcd 99.7 ab 3.7b
100 1.3 ab 273.3 ab 108.7 a 14.7b
R + Fenantreno 20 1.2 ab 210.0 abcd 89.3 abc 8.0b
40 1.2ab 240.0 abcd 80.3 abcd 11.76 b
60 0.8 ab 226.7 abcd 72.3 abcd 200b
80 15a 235.0 abcd 85.0 abcd 13.0b
100 1.0 ab 260.0 abc 63.0 bcd 136 b
R+ Benzog]pireno 20 13ab 260.0 abc 88.0 abcd 63.0a
40 1.3ab 223.3 abcd 103.3 ab 140b
60 1.3ab 260.0 abc 88.7 abc 9.3b
80 0.7b 183.3 bed 46.0d 46b
100 1.3ab 303.3a 66.3 bcd 103 b
DMS 0.74 116.6 42 35.6
HPAs NS NS NS NS
CON NS NS NS NS
HPAs* CON NS NS NS NS

VORA-= volumen radical, PSPA= peso seco parte a#t8&A= peso seco de la raiz,

PSNO= peso seco del nédules Rhizobiumy T= Testigo.
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Cuadro 1. Extracto de levadura manitol rojo congo ELMARC)

Reactivo Cantidad en 1000 mL de

agua destilada

K,HPO, 1.0g
MgSO,7H20 0.2 g
NacCl 0.18 g
Manitol 9.0¢
Extracto de levadura 15¢g
Rojo congo 1:400 10 mL
Agar 15¢g

Cuadro 2. Medio Extracto de levadura manitol (ELM)

Reactivo Cantidad en 1000 mL

de agua destilada

KoHPO, 10g9
MgSO,7H20 029
NaCl 0.18¢
Manitol 9.0¢
Extracto de levadura 15¢g

Cuadro.3. Leche tornasolada

Reactivo Cantidad
Leche tornasolada Difco 100 g
Agua destilada 1000 mL

NOTA: El pH debe ser 7
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Cuadro.4. Composicion de la solucion nutritiva de dnsen

Reactivo Cantidad por 1000 mL
CaHPQ 1.0g
KHPOy 029
MgSO, 7H,0 029

NacCl 0.2g

FeCk 0.1g

Agua destilada 1000 mL
Micronutrientes 0.1g

Reactivos para micronutrientes

Cantidad por 1000 mL

MNCI 24H;0
(NHz)M070,4 4H,0
H3BOs

ZnSQ, 7H,0
CuSQ 5H,0

FeCk 6 H,O

1509
0.074 g
0.934 g
0.0350 g
0.0310 g

7.70 g
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Cedro 5. Escala de Mc Farland (Campbelkt al., 1970).

Solucién acuosa Sidin@cuosa Numero de bacterias
Tubo de $$0, de Bagl 1amL
al 1% mL | 186 mL
1 9.9 0.1 300
2 9.8 0.2 600
3 9.7 0.3 900
4 9.6 0.4 1200
5 9.5 0.5 1500
6 9.4 0.6 1800
7 9.3 0.7 2100
8 9.2 0.8 2400
9 9.1 0.9 2700

10 9.0 1.0 3000
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