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1. Introduccién

La industria del petroleo es caracteristica de nuestra época. Cada afio se extraen
cerca del millon de toneladas de petréleo de yacimientos subterraneos. La mayor parte se
utiliza como combustible en forma de gasolina, diesel y turbosina,. Junto con algunas
fracciones volatiles (metano, propano y butano) son la principal fuente energética, tanto
industrial como doméstica. Alrededor del 15 % del petroleo se utiliza como sustrato para
la sintesis de otros compuestos, principalmente plasticos, un grupo heterogéneo que
incluye polialquenos (como el polietileno, polibutileno, polipropileno), poliestirenos y cloruro
de polivinilo (PVC). El resto, fracciones més pesadas, llamados asfaltenos, se utilizan como
pavimento (Bezalel et al., 1996).

Quimicamente, el petrdleo es una mezcla compleja de hidrocarburos, es decir,
compuestos ricos en carbono e hidrégeno, aungue contiene otros elementos minoritarios
como azufre, oxigeno, nitrogeno y trazas de metales. Es compleja dada la capacidad del
atomo de carbono de formar cuatro enlaces con otros atomos de carbono, organizandose
como cadenas o ciclos.

Este tema de contaminacion es especialmente importante para esta generacion, ya
gue el uso masivo de derivados del petrdleo ha incrementado la concentracion de
compuestos xenobidticos en la biésfera (April & Sims. 1990). Xenobidticos son
compuestos elaborados por el hombre. En algunos casos, los xenobidticos no son
biodegradables, es decir, no son utilizados como sustrato por los seres vivos, sino que se
acumulan en la superficie del planeta. Ejemplo de esto son las toneladas de pesticidas e
insecticidas que se aplican cada afio.

En los ultimos 50 afios el fendmeno de la contaminacion ambiental es una
consecuencia del abuso de hidrocarburos como materia prima y fuentes de energia, el mal
manejo en extraccion y transporte, ha ocasionado el deterioro progresivo de la calidad
del medio ambiente, generando una amenaza progresiva a la salud, asi como la extincion
de gran cantidad de especies vegetales y animales. Esta condicion reta a la sociedad de
manera global para encontrar medidas efectivas que remedien los efectos negativos del
avance tecnolégico. Una medida que ha tenido éxito significativo es la aplicacién de
técnicas de biorremediacion y biorrecuperacion de suelos, sedimentos y acuiferos (Rea
et al, 1998). La biorremediacion es una alternativa biolégica para el tratamiento de
suelos contaminados, un ejemplo fue la remediacion con una preparacion microbiana
(Hozumi et al.,, 2000; Tsutsumi et al., 2000). La biorremediacion utiliza generalmente
microorganismos (bacterias, hongos, levaduras y algas). Recientemente, se ha comenzado
a utilizar plantas superiores para algunas aplicaciones. Aunque han surgido nuevos
enfoques en la biorremediacion basados en la biologia molecular y la ingenieria de
bioprocesos, la biorremediacion clasica continta siendo el enfoque favorito para el



procesamiento de desechos bioldgicos para evitar la propagacion de bacterias patdgenas
(Barbee et al.,, 1992). Algunos microorganismos pueden degradar de manera natural
compuestos organicos, esta capacidad se explota para facilitar la degradacion de
contaminantes (pesticidas, HPA, entre otros) y para operaciones de limpieza de desechos
in situ. La aplicacion de ensayos de monitoreo sencillos y de alta resolucién ha permitido
identificar aquellas especies capaces de degradar contaminantes mientras que el uso de
sondas génicas especificas permite determinar la abundancia relativa de estos
microorganismos (Bouwer & Zehnder; 1993). El uso de novedosas técnicas y herramientas
para la biorremediacién in situ, en biofiltros y en biorreactores ha contribuido al rapido
crecimiento de este campo (Hoff, 1993; Leahy, 1990). La biorremediacion ha
demostrado ser un complemento costeable y benéfico para ser usado en combinacién con
métodos quimicos y fisicos tradicionales como el composteo, la incineracién y la
extraccion con solventes, en el tratamiento de desechos y en la descontaminacion del
medio ambiente (Anderson, 1993).

De las diferentes fracciones del petroleo, los hidrocarburos policiclicos
aromaticos (HPA) son los de mayor toxicidad y al mismo tiempo los mas recalcitrantes a
los métodos convencionales de degradacion. Los HPA son un grupo de compuestos
aromaticos que contienen dos o mas anillos bencénicos fusionados en arreglos angulares,
lineales o agrupados. Los HPA de bajo peso molecular son susceptibles de
biodegradacién, sin embargo, los de alto peso molecular son més dificiles de ser
degradados bioldgicamente (Cerniglia, 1993; Park et al., 1990; Wilson & Jones, 1993).
Las tasas de degradacion de HPA son variables y no dependen solamente de su
estructura quimica, sino también de parametros fisicoquimicos del sitio, asi como del
numero y variedad de microorganismos presentes (Volkerling et al., 1992). Las variables
mas importantes que limitan la biodegradacion de HPA de alto peso molecular son la
transferencia de masa, las heterogeneidades espaciales y las pérdidas abioticas. Dada la
baja solubilidad de éstos compuestos en agua, una de las estrategias para la
biorremediacion en suelo es la adicion de surfactantes, naturales o sintéticos, que
solubilicen a los HPA y aumenten su biodisponibilidad (Allen et al., 1999; Barkay et al.,
1999; Desai & Banat, 1997; Ramana & Karanth, 1989; Rosenberg & Ron, 1999). Es
importante considerar que los productos de degradacion de los HPA no son
necesariamente menos toxicos que las moléculas parentales, por lo que es imprescindible
incorporar procedimientos de monitoreo de toxicidad en las diferentes etapas de la
biorremediacién. Como se menciond anteriormente, una de las técnicas que ha recibido
atencion recientemente es la fitorremediacion, tecnologia emergente que se emplea en
distintas unidades de proceso o plantas de produccién para remediar el suelo, los
sedimentos, agua superficial y aguas subterraneas que se encuentran contaminados por
metales téxicos o compuestos organicos e hidrocarburos. Esta tecnologia involucra
diferentes mecanismos tales como: fitoextraccion, fitoacumulacion, rizofiltracion,



fitodegradacion y fitovolatilizacion; en todos éstos mecanismos las plantas participan
activamente (Finnerty, 1994), una de las plantas que aun no se reporta pero que ha sido
probada en la Universidad Auténoma Metropolitana - lztapalapa es Cyperus laxus
Lamouroux, planta nativa y abundante del pantano que crece en concentraciones altas de
hidrocarburos (Gallegos et al., 2000).

Las ciperaceas son hierbas anuales o perennes. C. laxus crece en bosques
tropicales, en claros y a lo largo de caminos. Tiene raices fibrosas de color café ligero u
oscuro. Florecen a lo largo de todo el afio principalmente de junio a diciembre. Su
distribucion en México es mayoritariamente al sur del pais: Veracruz, Morelos, Nayarit,
Chiapas, Michoacan, Oaxaca, Tabasco (Gordon, 1994; Adams, 1994). C. laxus
taxonomicamente pertenece a la division de las Traqueofitas de la clase: Angiosperma y
de la subclase: Monocotiledonea, se encuentra en la Familia: Cyperacea, y es del género:
Cyperus. especie: Cyperus laxus Lamouroux.

En un sistema biol6gico como son las plantas y en este caso C. laxus, hay
diferentes mecanismos eficientes por los cuales se realiza la detoxificacion de los
productos que generan el estrés, causado por la presencia de xenobioticos que alteran su
metabolismo natural; en ellos participan varias moléculas, diferentes tipos de enzimas y
ocurren infinidad de reacciones quimicas. Una de las enzimas que participan en la
eliminacién de moléculas exdgenas es la enzima citocromo P450 (CYTP450) (Shinji &
Jeffrey, 2000).

El CYTP450 es una hemoproteina que se encuentra normalmente en el reticulo
endopldsmico liso. Puede reaccionar con oxigeno y con el monéxido de carbono. El
CYTP450 es una familia de proteinas muy similares; se conocen varios centenares de
miembros de esta familia cada uno con una especificidad por sustrato diferente
(Lehninger, 1996). Esto significa que diferentes complejos enziméticos de CYTP450 se
pueden encontrar en individuos de una misma especie (Guengerich, 1993). Las enzimas
CYTP450 son los componentes terminales del sistema enzimatico oxigenasa de funcién
mixta (MFO) (Livingstone, 1993). Esta enzima cataliza los primeros pasos de
deshalogenacién oxidativa de compuestos haloaromaticos. La enzima se encuentra en
todos los organismos vivientes. Ha sido muy estudiada en el higado de los humanos,
también hay estudios en hongos, pero ha sido poco estudiada en plantas, en la literatura
se ha encontrado que en general tiene la misma funcion de detoxificacion en los
diferentes organismos (Luet-Lot, 1998). Los procariontes contienen formas solubles de
esta enzima, los eucariontes presentan esta enzima incorporada a la membrana
(microsomal) y las plantas poseen formas solubles y también formas incorporadas a la
membrana, permitiendo incrementar la capacidad detoxificadora (Kavesitadze et al.,
2001). Practicamente la enzima CYTP450 es utilizada para el ataque inicial oxidativo en la
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ruta de la mineralizacion de HPA por algunas bacterias y hongos (Cerniglia, 1992;
Harayama, 1997).

Entre las funciones més importantes que realizan las enzimas CYTP450 destaca la
detoxificadora que elimina sustancias exdgenas, mediante la incorporacion de grupos
funcionales hidrosolubles a compuestos de caracter lipofilico (Shugart, 1996). El
CYTP450 también realiza funciones de metabolismo enddégeno o degradacion para el
aprovechamiento de sustancias del propio organismo, tales como: esteroides, sales
biliares, vitaminas liposolubles (A y D), alcaloides enddgenos. Aquéllas involucradas en la
sintesis de Oxido nitrico gaseoso simple, que son utilizadas entre otras cosas, como
toxina anti-patogena. En algunos organismos sirve como mecanismo de defensa ante el
efecto de alcaloides toxicos de plantas y les aporta, por tanto, un alimento abundante
gue no es apetecible por otros organismos (Khatisashvili et al., 1997), involucrandose en
la biosintesis de productos secundarios (alcaloides y hormonas), asi como en la
detoxificacion de herbicidas y otros xenobidticos (Irmler et al.,, 2000; Guengerich,
1993).

En el crecimiento de las plantas un factor importante es la humedad, sin embargo no se
ha relacionado el contenido de humedad con la capacidad de la planta para absorber y
metabolizar diferentes tipos de contaminantes organicos, también es conocido que la
capacidad de detoxificacion es debida a la intervencién de las enzimas, una de ellas es el
citocromo P4501A1 (CYTP4501Al1). Se ha incrementado el interés por estudiar el
complejo catalitico activo pero no se ha clarificado la relacion entre detoxificacion y la
expresion de la actividad enzimética de CYTP4501A1.

2. Planteamiento del problema

Datos experimentales de nuestro grupo de trabajo sugieren que Cyperus laxus en
presencia de la microbiota alojada en la raiz de la misma y en el suelo transforma
hidrocarburos existentes. Esta planta es nativa del pantano contaminado y se conocen las
condiciones ambientales de humedad cambiantes en el ecosistema. Por tal motivo, se
pretende relacionar las tasas de degradacion de hidrocarburos con respecto al contenido
de humedad.

Se desconocen los mecanismos por los que esta especie resiste las altas
concentraciones de hidrocarburos en las que se desarrolla, es muy probable que el
complejo enzimatico CYTP4501A1 esté involucrado en la remocion de hidrocarburos. Se
ha comprobado la participacion activa de estos complejos enzimaticos en procesos de
detoxificacion de diferentes organismos, animales, vegetales y hongos (Gramss et al.,
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1997). Finalmente se conocen antecedentes de la existencia de monoxigenasas en raices
de plantas (Khatisashvili et al., 1997).

3. Objetivo General

Contribuir al conocimiento de la expresion de la actividad enzimatica de CYTP4501A1, en
Cyperus laxus, planta fitorremediadora de suelos contaminados con hidrocarburos.

3.1 Objetivos Especificos

Los objetivos especificos son:

1. Establecer la relacion entre la remociéon de hidrocarburos y diferentes
condiciones de humedad e inoculacion exdgena de microorganismos.

2. Establecer la relacion de el contenido de humedad y las caracteristicas
fenoldgicas de la planta.

3. Establecer la técnica de determinacion de actividad enzimatica del
CYTP4501A1 en raiz.

4. Determinar la actividad enzimatica del CYTP4501A1 en raices de Cyperus
laxus, creciendo en suelo contaminado con hidrocarburos, en condiciones de
inundacion (60% de humedad), normal (30% de humedad) y de desecacion (10%
de humedad).

5. Establecer la relacion que existe entre la expresion de la actividad del
CYTP4501A1 con los procesos de fitorremediacion de la raiz.

6. Determinar si la actividad enzimatica del complejo CYTP4501Al1 es
constitutiva o inducible por hidrocarburos.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1 Disefio de la unidad experimental

Para observar el crecimiento de raices, se disefié la unidad experimental, cuenta
con tres paredes de vidrio (15 x 15 x 40 cm) y una de acrilico provista de dos orificios (2
cm). Se disefid una estructura alargada para permitir que las raices se extendieran
libremente hacia abajo (Figura 4.1).

pared de . aredes
acrilico ¢ ﬁe widrio

oy
-
15G|ﬂ —‘-

15cm

40em

Figura 4.1 Esquema de los contenedores utilizados

4.2 Preparacion de la mezcla de suelo

Se prepararon en total 77 kg de suelo. La naturaleza y la distribucion del tamafio de
particula se observa en la tabla 4.1.

Tabla 4.1 Tamafio de particula de suelo modelo

Suelo Malla

40% suelo mediano (Entre la malla # 4 y la #16)
40% tezontle (Entre la malla #4 vy la #16)
20% suelo fino ( Entre la malla #16)

La mezcla se homogeneizé y una vez hecho esto se tomé una muestra de 30 g para
medir hidrocarburos totales del petréleo (HTP), para cada contenedor se peséd 6.5 kg y
se hidraté a 30 % de humedad. Se vacio a los contenedores los respectivos 6.5 kg y se
dejé reposar durante 24 horas, para una mejor hidratacion.
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4.3 Propagacion vegetativa

Se utilizé una planta madre de aproximadamente 30 cm de didmetro modular
originaria del sitio contaminado. La planta se transportd desde el pantano (Minatitlan)
hasta el invernadero de la UAM-1 con el terron silvestre y se mantuvo en aclimatacion
bajo condiciones del invernadero (30°C ; 75% humedad relativa) durante seis meses.
Posteriormente, se separaron tres moédulos para cada contenedor y se dejé uno en el
terrén para observar el estrés por herida. Antes las raices de la planta madre se lavaron
con agua corriente. Los racimos de los tres modulos se plantaron en cada contenedor
después de medir la longitud de la raiz y de los tallos. Se dejaron aclimatar hasta que
los nuevos médulos tuvieron las mismas caracteristicas (nUmero de modulos, numero de
inflorescencia, longitud de tallos) de los modulos inicialmente plantados (Figura 4.2).

Figura 4.2 Propagacion vegetativa. (A) Planta madre traida del sitio contaminado con su terrén silvestre,
(B) corte de los mddulos, (C) los racimos modulares que se sembraron en los contenedores.

4.4 Procedimiento de muestreo
Después de la propagacion vegetativa se comenzo con el experimento de los

diferentes tratamientos como se muestra en la tabla 4.2 (en total se contd con nueve
contenedores).
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Tabla 4.2 Tratamiento de los contenedores

Numero de Tratamiento
contenedor (Pot)
1 Inundado (60% de humedad)

|

| Inoculado (30% de humedad)
| Inundado (60% de humedad)
| Inoculado (30% de humedad)
| Inundado (60% de humedad)
|
|
|
|

Normal (30% de humedad)

Normal (30% de humedad)

Normal (30% de humedad)
Seco (10% de humedad)

OO | N[O B_|[W[IN

El muestreo del suelo se llevé acabo a través de los orificios en el contenedor, a
diferentes niveles (figura 4.3), estos muestreos se realizaron por triplicado. En la figura
4.3 se observa la distribucién de los orificios para las tomas de muestra.

{ Muestreo Superficial
® Muestreo Parte media
® Muestreo Parte inferior

Figura 4.3 Figura que ejemplifica la toma de alicuotas para determinar las diferentes variables de
respuesta a los diferentes niveles del contenedor

Los muestreos se realizaron para determinar las variables: pH, humedad, hidrocarburos
totales del petroéleo (HTP) y cuenta viable en placa.
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4.5 Inoculacién de los contenedores

El inéculo, obtenido a partir de la rizosfera de Cyperus laxus. (Diaz Ramirez et al.,
2003), estaba constituido por 10 cepas de bacterias y 3 cepas de hongos que se
cultivaron (30°C) por separado en matraces Erlenmeyer (250 mL). Los 30mL de cultivo
se mezclaron en iguales proporciones y se adicionaron a dos contenedores.

4.6 Determinacién de hidrocarburos totales del petréleo

Se utiliz6 el método 3540 de la EPA. Este método se puede aplicar para el
aislamiento y concentracion de compuestos organicos insolubles y poco solubles en agua.
Se basa en la extraccién de compuestos volatiles y no volatiles de soélidos como suelo
sedimentos. El procedimiento fue el siguiente: se pesaron 30 g de suelo (peso seco) y
30 g se sulfato de sodio anhidro (Baker, grado reactivo) en un cartucho de celulosa
(Wathman 33 x 80 mm); éste se coloco en el sistema de Soxhlet y se adicionaron 160 mL
de mezcla acetona:hexano (1:1) (Baker, grado reactivo) dejando en reflujo de 18 a 24
horas. Posteriormente, el solvente se evapordé en una charola de aluminio (a peso
constante) y la concentraciéon de HTP se determind por diferencia de peso (USEPA,
1995).

4.7 Determinacién de pH

A 1 g de suelo se le adicionaron 10 mL de agua destilada,. Se agit6 la suspension por
10 minutos y el pH se ley6 en un potenciometro (Conductronic pH 130) (Aguilar, 1987).
Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

4.8 Determinacién de humedad

Se tomd una alicuota de 5 g de suelo y se coloco en la termobalanza (modelo
Ohaus), se registro el peso hasta el peso constante, se le resto este valor al valor inicial
del peso humedo.

4.9 Cuantificacion de microorganismos

El procedimiento se realizé por diluciones en serie y subsiguiente plaqueo (Alef &
Nannipieri, 1995). Se reportd el nimero de microorganismos, como unidades formadoras
de colonias (UFC) por gramo de suelo. Los medios de cultivo utilizados fueron Agar soya
y tripticaseina (AST, BioxonO) para bacterias y Agar papa dextrosa (PDA, BioxonO)
para hongos.
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En tubos de ensayo previamente esterilizados se colocaron 3 g de suelo: 27 mL de
solucion isotdnica. Se realizaron 10 diluciones sucesivas. Las cajas con medios (PDA y
AST) se inocularon con 100 niL de las diluciones seriadas y con la ayuda de una varilla de
vidrio se distribuy6 en toda la caja. Las cajas fueron incubadas a 30°C. Cada 24 horas se
realizo el conteo del nimero de colonias hasta las 72 h.

4.10 Extracciéon de la fraccion microsomal

Se utilizd6 entre 25 y 30 g de peso fresco de raiz, la cual fue macerada con
nitrégeno liquido en un mortero. Este molido de raices se homogeniz6 con una solucién
(pH 6.5) que contenia: 0.1 M fosfato de sodio, 20% de glicerol (p/v), 14 mM DL
dithiothreitol (DTE), 20 mM &cido ascérbico, 1% de polivinil pirrolidona (PVP) insoluble, 1
mM EDTA, 1 mM PMSF (Pflugmacher & Sandermann, 1998). Posteriormente, se filtro el
extracto. Ya filtrado el extracto se centrifugd a 10,000 gx por 30 minutos, se removio
la pastilla y se volvié a centrifugar el sobrenadante a 100,000 gx por 60 minutos. Se
recupero la pastilla (fraccion microsomal), y la fraccion citosoélica es el sobrenadante. La
pastilla se resuspendié con otra solucion (pH 7) que contenia; 0.02 M fosfato de potasio
y 5mM DTE.

4.11 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realiz6 por medio del método de Bradford
(1974). Se realizé una curva patron de albumina, y se determiné la absorbancia a 595 nm.

4.12 Pruebas estadisticas

Se realiz6 ANOVA vy pruebas de Tuckey realizados en el programa estadistico
SPSS, con un intervalo de confianza del 95%.

4._.13 Determinacion de actividad enziméatica

Para la determinacién de actividad enzimatica se utilizO un espectro de
fluorescencia (ISS). Se coloco en la celda de reaccion la fraccion microsomal que
contenia 1-20 ngy de proteina, también se le adiciono a la celda 10nL sustrato
(Etoxiresorufina), 50 nL del cofactor NADPH, se llevé hasta 2 mL con el buffer de
ensayo ( pH 7.6) que contenia; 0.1 M fosfato de sodio, 2.5 mM cloruro de magnesio, 100
mM Cloruro de potasio. Se realizaron cinéticas enzimaticas de 20 minutos.

Para probar el intervalo de concentracion del producto que responde de una manera
lineal se realiz6 antes una curva estandar de resorufina (producto fluorescente), para
obtener un marco de respuesta que indique el orden de respuesta se utilizé el control
positivo, una fraccion microsomal semipurificada de higado de conejo. La unidad de
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actividad, se define como la cantidad de enzima que se requiere para formar un pmol de
resorufina en un minuto en condiciones de 37°C y apH 7.6.

4.14 Ensayo de induccion de la enzima

Se trabaj6 con la especie Cyperus laxus Lamouroux. Planta nativa del sitio
contaminado con hidrocarburos. Se sembraron semillas que se extrajeron de plantas
maduras crecidas con hidrocarburos, que se encuentran en el invernadero de la
Universidad Autonoma Metropolitana Iztapalapa. Las semillas se germinaron en turba sin
hidrocarburos, hasta la edad de seis meses, posteriormente, se colocaron en
contenedores de vidrio con agrolita previamente contaminada con hidrocarburos
extraidos de la mezcla del suelo inicial (5,000 ppm). A diferentes tiempos de exposicién
(0, 4, 8,12, 48, 72,96 y 120 hrs).

Las condiciones en que se realiz6 la germinacién fueron las siguientes;
Temperatura 25 - 30 °C, con una humedad relativa de 70 - 95% (mantenida con un
sistema de aspersion controlada de agua). Periodos de luz natural de 11 a 12 horas / dia.

Transcurrido el tiempo de exposicion, se determind actividad enzimatica de
citocromo P4501A1 utilizando el espectro de fluorescencia anteriormente mencionado
4.13.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
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5.1 Aclimatacion de la planta

Las caracteristicas anatomicas y fisiolégicas de la planta hacen necesaria para su
supervivencia, una gradual adaptacion o aclimatacion a las condiciones medioambientales
del invernadero o del campo. La aclimatacion de las plantas tuvo una duracion de seis
meses después de provocar el estrés por herida y el estrés por incremento en la
concentracion de hidrocarburos. Se determinaron las siguientes variables de respuesta:
la altura de tallos, el nimero de tallos y de inflorescencias.

Después de la aclimatacion se conté en total con nueve contenedores de los cuales a tres
de ellos se les coloco 60% de humedad, a otros tres el 30%, un contenedor con 10% y
finalmente dos con inéculo.

En la figura 5.1 Se presentan los resultados de la variacion del nimero de tallos
originales, con respecto al tiempo, para todos los tratamientos después del estrés por
corte (herida) y el provocado por el incremento en la concentracion de hidrocarburos, se
observan los resultados de la pérdida de tallos verdes en cada contenedor desde la
propagacion vegetativa.
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Figura 5.1 Perdida de tallos verdes en los diferentes contenedores

Después de la propagacion vegetativa se observo una pérdida de tallos verdes
considerable en los nueve contenedores. Al control (pot 10) sélo se le aplicé el estrés por
herida y mostr6 el mismo comportamiento de pérdida de tallos verdes, por lo que se
puede afirmar que la pérdida de tallos verdes se debié predominantemente al estrés por
herida y no al incremento de hidrocarburos.
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En la figura 5.2 se observan los resultados de la presencia de tallos nuevos en
todos los contenedores, 15 dias después del corte y transplante.

25 7 —¢—Potl
20 - == Pot2
Pot3

Pot4

== Pot5
—8—Dot6
empe P Ot 7
Pot8

NUmero de tallos nuevos

Pot9

== ==Pot10

Tiempo (dias)

Figura 5.2 Gréafico de tallos nuevos en los diferentes contenedores

Dieciséis dias después de la propagaciéon vegetativa comenzaron a salir los nuevos
tallos hasta lograr el mismo namero inicial. Una vez logrado esto se inicio el experimento
de diferentes humedades hasta que las plantas presentaran las mismas caracteristicas
iniciales en variables de respuesta como son: longitud de tallo, de raiz, nimero de tallos
verdes y numero de inflorescencias. La aclimatacion tuvo una duracion total de seis
meses aproximadamente.

Por lo que se puede afirmar que las plantas después del corte se recuperan igual en
presencia o en ausencia de hidrocarburos.

5.2 Remocidn de hidrocarburos del petréleo

Después de la aclimatacion y con las diferentes condiciones de humedad, se les
determiné los HTP a cada uno de los contenedores. En la figura 5.3 se observan los HTP
en los contenedores que presentan 60% de humedad.
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Figura 5.3 Remocion de hidrocarburos totales del petroleo en los contenedores inundados, 60 % de humedad

Lo que se puede observar es, que del tiempo cero a los cinco meses (periodo de
aclimatacion), no hubo diferencias significativas en la concentracion de hidrocarburos.
Después, de cinco a diez meses hay una importante remocion de hidrocarburos, aun que
de diez a quince meses no se observa diferencia

En la figura 5.4 Se presentan los resultados de HTP en el contenedor con 10% de
humedad. Donde se grafican las concentraciones de hidrocarburos en partes por millén,
a los cinco, diez y quince meses.
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Figura 5.4. Remocién de hidrocarburos totales del petrdéleo en el contenedor seco, 10% de humedad
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Donde se observa que no hay diferencias significativas en el tiempo en que
transcurre el experimento.

Con respecto al hecho de que no hubiera cambios significativos en los ultimos
cinco meses en la cantidad de hidrocarburos en el suelo se mantuvo constante, pudiera
atribuirse principalmente a que los hidrocarburos que se encuentran en el suelo
(asfaltenos) son los mas dificiles de ser degradados por el sistema planta-
microorganismo.

Para poder observar la rapidez con la que desaparecen los HTP se calcularon las
tasas de remocion para cada uno de los tratamientos. En la figura 5.6 se muestra las
tasas de remocion de HTP en los contenedores con diferentes condiciones de humedad,
los datos se reportan como miligramos de HTP que desaparecen por kilogramo de suelo al
mes.

Tasa de remocion de HTP
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Figura 5.5 Méaxima tasa de remocidn de los contenedores expuestos a diferentes contenidos de humedad;
en las barras con lineas verticales se muestran los contenedores con 60 % de humedad, en las barras con
lineas horizontales los que contienen 30 % de humedad y la ultima barra con un 10% de humedad

Lo que podemos observar es la maxima tasa de remocion, se encuentra entre los
cinco y diez meses en que transcurre el experimento. Por otra parte no hay diferencias
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significativas entre los contenedores que tienen las mismas condiciones de humedad,
pero si hay diferencias entre los distintos tratamientos.

Los contenedores con 60% de humedad presentaron un promedio de 50% de
remocién, mientras que los contenedores con 30% de humedad presentaron 20% de
remocion, el contenedor con 10% de humedad tuvo 10% de remocién de HTP presentes
en el suelo. Con estos resultados se observo que existe una relacion directa entre la tasa
de remocién y las diferentes condiciones de humedad.

Esto sugiere que la remocién de hidrocarburos presentes en el suelo con la
cantidad de agua en los contenedores pudiera estar relacionado directamente. También
gue todos los procesos de remediacién biol6égica aprovechan la capacidad degradativa de
los microorganismos del suelo y la capacidad depuradora de las plantas. (Davies &
Coleman, 2000).

Después de la aclimataciéon las diferencias fisiologicas de las plantas eran
evidentes. Por lo que cabria la posibilidad de que las condiciones de humedad modificaron
caracteristicas fisiologicas y no tan sélo eso, también modifiquen o retrasen el ciclo de
vida de la planta. Con el objetivo de observar como varia la fonologia de las plantas con
respecto a las condiciones de inundacién, se observa en la figura 5.7 (a) se observa el
numero de flores con respecto al tiempo en meses.
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Figuras 5.6 (a) Aparicion de inflorescencias en las diferentes condiciones de humedad: en lineas
cortadas en azules se representan a los contenedores con 60% de humedad, en lineas punteadas
en rojo los contenedores que se mantuvieron a 30% de humedad y linea continua en verde el
contenedor con 10% de humedad
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En este grafico de aparicion de infloresencia, se observa que existe un retraso en
la aparicién de flores en los contenedores con 30% y 10 % de humedad, que aun con el
retraso el contenedor con 10% de humedad se adapta a las condiciones de sequia y
después de los cuatro meses en esta condicion el nimero de tallos se incrementa hasta
su estado inicial. Con esto se puede decir que existe una relacion entre las condiciones
de humedad y la aparicién de flores.

En la figura 5.6 (b) Se muestra la variacion de tallos con respecto al tiempo en los tres
tratamientos.
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Figuras 5.6 (b) Aparicién de mddulos en las diferentes condiciones de humedad: en lineas
cortadas en azul se representan a los contenedores con 60% de humedad, en lineas punteadas en
rojo los contenedores que se mantuvieron a 30% de humedad y linea continua en verde el
contenedor con 10% de humedad

En la figura 5.6 (b) se observéd que en los contenedores con un 30% y 60% se
observa un incremento en la aparicion de tallos verdes pero después de los cuatro meses
hay un decremento. Esto podria coincidir con algin otro proceso por el cual atraviesa la
planta y al parecer después se estabiliza el numero de tallos verdes.

Por lo que se puede afirmar que la fonologia esta relacionada directamente con el
contenido de humedad. Independientemente, del incremento de los hidrocarburos esta
planta se recupera favorablemente con un incremento de humedad.
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Otro aspecto fenolégico en la raiz de y en las figuras 5.7 (a) Se presentan para
visualizar esquematicamente las dimensiones de la raiz original (27 cm) y quince meses
después se observa el crecimiento en la figura 5.7 (b) ( 63 cm).

Figura 5.7 (a) Raiz de C. laxus después de la aclimatacion
Figura 5.7 (b) Quince meses después

5.3 Cuantificacion de microorganismos

La cuenta en placa de los microorganismos se refiere al numero de células viables
o fragmentos miceliales en una muestra, capaces de crecer sobre una fuente nutritiva
(agar).

Con el objetivo de monitorear la cantidad de microorganismos presentes en el
suelo modelo antes la propagacion vegetativa y de iniciar al experimento de las
diferentes condiciones de inundacion. Se realiz6 el andlisis de cuenta viable en placa de
microorganismos los valores promedio son: 1.7X10’ para bacterias y 5.8X10° para hongos
estos niveles semejantes a lo que se reporta en los suelos contaminados con

hidrocarburos: bacterias 9.24X10° de UFC/g y en hongos 3.01x10° UFC/g (Alef &
Nannipieri, 1995)

Ocho meses después de la aclimatacién de las plantas se realiz6 la cuenta viable
en placa donde se observan los siguientes valores: para contenedores sin inocular
5.2X10° UFC/g bacterias y el promedio en contenedores inoculados es de 2.9X10°
UFC/g en bacterias. Para hongos los contenedores sin indculo presentaron valores
promedio de 1.8X10° UFC/g vy los contenedores inoculados 3.9X10° UFC/g.

Los valores de bacterias fueron incrementados con respecto al valor inicial, esto
puede deberse a la adaptacion en las nuevas condiciones que son propicias para darse un
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proceso de seleccion. En el conteo de hongos los valores decrecen, esto puede atribuible
a otros factores involucrados en el crecimiento de microorganismos como el pH y la
composicion de los nutrientes en el suelo.

Esta diferencia se muestra en las figuras 5.11 (a) y (b), donde se observan los
hongos en los contenedores con la misma cantidad de humedad, dos se encuentran
inoculados y dos presentan la microbiota nativa del suelo modelo.

Figura 5.8 (a) Diversidad de hongos en contenedores 6y 7 sininoculo y (b) contenedores 2y 4 con inéculo

En las figuras 59 (a) y (b) Se presentan los resultados de la diversidad en
bacterias de las colonias existentes en el suelo de los contenedores inoculados y no
inoculados.
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Cepa 2: Color rosa aperlado claro,
de apariencia cremosa y lisa. Sin
elevacion.

Bacilo Gram (-)

Género Pseudomona

Cepa 9: Color marfil de apariencia
rugosa. Sin elevacién.

Bacilos Gram (-)
Género Pseudomona

Cepa 4: Color rosa aperlado fuerte
de apariencia cremosa y lisa sin
elevacion.

Cocos Gram (+)

Cepa 7: Color marfil de apariencia
cremosa y anular. Sin elevacion.
Cocos Gram (-)

Figura 5.9 (a) Diversidad de bacterias en contenedores 2 y 4 inoculados
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Cepa 10: Color amarillo claro de
apariencia cremosa brillante
con elevacion convexa.

Cocos gram (-)

Cepa 5: Color amarillo intenso de
apariencia cremosa y lisa. Sin
elevacién. Cocos gram (+)

Cepa 4: Color rosa aperlado
fuerte de apariencia cremosa
y lisa sin elevacion.

Cocos Gram (+)

Figura 5.10 (b) Diversidad de bacterias en contenedores 6 y 7 sin inocular

Aun que los contenedores dos y cuatro fueron inoculados, no hubo diferencias
significativas entre los dos tratamientos, la abundancia es similar en los dos, las
diferencias radican en la diversidad. Aun con la cepas inoculadas no existi6 mayor
remocién de hidrocarburos. Esto podria deberse a que en este momento los
hidrocarburos presentes en el suelo sean mas dificiles de degradar, tales como los
asfaltenos o que la remocion se pueda ver con mayor claridad en algun tiempo posterior
debido al tiempo que puedan tardarse las asociaciones entre microbiota exogena y
endogena o incluso las asociaciones con la planta.
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5.4 Determinacion de pH

Con el objetivo de monitorear y determinar las condiciones de operacion de las
unidades experimentales se presenta la tabla 5.1 donde se observan los promedios de
resultados de pH en los contenedores a diferentes tiempos (estas determinaciones se
realizaron por triplicado).

Tabla 5.1 Variacién de pH en las diferentes condiciones de humedad

Condiciones Antes de la 8 meses 10 meses
propagacion después después
60% de 57 4.0 4.1
humedad
30% de 5.6 4.6 4.6
humedad
10% de 5.6 54 5.3
humedad

Las determinaciones de pH y humedad demostraron que no habia diferencias
significativas entre los contenedores y entre los diferentes niveles de la unidad
experimental, a lo largo de del experimento.

En general se observa que los niveles de pH son acidos, lo cual coincide con los
reportes de la zona pantanosa donde se tom6 la planta. En todos los contenedores
después de colocar a las plantas en sus respectivas macetas, el pH se acidificd, excepto
en el contenedor numero nueve (seco), en el que el pH es ligeramente mas alcalino.

Cinco meses después de la ultima determinacion, ya aclimatados los contenedores
inoculados y con la adicion de nutrientes se determin6 el pH. Se observé que no hubo
diferencias significativas entre los dos contenedores, pero si se observé un incremento
en los dos contenedores de 4.6 a 6.5. Valores alcalinos propician el crecimiento y el
mantenimiento de bacterias y originar a su vez valores bajos en las cuentas de hongos.

5.5 Determinacién de humedad
Todo el tiempo en que transcurrié la aclimatacion de las plantas después de la

propagacion vegetativa, los contenedores presentaron 20% de humedad, se observo
también que no hubo diferencias significativas entre los niveles de los contenedores.
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Con esto se puede decir que el agua se distribuye de una manera homogénea en toda la
columna.

Los resultados de humedad para los contenedores fueron los siguientes: los
contenedores inundados 57% 0.41%, los contenedores normales 33 + 0.33% y para el
contenedor seco 10 + 0.44%. Estas determinaciones se realizaron por triplicado, con la
metodologia antes mencionada, cada mes a lo largo de un afio (tiempo transcurrido de la
parte experimental de este trabajo).

5.6 Deteccién de la actividad enzimatica

Para probar el intervalo de concentracion del producto que responde de una
manera lineal con respecto a la intensidad de fluorescencia se realizd una curva estandar
de resorufina que se muestra en la figura 5.15.

Para poder visualizar el marco de referencia que indica el orden de respuesta de la
enzima se realiz6 una cinética enzimatica de 20 minutos del CYTP4501A1 purificado, de
higado de conejo (Sigma Aldrich); esto se observa en la figura 5.16.

Curva estandar de resorufina Cinética enzimatica control positivo
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Figura 5.11 Curva estandar de resorufina Figura 5.12 Cinética enzimatica del CYTP450
extraido de higado de conejo

Con este resultado se encontraron las concentraciones de resorufina (Sigma
Aldrich) donde existe una linearidad entre las concentraciones de resorufina y la
intencidad de fluorescencia, que corresponde al orden de respuesta del CYTP4501A1.

Con el objetivo de conocer, si esta planta produce CYTP4501Al y para observar el

efecto de la actividad enzimatica con respecto al almacenamiento de la muestra. Se
realizaron consecutivamente cinéticas de la fraccion microsomal extraida de la raiz. Se
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utilizaron plantas de las mismas edades, crecidas en suelo con hidrocarburos. Los
resultados se reportan en la tabla 5.2

Tabla 5. 2 Cinética enzimatica de CYTP4501A1

Prueba Fraccion Microsomal Tratamiento Ua (pmoles de Ua /mg de
resorufina /min) proteina

1 Almacenada* ¢/ HC 8.372 86.2 ]
30% de
humedad

2 Sin almacenar c/HC 35.59 83.9 ]
30% de
humedad

*Almacenada por 1 mesa -70°C

Unidad de actividad (UA): se define como la cantidad de enzima que se requiere para
formar un pmol de resorufina en un minuto en condiciones de 37°Cy apH 7.6

Con estos resultados se afirma, que si existe actividad enzimatica medible de
CYTP4501Al1 en la raiz de Cyperus laxus, también es evidente la perdida de actividad
enzimatica de la muestra almacenada aun a -70 °C. Datos experimentales no mostrados
sugieren que las muestras solo pueden ser almacenadas por un periodo maximo de 48
horas. Esto coincide con Pflugmancher & Sandermann, 1998, los cuales trabajan con
tejidos vegetales almacenados hasta 48 horas.

Con el objetivo de encontrar el intervalo de concentracién de proteina en el tejido

vegetal de la raiz, se realizaron cinéticas enzimaticas de 20 minutos (CYTP4501A1), que
se observan en la Tabla 5.3.
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Tabla 5.3 Cinéticas enziméticas con diferentes concentraciones de proteina total

Muestra Concentracion de UA (pmoles de Actividad especifica
proteina (my de resorufina /min) Ua/mg prot/min
proteina)

| Control positivo | 100 | 1381 | 13814

| Control positivo | 30 | 385 | 12854

| Control Positivo | 10 | 128 | 12884
Muestra de raiz 102 13 130
Muestra de raiz 30 118 3959
Muestra de raiz 10 -1 19

Muestra de raiz: Fraccién microsomal de la raiz de Cyperus laxux crecida en suelo sin
hidrocarburos.

Con los resultados obtenidos se puede decir que la cantidad de proteinas
necesarias para la deteccién de la actividad enzimatica se encuentra en intervalo de » 10
- 20 g de tejido humedo. Las pruebas para estandarizar el método sefialan que la
cantidad de proteina microsomal necesaria para la deteccion de citocromo en animales y
en plantas no es la misma, en plantas los intervalos de deteccion radican en
concentraciones de 15 a 50 ng y en animales el intervalo es de 30-100 ng cuando se
tiene cantidad de proteinas por de bajo o por arriba del intervalo se hace una
sobreestimacion de la actividad enzimatica.

Ya puesta la técnica a punto se seleccion6 la concentracion de 30 ng de proteina
para la medicion. Con el objetivo de observar si existia correlacion entre los diferentes
tratamientos, con la actividad enzimatica. Se determind la actividad enzimatica de los
contenedores con diferentes condiciones de humedad e inoculados. Estos resultados se
presentan en la tabla 5.4.



Tabla 5. 4 Actividad enzimatica de citocromo P450 en raiz de Cyperus laxus

en diferentes condiciones de inundacion

Ac. Especifica
Condiciones UA pmoles de (ua/mg
Resorufina /min prot/min)
Sin hidrocarburos 1.7 £0.08 152
30% de humedad
Con hidrocarburos 0.9+0.02 83
10% de humedad
Con hidrocarburos 2.2+0.21 202
30% de humedad
Con hidrocarburos 4.4 +0.29 402
60% de humedad
Inoculado C/HC 43.4 + 0.30 3583
30% de humedad

Estos resultados indican, que si existe relacion directa entre la actividad
enzimatica de la raiz de esta planta en los diferentes contenidos de humedad del suelo,
pero aun es mayor la diferencia entre el contenedor inoculado y los otros contenedores.

La fraccion microsomal con la técnica que medimos y bajo las mismas condiciones
del ensayo de los experimentos, el inoculo promueve la expresion en la actividad
enzimatica de CYTP4501A1 de manera importante diez veces mas.

El efecto sobre la actividad enzimatica y los microorganismos coinciden con los
observados en respuesta ante la infeccién con hongos en el sistema monoxigenasa en el
frijol. La infeccion induce a la expresion del CYTP450, esto es un incremento en la
cantidad de CYTP450y CYTP420 (Durst et al., 1997).

Entonces el incremento de la actividad enzimética en los contenedores inoculados
pudiera deberse propiamente a la relacion que existe entre la planta y los consorcios
nativo e inoculado. Molecularmente hablando, pudiera haber algin segundo mensajero el
cual se induce por la exposicién a los hidrocarburos, sintetizado por los microorganismos,
que a su vez induzca la actividad de la enzima vegetal propiamente.

Después de percatarnos en datos recientes de la literatura que existen formas
solubles de esta enzima (Kvesitadze et al., 2001; Varazashvili et al.,2001), se decidié no
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despreciar esta actividad detectarla, por lo que la metodologia de la extraccién de esta
enzima se amplio y se obtuvo la fraccién citosolica y microsomal.

Con el objetivo de demostrar que existe otra actividad a parte de la microsomal
como es la citosolica, se realizaron determinaciones de la enzima en las dos fracciones
microsomal y citosolica. Y para observar si existe induccion de esta enzima en la mezcla
de hidrocarburos.

En la tabla 55 se reportan los resultados para las dos condiciones, con
hidrocarburos (5,000 ppm) y sin hidrocarburos. Los tiempos de exposicion van desde cero
horas hasta 120 horas y se presenta la actividad de la fraccion citosélica, microsomal y
se obtuvo porcentaje de la actividad.

Tabla 5.5 Porcentaje de actividad enzimatica/ g de raiz himeda

Fraccion Fraccion citosolica
microsomal
Tiempo de exposicién Sin hidrocarburos Con hidrocarburos | Sin hidrocarburos Con hidrocarburos
(h) (%) (%) (%) (%)
| | 36 | 37 | 64 | 63
| | 42 | 19 | 58 | 81
| 8 | 64 | 23 | 36 | 77
| 12 | 13 | 23 | 87 | 77
| 48 | 29 | 30 | 71 | 70
| 72 | 20 | 26 | 80 | 74
| 96 | 50 | 48 | 50 | 52
| 120 | 71 | 55 | 29 | 45

Los valores de la actividad enzimatica mas grandes en la mayoria de los casos
provienen de la fraccién citosolica.

En raices de frijol y en maiz la hidroxilacion de nitrobenceno es un proceso via
monoxigenasas que se realiza intensivamente en la fraccién microsomal. (Varazashvili et
al., 2001). En los resultados observamos que la mayor actividad enzimatica se encuentra
en la fraccion soluble. Esto puede deberse al tipo de contaminante en el que se colocaron
los plantas.

En la tabla mostrada la actividad puede ser considerada como constitutiva y que la

mezcla de los hidrocarburos extraidos del suelo provocan una induccion transitoria
como se observa en la figura 5.17.
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Debido a los resultados obtenidos podemos decir que las plantas poseen formas
solubles y también enzimas incorporadas a la membrana, permitiendo incrementar la
capacidad detoxificadora lo cual menciona Kavesitadze et al., 2001.

Cinéticaenzimatica de CYTP4501A1 en raiz de
Cyperus laxus

Actividad Enzimatica
UA/ g raiz humeda
N
o

O I I I I
-5 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo de exposicion (horas)

—— Sin hidrocarburos —s— Con hidrocarburos

Figura 5. 13 Cinética enzimética de citocromo P450 en raiz de C. laxus; la linea azul es el control
positivo sin hidrocarburos y las linea rosa con hidrocarburos (5,000 ppm)

Esta induccion transitoria es mas evidente a las cuatro y a las ocho horas con la
exposicion del contaminante, antes de las 24 horas de exposicién al contaminante la
actividad decrece esta coincide con lo reportado en la literatura que después de 24
horas de la accién del nitrobenzeno en las raices la actividad monoxigenasa del CYTP450
disminuye y existe un incremento en la actividad peroxidasa de CYTP450 (Varazashvili et
al., 2001).

Se ha observado que los contaminantes exdgenos como son los pesticidas no
pueden ser utilizados por las plantas, por lo que para degradarse se deben someter a
modificaciones en su estructura como son: oxidacién, reduccion, hidrélisis, conjugacion,
etc. (Kreuz et al.,, 1996). Esto no quiere decir que el CYT P450 sea el Unico mecanismo a
través del cual se oxide una molécula, por lo que cabria la posibilidad de que existieran
otros mecanismos y estos intervinieran en este proceso.
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Aungue aun no se ha reportado el CYP450 metabolice anillos aromaticos en plantas
(Harvey et al., 2002), esta involucrado en metabolizar contaminantes aromaticos y
policlorados en animales (Livingstone & David, 1993). Se ha reporta la induccion de
CYP450 en plantas por herbicidas (Werck et al,, 2000). Practicamente la enzima
CYTP450 es utilizada para el ataque inicial oxidativo en el camino de la mineralizacion de
hidrocarburos policiclicos aromaticos por algunas bacterias y hongos (Cerniglia, 1992;
Harayama, 1997).

Asi mismo no se han encontrado pruebas directas de la participacion de CYP450
de plantas en metabolizar contaminantes aromaticos industriales (Harvey et al., 2002)

38



6. CONCLUSIONES
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Las plantas inoculadas no presentaron mayor remocion de hidrocarburos a los
quince meses, la abundancia microbiana fue similar a la de los contenedores no inoculados
aunque la diversidad fue diferente a los inoculados. Por el contrario a los 15 meses todos
los contenedores llegan a valores similares de remocion de hidrocarburos en el suelo,
aungue con diferentes velocidades de remocion.

Se observé una relacién directa entre la remocion de los HTP y las condiciones de
humedad. Al mismo tiempo se observa que el efecto de las distintas condiciones de
humedad modifican las caracteristicas fenoldgicas e incluso el ciclo de vida de Cyperus
laxus.

La actividad enzimatica de CYTP4501A1 es constitutiva y parcialmente inducible a
las 4 y a las 8 horas de exposicion a los contaminantes.Cyperus laxus contiene también
formas solubles de la misma enzima. La actividad de CYTP4501A1 es mayor en las formas
solubles.

Finalmente, la actividad enzimatica y la remocién de hidrocarburos no guardan una
relacion clara,
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7. Recomendaciones
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Tomando en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo experimental se
recomienda para estudios posteriores:

Para poder distinguir el tipo de hidrocarburo que preferencialmente la planta y en
consorcio consume, la mezcla de hidrocarburos debe ser fraccionada.

Para visualizar los fenomenos existentes en los contenedores con el suelo modelo y la
distribucion de los hidrocarburos se debe obtener HTP y fraccionar a diferentes niveles
de contenedor con los distintos tratamientos.

Para poder discernir que tipo de hidrocarburo induce a la enzima se tratar exponer a la
enzima con cada una de las fracciones de la mezcla.

Para saber si la cantidad de enzima que se sintetiza es mayor en presencia de
hidrocarburos se recomienda realizar Western Blot.
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