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RESPUESTAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS DE Rhizophagus intraradices Y
Medicago sativa ANTE CONTAMINACION POR DIESEL

Herminia Alejandra Hernandez Ortega, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2014

Este estudio evaluo el crecimiento, cambios morfoldgicos, actividades fisiologicas y expresion
de genes en Medicago sativa en respuesta al estrés por la contaminacion con diésel, y por la
inoculacion del hongo micorrizico arbuscular Rhizophagus intraradices. Este trabajo fue
dividido en cuatro capitulos que describen cuatro diferentes fases experimentales. EI primer
capitulo describe el efecto del diésel en el desarrollo y colonizacién de R. intraradices. El
segundo capitulo presenta resultados relacionados con el crecimiento y la expresion de genes en
respuesta al estrés oxidativo generado por la contaminacion con diésel en M. sativa. El tercer
capitulo describe los cambios anatémicos e hidraulicos de las plantas de M. sativa en presencia
de diésel. El cuarto capitulo profundiza en los cambios anatémicos, hidraulicos y fisioldgicos de
M. sativa inoculada con R. intraradices en presencia de diésel, en donde la acumulacion de
superdxido y peroxido de hidrégeno fueron modificados por la simbiosis micorrizica. El hongo
R. intraradices tiene tolerancia a la presencia del diésel al producir hifas y esporas. EI umbral de
la expresion de los genes evaluados en respuesta al estrés por la presencia de diésel puede estar
por debajo de las concentraciones evaluadas y presentarse en un tiempo menor a la exposicion al
contaminante. EI mecanismo de proteccidén de M. sativa ante la presencia de diésel se relaciona
con la construccion de mas capilares conductores de un tamafio similar en la raiz, como lo indica
el indice proporcional de flujo. Ademas, R. intraradices reduce de estrés oxidativo causado por
la presencia de diésel, y mejora las relaciones hidricas y el intercambio gaseoso en M. sativa.
Medicago sativa en simbiosis con el hongo micorrizico arbuscular puede desarrollarse en
sistemas contaminados con diésel, por lo que puede potencialmente emplearse en la
fitorremediacion de suelos contaminados, pero haciendo adecuaciones previas al suelo para

favorecer su tolerancia y crecimiento.

Palabras clave: cambios anatdmicos, estrés oxidativo, expresion génica, intercambio gaseoso.



MORPHOLOGICAL AND PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF Rhizophagus
intraradices AND Medicago sativa UNDER DIESEL CONTAMINATION

Herminia Alejandra Hernandez Ortega, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2014

This study evaluated the growth, morphological changes, physiological activities and gene
expression in Medicago sativa in response to the stress induced by diesel contamination, and by
the inoculation of the arbuscular mycorrhizal fungus Rhizophagus intraradices. This dissertation
was divided in four experimental stages (chapters). First chapter describes the effects of diesel on
the development and colonization of R. intraradices. The second chapter shows results related to
the growth and gene expression of M. sativa in response to oxidative stress induced by diesel
contamination. The third chapter describes anatomical and hydraulic changes in M. sativa plants
in the presence of diesel. The fourth chapter deepens in anatomical, hydraulic and physiological
changes in M. sativa inoculated with R. intraradices in the presence of diesel, in which the
accumulation of superoxide and hydrogen peroxide were differentially modified by the
mycorrhizal condition. Rhizophagus intraradices showed hyphae and spore production under
diesel contaminantion, indicating the fungal tolerance to this contaminant.. The threshold gene
expression evaluated in response to diesel stress may stand in lower diesel concentrations or in
shorter exposure to this contaminant. The protection mechanism of M. sativa in presence of
diesel is related to building-up more capillary conductors of similar size in the root, as indicated
by the proportional index flow. Moreover, R. intraradices reduces the oxidative stress caused by
the presence of diesel, and improves the water relations and gas exchange in M. sativa plants.
Medicago sativa in symbiosis with the arbuscular mycorrhizal fungus can develop undet diesel-
contaminated substrates, thus, by which they can be potentially used in phytoremediation of

contaminated soils, but making previous soil adjustments.

Keywords: anatomical changes, oxidative stress, gene expression, gas exchange.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La contaminacién del suelo con hidrocarburos de petréleo es un problema ambiental, que
esta recibiendo atencion y estd motivando la creacion de metodologias para la eliminacion de
estos compuestos toxicos. La contaminacion de suelos méas importante es la ocasionada por los
derrames de petréleo que genera la pérdida de ambientes y de la diversidad de microorganismos,
especies vegetales y animales (Pérez et al., 2002). Todos los procesos de remediacién bioldgica
aprovechan la capacidad degradativa de los microorganismos del suelo y en algunos casos
también, la capacidad de destoxificacion via plantas. La fitorremediacion se refiere al uso de las
plantas con capacidad para extraer, inmovilizar o eliminar contaminantes.

Las plantas establecidas en suelos contaminados con hidrocarburos se ven limitadas en su
crecimiento debido a la baja disponibilidad de agua y nutrientes (Merkl et al., 2005a), lo cual
afecta las respuestas fisioldgicas de las plantas, ya que el agua es requerida como disolvente para
sus actividades bioguimicas. Bajo condiciones naturales, la sequia es la principal causa del estrés
hidrico de la planta (Xiong y Zhu, 2002). Sin embargo, al existir un problema de contaminacion
por petroleo en el suelo, el agua disponible para las plantas se ve reducida por el efecto
hidrofobico que causa el contaminante sobre las mismas (Morley et al., 2005; Pefia-Castro et al.,
2006).

La mayor parte de los estudios relacionados con la evaluacion de la influencia de
hidrocarburos en las plantas, estd generalmente enfocada a los efectos que éstos compuestos
toxicos generan en el establecimiento y en el desarrollo de las plantas (Adedokun y Ataga, 2007,
Nogueira et al., 2011). Sin embargo, los trabajos realizados para la evaluacion de los efectos

téxicos de los hidrocarburos del suelo, solo se han enfocado en la estructura morfoanatdmica de



la planta (Maranho et al., 2006; Inckot et al., 2008) y en el potencial que las plantas tienen para
favorecer la disminucion de los contaminantes (Cheema et al., 2010; Hamdi et al., 2012; Wang
etal., 2012).

La inoculacién de plantas con hongos micorrizicos arbusculares (HMA) se ha enfocado a
la evaluaciéon de la ayuda que estos hongos proporcionan a la planta, principalmente, en la
adquisicion de nutrimentos y agua (Quoreshi y Khasa, 2008, Benabdellah et al., 2011; Ruiz-
Lozano et al., 2012). Aunque la inoculaciéon y los beneficios de HMA han sido evaluados
exitosamente en varias plantas horticolas, ornamentales y especies forestales, algunos estudios se
han enfocado a entender el papel de HMA en las plantas establecidas en suelos contaminados
con compuestos organicos e inorganicos (Verdin et al., 2006; Wu et al., 2008a; Gao et al., 2011,
Yu et al., 2011). Por otra parte, la contaminacion con hidrocarburos del petréleo (HP) genera
estrés oxidativo en las plantas, incrementando los niveles de peroxido de hidrégeno en hojas y
reduciendo la actividad de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Las plantas al ser
inoculadas con HMA tienen la capacidad de reducir el dafio oxidativo generado por HP. Por lo
que, en este trabajo se evalud el efecto de la contaminacion con diésel en el crecimiento de
plantas, parametros hidraulicos, cambios anatémicos y expresion de genes en plantas de
Medicago sativa. Ademas, en este estudio se evaluaron los efectos de la inoculacién de HMA, en
el crecimiento, estado hidrico, intercambio gaseoso, y produccion de especies reactivas de

oxigeno en plantas de Medicago sativa.



CAPITULO Il

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General
e Evaluar el crecimiento, cambios morfoldgicos, actividades fisioldgicas y expresion de
genes en Medicago sativa en respuesta al estrés por la contaminacién con diésel, y

por la inoculacion del hongo micorrizico arbuscular Rhizophagus intraradices.

Objetivos Particulares
e Evaluar el efecto del diésel en la colonizacion y el desarrollo de Rhizophagus
intraradices en raices de zanahoria (Daucus carota L.) transformadas por

Agrobacterium rhizogenes en cultivo monoxénico.

e Evaluar el efecto del diésel en el crecimiento de plantas de Medicago sativa y medir
los niveles de expresién de los genes APX-2, FeSOD, MnSOD, CuzZnSOD y MH1 en
hojas y raices de plantas de Medicago sativa en respuesta a la contaminacion por

diésel.

e Determinar los cambios anatdmicos y en la conductividad hidraulica de Medicago

sativa por efecto de diferentes concentraciones de diésel.

e Evaluar el efecto de Rhizophagus intraradices en el crecimiento, estado hidrico,
intercambio gaseoso, y produccion de anidn superédxido (O;) y perdxido de hidrégeno

(H20,) en plantas de Medicago sativa en condiciones de estrés por diésel.



Hipdtesis General
e La contaminacion con diésel disminuye el crecimiento, la actividad fisioldgica y la
expresion de genes en Medicago sativa, mientras que la inoculacién del hongo

micorrizico arbuscular atenta el estrés inducido por el contaminante.

Hipotesis Particulares
e El diésel disminuye la colonizacién y el desarrollo de Rhizophagus intraradices en
raices de zanahoria (Daucus carota L.) transformadas por Agrobacterium rhizogenes

en cultivo monoxénico.

e EIl diésel disminuye el crecimiento de plantas de Medicago sativa, mientras que la
expresion de los genes APX-2, FeSOD, MnSOD, CuzZnSOD y MHL1 en hojas y raices
de plantas de Medicago sativa. incrementa en respuesta al estrés generado por el

contaminante.

e EIl estrés hidrico inducido por el diésel provoca cambios anatémicos y en la

conductividad hidraulica de raices de Medicago sativa.

e Lainoculacion de Rhizophagus intraradices mejora el estado hidrico y el intercambio
gaseoso, ademas de reducir la formacion del anion superoxido (O,) y de perdxido de

hidrégeno en plantas (H,O;) de Medicago sativa bajo estrés por diésel.



CAPITULO 11l
REVISION DE LITERATURA

La asociacion planta-microorganismo ante contaminacion con diésel, y su efecto en

respuestas morfologicas y fisioldgicas de plantas

Los combustibles y su impacto en el suelo

La petroguimica es la base del desarrollo econémico y social de México, y cada afio se
extraen cerca de un millon de toneladas de petréleo de yacimientos subterrdneos, aunque
desafortunadamente también es responsable de graves problemas ambientales (Bracho et al.,
2005). En los ultimos afios las causas que han generado problemas ambientales en suelos y
ecosistemas acuaticos segun CENAPRED (2001) son: 1) escaso mantenimiento de las
instalaciones petroleras, 2) manejo inadecuado y abandono de materiales y residuos peligrosos,
3) explosiones en instalaciones de alto riesgo, y 4) derrames accidentales de hidrocarburos. Las
estadisticas de la PROFEPA (2009) muestran que cada afio en México ocurren en promedio 300
accidentes ambientales asociados con materiales y residuos peligrosos. Los compuestos
peligrosos comunmente involucrados en emergencias ambientales son el petroleo y sus derivados
(gasolina, combustoleo, diésel, etc.), agroquimicos, gas LP y natural, entre otros.

De esta manera, la contaminacion de ambientes naturales con sustancias derivadas del
petréleo ha sido un tema principal en ecologia. La migracion de las sustancias del petroleo hacia
los cuerpos de agua, el agua del suelo y el propio suelo puede tener serias consecuencias debido
a la alta toxicidad y naturaleza carcinogénica de algunos componentes. Las sustancias derivadas
del petrdleo afectan los elementos abidticos y bidticos de un ecosistema. Por lo que, la

contaminacion del suelo con estos compuestos organicos derivados del petrdleo es un grave



problema debido al dafio que causan a todos los organismos vivos (Zidtkowska y Wyszkowski,
2010).

Los efectos de la contaminacion varian de acuerdo con el tipo y la cantidad de petrdleo
o0 de sus derivados, ademés de su concentracion, tiempo de exposicion, época del afio, tipo de
suelo, y especialmente la especie vegetal (Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia, 2004; Brandt et al.,
2006; Kayode et al., 2009; Kisic et al., 2009). El contaminante puede ser absorbido por las
plantas (Alkio et al., 2005; Tan et al., 2005), ademas de alterar las propiedades del suelo (Li et
al., 1997; Chupakhina y Maslennikov, 2004; Pefia-Castro et al., 2006). Los compuestos
organicos polares presentes en los hidrocarburos del petrdleo, son probablemente responsables
de la hidrorrepelencia en suelos contaminados, limitando asi la absorcion de agua por las plantas
(Morley et al., 2005; Pefia-Castro et al., 2006), lo cual se manifiesta como sequia fisiologica que
interfiere con el aprovechamiento y la absorcion de agua y nutrientes, y en el intercambio
gaseoso (Adenipekun et al., 2008; Omosum et al., 2009). En consecuencia, estas sustancias
pueden alterar la germinacion de semillas (Adam y Duncan, 2002; Ogbo, 2009), y el crecimiento
(Merkl et al., 2004) y produccion de biomasa (Sharifi et al., 2007; Hernandez-Ortega et al.,
2012). El tipo de contaminante afecta el crecimiento de las plantas de distinta manera; aunque los
productos derivados del petroleo son fitotoxicos, su toxicidad no es la misma (Njoku et al.,
2009a, Ziotkowska y Wyszkowski, 2010). Adedokun y Ataga (2007) encontraron diferencias en
la germinacion y crecimiento de Vigna unguiculata creciendo en suelo contaminado con petroleo
crudo, gasolina y aceite de motor. En general, la presencia de hidrocarburos en el suelo interfiere
negativamente en el desarrollo de la planta (Nogueira et al., 2011). Sin embargo, la estructura
morfo-anatomica de la planta puede también ser afectada por los hidrocarburos del suelo

(Maranho et al., 2006; Inckot et al., 2008).



El diésel es un producto derivado del petrdleo y constituye el principal origen de
contaminacion ambiental. El incremento del uso del diésel en los motores de autos y camiones, y
en los generadores de luz ha dado lugar a un notable aumento en la demanda de este combustible
(Ogbo, 2009). Por lo que, se han incrementado los derrames accidentales y la contaminacion de
los suelos agricolas (Njoku et al., 2009b). La degradabilidad del diésel depende de la estructura
quimica de sus componentes. El diésel esta principalmente compuesto de una mezcla compleja
de hidrocarburos, la cual consiste del 75% de n-alcanos (C12-C26) y 25% de hidrocarburos
aromaticos incluyendo los hidrocarburos policiclicos aromaticos (Douglas et al., 1992; Marchal
et al., 2003; Khalladi et al., 2009; Njoku et al, 2009a; Mackinon y Duncan, 2013). Los n-alcanos
son mas rapidamente degradables que los cicloalcanos e isoalcanos (cadenas de carbono
ramificadas) que son comUnmente méas recalcitrantes (Marchal et al., 2003), mientras que los
hidrocarburos de bajo peso molecular como por ejemplo, el combustéleo, son mas tdxicos que
los de alto peso molecular (Chaineau et al., 1997). Los componentes mas toxicos y persistentes
del diésel son los hidrocarburos policiclicos aromaticos, debido a sus propiedades hidrofébicas,
recalcitrantes, carcinogénicas, mutagénicas y teratogénicas (Johnsen y Karlson, 2007; Patrolecco
etal., 2010; Wolz et al., 2011).

El diésel es hidrofobico y su movimiento en el perfil del suelo es altamente dependiente
de las caracteristicas del suelo, como el tamafio de particula y el contenido de materia organica.
La materia orgénica debido a su caracteristica hidrofobica se une al diésel y retarda su
movimiento a través del suelo (Adam et al., 2002). El diésel es uno de los combustibles mas
fitotoxicos que se encuentra en sitios contaminados, y sus efectos sobre las plantas son variables
e inician después de la disrupcion de la relacion planta—agua en el suelo (Njoku et al., 2009a).

Ademas, la biomasa de la parte aerea y de la raiz es afectada; por ejemplo, Hou et al. (2001)



encontraron que la biomasa de la parte aérea de Lolium perenne, crecido en suelo contaminado
con 5 mg g™ de diésel, fue reducida en mas del 50% comparado con un control sin contaminante;
mientras que la biomasa de la raiz no fue severamente afectada al mostrar so6lo 20% de
reduccion. Otro estudio demostré que la reduccion de la biomasa de la parte aérea de Melilotus
albus fue del 80% en comparacion con el control sin contaminar, mientras que la biomasa de la
raiz se redujo en 40% dependiendo de la concentracion de diésel (Hernandez-Ortega et al.,
2012). El establecimiento de plantas en suelos contaminados con diésel puede ser problematico
si las concentraciones del combustible en el suelo son altas; sin embargo, los niveles de
tolerancia dependeran de la especie vegetal con la que se trabaje (Adam y Duncan, 2002, 2003;
Hernandez, 2009; Kroening et al., 2001). Ademas, el diésel afecta la fotosintesis de las plantas
por el dafio causado a las clorofilas y a los fotosistemas. Por ejemplo, se ha demostrado que la
concentracion de clorofila disminuye linealmente con el incremento de la concentracion de
diésel, incluso a niveles bajos de contaminacién (0.1-100 mg kg™) (Green et al., 1996; Njoku et

al., 2009a).

Los contaminantes organicos como inductores de estrés abiético en plantas

El principal efecto fisioldgico por la presencia de contaminantes organicos en las
plantas, es la reduccion del crecimiento debido a la generacion de estrés osmotico y estrés
oxidativo. Durante el estrés osmotico el dafio comienza inmediatamente después de que la
concentracion del contaminante en la rizosfera aumenta por encima del nivel de tolerancia de la
planta, debido al efecto hidrofobico que limita la disponibilidad del agua para las raices, y como
consecuencia se inhibe el crecimiento, se reduce la division y elongacion celular, y se disminuye

el area foliar y la tasa fotosintética (Njoku et al., 2009b; Oguntimehin et al., 2010). Un aspecto



secundario de la contaminacion en plantas es el estrés inducido por la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) en las que se incluyen el radical superdxido (Oy), radical hidroxilo
(OH), peréxido de hidrégeno (H,0.), oxigeno singulete (*O,), radical hidroperoxilo (HO,),
radical peroxilo (ROy) y radical alcoxilo (RO") (Parent et al., 2008; Garg y Manchanda, 2009;
Gill y Tuteja, 2010).

Este dafio oxidativo se manifiesta por la alteracion de biomoléculas fundamentales
como azucares, lipidos, proteinas, ADN y vitaminas (Foyer y Noctor, 2005). Las ERO actlan
sobre las cadenas laterales en los residuos aminoacidicos, fragmentando la proteina o formando
uniones entre ellas (Therond et al., 2000). Los acidos grasos que no solo actlan como reserva
metabdlica sino que ademas forman parte de los fosfolipidos de la membrana y regulan la fluidez
de ésta, son particularmente susceptibles al ataque por ERO generando la peroxidacion de lipidos
(Koca et al., 2007). La peroxidacién conlleva cambios importantes en la estructura y funcion de
las membranas, alterando el potencial eléctrico, inhibiendo el transporte de metabolitos,
modificando los receptores de hormonas y la produccién de mensajeros quimicos (Nandwal et
al., 2007). El estrés oxidativo también ocasiona la alteracion y ruptura de la cadena de ADN, la
cual reacciona con OH", en donde se pueden originar mutaciones (Mgller et al., 2007). La
acumulacién de ERO durante el estrés provoca efectos adversos en la planta, por lo que esta ha
desarrollado mecanismos de defensa mediante la produccion de un complejo sistema
antioxidante conformado por moléculas enzimaticas y no enzimaticas que controlan el nivel de
ERO, para mitigar y reparar el dafio oxidativo celular (Miller et al., 2008). Mé&s aun, se ha
avanzado en la implicacion de las ERO en las plantas, como moléculas asociadas a la
transduccion de sefiales que se desencadenan ante las situaciones de estrés (Foyer y Noctor,

2009).



Los antioxidantes enzimaticos estdn constituidos por un conjunto de enzimas,
localizadas en diferentes compartimentos celulares, superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), peroxidasas (POX) y las enzimas del ciclo Halliwell-Asada o ascorbato-glutation
[ascorbato peroxidasa (APX), dehidroascorbato reductasa (DHAR), monodehidroascorbato
reductasa (MDHAR) y glutation reductasa (GR)] (Blokhina et al., 2003). La SOD es una
metaloenzima que lleva a cabo la eliminacion del O,” mediante una reaccion de dismutacion
(Rubio et al., 2007). Existen tres tipos de SOD dependiendo del metal que utilizan como
cofactor: cobre y zinc (CuzZnSOD), manganeso (MnSOD) o hierro (FeSOD), los tres tipos de
enzimas estan localizadas en diferentes compartimentos de la célula. En general, las CuZnSOD
se localizan en cloroplastos, peroxisomas y citosol, las MnSOD en mitocondrias y peroxisomas,
y las FeSOD en cloroplastos (Alscher et al., 2002).

La CAT es una hemoproteina tetramérica ampliamente distribuida en las plantas,
elimina el H,O, sin requerir el aporte de poder reductor; contrario a las reacciones catalizadas
por las peroxidasas, la CAT presenta baja afinidad por el H,O,, lo que determina que sea poco
eficiente en la eliminacion de concentraciones bajas de H,O,. En las plantas, la mayoria de las
CAT estan localizadas en los peroxisomas donde la concentracién de H,O, es muy alta; sin
embargo, esta ausente en citoplasma y cloroplastos, donde la eliminacion del H,O, es llevada a
cabo por la APX y por otras POX (Corpas et al., 2001; Hu et al., 2010). Las POX pertenecen a
una gran familia de enzimas que se encuentran en hongos, plantas y vertebrados. En plantas, el
numero de isoenzimas puede ser extremadamente alto, hasta 40 genes codifican para las POX en
una planta, y varias modificaciones postranscripcionales y postransduccionales pueden generar
otras isoformas (Balen et al., 2003), ademas el patron de expresion es especifico del tejido

(Hiraga et al., 2000). Las POX catalizan la destruccion del H,O,, mientras que las peroxidasas
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que oxidan guaiacol in vitro, se llaman de forma genérica guaiacol peroxidasas (GPX) y se
localizan en citosol, vacuola, pared celular y apoplasto (Ghamsari et al., 2007). Aparte de su
funcion como antioxidantes, las peroxidasas pueden participar en diferentes procesos fisiolgicos
como: alargamiento de la célula, biosintesis y degradacion de lignina, catabolismo de auxinas, y
respuesta de defensa a heridas (Yoshida et al., 2003).

Entre los antioxidantes no enzimaticos destacan los carotenoides, tocoferoles,
flavonoides, ascorbato y glutation, que funcionan directamente como sistema de defensa
antioxidante o indirectamente como cofactor de distintas actividades enzimaticas (Shao et al.,
2008). El ascorbato o vitamina C, en su forma reducida (AsA) juega un papel importante en el
crecimiento, desarrollo y en la respuesta al estrés en la planta (Debolt et al., 2007). Es un
compuesto reductor hidrosoluble abundante en plantas, identificado en distintos tipos de células,
organulos y apoplasto, y actia como cofactor de enzimas antioxidantes que destruyen diferentes
ERO. El AsA influye en diversas actividades enzimaticas y reduce el dafio oxidativo en una
funcion sinérgica con otros antioxidantes (Foyer y Noctor, 2005). El glutation es un triol
tripéptido (acido glutamico-glicina-cisteina), detectado en citosol, reticulo endoplasmico,
vacuola y mitocondria (Blokhina et al., 2003), y su sintesis implica dos etapas dependientes de
ATP, la primera catalizada por la enzima vy-glutamilcisteina sintetasa y la segunda por la
glutation sintetasa (Herrera et al., 2007). El glutation reducido (GSH) actla destruyendo
directamente ERO, o a través del ciclo ascorbato-glutation; su funcion como antioxidante reside
en el grupo sulfhidrilo de la cisteina, el cual tras oxidarse establece un puente disulfuro con el
grupo tiol de una segunda molécula de GSH para formar glutation oxidado (GSSG), de esta
forma elimina por reaccion directa el OH’, el O, y radicales organicos, ademas participa en la

reduccion del DHA a AsA, mediante la reaccion catalizada por la dehidroascorbato reductasa. La
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funcién del GSH se hace mas evidente en condiciones de estrés (Foyer et al., 2001). También
posee otras funciones como transporte y almacenamiento de azufre, control del estado redox de
la célula, proteccion de los grupos tiol de las proteinas, participacion en el ciclo celular,
induccion de expresion de genes de defensa ante patdgenos, percepcion y respuesta en estrés
abidtico actuando como sensor celular, produccion de fitoquelatinas, desintoxicacion de metales

pesados y de compuestos xenobidticos (Foyer y Noctor, 2005).

Las plantas y su adaptacion a la contaminacion por hidrocarburos

El transporte de agua es esencial para la fijacion de carbono en las plantas terrestres. El
transporte de agua normalmente ocurre en estado metaestable, es decir, mientras que el agua del
xilema estd bajo presion negativa de acuerdo con la teoria tension-cohesion. Cuando los
conductos de Xxilema contienen agua metaestable son propensos a la cavitacion, evento que
ocurre cuando la continuidad de una columna de agua se rompe y el aire desplaza el agua en un
conducto del xilema. Practicamente la evolucion de todos los organismos terrestres (plantas y
animales) depende de la fuente de alimento y energia, los cuales estan relacionados al método
precario por el cual se transporta el agua (Cai y Tyree, 2010).

La conductividad hidraulica, es uno de los principales parametros que reflejan la
capacidad de la raiz para absorber agua de la rizosfera (Li y Liu, 2010), y tiene una estrecha
correlacion con las relaciones hidricas de la planta en condiciones normales y en situaciones de
estres (Mu et al., 2006). La cavitacion inducida por estrés hidrico es una de las principales
limitantes para el establecimiento de plantas en ambientes con baja disponibilidad de agua
(McDowell et al., 2008; Kursar et al., 2009). La cavitacion del xilema y el embolismo

(saturacion con aire o vapor de agua de los elementos xilematicos) resultante, conducen a la
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disminucion de la conductividad hidraulica del érgano afectado (Gil-Pelegrin et al., 2005; Ortega
y Collazo, 2013). Esta reduccion en la capacidad hidraulica influye en el estado hidrico foliar,
impone limitaciones sobre el intercambio gaseoso de la hoja y en Gltima instancia, el crecimiento
y desarrollo de la planta (Davis et al., 2002; Brodribb y Cochard, 2009). Aquellas especies
adaptadas a ambientes secos o que han sufrido estrés hidrico son menos vulnerables a la
cavitacion y por lo tanto, mantienen la capacidad de transportar el agua a potenciales hidricos
mas negativos (Choat et al., 2010). El balance de agua esta determinado principalmente por la
tasa de absorcion de agua por las raices, el transporte de agua a través de la planta y la pérdida de
agua por transpiracion (Marjanovi¢ et al., 2005). En consecuencia, se considera que la raiz es un
enlace critico en el continuo suelo-planta-atmosfera (Javot y Maurel, 2002).

Como se ha mencionado, los hidrocarburos se unen a la superficie de las raices creando
un ambiente hidrofébico limitando la absorcion de agua, y la toxicidad de los compuestos del
petroleo también limitan la respiracién celular (Issoufi et al., 2006). La contaminacion con
petroleo crudo afecta la emergencia de las plantas debido a una toxicidad directa del embrion o
por el desarrollo de un ambiente anaeroébico e hidrofébico en el suelo. EI modo de accién de un
contaminante organico en las raices se atribuye a la disrupcién celular como un efecto directo
sobre la respiracion mitocondrial o indirectamente a través del crecimiento y division celular
(Issoufi et al., 2006).

Los contaminantes organicos penetran en las células vegetales causando cambios
significativos en los diferentes procesos metabdlicos intracelulares. Esto se manifiesta en primer
lugar en la activacion de procesos inductivos dirigidos a la sintesis de enzimas responsables de la
detoxificacion de contaminantes (Sadunishvili et al., 2009). Sin embargo, las plantas reaccionan

de manera diferente a la contaminacion del suelo por los hidrocarburos. La mayor parte de los
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estudios indican que hay poco desarrollo de las plantas en suelos contaminados (Li et al., 1997;
Chupakhina y Maslennikov, 2004; Merkl et al., 2005b; Achuba, 2006; White et al., 2006a,
2006b; Omosum et al., 2008; de Farias et al., 2009) y que algunas sustancias derivadas del
petroleo retardan la germinacion de semillas (Zidlkowska y Wyszkowski, 2010), aunque hay
registro de mayor longitud radical e incluso recuperacion de biomasa (Merkl et al., 2005a).
Ademas se han reportado cambios estructurales relacionados con mayor ramificaciéon (Adam y
Duncan, 1999), modificacion en la forma de las células de la raiz (de Farias et al., 2009;
Omosum et al., 2008; Sadunishvili et al., 2009), reduccion en la regién meristematica (Inckot et
al., 2008; Ziolkowska y Wyszkowski, 2010), reduccion en la division celular de la raiz (Merkl et
al., 2004; Achuba, 2006), alteracion en la estructura de los pelos radicales (Alkio et al., 2005;
Ziolkowska y Wyszkowski, 2010), reduccion de area foliar, alteracion en la densidad estomatica
(Maranho et al., 2006; Omosum et al., 2008; Adenipekun et al., 2008) y modificaciones en
aspecto y espesura de la cera epicuticular (Omosum et al., 2008). Estos cambios se han
registrado en diferentes especies crecidas en suelo contaminado, y se considera que son parte de
las adaptaciones que las plantas presentan para poder desarrollarse bajo estas condiciones de

estrés.

Plantas Utiles en procesos de fitorremediacion

La fitorremediacion se refiere al uso de las plantas con capacidad para extraer,
inmovilizar o eliminar los contaminantes (Tlustos et al., 2006). Las plantas capaces de crecer en
suelos contaminados con hidrocarburos participan en su degradacion a través de la rizosfera,
estimulando el crecimiento de microorganismos rizosféricos, los cuales aumentan la actividad de

la biomasa microbiana, permitiendo la aceleracion de la degradacion de los contaminantes
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(Ferrera-Cerrato et al., 2006; Omosum et al., 2009). Las plantas y sus raices pueden influir
indirectamente en la degradacion de contaminantes mediante la alteracion de las condiciones
fisicas, quimicas y biologicas del suelo (Sangabriel et al., 2006). La fitorremediacion puede ser
directa, donde las plantas actGan sobre el compuesto, o indirecta, donde éstas se utilizan para
estimular microorganismos en la rizosfera (Mufioz et al., 2010; Delgadillo-Lépez et al., 2011).

Algunas especies pueden tolerar y crecer en sustratos con hidrocarburos (Quifiones-
Aguilar et al., 2003; Pilon-Smits, 2005; Bona et al., 2011; Herndndez-Ortega et al., 2012), y
junto con los microorganismos asociados a la rizosfera pueden contribuir a la descontaminacion
del suelo favoreciendo la recuperacion de areas contaminadas (Siciliano y Germida, 1999; Tesar
et al., 2002; Singer et al., 2003). Sin embargo, para seleccionar las especies vegetales con
potencial para fitorremediacion, es necesario identificar especies resistentes y comprender como
reaccionan a dicha contaminacion. Por lo tanto, el andlisis morfoanatémico puede revelar si la
planta presenta reacciones positivas 0 negativas en relacion al estrés causado por la
contaminacion del suelo (Bona et al., 2011).

En muchos estudios, gramineas y leguminosas han sido seleccionadas por su potencial
para favorecer la disminucién de los contaminantes (Ferrera-Cerrato et al., 2007; Xu et al., 2009;
Cheema et al., 2010; Hamdi et al., 2012; Wang et al., 2012). Las leguminosas son consideradas
para la fitorremediacion debido a su habilidad para fijar nitrogeno, por lo que no compiten con
otros microorganismos y con plantas por el limitado suministro de nitrégeno disponible en sitios

contaminados (Ferrera-Cerrato et al., 2006; Issoufi et al., 2006; Bento et al., 2012).

Medicago sativa
La alfalfa tiene su area de origen en Asia Menor y sur del Calcaso, abarcando paises

como Turquia, Irak, Iran, Siria, Afganistan y Pakistan. Los persas introdujeron la alfalfa a Grecia
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y de ahi paso a Italia en el siglo IV a.C. La gran difusion de su cultivo fue llevada a cabo por los
arabes a través del norte de Africa, llegando a Espafia donde se extendio a toda Europa (Muller et
al., 2003).

La alfalfa es una planta perenne, vivaz y de porte erecto perteneciente a la familia
Fabaceae y cuyo nombre botanico es Medicago sativa L. (SIAP-SAGARPA, 2010). La raiz
principal es pivotante, robusta y muy desarrollada (hasta 5 metros de longitud) con numerosas
raices secundarias y posee una corona que sale del terreno, de la cual emergen brotes que dan
lugar a los tallos. Estos son delgados, erectos y muy consistentes para soportar el peso de las
hojas y de las inflorescencias. Las hojas son trifoliadas, aunque las primeras verdaderas son
unifoliadas, los margenes son lisos y con los bordes superiores ligeramente dentados, la flor
caracteristica de esta familia, es de color azul o purpura, con inflorescencias en racimos que
nacen de las axilas de las hojas (Figura 3.1). El fruto es una legumbre indehiscente sin espinas
que contiene entre 2 y 6 semillas amarillentas, arrifionadas y de 1.5 a 2.5 mm de longitud (Del

Pozo, 1983).

Figura 3.1. Hojas trifoliadas y flores parpuras durante el desarrollo de alfalfa (Medicago sativa).
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La alfalfa es uno de los cultivos mas importantes en todo el mundo para usarse como
forraje, ya que tiene el valor nutricional méas alto de los cultivos forrajeros y debido a su gran
plasticidad puede prosperar en regiones semiaridas, himedas y subhumedas (Mo et al., 2011).
Ademas, es una leguminosa con cierta tolerancia a la sequia, por lo que se usa para la
rehabilitacion de espacios degradados, y también contribuye a reducir ciertas plagas y
enfermedades (Prosperi et al., 2006). Por sus caracteristicas bromatoldgicas y nutritivas, la
alfalfa es el principal forraje que sustenta la produccion de leche en el mundo (Vazquez-Vazquez
et al., 2010). La alfalfa ocupa el 57% (36, 000 ha) de la superficie sembrada en la region de la
Comarca Lagunera (Godoy et al., 2003). Por ser una especie perenne con raices profundas la
alfalfa puede tener un gran potencial para la remediacion de contaminantes organicos, como los
bifenilos policlorados y los hidrocarburos policiclicos aromaticos (Chekol et al., 2004; Fan et al.,
2008; Wu et al., 2008a, 2009; Teng et al., 2010, 2011; Gao et al., 2011). Muratova et al. (2003)
sugieren que los exudados radicales de la alfalfa son ricos en acidos orgéanicos y nitrégeno
mineral, y pueden promover el crecimiento de microorganismos en el suelo, incluyendo los

degradadores de hidrocarburos policiclicos aromaticos.

Asociacion micorrizica

La micorriza es una asociacion tipicamente mutualista entre diversos grupos de hongos
con el sistema radical de las plantas (Flores-Vindas, 1999; Alvarez et al., 2013). Las
asociaciones micorrizicas existen en casi todas las plantas terrestres; sin embargo, esta simbiosis
no es tan especifica como aquella responsable de la fijacion de nitrogeno atmosférico. Una planta
puede tener varios hongos micorrizicos que colonizan la raiz y con ello, establecer la simbiosis

(Coyne, 2000).
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Existen tres grupos de micorrizas de importancia para los suelos agricolas y forestales: las
ectomicorrizas, las endomicorrizas, y las ectendomicorrizas (Coyne, 2000; Kaul, 2002; Alvarez
et al., 2013). Las endomicorrizas se dividen en varios tipos: micorriza ericoide, micorriza

orquidoide y micorriza arbuscular (Dickison, 2000; Alarcon, 2007; Alvarez et al., 2013).

Hongos micorrizicos arbusculares

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son considerados como un componente
microbiano importante en la adaptacion y nutricion de las plantas (Smith y Read, 1997; Alvarez
et al., 2013). En esta simbiosis el sistema radical suministra carbohidratos para el metabolismo
de los HMA, lo cual permite su proliferacion y ciclo de vida (Bago et al., 2000). A cambio, los
HMA proporcionan mejor absorcion de nutrientes y agua a las plantas, via micelio externo e
interno (Smith y Read, 1997). La simbiosis de las plantas con los HMA, se caracteriza por la
presencia de estructuras fangicas especificas, Ilamadas arbusculos, que colonizan las células
corticales de las raices. Los arbusculos son las estructuras de interaccion simbi6tica en las cuales
se lleva a cabo el intercambio metabdlico bidireccional entre el hongo y la planta (Flores-Vindas,
1999; Coyne, 2000; Alvarez et al., 2013).

Los HMA mejoran en general, el crecimiento de las plantas al favorecer la adquisicion de
nutrientes como fosforo y zinc (Jansa et al., 2003; Quoreshi y Khasa, 2008), estimulan la fijacion
del nitrogeno en las plantas asociadas a bacterias fijadoras de nitrégeno (Mortimer et al., 2008;
Erman et al., 2011), aumentan la tolerancia a las enfermedades en las plantas mejorando su
nutricion y compitiendo con microorganismos patdgenos por el espacio en las raices de las
plantas (Khalil et al., 2001; Rivera et al., 2002; Elsen et al., 2003; Fierro-Coronado et al., 2013),

inmovilizan algunos metales pesados y fertilizantes quimicos (Vogel-Mikus et al., 2005; Huang
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et al., 2007; Redon et al., 2008). Ademas, optimizan el uso del agua incrementando la tolerancia
a la sequia (Marulanda et al., 2003; Al-Karaki et al., 2004; Benabdellah et al., 2011; Ruiz-
Lozano et al., 2012), debido a la produccion de glomalina se incrementa la formacién de
macroagregados mejorando la estructura del suelo y su fertilidad (Jeffries et al., 2003),
incrementan la tolerancia de las plantas a diferentes factores de estrés como salinidad,
temperatura y plaguicidas (Zhu et al., 2010; Abdel Latef y Chaoxing, 2011; Ipsilantis et al.,

2012; Campanelli et al., 2013).

Asociacion hongo micorrizico arbuscular-planta durante la fitorremediacion de suelos
contaminados por hidrocarburos

La inoculacion de plantas con HMA se ha enfocado en la evaluacion de los beneficios
que éstos proporcionan a la planta, principalmente, en la adquisicion de nutrimentos y agua
(Caravaca et al., 2005). Los beneficios directos estan relacionados con el aumento en la
adaptacion y el crecimiento de la planta, incluyendo incrementos en la nutricion, y en la
resistencia a estrés biotico y abidtico (Alarcon et al., 2008; Cheung et al., 2008, Liu y Dalpé,
2009; Teng et al., 2010; Wu et al., 2011; Yu et al., 2011). Sin embargo, la simbiosis con HMA
puede proporcionar importantes efectos en la fitorremediacion de suelos contaminados con
compuestos organicos e inorganicos (Cabello, 2001; Joner y Leyval, 2003a, 2003b; Verdin et al.,
2006; Wu et al., 2008a; Gao et al., 2011; Yu et al., 2011). Ademas, los HMA tienen potencial
para estabilizar contaminantes organicos como los hidrocarburos del petroleo (HP) (Kirk et al.,
2005).

Los HMA tienen la capacidad de aumentar actividades enziméticas cuando se encuentran

sometidas a contaminantes organicos (Liu et al., 2004; Debiane et al., 2009; Tang et al., 2009) e
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inducir la resistencia de Acacia angustissima, A. auriculiformis, A. holosericea, Cedrela odorata,
Haematoxylum campechianum, Swietenia macrophylla, Tabebuia rosea, Zea mays, Brachiaria
decumbens ante el estrés causado por petréleo, diésel, biodiésel y antraceno (Tang et al., 2009;
Bento et al., 2012; Pérez-Herndndez et al., 2013; Trejo et al., 2013). Asimismo, los HMA
mejoran el crecimiento de Corchotus capsulari, Medicago sativa, Telfairia occidentalis Zea
mays ante concentraciones de antraceno, fenantreno, diésel y aceite de motor (Cheung et al.,
2008; Tang et al., 2009; Wu et al., 2009; Okon y Udofot, 2012).

Los efectos de los hidrocarburos sobre los HMA dependen de la especie de hongo, de la
concentracion y del tipo de contaminante. Asi, el benzo(a)pireno, antraceno, fenantreno y diésel
afectan la colonizacion, la longitud de hifas extrarradicales y la formacion de esporas en cultivo
in vitro con Cichorium intybus y en sustrato con Medicago sativa, Melilotus albus y Casuarina
equisetifolia (Debiane et al., 2008, 2009, 2011, 2012; Wu et al., 2009; Hernandez-Ortega et al.,
2012; Diaz-Martinez et al., 2013). Las plantulas de Medicago sativa sometidas a benzo(a)pireno
(0, 1, 10 y 100 mg kg™), fenantreno (103 mg kg™) y pireno (74 mg kg™) e inoculadas con
Glomus caledonium, Glomus mosseae y Glomus etunicatum degradaron estos contaminantes en
un 87%, 98.6% y 88% respectivamente, en comparacion con el tratamiento sin HMA (Liu et al.,
2004; Gao et al.,, 2011). Otras especies como Lolium multiflorum inoculadas con Glomus
mosseae, incrementaron la degradacion de fenantreno y pireno (Yu et al., 2011).

Algunos estudios con Melilotus albus demuestran que los HMA mejoran la biomasa
vegetal, el contenido de nutrientes y la actividad antioxidante en plantas cultivadas en arena
contaminada con diésel a una concentracién de 7500 mg kg™, cuya degradacién fue mayor
(47%) en plantas inoculadas con Glomus Zac-19 en comparacion con las no inoculadas (29.8%)

(Hernandez-Ortega et al., 2012). Ademas, Glomus intraradices puede tener efecto positivo sobre
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las plantas hospederas disminuyendo la concentracion de ERO por el incremento de la actividad

de sistemas antioxidantes (Debiane et al., 2008, 2009).

Discusion general de la revision de literatura y justificacion

La contaminacién con hidrocarburos del petroleo es un problema mundial y debido a que
son compuestos recalcitrantes y toxicos, es primordial aplicar técnicas de biorremediacion para
la recuperacion de los suelos contaminados. Los métodos de fitorremediacion de suelos en los
ultimos afios han proporcionado grandes aportaciones en la remocién de contaminantes
organicos, como los combustibles derivados del petréleo. Sin embargo, la contaminacion por HP
y su efecto en especies de leguminosas con capacidades para acumular y degradar contaminantes
en simbiosis con microorganismos como bacterias fijadoras de nitrégeno y HMA, son aspectos
poco estudiados. Ademas, las técnicas de fitorremediacion de suelos se realizan generalmente
con plantas de importancia agricola o con especies de ciclos cortos (gramineas y leguminosas),
considerando principalmente la tolerancia y el crecimiento de las plantas. La informacion
recabada sobre la asociacion de especies vegetales con HMA indica excelentes cualidades de
adaptacion a sitios poco aptos para el desarrollo de las plantas. Es decir, el hongo le proporciona
beneficios nutricionales y de absorcion de agua para que la planta pueda incrementar la
produccidn de biomasa, tanto de parte aérea como de raiz.

Recientemente se ha demostrado que la contaminacion con HP genera estrés oxidativo en
las plantas, incrementando los niveles de peroxido de hidrogeno en hojas y reduciendo la
actividad de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Las plantas al ser inoculadas con HMA
tienen la capacidad de reducir el dafio oxidativo generado por HP. Sin embargo, poco se conoce

sobre los cambios anatomicos que los contaminantes organicos puedan generar en plantas de
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leguminosas asociadas con HMA. Por otro lado, es de vital importancia conocer los mecanismos
de respuesta de las leguminosas y de los HMA, de forma individual o en simbiosis, ante la
contaminacion por HP. Asi, este trabajo consistio en evaluar el crecimiento, las actividades
fisiologicas y expresion de genes de Medicago sativa en respuesta al estrés por la contaminacion
con diésel, asi como evaluar el efecto de la inoculacion de un hongo micorrizico arbuscular bajo

condiciones de estrés causado por este contaminante.
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CAPITULO IV

Desarrollo de Rhizophagus intraradices en cultivo monoxénico en presencia de diésel

RESUMEN

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) colonizan numerosas especies vegetales en todos
los sistemas edéaficos. En suelos contaminados con compuestos organicos varias especies
vegetales se adaptan a estos sitios cuando son colonizadas por HMA; sin embargo, pocos
estudios se han enfocado a evaluar el desarrollo de HMA ante contaminantes organicos. Este
trabajo evalud la tolerancia y el desarrollo de Rhizophagus intraradices en medio contaminado
con diésel. Las raices transformadas de zanahoria colonizadas por R. intraradices fueron crecidas
en cajas Petri con medio minimo (M) solidificado, contaminado con diferentes concentraciones
de diésel (1000 y 10000 pL L™), incubadas en oscuridad a 27 °C. Después de 20 semanas, se
evalu6 el peso seco de raices, numero de esporas y porcentaje de colonizacion. El diésel
disminuyé significativamente la biomasa radical al incrementar la dosis. El porcentaje de
colonizacion en raices sin contaminar (control) alcanz6 37.5%, reduciendo significativamente en
presencia del diésel. EI nimero de esporas en el control fue alrededor de 5000 por caja Petri,
observandose que por efecto del diésel; la esporulacion se redujo 2.8 veces ante 1000 pL L,y
se inhibié completamente ante 10000 pL L™. Los resultados dan mayor conocimiento sobre la

toxicidad del diésel en los HMA.

Palabras clave: contaminante organico, raiz transformada, esporas, micelio extrarradical,

colonizacién micorrizica arbuscular.
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CHATER IV

Development of Rhizophagus intraradices in diesel-contaminated monoxenic cultures

ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) colonize several plant species in all soil systems. At soils
contaminated with organic compounds, plant species have better adaptation when colonized by
AMF; few studies have been focused on evaluating the development of AMF against organic
pollutants. This study evaluated both tolerance and development of Rhizophagus intraradices
established in diesel-contaminated medium. Transformed roots of carrot colonized with
Rhizophagus intraradices were grown in Petri dishes with solidified minimal medium (M),
contaminated with two concentrations of diesel (1000 and 10000 uL L™), and incubated in
darkness at 27 °C. After 20 weeks, root dry weight, number of spores, and mycorrhizal
colonization were evaluated. Increasing diesel concentrations significantly decreased root
biomass. Mycorrhizal colonization of roots without diesel (control) was 37.5%, but, it was
significantly reduced due to this contaminant. The number of spores in the control was about
5000 per Petri dish; in contrast, sporulation was significantly reduced 2.8 times at 1000 pL L™,
but completely inhibited at 10000 pL L™. These results provides better knowledge about the

toxic effects of diesel to AMF.

Key words: organic contaminant, transformed root, spores, extraradical mycelium, arbuscular

mycorrhizal colonization.
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INTRODUCCION

Los combustibles derivados del petroleo se han convertido en un tema de investigacion
de alto impacto en los dltimos afios debido a la toxicidad que generan en el ambiente. Los
hidrocarburos del petréleo (HP) son el resultado de la combustion incompleta de combustibles
fosiles, de procesos industriales y de incendios forestales (Johnsen y Karlson, 2007; Srogi, 2007,
Bhalerao, 2013). La contaminacion residual de los suelos por HP es motivo de preocupacion
debido a que éstos afectan adversamente la germinacion de semillas y el crecimiento de las
plantas (Luhach y Chaudhry, 2012). Ademés, los HP se caracterizan por su toxicidad, su
potencial cancerigeno y su persistencia por su baja solubilidad y biodisponibilidad (Verdin et al.,
2006; Srogi, 2007).

El uso de plantas colonizadas con HMA para la remediacion de suelos contaminados
con HP se enfoca en dos aspectos 1) mejorar el establecimiento y el desarrollo de plantas en
suelos contaminados, y 2) incrementar la degradacion de los hidrocarburos (Leyval et al., 2002;
Bhalerao, 2013). Sin embargo, el desarrollo de los HMA en diferentes especies vegetales es
afectado negativamente cuando las plantas crecen en suelos contaminados con petréleo crudo
(Cabello 1997), por la adicion de suelo industrial contaminado con hidrocarburos policiclicos
aromaticos (Leyval y Binet, 1998), o en arena con diésel (Hernandez-Ortega et al., 2012). Sin
embargo, el desarrollo de HMA mostré un aumento en supervivencia y crecimiento de la planta
en presencia de los hidrocarburos (Joner y Leyval, 2001; Hernandez-Ortega et al., 2012).

En las ultimas decadas, los HMA se han obtenido in vitro a partir de cultivos de raices
(Fortin et al., 2002). Estos cultivos han permitido comprender mejor la funcion de los HMA y
han proporcionado informacion bésica de su citologia, genética, fisiologia, sistematica y

filogenia (Declerck et al., 2005). Ademas, el cultivo in vitro de raices micorrizadas ha sido usado
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para evaluar la toxicidad de plaguicidas (Wan et al., 1998; Hillis et al., 2008; Zocco et al., 2008;
Campagnac et al., 2009, 2010), y de hidrocarburos policiclicos aromaticos en el desarrollo y la
colonizacion de HMA (Verdin et al., 2006; Debiane et al., 2009). Por lo anterior, este trabajo
evalu6 el efecto del diésel en el desarrollo del hongo micorrizico arbuscular Rhizophagus

intraradices en raices transformadas de zanahoria (Daucus carota L.) en cultivo monoxénico.

MATERIAL Y METODOS
Establecimiento de cultivos monoxénicos en caja dividida

Los cultivos monoxeénicos de Rhizophagus intraradices ((N.C. Schenck & G.S. Sm.) C.
Walker & A. SchuBler, 2010) se establecieron en raices transformadas (linea DC2) de zanahoria
(Daucus carota L.) crecidas en cajas de Petri con medio minimo (M) descrito por Bécard y
Fortin (1988) pero solidificado con Gel Rite® (ver Anexo |, Cuadro Al-4.1). Después de tres
meses de cultivo, se tomaron segmentos de 2.5 cm de raiz colonizada y se colocaron en cajas de
Petri dividida, que contenian medio M en el primer compartimento (compartimento radical, CR).
Las cajas se mantuvieron en oscuridad a 27 °C por tres semanas. Posteriormente, a cada caja se
le coloco en el segundo compartimento (compartimento fangico, CF) medio M contaminado con
diésel, o medio sin contaminar (control). Las concentraciones aplicadas del contaminante fueron
1000 y 10000 pL L™. Los cultivos se mantuvieron a 27 °C en oscuridad por ocho semanas.

Después de este tiempo se peso el micelio extrarradical (hifas y esporas producidas en el CF).

Establecimiento de cultivos monoxénicos en caja completa
A partir de cultivos monoxenicos de Rhizophagus intraradices ya establecidos con tres

meses de desarrollo, previamente descritos, se tomaron fragmentos de 2.5 cm de raiz colonizada
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y sin colonizar, y se colocaron a la mitad de la caja de Petri con medio M contaminado o sin
contaminar con diésel, en concentraciones de 1000 y 10000 pL L™. Las cajas se mantuvieron a
27 °C en oscuridad por 20 semanas. Después de este tiempo las cajas fueron evaluadas tomando
en cuenta la produccion de biomasa de raices de zanahoria, se tomd el peso fresco de las raices
colonizadas y sin colonizar, y el peso seco de las raices colonizadas. Ademas, se evalud el

porcentaje de colonizacién micorrizica y la produccion de esporas.

Anélisis estadistico

Se utilizé un experimento con un disefio completamente al azar con tres tratamientos
(concentraciones de diésel) y cinco repeticiones. Los datos fueron analizados mediante analisis
de varianza y con una prueba de comparacién de medias de Tukey, 0=0.05 (SAS Institute Inc.,

2002).

RESULTADOS
Desarrollo de cultivos monoxénicos en caja dividida

Después de ocho semanas, la presencia del diésel en el medio de cultivo afecto el
desarrollo de Rhizophagus intraradices (Figura 4.1A y B). La concentracién de 1000 pL L™
permitio el desarrollo de hifas extrarradicales y la produccion de esporas, mientras que la
concentracién de 10000 pL L™ redujo la formacion de hifas y con ello, la produccion de esporas.
Ademas, el desarrollo de micelio extrarradical en el CF sin diésel fue significativamente mayor
en comparacion con lo obtenido en el CF con medio M contaminado (10000 pL L™), donde el

desarrollo de las hifas fue mas lento (Figura 4.1C).
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Figura 4.1. Efecto del diésel en el desarrollo de micelio extrarradical de Rhizophagus intraradices en cultivo
monoxénico, después de ocho semanas. A) Compartimento fangico con medio M sin contaminar. B) Compartimento
fangico con medio M contaminado con 1000 uL de diésel L™. C) Peso fresco de micelio extrarradical (hifas +
esporas). Los valores son promedio de cinco cajas de Petri + error estandar. Barras con diferente letra son

estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05).

Desarrollo de cultivos monoxénicos en caja completa
Después de 20 semanas, la presencia de diésel en el medio de cultivo afectd el
desarrollo de las raices de zanahoria (Figura 4.2). El peso fresco de las raices colonizadas y sin

colonizar se redujo en 30% y 70% en promedio, ante las conentraciones de 1000 y 10000 pL L™,
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respectivamente (Figura 4.3A). El peso seco de raices con HMA present6 una reduccion de 50%

y 90% cuando fueron crecidas en 1000 y 10000 pL L™, respectivamente (Figura 4.3B).

Diésel
Control 1000 pL L* 10000 pL L™

Figura 4.2. Desarrollo de raices transformadas de zanahoria sin colonizar (A-C), y colonizadas con Rhizophagus

intraradices (D-F) en caja de Petri con medio M, después de 20 semanas de crecimiento.

Las observaciones microscopicas de raices de zanahoria tefiidas con azul de tripano
mostraron la presencia de hifas intrarradicales y esporas en raiz después de 20 semanas en medio
contaminado y sin contaminar. El porcentaje de colonizacion por R. intraradices en raices de

zanahoria fue reducido por la presencia de diésel; la reduccion de la colonizacion total fue del
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19.6% y 90.3% en la concentracién de 1000 pL L™ y 10000 pL L™, respectivamente (Figura
4.4). La presencia de hifas y esporas en raices de zanahoria fue baja en la concentracion de
10000 pL L™ No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de colonizacién de

hifas y esporas entre la concentracion de 1000 pL L™ y el control (Figura 4.4).
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Figura 4.3. Peso de raices transformadas de zanahoria (Daucus carota L.) después de 20 semanas de crecimiento en
ausencia o presencia de diferentes concentraciones de diésel. A) Peso fresco de raices colonizadas y sin colonizar
por Rhizophagus intraradices (HMA). B) Peso seco de raices colonizadas por HMA. Los valores son promedio de

cinco cajas de Petri * error estandar. Barras con diferente letra son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05).
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Figura 4.4. Colonizacién micorrizica en raices transformadas de zanahoria (Daucus carota L.) colonizadas por

Rhizophagus intraradices después de 20 semanas de crecimiento en ausencia (0) o presencia de diésel (1000 y

10000 pL L-1). Los valores son promedio de cinco cajas de Petri + error estandar. Barras con distinta letra en cada

estructura flngica son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05).

La presencia de diésel en el medio de cultivo en caja completa también afectd el

desarrollo de Rhizophagus intraradices (Figura 4.5A y B). La concentracién de 1000 pL L™

permitio el desarrollo de hifas extrarradicales y la produccion de esporas, mientras que en la

concentracién de 10000 pL L™ se redujo la formacion de hifas y no hubo formacién de esporas

(Figura 4.5C). El nimero promedio de esporas en el control fue de 5217 y en la concentracion de

1000 pL L™ fue de 1831 (Figura 4.5C).
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Figura 4.5. Efecto del diésel en el desarrollo de micelio extraradical de Rhizophagus intraradices en cultivo
monoxeénico, después de 20 semanas. A) control, medio M sin contaminar. B) medio M contaminado con 1000 pL
L. C) Namero de esporas de R. intraradices en ausencia o presencia de diésel. Los valores son promedio de cinco

cajas de Petri + error estdndar. Barras con diferente letra son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05).

DISCUSION

El desarrollo de micelio (hifas extrarradicales y esporas) por R. intraradices crecido en
medio sin diésel fue significativamente mayor que en el medio contaminado, donde el desarrollo
de las hifas fue mas lento y estuvo acompafiado por menor produccion de esporas. Este efecto
negativo en el desarrollo de micelio también se ha reportado para otros contaminantes, como
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benzo(a)pireno y antraceno, donde se redujo el crecimiento de la hifa extrarradical (Debiane et
al., 2008, 2009, 2011).

El incremento de la concentracion de diésel en el medio de cultivo redujo
significativamente el peso seco de raices transformadas de zanahoria colonizadas por R.
intraradices. Este efecto por la presencia del contaminante esta relacionado con los datos de
Verdin et al. (2006), quienes reportaron una disminucion en la biomasa de achicoria
(Chichorium intybus) colonizada por R. intraradices en presencia de antraceno.

La reduccion en el desarrollo de hifas extrarradicales, produccion de biomasa de raices
y disminucion de la colonizacion de HMA en raices, también se ha reportado en cultivos
monoxeénicos con fungicidas (Wan et al., 1998; Zocco et al., 2008; Calonne et al., 2010;
Campagnac et al., 2009, 2010).

Finalmente, bajo condiciones de cultivo monoxénico el incremento en la concentracion
de diésel redujo el desarrollo de hifas extrarradicales y con ello, disminuy6 la produccion de
esporas, la cual fue inhibida en la concentracion de 10000 pL L™. La reduccién en el nimero de
esporas se ha reportado en cultivos monoxénicos contaminados con antraceno y benzo(a)pireno
(Verdin et al., 2006; Debiane et al., 2008, 2009, 2011). Estas observaciones también estan
relacionadas con otros estudios que reportaron efectos negativos por fungicidas y salinidad en
cultivos monoxenicos de Rhizophagus intraradices y R. irregulare (Zocco et al., 2008;
Campagnac et al., 2009, 2010; Calonne et al., 2010; Campagnac y Khasa, 2014).

Los resultados mostraron que la presencia de diésel redujo significativamente la
colonizacidon micorrizica de raices de zanahoria y el desarrollo de R. intraradices. La inhibicion
del desarrollo de HMA puede tener un impacto negativo en el establecimiento de la simbiosis

micorrizica con su planta hospedera. Sin embargo, en las condiciones de contaminacion
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evaluadas, la micorrizacion y el crecimiento de R. intraradices (desarrollo de micelio
extrarradical y formacion de esporas intrarradicales) no fueron completamente inhibidos por el
efecto toxico del diésel.

Hasta la fecha, la mayoria de las investigaciones sobre los efectos de los contaminantes
ambientales en las plantas se han realizado utilizando compuestos inorganicos. Como
consecuencia, los efectos toxicos de muchos contaminantes orgénicos, tales como el diésel u
otros hidrocarburos, han sido poco estudiados (Debiane et al., 2009). Por lo tanto, este trabajo
contribuye al conocimiento de la toxicidad de contaminantes organicos para la simbiosis entre

las especies vegetales y los HMA.

CONCLUSIONES

Los contaminantes organicos como el diésel afectan el desarrollo de Rhizophagus
intraradices en raices de zanahoria, reduciendo la colonizacion en la planta por el hongo. Sin
embargo, la presencia de hifas y esporas en medio M con diésel indica que los HMA tienen
tolerancia a la presencia del contaminante en los cultivos monoxénicos. Los resultados obtenidos

incrementan la informacion sobre la toxicidad de diésel en el desarrollo de HMA.
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CAPITULO V

Tolerancia y expresion génica de alfalfa en sustrato contaminado con diéesel

RESUMEN

Este capitulo describe los efectos del diésel en el crecimiento y en la expresion génica de plantas
de alfalfa (Medicago sativa) ante concentraciones de 1000, 2500, 5000, 10000, 20000 y 35000
mg kg™. Los genes evaluados pertenecen a la familia de la superéxido dismutasa relacionada con
estrés oxidativo. Después de 30 dias, el incremento en la concentracion de diésel fue
inversamente proporcional con la produccion de biomasa en alfalfa, este efecto fue significativo
a concentraciones mayores de 20000 mg kg™. La altura de la parte aérea en alfalfa disminuy6
significativamente con el incremento de la concentracion de diésel, especialmente en
concentraciones mayores de 5000 mg kg™. No se presentd induccién o represién de los genes
evaluados, pero la expresion relativa de los genes se encontro entre los limites de expresion de
0.5-2.0. Es posible que el umbral de la expresién de estos genes en respuesta al estrés por la
presencia del diésel esté por debajo de las concentraciones evaluadas, 0 se presenten en un

tiempo menor de la exposicion al contaminante.

Palabras clave: acido desoxirribonucleico complementario, contaminante organico, expresion

relativa, superéxido dismutasa, PCR cuantitativo.
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CHAPTER V

Tolerance and gene expression of lucerne in a substrate contaminated with diesel

ABSTRACT

The work describes the effects of diesel on growth and gene expression of lucerne plants
(Medicago sativa L.), applied in concentrations of 1000, 2500, 5000, 10000, 20000 and 35000
mg kg™. The evaluated genes corresponded to the superoxide dismutase family associated to
oxidative stress. The increased diesel concentrations were inversely proportional to the plant
biomass production, and this effect was more significant at concentrations greater than 20000 mg
kg™. The heigth of the aerial part also significantly decreased as diesel concentrations increased,
especially at concentrations greater than 5000 mg kg™*. No induction nor repression of the genes
was detected, but the relative expression of genes ranged between the expression limits 0.5-2.0.
It is possible that the threshold for the gene expression in response to diesel stress is beneath the

tested concentrations or may be ocurred in a shorter period of diesel exposure.

Key words: deoxyribonucleic acid, organic contaminant, relative expression, superoxide

dismutase, quantitative PCR.

INTRODUCCION
La contaminacion del suelo por los derrames de petréleo es un problema ambiental que
requiere la limpieza de los sitios contaminados (Bundy et al., 2002). Los hidrocarburos presentes

en el petroleo y sus derivados como el diésel, afectan adversamente la germinacién de semillas y
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el crecimiento de las plantas, que a su vez, estos pardmetros son buenos indicadores de sanidad y
crecimiento de especies vegetales en suelos con problemas de contaminacion (Luhach y
Chaudhry, 2012). El dafio en las plantas por los contaminantes organicos también esta
relacionado con la alteracién de la actividad antioxidante e inducen estrés oxidativo en las
plantas establecidas en los suelos contaminados (Malallah et al., 1998; Samina y Adams, 2002;
Liu et al., 2009; Ahammed et al., 2012). También, la presencia de productos derivados del
petroleo incrementa la produccion de fitohormonas relacionadas a estrés (Luhach y Chaudhry,
2012), y que la acumulacion de sustancias toxicas o sus bioproductos en tejido vegetal, esta
relacionada con la disminucion en el tamafio de las plantas y con ello menor produccion de
biomasa (Brandt et al., 2006; Daniel-Kalio y Pepple, 2006; Adenipekun et al., 2008).

La fitorremediacion es una alternativa para la restauracion del ambiente, considerada
como una tecnologia efectiva que utiliza los procesos naturales de las plantas y sus
microorganismos asociados, para incrementar la degradacién y la remocion de compuestos
derivados del petr6leo en el ambiente (Muratova et al., 2012; Pilon-Smits, 2005). Las plantas
poseen inherentemente la capacidad para destoxificar xenobidticos para su supervivencia (Pilon-
Smits, 2005). Sin embargo, las mismas plantas sufren de fitotoxicidad ante niveles altos de
contaminacion causando una limitacion en la capacidad de destoxificacion de sus sistemas
antioxidantes.

Las plantas al estar frente a condiciones de estrés han desarrollado mecanismos
sofisticados para responder y adaptarse a tensiones inducidas por bajas temperaturas, sequia,
salinidad y contaminantes organicos (Song et al., 2012). Asi, la exposicion de plantas a
ambientes adversos a menudo altera la expresion de numerosos genes, lo que resulta en cambios

en los procesos moleculares, celulares y fisioldgicos (Shinozaki et al., 2003). Los factores de
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transcripcion que regulan la expresion de muchos genes funcionales, asi como los genes que
activan los antioxidantes enziméticos, juegan un papel importante en la respuesta y la adaptacion
de las plantas a diversos tipos de estrés abidtico (Nakashima et al., 2009; Luo et al., 2011). Por
consiguiente, el presente estudio evalu6 el efecto del diésel en el crecimiento de plantas de
Medicago sativa L. y midié los niveles de expresion de los genes APX-2, FeSOD, MnSOD,

CuznSOD y MHL1 en hojas y raices de las plantas en respuesta a la contaminacion por diésel.

MATERIAL Y METODOS
Establecimiento del experimento

Semillas de alfalfa fueron desinfestadas con hipoclorito de sodio al 10% y etanol al
70%, y colocadas en un tubo Falcon (50 mL) con sustrato (suelo-arena relacién 1:1 p/p)
contaminado con diésel y otras con sustrato sin contaminar. Para la contaminacién de sustrato, se
pesaron 1000 g de sustrato estéril al cual se adiciond diésel en las siguientes concentraciones:
1000, 2500, 5000, 10000, 20000 y 30000 mg kg™. Al sustrato seco, se le agregaron 100 mL de
acetona como disolvente con la cantidad de diésel correspondiente, con el fin de favorecer la
impregnacion homogénea del contaminante en el sustrato, el cual una vez contaminado se dejo
reposar por cinco dias.

En cada tubo Falcon se colocaron cinco semillas de alfalfa, y cada tratamiento considerd
cuatro repeticiones. Después de 30 dias de exposicion al contaminante, las plantas fueron
cosechadas y evaluadas para medir el peso seco de raiz y parte aerea, la altura de la parte aérea y
el nimero de hojas, y la longitud de la raiz. Ademas, se tomo tejido de raiz y parte aérea para

moler con N liquido y guardar a -70 °C, para posteriormente hacer la extraccion de ARN.
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Extraccion de ARN total y cuantificacion

Se tomaron 100 mg de tejido congelado y previamente molido en N, liquido, para
realizar la extraccién de ARN total mediante el kit comercial RNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Cat No 74904), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez purificado el ARN se
cuantificd mediante espectrofotometria, se utiliz6 un buffer Tris-HCI 10 mM pH 7.0 para realizar
una dilucion 1:100 de la muestra y se midid su absorbancia a 260 nm. El calculo de la

concentracion de ARN total se realiz6 mediante la siguiente ecuacion (Barbas et al., 2007):

[ARN] = Ao x 40 pg mL™ x factor de dilucién

1 unidad de A,g SSARN =40 pug mL™

Transcripcién reversa

Las reacciones de transcripcion reversa se prepararon mezclando 500 ng de ARN total,

1 pL oligo dT de anclaje TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTUN (IDT, IA, USA, 0.5 mg mL™) en
donde U=G/A/C y N=A/C/G/T, 1 puL de una mezcla de desoxirribonucleétidos (ANTP’s, 10
mM), en un volumen final de 12 pL usando agua ultrapura (agua UP). La mezcla se incubd a 65
°C por 5 min, se transfiri6 a hielo por 2 min y se agregaron 0.25 pL (10 unidades) de RNase out,
un inhibidor de RNAsa (Invitrogen, Cat. No. 10777-019), 2 uL DTT (0.1 M), 4 pL de buffer de
reaccion 5X, 1.5 pL de agua ultra pura y se incub6 a 42 °C por 2 min. Se adicionaron 0.25 pL
(50U) de enzima transcriptasa reversa Super Script 11 (200 U uL™, Invitrogen Cat No 1864-014),
posteriormente se mezcld y centrifugd brevemente, y se incubd a 42 °C por 60 min. Después se

incubd a 70 °C por 10 min, se coloco en hielo por 2 min y se almaceno a -20 °C.
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Cuantificacion de ADNc
El ADNc obtenido de la reaccion de transcriptasa reversa se cuantifico utilizando agua
UP para realizar una dilucion 1:100 de la muestra y se midi6 su absorbancia a 260 nm. El célculo
de la concentracion de ADNCc se realizé mediante la siguiente ecuacién (Barbas et al., 2007):
[ADNC] = Ago x 50 pg mL™ x factor de dilucién

1 unidad de A, dSADN es igual a 50 pug mL™

Cuantificacidn de los niveles de expresion de genes mediante PCR en tiempo real (QPCR)
Los oligonucledtidos especificos de cada gen blanco para qPCR fueron disefiados

utilizando el programa en linea Primer3, version 4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/). Los

oligonucledtidos se seleccionaron para un contenido optimo de GC de ~50%, una longitud de

~20 pb y un producto de tamafio entre 50 y 200 pb (Cuadro 5.1).

Cuadro 5.1. Oligonucleotidos utilizados en gPCR para el analisis de expresion diferencial.

NUmero Acceso

Gen blanco GenBank Nombre y secuencia del oligonucle6tido
Ascorbato  peroxidasa AY054988 APX-1 5-AGG AGT TGT TGG GTG GTG AG-3’
citosol (APX-2) APX-2 5-AAC AAG TGG GCG GAATAC AG-3
Superdxido dismutasa AF377344 FeSOD-1 5-GAG CTG GAG GCACTC AAATC-3
Fe (FeSOD) FeSOD-2 5-CAT AAT TGG CTC CGA AGC AT-3
Superdxido dismutasa AY 145894 MnSOD-1 5-TTCCTCAACCACCGTTAAGC-3’

Mn (MnSOD) MnSOD-2 5- CCTCCACCGTTGAACTTGAT-3’
Superoxido dismutasa AF056621 CuzZnSOD-1 5-CAT AAT TGC TGA TGC CAA CG-3°
Cu-Zn (CuznSOD) CuzZnSOD-2 5°-AGG CTC TCC CAATGA CTG AA-3
Helicasa 1 M. sativa EF011022 MH1-1 5°-GAT TGG TCG TTC TGG ACG TT-3’
(MH1) MH1-2 5-CAG CAACAT TCATTG GCA TC-3°
p-actina AA660796 ACTB-1 5-GAC AAA TGG AAC TGG AAT GG-3°
ACTB-2 5-CAATAC CGT GCT CAATGG-3’
G3PDH GQ398120.1 GPDH-1 5-AAA CGT CTC GGT TGT TGA CC-3’

GPDH-2 5-GAA TAC CGC TCA GCT CCT TG-3°
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El analisis de qPCR se llevo a cabo utilizando Syber Green gPCR Super Mix-UDG
(Qiagen, Cat No 204074) en un termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen), usando el software Rotor
Gene Q-Pure detector version 1.7 para la obtencion de los datos. La reaccion fue llevada a cabo
en un volumen total de 10 pL con 5 pL de 2X Super Mix-UDG, 2 pmol de cada primer y 50 ng
de ADNc. El programa de PCR consistio en: 95 °C por 5 min, 45 ciclos de 95 °C por 5sy 60 °C
por 10 s. Por ultimo, se realizé una curva de disociacion de 60 a 95 °C con un aumento de 1 °C
en cada paso (esto para asegurar que los oligonucle6tidos utilizados amplificaban un solo
amplicon). Todas las reacciones se realizaron con tres réplicas técnicas y tres réplicas bioldgicas.

2-AACt

Se utilizé el método para calcular los niveles de expresion relativa usando como gen

normalizador gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) y S-actina.

Los valores de expresion relativa entre 2 y 0.5 (0 de nimero de veces de
induccion/represion de 2 a -2) fueron considerados como no diferentes a 1, es decir, no se
representa un cambio en la expresion relativa. Este criterio es alin mas estricto que el utilizado en
otros trabajos en donde el umbral de expresion relativa es considerado en 1.5 del valor de
expresion (Liu et al., 2007). Con este criterio se aumenta la certeza de los resultados en cuanto a

la expresion diferencial.

Nivel de expresion relativa: 244

La comparacién de los niveles de expresion del gen de interés normalizado con un gen
endégeno de referencia en una muestra de un tratamiento comparada con otro, se realiza

mediante la siguiente ecuacion aritmética (Livak y Schmittgen, 2001; Kubista et al., 2006):
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-AACt
2

[ACt muestra experimental - ACt muestra control]

Expresion relativa: 2°

Donde:

ACt muestra experimental= Ct gen de interés — Ct gen normalizador, obtenidos de la amplificacion en la
muestra experimental.

ACt muestra control= Ct gen de interés — Ct gen normalizador, obtenidos de la amplificacion en la

muestra control.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utiliz6 un experimento con un disefio completamente al azar, con tres tratamientos
(concentraciones de diésel) y seis repeticiones. Para el analisis de la expresion génica, se
tomaron tres réplicas técnicas de cada replica bioldgica, considerando solo tres réplicas
bioldgicas por cada tratamiento. Los datos fueron analizados mediante analisis de varianza y con

una prueba de comparacion de medias de Tukey, a=0.05 (SAS Institute Inc., 2002).

RESULTADOS

El peso seco de la parte aérea y de la raiz fue afectado por el tratamiento con diésel. Las
plantas crecidas en sustrato contaminado presentaron menor peso seco en comparacion con las
crecidas en sustrato sin contaminar, esta reduccion fue significativa en los tratamientos con
20000 y 35000 mg kg™ (Figura 5.1). El aumento significativo del peso seco en la raiz solo se
presentd en la concentracién mas baja, es decir, 1000 mg kg™ (Figura 5.1).

La altura de las plantas de alfalfa fue inversamente proporcional a la adicion de diésel
en el sustrato, mientras que la longitud de la raiz no fue afectada por el gradiente de

concentracion del combustible (Figura 5.1). La altura de la planta sélo fue afectada
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significativamente por los tratamientos de 5000 a 35000 mg kg™. Para la longitud de la raiz sélo

se encontrd reduccion en la concentracién de 35000 mg kg™, mientras que en el resto de los

tratamientos se presentd un aumento en la longitud de la raiz.

50 50
@ a
S 40 1 4 S 40
5 ab ~
[+ \CTS
£ 30 abe 5 30
Qo @ a
© kS ab
@ 20 8 20 abc
s bc 3
o 2 bc
2 10 c g 10 bc C
& ﬁ PW &
O o T T T T T T
30 30
25 25
T 2 —~ 20 -
% b : g a
o a N | a
§ B be s 154 a a b
L cd <
10 < 10 -
o de o b
K] € k]
g 5 ¢ 2 51
s g ’{_‘
2 0 S o . . . . . .
< 0 1000 2500 5000 10000 20000 35000 0 1000 2500 5000 1000020000 35000

Concentracion de diésel (mg kg™)

Figura 5.1. Peso seco de la parte aérea y de la raiz, altura de la planta y longitud de la raiz en plantas de alfalfa
(Medicago sativa) crecidas en sustrato contaminado con diésel, después de 30 dias. Barras con diferente letra son

estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05), promedio + error estandar, n= 6.

El diésel afectd significativamente el numero de hojas (p<0.05). Las plantas que
crecieron en sustrato con diésel presentaron menor numero de hojas en comparacion con las
plantas crecidas en sustrato sin contaminar (ver Anexo Il, Figura All-5.1). La reduccion
significativa en el nimero de hojas se presentd en los tratamientos con 10000, 20000 y 35000 mg

de kg™ (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Numero de hojas en plantas de alfalfa (Medicago sativa) crecidas en sustrato contaminado con diésel,
después de 30 dias. Barras con diferente letra son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05), promedio + error
estandar, n= 6.

La expresion relativa de los genes en respuesta al estrés generado por la presencia del

diésel en el sustrato fue analizada por la ecuacion 2

. Los valores de expresion relativa
obtenidos se muestran en el Cuadro 5.2, y las curvas de amplificacion para cada par de
oligonucledtidos y los valores de Ct obtenidos para cada gen se observan en el Anexo Il. En los
datos del cuadro se encontr6 que los genes APX-2, FeSOD, MnSOD, CuzZnSOD y MHL1,
analizados tanto en hoja como en raiz, mostraron que en la mayoria de los casos se registraron
cambios en su expresion relativa al control menores a 2 y mayores a 0.5. Estos valores han sido
considerados en este trabajo como los limites del rango fuera del cual se considera un cambio
significativo en la expresion relativa. Cuando la expresion diferencial de los genes analizados

estd dentro de este rango, significa que los genes no son inducidos ni reprimidos en las

condiciones de contaminacion estudiadas (Cuadro 5.2).
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Sin embargo, el gen FeSOD en parte aérea a 1000 mg kg™, present6 una induccién en la
expresion del gen, con una expresion relativa de 3.66. Mientras que la expresion del gen
CuznSOD fue reprimida en todos los casos en hoja y en raiz en la concentracion de 10000 mg

kg™, con una expresion relativa <0.5, tanto en la hoja como en la raiz.

Cuadro 5.2. Expresion relativa de genes relacionados a estrés por diésel en plantas de alfalfa. Los valores de

expresion son obtenidos a partir de la ecuacion 22T,
Raiz Hoja
Gen 1000 10000 35000 1000 10000 35000
mg kg mg kg™

APX-2 1.90+0.11 0.92+£0.17 0.90+0.23 1.20+£0.23 0.81+0.05 1.02+0.24
FeSOD 1.64+0.38 1.20£024 0.70%£0.15 3.66 +0.27 0.91+0.26 1.61+£0.13
MnSOD 1.35+0.15 0.79+0.11 1.26 £ 0.46 1.57+£0.21 1.05+0.07 1.35+£0.10
CuzZnSOD 0.80+0.16 0.37+0.11 0.56 +0.20 0.19+0.04 0.32+£0.08 0.18 £ 0-04
MH1 1.64£0.39 0.95+0.32 0.70+0.18 1.23+£0.11 1.12+0.02 1.10+0.14

Niveles de expresion menores a 0.5 se consideran como represion del gen y mayores a 2 se considera induccién del gen. Los
valores son promedio de nueve replicas técnicas + error estandar, Tukey 0=0.05.

DISCUSION

Los hidrocarburos del petréleo tipicamente tienen efectos negativos en las plantas
debido a la reduccién en la disponibilidad y absorcién de agua y nutrientes; por lo cual, se
disminuye el crecimiento, la longitud de la raiz y la produccién de biomasa y en algunos casos
provocan la muerte de las plantas (Quifiones-Aguilar et al., 2003; Sangabriel et al., 2006;
Reynoso-Cuevas et al., 2008). Los resultados de este trabajo indican que la presencia de diésel
redujo significativamente el peso seco de parte aérea y raiz en plantas de alfalfa. Resultados
similares han sido descritos para plantas como Brachiaria decumbens, Casuarina equisetifolia,
Phaseolus vulgaris, Melilotus albus y M. sativa, cuando fueron expuestas a diferentes
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concentraciones de diésel (Saadoun y Al-Ghazawi, 2010; Herndndez-Ortega et al., 2012;
Muratova et al., 2012; Diaz-Martinez et al., 2013; Shahsavari et al., 2013; Trejo et al., 2013).
También se ha reportado reduccién en la biomasa de especies como Avena sativa, Brachiaria
mutica, Cedrela odorata, Cyperus articulatus, Haematoxylum campechianum, M. sativa, Pisum
sativum, Solanum lycopersicum, Swietenia macrophylla, Tabebuia rosea, Triticum aestivum,
Vetiveria zizanioides, Zea mays por efecto de la contaminacion con petréleo y otras fracciones de
hidrocarburos como fenantreno, fluoranteno, antraceno, pireno y benzo(a)pireno (Salanitro et al.,
1997; Rivera-Cruz y Trujillo-Narcia, 2004; Brandt et al., 2006; Marti et al., 2009; Ahammed et
al., 2012; Kummerova et al., 2012, Ahammed et al., 2013; Pérez-Hernandez et al., 2013).

La contaminacion del sustrato con diésel provoco una reduccion en la longitud de la raiz
y en la altura de las plantas de Medicago sativa, y con ello una reduccién en el nimero de hojas.
El efecto del diésel en la reduccidn de altura de la planta y longitud de raiz esta de acuerdo con lo
reportado para plantas como Casuarina equisetifolia, Festuca arundinacea, M. sativa, M. albus,
Pennisetum glaucum, Sorghum vulgare, Vigna radiata y Z. mays (Luach y Chaudhry, 2012;
Diaz-Martinez et al., 2013; Shahsavari et al., 2013; Zarankimar et al., 2013). Resultados
similares han sido descritos para plantas como Cedrela odorata, Haematoxylum campechianum,
M. sativa, P. sativum, Swietenia macrophylla, Tabebuia rosea, Vinca rosea, Z. mays, cuando
fueron expuestas a otros hidrocarburos del petroleo (Marti et al., 2009; Al-Qahtani, 2011;
Kummerova et al., 2012; Kummerova et al., 2013; Pérez-Hernandez et al., 2013).

Se ha demostrado que la contaminacion con hidrocarburos del petréleo inducen una
sequia fisioldgica en las plantas (Omosum et al., 2009), generando una condiciéon de estres
oxidativo. La atenuacion de este estrés es favorecida por la actividad de los antioxidantes

enzimaticos y no enzimaticos que poseen las plantas. Sin embargo, altas concentraciones de
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diésel disminuyen la actividad de varias enzimas como peroxidasa, acido ascoOrbico oxidasa y en
menor cantidad la actividad de la catalasa (Wang et al., 2011), lo que puede reflejarse en los
niveles de transcripcion de los genes correspondientes a estas enzimas. En los resultados
obtenidos en este trabajo no se encontr6 induccion en la expresion de genes relacionados con el
estrés por la contaminacion de diésel.

La induccion de genes en respuesta a diversos agentes de estrés, como sequia, salinidad
y contaminacién con metales pesados e hidrocarburos, se ha reportado en un periodo corto de
tiempo, incluso cuando el estrés se ha desarrollado solo en unas cuantas horas (Liu et al., 2009;
Luo et al., 2011; Song et al., 2012). Bajo esta condicion es probable que dentro de la evaluacion
de los genes en relacion al estrés por diésel en plantas de M. sativa, no se haya observado una
induccion de los genes evaluados, debido a que el tiempo de exposicién al contaminante fue de
30 dias. Sin embargo, solé se observéd la induccion del gen FeSOD en parte aérea en la
concentracién 1000 mg kg™. Al respecto, trabajos con Medicago truncatula mostraron que la
induccion en la expresion de genes SOD fue mayor en parte aérea que en la raiz, cuando la planta
crecid bajo estrés por salinidad y sequia (Macoevi et al., 2011). Por otro lado, Hernandez-Ortega
et al. (2012) encontraron mayor actividad antioxidante en parte aérea de Melilotus albus que en
raices, cuando las plantas fueron sometidas a contaminacién con diésel (7500 mg kg™). Esto
explicaria por qué bajo estrés por diésel en Medicago sativa se encontrd la induccion del gen
FeSOD en parte aérea.

Romero-Puertas et al. (2007) reportan que la contaminacién con cadmio disminuyo
fuertemente la actividad de las isoformas de CuZnSOD en hojas, la cual esta relacionada con el
contenido de proteina afectando la abundancia de los transcriptos de CuZnSOD. Ademas,

reportan que el cambio de estos transcriptos puede estar determinado por la disponibilidad de Cu

47



y Zn, la cual puede ser reducida por la presencia de Cd. En un estudio previo con Melilotus
albus, la presencia de diésel provocd la disminucion del contenido de Cu y Zn (Herndndez-
Ortega et al., 2012); lo anterior podria explicar por qué se presentd una represion del gen

CuznSOD, cuando las plantas de Medicago sativa estuvieron expuestas al diésel.

CONCLUSIONES

El diésel al igual que otros productos derivados del petréleo afecta el crecimiento y el
rendimiento de las plantas. En este estudio el desarrollo de la alfalfa (Medicago sativa) fue
afectado por el diésel adicionado al sustrato, y disminuy6 proporcionalmente con el incremento
de la concentracion del contaminante. También se puso de manifiesto que el umbral de la
expresion de los genes APX-2, CuzZnSOD, FeSOD, MnSOD y MH1 en respuesta al estrés por la
presencia del diésel esté por debajo de las concentraciones evaluadas, o se presenten en un
tiempo menor de la exposicion al contaminante. Serd fundamental seguir investigando el umbral
de expresion de genes en respuesta a estrés por la contaminacion de diésel, asi como la posible
asociacion con los microorganismos del suelo como una alternativa para la atenuacién del estrés,

e incrementar la tolerancia de las plantas en los suelos contaminados.
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CAPITULO VI
Efecto del diésel sobre la conductividad hidraulica y cambios morfolégicos del cilindro

vascular en Medicago sativa’

RESUMEN

Esta investigacion evaluo las respuestas hidraulicas de raices en plantulas de Medicago sativa
expuestas a diésel. Las semillas germinaron en tubos de ensayo con medio agar-agua al 1%
contaminado con diésel (3000, 6000, 9000, 12000, 15000, 18000 y 21000 puL L™), e incluyendo
tubos sin contaminar como controles (0 uL L™). A los 10 dias de crecimiento, las raices fueron
separadas de la parte aérea para determinar su anatomia, conductividad hidraulica (Kj),
conductividad hidraulica especifica (Ks), porcentaje de pérdida de conductividad (PLC), y el
potencial hidrico de la hoja (¥},). Los cambios anatomicos en las raices estan relacionados con la
pérdida del arreglo tetrarca de los vasos de xilema; sin embargo, el nimero de vasos de
metaxilema aumento en respuesta al diésel. El incremento en la concentracion de diésel resultd
en la disminucion de los valores de Ky y Ks, asi como en el incremento de los valores de PLC. La
formacion de méas vasos de xilema como ajuste anatémico, en lugar de aumentar los valores de

Ks, llevd a Medicago sativa al riesgo de la pérdida de la coductividad hidraulica.

Palabras clave: conductividad hidraulica, porcentaje de perdida de conductividad, vasos de la

estela de raiz.

!Capitulo aceptado para su publicacién en la revista Environmental and Experimental Botany (ver Anexo V).
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CHAPTER VI
Diesel effects on hydraulic conductivity and morphological changes of vascular cylinder in

Medicago sativa

ABSTRACT

This research evaluated the root hydraulic responses of Medicago sativa seedlings exposed to
diesel. Seeds were germinated in test tubes with 1% water-agar contaminated with diesel (3000,
6000, 9000, 12000, 15000, 18000 and 21000 pL L), and uncontaminated test tubes were also
included as controls (0 pL L™"). After 10 days of growth, roots were detached to determine their
anatomy, hydraulic conductivity (K;), specific hydraulic conductivity (Ks), percentage of loss
conductivity (PLC), and leaf water potential (W),). Root anatomical changes were related to the
loss of tetrarch arrangement of xylem vessels; however, the number of metaxylem vessels
increased in response to diesel. Increasing diesel concentrations resulted in diminished Ky, and K
values, as well as enhanced PLC values. The formation of more xylem vessels as anatomical

adjustment, instead of increasing Ks values, jeopardize plants due to the loss conductivity.

Key words: hydraulic conductivity, percent loss of conductivity, root stele vessels.

INTRODUCCION

El incremento en la demanda de petréleo y de sus derivados a menudo propician
accidentes y derrames, causando impactos ambientales negativos en suelos y agua (Muratova et
al., 2003; Bona et al., 2011). Ademas, los efectos negativos de los derrames de petréleo
dependen de la estacionalidad, asi como del tipo y cantidad de los contaminantes (Merkl et al.,
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2005b; Kayode et al., 2009; Kisic et al., 2009). El combustible diésel es considerado
extremadamente toxico para la salud humana debido a que es un compuesto hidrofébico,
recalcitrante, y tiene propiedades carcinogénicas y mutagénicas (Johnsen y Karlson, 2007;
Patrolecco et al., 2010; Woélz et al., 2011).

Los hidrocarburos del petroleo (HP) en los suelos suelen dar lugar a una limitada
disponibilidad de agua, oxigeno y nutrientes para las plantas (Adenipekun et al., 2008). Por
ejemplo, el diésel se compone principalmente de una mezcla compleja de n-alcanos (12C a 26C)
e hidrocarburos policiclicos arométicos (Douglas et al., 1992; Khalladi et al., 2009) que afectan
el crecimiento y desarrollo de las plantas (Hernandez-Ortega et al., 2012; Diaz-Martinez et al.,
2013). EIl diésel también puede causar estrés oxidativo debido a la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno (ERO). Asi, la presencia de HP en los suelos inhibe la germinacion de
semillas y limita el crecimiento y acumulacion de biomasa de las plantas (Adam y Duncan, 2002;
Chupakhina y Maslennikov, 2004; Merkl et al., 2004, 2005a; Achuba, 2006; Issoufi et al., 2006;
Smith et al., 2006; White et al., 2006a; Adedokun y Ataga, 2007; Sharifi et al., 2007; Omosun et
al., 2008; de Farias et al., 2009; Ogbo, 2009; Njoku et al., 2009b; Saadoun y Al-Ghazawi, 2010),
porque las plantas experimentan una sequia fisioldgica debido a la limitada absorcion de agua y
al deterioro del intercambio gaseoso (Omosun et al., 2009).

La morfologia y anatomia de la planta también son afectadas por los HP en suelos
(Maranho et al., 2006; Inckot et al., 2008); por ejemplo, el area foliar, la densidad de los estomas
y el espesor de la cera epicuticular (Maranho et al., 2006; Adenipekun et al., 2008; Omosun et
al., 2008; Sadunishvili et al., 2009; Nogueira et al., 2011). En el caso de la raices, se ha
reportado que los HP alteran significativamente la tasa de division celular en los apices

radiculares, el tamafio de las regiones meristematicas y la estructura de los pelos radicales (Merkl
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et al., 2004; Alkio et al., 2005; Achuba, 2006; Inckot et al., 2008; Zidlkowska y Wyszkowski,
2010; Bona et al., 2011). Ademas, los HP pueden alterar la forma y el tamafio del parénquima, y
reducir los espacios intercelulares en el cortex del tallo y las raices (Omosun et al., 2008).

La alfalfa (Medicago sativa) es una especie de leguminosa comdnmente utilizada para
la rehabilitacion de suelos altamente perturbados, y ademas tiene un buen potencial para la
fitorremediacién de suelos contaminados con compuestos como los bifenilos policlorados y los
HP (Chekol et al., 2004; Fan et al., 2008; Teng et al., 2010, 2011). Sin embargo, poco se sabe
acerca de los cambios morfologicos y anatomicos de las plantulas de alfalfa en sistemas
contaminados con HP. Hasta la fecha, la mayoria de los estudios de investigacion de
modificaciones anatdmicas de raices en plantas se han relacionado con la contaminacion por
metales pesados (Azmat et al., 2006; Ghelich y Zarinkamar, 2013), asi como al estrés por sequia
e inundaciones (Burnett et al., 2005; Cortina et al., 2008).

Varios estudios se han centrado en los cambios anatomicos inducidos por los HP en las
raices de Sebastiania commersioniana, Schinus terebinthifolius, Pisum sativum y Zea mays, y el
aumento del diametro de la raiz se asoci6 con un alto nimero de vasos del xilema (Bona et al.,
2011; Kummerova et al., 2013). Mu et al. (2006) indicaron que los parametros hidraulicos
permiten la evaluacion de la absorcion de agua en las raices primarias de Zea mays en
condiciones normales y de estrés. Hacke y Sperry (2001) demostraron que el estrés hidrico
induce mayor cavitacion en los vasos del xilema de las raices de plantas semi-lefiosas en
comparacion con los tallos de arbustos del desierto. Sin embargo, no hay evidencia cientifica aun
publicada que describa la conductividad hidraulica en raices primarias en respuesta a la
contaminacion por HP. Por lo tanto, esta investigacion probd la hipétesis de que el estrés hidrico

inducido por la contaminacion por diésel puede provocar cambios anatdmicos y fisiologicos en
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las raices de Medicago sativa, mediante la evaluacién del nimero de vasos de metaxilema y

potencial hidrico para estimar la pérdida de la conductividad hidraulica.

MATERIAL Y METODOS
Establecimiento del experimento y condiciones de crecimiento

Se prepararon tubos Falcon (15 mL) con medio agar-agua (1%) contaminado con diésel
a 3000, 6000, 9000, 12000, 15000, 18000 y 21000 pL L™, incluyendo tubos sin contaminar
(controles). Cada tratamiento consistié de diez tubos de ensaye (réplicas). Las semillas de
Medicago sativa se lavaron con una solucion de detergente (1%) durante tres minutos, se
enjuagaron con agua destilada, y se secaron sobre papel absorbente. Cinco semillas se sembraron
en cada tubo de ensaye, y se colocaron en oscuridad para permitir la germinacién de las semillas
y el desarrollo de la radicula. Las unidades experimentales se mantuvieron en una camara de

crecimiento a 25 °C, 80% HR y 12 h luz.

Medicién de tamafio de la planta, flujo de agua, conductividad hidraulica (Kp),
conductividad hidraulica especifica (Ks) y porcentaje de pérdida de conductividad (PLC)
Después de 10 dias de crecimiento, las plantulas (n=15) se midieron para estimar su
altura total (cm) y se cosecharon. Las plantulas se colocaron en cajas de Petri con agua, y las
raices y parte aerea fueron separados; una muestra de raiz (4-6 mm) y sin raices laterales se cortd
para medir los flujos correspondientes para la evaluacion de la conductividad hidraulica. Cada
segmento de raiz fue colocado en un sistema de mangueras flexibles (3 mm de diametro)
suministrado con un recipiente de agua desgasificada a 10 cm por encima de la muestra (Ah) para

generar un gradiente de presion (dP) (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Sistema de mangueras para la evaluacion de conductividad hidraulica en raices de Medicago sativa.

El flujo inicial (F;) se estimé basandose en el tiempo que tardo en salir una gota de agua
por el extremo de la muestra de raiz. La gota de agua se recolecto y se peso. A través de cada
segmento de raiz se hizo pasar agua desgasificada a presion para eliminar las burbujas de los
vasos de xilema. Después de quitar las burbujas, el mismo procedimiento para estimar el flujo
inicial se repiti6 para obtener el valor del flujo final (F¢) utilizando la ecuacién 1 (Tyree y Ewers,
1996).

F=m/t (Ec. 1)

donde F es el flujo masico, m es la masa del agua (kg) y t es el tiempo que la gota de agua tomo para salir (5).

La conductividad hidraulica fue estimada con la ecuacion 2 (Tyree y Ewers, 1996).
Kn= F/(dP/dx) (Ec. 2)

donde F es el flujo masico estimado con la ecuacion 1, y dP/dx es la caida de presién a través de x (longitud del

segmento de raiz, m).

El area efectiva de conduccion (Ae en m?) de cada raiz fue determinada para estimar la
conductividad especifica inicial (Ks) y final (Ks) usando la ecuacion 3 (Sperry et al., 1988;

Tyree y Ewers, 1996).
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donde A es la media del area de cada capilar multiplicada por el niimero de vasos de metaxilema o protoxilema, de
cada raiz para cada tratamiento.

Asi, la K y la Kg se determinaron para calcular el porcentaje de pérdida de
conductividad, conn base a la ecuacion 4.

PLC= (Ke—Ksi)/Kef (Ec. 4)

Medicién del potencial hidrico en hoja (W) y del &rea foliar

El potencial hidrico de la hoja (W) se midi6 utilizando un sistema de mangueras de
plastico, que contenia un mandémetro y émbolos, suministrado con agua desgasificada. El
material vegetal utilizado para esta medicion correspondié a la parte aérea separada de la raiz
primaria. Las hojas y el tallo fueron encapsulados en puntas de micropipeta (10 pL) y cubiertos
con papel oscuro. La cépsula se insertd en el sistema de mangueras (llenado con agua
desgasificada) y el mandémetro fue calibrado a cero. Se tir6 del émbolo 1 para ejercer una fuerza
de tension en la columna de agua del xilema y permitir el movimiento del menisco hacia el final
de la seccion transversal de la parte aérea. Los meniscos removidos hacia la superficie
correspondieron a la primera burbuja y ésta burbuja sirvié como un indicador para la lectura del
manometro. Para asegurarse de que el aire de la capsula no afectd las lecturas, se realizaron 10
lecturas de W, con muestras encapsuladas con aire, con agua destilada o con aceite mineral,
respectivamente. Esas lecturas de W, fueron consistentes (ver Anexo Ill, Cuadro Alll-6.1),
indicando que ni el aire, ni el agua destilada o el aceite mineral entraron en el tejido de la planta
a través de la hoja. El area foliar se estimé dibujando el contorno de la hoja (Rodés y Collazo,

2006).
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Caracterizacion microscopica del sistema vascular en raices

Cada segmento de raiz usado para la medicion del flujo de agua fue fijado en FAA
(formaldehido 10 mL, &cido acético 5 mL, etanol 50 mL y agua destilada 35 mL) durante 48 h,
se lavaron con agua destilada e infiltraron usando una solucién de inclusién (Tissue-Tek®
0.C.T.™), para cortarlas a -20 °C con un micrétomo (Leica®). Cortes de raiz entre 10 y 20 pm
se tifieron con azul de toluidina, se deshidrataron y se montaron en resina de Entellan (Ruzin,
1999). A partir de cortes transversales de la raiz se determinaron el didmetro de la raiz, el
didmetro mayor y menor del cilindro vascular, y el nimero y didmetro de los vasos de
protoxilema y metaxilema. Adicionalmente se calculé el indice alométrico considerando la
relacion entre longitud total de la planta y el diametro del cilindro vascular (LTP/DCV), para
evaluar el impacto morfoldgico ocasionado por la contaminacion de diésel.

De acuerdo a la ley de Hagen Poiseuille (Streeter y Wylie, 1987), el diametro del vaso
(d) impacta en la cantidad de agua que fluye a través de un capilar, por lo que este flujo (Q) esta
en funcion del radio (d/2) a la cuarta potencia para cada vaso (r*). Se calculé la media para r* en
cada vaso de metaxilema o protoxilema, multiplicando este valor por el nimero de vasos de cada
zona (metaxilema o protoxilema) para cada raiz; asi, se obtuvo el indice de flujo (IF= r4*numero
de vasos). También se calculé un indice proporcional de flujo (IPF) que incluyo el indice de flujo
de protoxilema y metaxilema, para evaluar el efecto del cambio en el diametro y nimero de

vasos de ambos tipos de xilema en el flujo de agua, de acuerdo a la ecuacion 5.

Indice proporcional de flujo (IPF)= IFmy/1Fpx (Ec. 5)

Por lo tanto, el IPF 1) indica que el flujo de agua esta en funcion exponencial de r, por lo que un

pequefio aumento en el diametro de los vasos de metaxilema resulta en una diferencia dramatica
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en comparacion con el flujo de protoxilema (Tyree y Ewers, 1996; Tyree y Zimmermann, 2002),

y 2) representa el efecto de los cambios en el nimero de vasos.

Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se realiz6 usando un disefio completamente al azar, y los datos fueron
sometidos a un andlisis de varianza (SAS Institute Inc., 2002) y a una prueba de comparacién de
medias (Tukey, a=0.05). Ademas, se estimo el coeficiente de correlacién de Pearson entre la
longitud de la planta y el &rea foliar para W, y para PLC. Se realizé un andlisis de regresion
multiple (Zar, 1984) para estimar las correlaciones significativas entre los parametros anatomicos
y potenciales hidricos con la pérdida de la conductividad hidraulica, utilizando el software

estadistico NCSS (Hintze, 2000).

RESULTADOS
Tamafo de la planta, area foliar, potencial hidrico de las hojas (¥n) y parametros
hidraulicos (K, K, PLC)

El tamafio de la planta y el rea foliar de M. sativa disminuyeron significativamente en
respuesta a la contaminacion con diesel. El tamafio promedio de la planta, medido como longitud
total, fue de 18.9 y 6.2 cm en plantas control y contaminadas con diésel, respectivamente. Por
otra parte, en 21000 pL L™, el tamafio de las plantas se redujo en un 75% (Cuadro 6.1). La
reduccion promedio del area foliar debido a la contaminacion por diésel fue de 22.4% en
comparacion con las plantas control (Cuadro 6.1).

La pérdida de la conductividad hidraulica (PLC) de las raices del control se redujo en un

40%, y a medida que la concentracion de diésel aumento en el medio de crecimiento, el PLC
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incremento significativamente (Cuadro 6.1). Por ejemplo, la conductividad hidraulica de raices
tratadas con 12000, 15000, 18000 y 21000 pL L™ se redujo en 78.2, 71.8, 76.7 y 85%,

respectivamente (Cuadro 6.1).

Cuadro 6.1. Efecto de la contaminacidon por diésel en la longitud de la planta, area foliar, potencial hidrico
(‘\Pn) y porcentaje de pérdida de la conductividad (PLC) en plantulas de Medicago sativa, diez dias

después de la germinacion.

5|I_es|_e-ll Ar((es rTf](g)llar Longitud tczza;l] )de la planta LTP/DCV (Mlga) szly_o():
0 0.62a 194 a 1545.1a -0.0547 a 40.12 b

3000 0.59 ab 9.4b 769.5b -0.0569 ab 49.41b
6000 0.56 ab 7.7¢C 634.0 bc -0.0577 ab 46.49 b
9000 0.49 bc 6.1d 516.3 cd -0.0590 ab 47.65b
12000 0.46¢c 56d 473.5 de -0.0594 b 78.27 a
15000 0.45c 49e 369.2 def -0.0604 b 71.86a
18000 043c 46e 368.2 ef -0.0604 b 76.78 a
21000 043c 46e 3449 f -0.0606 b 85.83a

Significancia: 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

coeficiente de correlacién de Pearson (r):

longitud total planta /¥y, = 0.47 longitud total planta/ PLC =-0.58

area foliar / ¥, = 0.40 area foliar / PLC =-0.44

PLC/¥,=-0.32

Promedios con diferente letra en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0=0.05), n = 15.

El potencial hidrico de la hoja (1) fue mas negativo al incrementar la contaminacion de
diésel en el medio de crecimiento, especialmente en concentraciones superiores a 9000 pL L™
(Cuadro 6.1), sin embargo, a 12000 pL L™ el P, permanecié constante. Con base en el
coeficiente de correlacion de Pearson, la longitud de la planta y el area foliar se correlacionaron
positivamente con Wy, pero se correlacionaron negativamente con el PLC (Cuadro 6.1). Por otra

parte, el PLC se explico en 40% (p<0.0001; a=0.05) por ambos pardmetros anatomicos y
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morfolégicos y también por el Wy. De este modo, el PLC también se relaciona con la limitacién
de agua causada por el diésel.

El aumento de la concentracion de diésel redujo significativamente (p<0.001) la K y la
Ks. La conductividad hidraulica inicial (Kp) se redujo de 32% al 86% en respuesta a la
contaminacion de diésel en comparacion con el control. Se observé una respuesta similar en la
conductividad hidraulica especifica inicial (Kg). Por lo tanto, la pérdida de la conductividad

hidraulica debido a la contaminacion de diésel oscil6 entre 25 y 90% (Cuadro 6.2).

Cuadro 6.2. Efecto de la contaminacion por diésel en la conductividad hidraulica (K;) y en la
conductividad hidraulica especifica (Ks) en raices de plantulas de Medicago sativa, diez dias después de

la germinacion.

Diésel Ky (kg s* m MPa™) Ks (kg s* m™* MPa™)
pL L* inicial final inicial final
0 2.15a 3.79a 5679.1 ab 9942.6 ab
3000 1.94 ab 349a 5923.7 a 11116.2 a
6000 0.97 abc 1.95a 2841.8 abc 5629.2 ab
9000 0.49 bc 0.97a 1381.4 bc 2587.3 b
12000 0.29c 159 a 1082.6 c 5708.2 ab
15000 0.74 abc 2.82a 2061.3 bc 7780.0 ab
18000 0.34c 173 a 902.1c 4604.6 ab
21000 0.26¢ 2.38a 546.1c 4815.7 ab
Significancia: 0.001 NS 0.001 0.01

§ = valores expresados a la potencia 10”. Promedios con diferente letra en cada columna son estadisticamente
diferentes (Tukey, a=0.05), n = 15.

Cambios anatomicos en el cilindro vascular de raices primarias
La contaminacion con diésel no produjo diferencias marcadas en el diametro total de las

raices o del cilindro vascular; sin embargo, la concentracion de 15000 pL L™ produjo mayor
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didmetro de la raiz con respecto al control (Cuadro 6.3). Desde el punto de vista anatdmico, las
raices del tratamiento control presentaron una estela tetrarca (Figura 6.2A,) mientras que el
diésel (3000, 6000 y 9000 pL L™) causé formaciones irregulares (Figura 6.2B-D). Sin embargo,
ante 12000 pL L™ se observé una estela triarca (Figura 6.2E), pero a medida que la
concentracion de diésel aumentd se observaron estelas irregulares (Figura 6.2F-H).

Los valores del didmetro del cilindro vascular (DCV) mostraron ligeramente un
incremento hacia valores mayores de diésel. ElI impacto alométrico observado en la relacion
LTP/DCV muestra diferencias significativas entre el control y los tratamientos con diésel
(Cuadro 6.1). Se observaron diferencias significativas en el didmetro o en el nimero de vasos de
protoxilema y metaxilema, aunque estas diferencias no mostraron una tendencia clara entre los
tratamientos (Cuadro 6.3).

Los valores de IPF mostraron diferencias entre los tratamientos, especialmente en las
concentraciones de 18000 y 21000 pL L™, comparado con el control (Cuadro 6.3). Estos valores
se atribuyen a un ajuste anatébmico para compensar la falta de abastecimiento de agua. La Figura
6.3 muestra el comportamiento de los valores de IF en los vasos de metaxilema, los cuales fueron
significativamente aumentados con el incremento de la concentracion de diésel en el medio de
cultivo, en contraste con los vasos de protoxilema. EI cambio drastico en el valor de IF del
metaxilema es una respuesta al ajuste anatomico que esta ocurriendo conforme se incrementa la

concentracion de diésel.
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Cuadro 6.3. Efecto de la contaminacién por diésel en el didmetro de raices y cilindro vascular, en el didmetro y nimero de vasos en el cilindro
vascular y en el indice proporcional de flujo (IPF) de plantulas de Medicago sativa, diez dias después de la germinacion.

Diametro total Diametro del Diametro de vasos Ndmero de vasos en protoxilema
Diése_ll de la raiz cilindro vascular (Hm) (px) y metaxilema (mx) IPF
HEE (um) (um) px mx px mx
0 365 b 124 ab 11.3abc 19.1ab 8a 11b 11.47 bed
3000 418 ab 125 ab 10.5bc 18.0 bc 6b 10b 14.43 abc
6000 430 ab 123 ab 11.4a 17.8 bc 8 ab 11b 9.28d
9000 386 ab 125 ab 10.3c 17.7c 8 ab 13ab 14.41 abc
12000 395 ab 118 Db 10.4c 16.2d 7 ab 11b 9.93 cd
15000 467 a 137a 10.7abc 17.8 bc 7ab 12 ab 13.22 bed
18000 438 ab 129 ab 10.8abc 18.5 abc 6b 12 ab 16.40 ab
21000 437 ab 137a 11.4 ab 195a 6b 14 a 19.15a
Significancia: NS NS 0.001 0.001 0.05 0.001 0.001

Promedios con diferente letra en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0=0.05), n = 15. NS= no significativo.
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Figura 6.2. Cortes transversales de raiz primaria de Medicago sativa crecidas bajo contaminacion con diésel, tefiidas
con azul de toluidina. A) Control, B) 3000, C) 6000, D) 9000, E) 12000, F) 15000, G) 18000 y H) 21000 pL L™
Barra= 100 um.
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Figura 6.3. Efecto de la contaminacion con diésel en el indice de flujo (IF= r**numero de vasos de xilema) en raiz
primaria de Medicago sativa, diez dias después de la germinacion. Barras con distinta letra son estadisticamente

diferentes (Tukey 0=0.05), medias * error estandar, n= 15 raices.

DISCUSION

El cilindro vascular de las raices de plantulas de diez dias en el control mostré un
arreglo tetrarca. Lo anterior es opuesto a la anatomia de la raiz reportada por Wolfanger (1932) y
Basconsuelo et al. (2011), quienes caracterizaron raices triarcas en Medicago sativa durante las
primeras etapas de desarrollo. Ademas, Wolfanger (1932) y Seago y Fernando (2013) también
reconocieron estos dos tipos de arreglos en el cilindro vascular en las raices de Medicago, pero
con pocos vasos. El presente estudio demostré que los cambios anatomicos ocurren en el cilindro
vascular de la alfalfa en respuesta a la contaminacion por diésel, y estos cambios estan
relacionados con la alteracion del arreglo tetrarca a triarca en la concentracion de 12000 pL L™.
Estos ultimos cambios anatomicos son similares a los reportados por Ghelich y Zarinkamar
(2013), quienes indicaron que la contaminacion por plomo (Pb) dio lugar a cambios

histoquimicos y ultraestructurales de Medicago, presumiblemente debido al desequilibrio
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fitohormonal. Ademas, el aumento en el didmetro del cilindro ha sido reportado en otras especies
de plantas, tales como Glycine max, Zea mays y Pisum sativum cultivadas bajo condiciones de
sequia o en solucién nutritiva contaminada con el hidrocarburo policiclico aromatico fluoranteno
(Makbul et al., 2011; Kummerova et al., 2013). Sin embargo, los resultados del presente estudio
proporcionan una informacion mas precisa sobre el impacto del diésel en el diametro y en el
numero de vasos en las raices de alfalfa.

Un estudio previo realizado por Merkl et al. (2005b) demostrd que el didmetro de las
raices de Brachiaria brizantha y Cyperus agregatum aumenté en suelo contaminado con
petroleo crudo pesado. Esto Gltimo esta de acuerdo con la respuesta observada en las raices de
Medicago sativa en contaminacién con diésel, aunque estos cambios fueron menores.
Desafortunadamente, no existen informes detallados sobre las modificaciones anatdmicas de las
raices en respuesta a los contaminantes orgéanicos, como el diésel, con los que se puedan
comparar los resultados de este estudio.

La alfalfa no ajusté el diametro de los vasos en respuesta a la contaminacion por diésel;
en contraste, las raices construyeron mas capilares conductores de un tamafio similar, como un
ajuste anatdmico. Sin embargo, este ajuste anatomico en lugar de aumentar los valores de K,
llevo a la alfalfa a un mayor riesgo de la perdida de conductividad, indicado por los valores del
PLC y del IF (Cuadro 6.1 y Figura 6.3). Por otra parte, el indice proporcional de flujo (IPF)
indica que el flujo mésico aumento en proporcion a la concentracion de diéesel, debido a que el
numero de vasos en las raices también incrementd con el aumento de la concentracion del
contaminante. Esta respuesta anatomica indica que Medicago sativa: 1) forma mas capilares para
equilibrar la conductividad hidraulica, impactando los valores de flujo méasico estimados a partir

del IPF y del IF (Cuadro 6.3, Figura 6.3), y 2) incrementa el diametro del cilindro vascular como
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resultado de lo anterior (Cuadro 6.1). Ademas, de acuerdo a los valores del IF parece que los
vasos del metaxilema son mas funcionales que los vasos del protoxilema. Adicionalmente, se
observa que la relacion LTP/DCV tiene un cambio significativo en la disminucion de sus valores
debido a la limitacion de agua causada por la contaminacién de diésel.

Los cambios observados en los valores del potencial hidrico son muy pequefios, y no
explican la magnitud de la pérdida de la conductividad hidraulica observada en respuesta a las
concentraciones de diésel; por lo tanto, el PLC no puede atribuirse a una sola variable. El analisis
de regresion multiple indica que el conjunto de pardmetros anatémicos y morfolégicos puede
explicar el 40% de la pérdida de conductividad, que parece ser un fenémeno multifactorial. Por
lo tanto, nuestros datos sugieren que los valores de PLC pueden estar asociados a dos factores:
medio de crecimiento (agar) y contaminacion por diésel. Sin embargo, nuestro disefio
experimental no nos permite medir la influencia de estos dos factores.

La conductividad hidraulica en las raices de los tratamientos con 3000, 6000 y 9000 pL
L™ fue similar a las raices del tratamiento control, sugiriendo que la alfalfa se desarrolla sin
fuertes cambios anatémicos en concentraciones de diésel relativamente bajas. Sin embargo, a
concentraciones superiores a 12000 pL L™, se observaron cambios anatémicos y una pérdida
drastica de la conductividad hidréaulica, pero el andlisis de regresion mdaltiple sugiere que tales
cambios anatomicos y valores de PLC pueden estar correlacionados con el efecto del diésel
(Cuadro 6.1).

Los valores de K y K representan la cantidad real del flujo de agua que asciende a una
presion determinada ponderada por la seccion transversal de la raiz. La contaminacion por diésel
dio lugar a un estrés hidrico debido a que la absorcion de agua por las raices fue limitada. Esto

altimo pudo haber causado cavitacion, lo que podria explicar los valores del PLC.
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Desafortunadamente, hay una carencia en la informacion de la anatomia de la raiz en plantas
bajo contaminantes orgéanicos, por lo tanto no se pueden discutir a mayor detalle los datos
obtenidos. Sin embargo, Ghelich y Zarinkamar (2013) indican que el didmetro de los vasos
vasculares de raices de alfalfa aumento en respuesta a la contaminacién con plomo (Pb).

El uso de plantas con fines de fitorremediacion implica entender su crecimiento y
tolerancia a los contaminantes, pero las respuestas anatémicas y fisiologicas que las plantas
tienen frente a tales condiciones de estrés no son bien conocidas. Por otra parte, las
consecuencias a corto y largo plazo de la anatomia y el ajuste fisiologico de la planta deben ser
investigadas a detalle. Por tal razon, se requieren esfuerzos adicionales de investigacion para
dilucidar el papel de la raiz en los cambios de la conductividad hidraulica en respuesta a la
contaminacion del suelo, tanto en el crecimiento y la adaptacion de las plantas a la
contaminacion con HP, en el que microorganismos hidrocarbonoclastas o simbiéticos pueden

también desempefiar una funcién importante.

CONCLUSIONES

Los estudios enfocados en dilucidar las respuestas anatomicas, estructurales e hidricas
en organos de plantas en presencia de hidrocarburos del petroleo son escasos. Este estudio
proporciona mas evidencia cientifica de los parametros anatdmicos e hidraulicos en las raices de
alfalfa crecidas en contaminacion con diésel. El diésel provocd cambios internos asociados con
una ligera reduccion del tamafio de vasos, pero un incremento en el diametro del cilindro
vascular de raices. Ademas, la contaminacion de diésel ocasiono un aumento en el nimero de
vasos de metaxilema, permitiendo valores del IF méas altos que en los vasos de protoxilema. La

alfalfa mostr6 un aumento en el IPF, y una reduccion en la relacion longitud total de la
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planta/didmetro del cilindro vascular (LTP/DCV). Los valores de los pardmetros hidréaulicos
disminuyeron, pero la pérdida de la conductividad incrementd de forma significativa a medida
que aumentd la concentracion de diésel. A pesar de haber logrado la germinacién de las semillas
y la emergencia de las plantulas, las concentraciones de diésel afectaron significativamente
varios pardmetros anatomicos y fisiologicos. Por lo tanto, el uso de alfalfa en los sistemas de
fitorremediacién puede no ser apropiado, sin considerar adecuaciones previas en los sustratos

contaminados para favorecer la tolerancia y el crecimiento de esta especie vegetal.
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CAPITULO VII

Efecto de la micorriza arbuscular en la conductancia de agua, intercambio gaseoso,

cambios anatomicos y estrés oxidativo en Medicago sativa en contaminacion por diésel

RESUMEN

Esta investigacion evalud el efecto de Rhizophagus intraradices (HMA) en el crecimiento,
conductancia de agua, intercambio gaseoso (transpiracion, fotosintesis, conductancia estomatica,
y concentracion interna de CO,), potencial hidrico de la hoja y produccidn de especies reactivas
de oxigeno (superdxido, O,  y perdxido de hidrégeno, H,0,) en plantas de Medicago sativa bajo
estres por diésel. Las plantas de M. sativa fueron inoculadas con HMA vy establecidas en arena
contaminada o sin contaminar. Después de 30 dias, el HMA en contaminacion por diésel (12000,
15000 y 18000 mg kg™) produjo incrementos significativos en el peso seco de la parte aérea
(>45%), en la altura (>25%) y en el area foliar (>50%) en comparacién con las plantas sin HMA.
El incremento en la concentracion de diésel aumentd la conductancia de la estela y la
conductancia foliar, independientemente del HMA. Ante 18000 mg kg™ los valores de la
conductancia de la estela y la conductancia foliar en plantas con HMA fue significativamente
menor con respecto a las plantas sin HMA. El diésel afectd significativamente (p<0.05) el
intercambio gaseoso Y el potencial hidrico de las plantas con y sin HMA. El diésel provoco la
acumulacién de O, y H,0, en raices, pero el HMA redujo su acumulacion, a pesar de que la
colonizacién por HMA fue disminuida. EI HMA alivid el efecto toxico del diésel al incrementar

la biomasa y al reducir la formacion de O, and H,0,.

Palabras clave: peroxido de hidrdgeno, fotosintesis, Rhizophagus intraradices, potencial hidrico
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CHAPTER VII

Arbuscular mycorrhiza on water conductance, gas exchange, morphological changes and

oxidative stress of Medicago sativa at diesel contamination

ABSTRACT

This research evaluated the effects of Rhizophagus intraradices (AMF) on plant growth, water
conductance, plant gas exchange (transpiration, photosynthesis, stomatal conductance, and
internal concentration of CO,), leaf water potential and production of reactive oxygen species
(superoxide, O, and hydrogen peroxide, H,O,) in Medicago sativa under stress by diesel.
Seedlings of M. sativa, were inoculated with the AMF, and established to either uncontaminated
or contaminated sand. After 30 days, AMF-plants at diesel contamination (12000, 15000 and
18000 mg kg™) significantly increased the shoot dry weight (>45%), height (>25%) and leaf area
(>50%) when compared to non-AMF plants. Diesel increased the stele and leaf conductance in
both conditions mycorrhization. At 18000 mg kg™, both the stele and leaf conductance in AMF-
plants were significantly lower in comparison to non-AMF plants. Regardless AMF inoculation,
diesel contamination significantly affected (p<0.05) plant gas exchange and leaf water potential.
Diesel stress resulted in the accumulation of O," and H,O; in the roots, but AMF-inoculation
reduced such accumulation in spite of mycorrhizal colonization was a affected by diesel. The
AMF alleviated the toxic effects of diesel by enhancing plant biomass and reducing the

formation of O, and H,0,.

Keywords: hydrogen peroxide, photosynthesis, Rhizophagus, hydric potential
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INTRODUCCION

La contaminacion del suelo por los derrames de petroleo es un problema ambiental que
requiere la limpieza de los sitios contaminados (Bundy et al., 2002). Los hidrocarburos presentes
en el petroleo y sus derivados como el diésel, afectan adversamente la germinacion de semillas y
el crecimiento de las plantas (Luhach y Chaudhry, 2012).

Los hidrocarburos del petroleo tienen baja polaridad y son atraidos por las raices de las
plantas, creando una capa hidrofdbica alrededor de la raiz que limita la absorcion de agua y
nutrientes, y el intercambio de gases (Issoufi et al., 2006; Pérez-Hernandez et al., 2013). Bajo
estas condiciones las plantas sufren un desequilibrio metabolico generado por una condicion de
estrés oxidativo (Malallah et al., 1998; Samina y Adams, 2002; Liu et al., 2009; Ahammed et al.,
2012, 2013), que interrumpe la homeostasis celular (Mittler, 2002; Gill y Tuteja, 2010). Por lo
tanto, los hidrocarburos del petréleo como el diésel, pueden inducir estrés oxidativo (Chen et al.,
2013).

El estrés oxidativo es el efecto toxico causado por sustancias quimicas que son
altamente reactivas (especies reactivas de oxigeno, ERO), producidas durante la reduccién de
oxigeno molecular (Halliwell, 2006), generando una perturbacion del estado redox celular en
favor de los pro-oxidantes (Mittler et al., 2004). El peroxido de hidrogeno actia como una
molécula de sefializacion en la mediacion de las respuestas de defensa contra el estres bidtico y
abiotico. En condiciones fotosintéticas normales, el peroxido es subproducto de las rutas
metabolicas en el peroxisoma (Liu et al., 2009). Sin embargo, el peréxido puede difundirse a
través de las membranas bioldgicas y dafar gravemente el metabolismo de las plantas en
condiciones de estrés (Ashraf, 2009). Por lo tanto, la regulacion del contenido de peroxido en las

células es muy importante, especialmente durante condiciones de estrés que favorecen su

70



generacion y acumulacion (Bocova et al., 2012). Al entrar en un estado de estrés las plantas
deben reducir la produccién de ERO mediante procesos relacionados con adaptaciones
anatémicas y fisioldgicas (Gechev et al., 2006). Otro mecanismo de defensa se relaciona con
moléculas antioxidantes para eliminar las ERO y la asociacién con microorganismos del suelo
para mitigar el estrés oxidativo (Hernadndez-Ortega et al., 2012; Pérez-Herndndez et al., 2013).
Las especies vegetales predominantemente se asocian con hongos micorrizicos
arbusculares (HMA). Los HMA alteran las relaciones hidricas de la planta hospedera en
condiciones de estrés por sequia, mediante la produccion de hifas que acceden a los pequefios
poros del suelo donde obtienen agua y con ello, mejoran la tolerancia de las plantas al déficit
hidrico (Bérzana et al., 2012; Ruiz et al., 2012; Worchel et al., 2013). En afios recientes, se ha
demostrado que los HMA regulan las propiedades hidraulicas de la raiz, incluyendo la
conductividad hidraulica (Béarzana et al., 2012; Birhane et al., 2012). Ademas, se han sugerido
varios mecanismos por los cuales los HMA pueden reducir el estrés hidrico, donde destacan: 1)
mejorando la absorcion directa y transferencia de agua a través de las hifas fungicas hacia la
planta hospedera, 2) favoreciendo los cambios en las propiedades de retencidn de agua del suelo,
3) mejorando el ajuste osmdtico de las plantas, 4) mejorando el intercambio de gases en la planta
y el uso eficiente de agua, o 5) protegiendo contra el dafio oxidativo generado por el estres
hidrico (Kaya et al., 2003; Ruiz-Lozano y Aroca, 2010; Birhane et al., 2012; Ruiz et al., 2012).
Los HMA son conocidos por mejorar la nutricion mineral y aumentar la resistencia de
las plantas ante condiciones ambientales drasticas, como la contaminacion por diésel
(Hernandez-Ortega et al., 2012). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de

Rhizophagus intraradices en el crecimiento, estado hidrico, intercambio gaseoso, y produccion
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del anion superoxido (O,) y peréxido de hidrogeno (H,O;) en plantas de Medicago sativa en

condiciones de estrés por diésel.

MATERIAL Y METODOS
Establecimiento del experimento y condiciones de crecimiento

Se esteriliz6 arena y se contamind con diésel en las siguientes concentraciones: 3000,
6000, 9000, 12000, 18000 y 21000 mg kg™, considerando como testigo arena sin contaminar. A
la arena, se le agregaron 100 mL de acetona como disolvente con la cantidad de diésel
correspondiente, con el fin de favorecer la impregnacion homogénea del contaminante, una vez
contaminada la arena se dejo reposar por cinco dias. De cada concentracién de diésel se
prepararon tres vasos de unicel de 250 mL (para la germinacion de las semillas), y ocho vasos de
unicel de 250 mL divididos en tres secciones (para el desarrollo de las plantas).

En cada uno de los vasos divididos se colocaron tres plantulas de 10 dias de desarrollo,
una por cada divisiéon. La mitad de las plantulas de cada tratamiento fueron inoculadas con el
hongo micorrizico arbuscular Rhizophagus intraradices, cuyo inéculo consistié de 50 mg de
fragmentos de raiz colonizada con el hongo micorrizico (80% de colonizacién total) obtenidos de
cultivo monoxeénico de raices transformadas de zanahoria. Los vasos se colocaron a temperatura
ambiente, con 75% de humedad y fotoperiodo de 14 h, y se regaron diariamente con agua
destilada y cada semana se les aplicd solucién nutritiva Long Ashton (LANS; Hewitt, 1966; ver
Anexo IV, Cuadro AIV-7.1), modificada para suministrar 11 pg de P mL™, para evitar
interferencias de este elemento con el establecimiento de la simbiosis micorrizica en las

plantulas.
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Medicion del tamafio de la planta, parametros hidraulicos (Kxiema, Kestela Y Kroliar) €
intercambio gaseoso.

Después de 30 dias de la inoculacion con R. intraradices, las plantas (n=10) se midieron
para evaluar la longitud de la parte aérea (cm). Luego, las plantas se colocaron en cajas de Petri
con agua, donde raiz y parte aérea fueron separados; la parte aérea se instalé en un sistema de
mangueras flexibles de 3 mm de didmetro conectado a un contenedor de agua dentro de una
balanza analitica (Figura 7.1), a 10 cm de altura del liquido a la planta (Ah) para generar un
gradiente de presion (dP). El flujo se calculé sobre la base del tiempo en el que 0.0001 g de agua
eran absorbidos por la planta. El célculo del flujo se determind por la ecuacion 1 (Tyree y Ewers,
1996).

F=m/t (Ec. 1)

donde F es el flujo masico, m se refiere a la masa del agua (kg) y t es el tiempo que la planta tomé para absorber el
agua (s).

—5—
|
|
|
|
a Ah (10 cm)
Muestra de |
Suministro parte aérea |
de agua :
RV

Figura 7.1. Sistema de mangueras para la evaluacion de la conductancia de agua en plantas de Medicago sativa.

73



La conductancia del area real del xilema (Kyiema) fue estimada por la ecuacién 2, la
conductancia de la estela (Kestela) fue estimada por la ecuacion 3, y la conductancia foliar (Ksojiar)

se estimd mediante la ecuacion 4.

Kxilema= F / area real del xilema (Ec. 2)
Kestela= F / area de la estela (Ec. 3)
Kroiiar= F / &rea foliar (Ec. 4)

donde F es el flujo masico estimado por la ecuacion 1.

Durante la medicion del flujo en las plantas, se midi6 con el medidor de fotosintesis
portatil CIRAS 2 (PP SYSTEMS): transpiracion, fotosintesis neta (Pn), conductancia estomatica

(gs), concentracion interna de CO; (Ci).

Medicion del potencial hidrico en hoja (¥y) y del area foliar

El potencial hidrico de la hoja (W) se midi6 utilizando un sistema de mangueras de
plastico, que contenia un mandémetro y émbolos, suministrado con agua desgasificada. El
material vegetal utilizado para esta medicion correspondié a la parte aérea separada de la raiz
primaria. Tanto hojas como tallos fueron encapsulados en puntas de micropipeta (10 pL) y
cubiertos con papel oscuro. La capsula se inserto en el sistema de mangueras (llenado con agua
desgasificada) y el mandémetro fue calibrado a cero. Se tir6 del émbolo 1 para ejercer una fuerza
de tensidn en la columna de agua del xilema y permitir el movimiento del menisco hacia el final
de la seccidon transversal de la parte aérea. Los meniscos removidos hacia la superficie
correspondieron a la primera burbuja y ésta burbuja sirvié como un indicador para la lectura del
mandmetro. El area foliar se estimé dibujando el contorno de la hoja (Rodés y Collazo, 2006), y

se obtuvo el peso seco de la parte aérea.
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Caracterizacion microscopica del sistema vascular en tallos

Cada segmento de tallo usado para la medicion del flujo de agua de cada tratamiento
fueron fijados en FAA (formaldehido 10 mL, &cido acético 5 mL, etanol 50 mL y agua destilada
35 mL) durante 48 h, se lavaron con agua destilada e infiltraron usando una solucion de inclusion
(Tissue-Tek® O.C.T.™), para cortarlas a -20 °C con un micrétomo (Leica®). Ademas, los cortes
del tallo entre 10 y 20 um se tifieron con azul de toluidina, se deshidrataron y se montaron en
resina Entellan (Ruzin, 1999). Lo anterior para estimar el diametro del tallo, el diametro de la

estela, y el didmetro y nimero de vasos de xilema a partir de cortes transversales.

Evaluacion de la formacion de especies reactivas de oxigeno en raices

La presencia de superdxido (O,) y de peréxido de hidrégeno (H.O,) fueron
cuantificados por medio del andlisis de la emision de fluorescencia en imagenes obtenidas por
microscopia confocal de barrido laser, utilizando el método de H,DCF-DA y DHE
respectivamente (Sandalio et al., 2008; Karlsson et al., 2010; Swanson et al., 2011). Esta
evaluacion se llevo a cabo para muestras de raices control y raices contaminadas, en plantas
inoculadas con HMA y en plantas sin inocular. Las muestras de raiz se incubaron y montaron de
acuerdo con Zafra et al. (2010). Después de la incubacion, las muestras se lavaron y prepararon
para observarse en microscopio confocal (Carl Zeiss LSM 780NLO). Muestras equivalentes
fueron tratadas con TMP eliminador de O, y con piruvato de sodio eliminador de H,O, antes
del tratamiento con DHE o H,DCF-DA (modificado de Zafra et al., 2010). También se
prepararon controles negativos que fueron tratados con Tris-HCI o MES-KCI. Las sefiales
fluorescentes se detectaron a partir de una longitud de onda de emision de 515 nm y 560 nm para

ambos reactivos quimicos.
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Evaluacion de la colonizacion micorrizica

Las raices secundarias se colectaron para evaluar la colonizacion micorrizica mediante
la técnica de tincion con azul de tripano por método de Phillips y Hayman (1970). La
colonizacion se evalué microscopicamente considerando los porcentajes de colonizacion por

estructuras fungicas presentes en las raices (hifas, vesiculas y arbdsculos).

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un experimento factorial 7x2 en un disefio completamente al azar, incluyendo
14 tratamientos con 12 repeticiones cada uno. Los factores fueron los siguientes: 7 niveles de
contaminacién con diésel (0, 3000, 6000, 9000, 12000, 15000 y 18000 mg kg™) y dos niveles de
inoculacion micorrizica (plantas con y sin HMA). Los datos fueron analizados mediante anélisis
de varianza y con una prueba de comparacion de medias de Tukey, 0=0.05 (SAS Institute Inc.,

2002).

RESULTADOS
Variables de crecimiento, parametros hidraulicos (Kxilema, Kestela Y Kfoliar), potencial hidrico
en la hoja e intercambio gaseoso.

El peso seco de las plantas fue afectado significativamente (p<0.001) por el diésel y por
la interaccion diésel-HMA (Cuadro 7.1). Independientemente de la condicién micorrizica, con el
incremento de la concentracion de diésel se disminuyo el peso seco de las plantas. Sin embargo,
en plantas con HMA se observo un incremento del peso seco (>45%) en las concentraciones de
3000, 12000, 15000 y 18000 mg kg™ en comparacién con las plantas sin inocular (Cuadro 7.1).

El area foliar y la altura de la planta también fueron afectadas significativamente (p<0.001) por
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el diésel y por la interaccion diésel-HMA (Cuadro 7.1). El aumento de la concentracion del
contaminante disminuyo la altura de la planta y el area foliar, en plantas con y sin HMA. Sin
embargo, la inoculacion con HMA incrementd la altura de las plantas (>25%) en las
concentraciones de 12000, 15000 y 18000 mg kg™, y el &rea foliar (>50%) en las

concentraciones de 3000, 12000, 15000 y 18000 mg kg™.

Cuadro 7.1. Peso seco, area foliar y altura en plantas de Medicago sativa establecidas en arena

contaminada con diésel, 30 dias después de la inoculacion con Rhizophagus intraradices (HMA).

Diesel Peso seco (mg) Area foliar (cm?) Altura (cm)
(mg kg™) “HMA +HMA -HMA +HMA -HMA +HMA
0 8.51a 13.50 a 6.25a 7.07 a 8.49 a 9.63 a
3000 3.99b 5.95b 121D 1.94b 4.54b 3.88b
6000 475b 4.73b 1.92b 1.81b 440D 4.68b
9000 2.61b 2.88b 1.18b 1.37b 2.63c 2.85b
12000 1.79b 2.95b 0.79b 1.22b 2.02c 2.77b
15000 2.15b 3.12b 1.00b 1.63b 2.13¢c 2.72b
18000 1.73b 2.76 b 0.69b 1.30b 174 c 2.86b
Significancia 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0=0.05). n=10 plantas.

El diésel increment6 significativamente los valores de la Kesen Y de la Keoliar,
independientemente de la condicién micorrizica, e incremento los valores de Kyilema €n plantas sin
HMA (Figura 7.2). En presencia de diésel los valores de la Kyjema €n plantas con HMA fueron
constantes y significativamente menores a los de plantas sin HMA (Figura 7.2A). De manera
similar, el incremento en la concentracion de diésel aumentd los valores de la Kesera Y de 1a Koliar,
en ambas condiciones de micorrizacién. En la concentracién de 18000 mg kg™ los valores de la
Kesela Y €l de la Kioiiar €n plantas con HMA fue significativamente menor con respecto a las

plantas sin HMA (Figura 7.2B y 7.2C).
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Figura 7.2. Conductancia de xilema, de estela y foliar en plantas de Medicago sativa establecidas en arena

contaminada con diésel e inoculadas con Rhizophagus intraradices (HMA), después de 30 dias de la inoculacion.

Medias * error estandar, (Tukey 0=0.05). n= 10.
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La presencia de diésel afectd significativamente (p<0.05) el Wy y las variables del
intercambio gaseoso de las plantas (Figura 7.3). Los valores de W}, en las plantas fueron menos
negativos en ambas condiciones de micorrizacion. En el control y en las concentraciones de
6000, 12000 y 15000 mg kg™ los potenciales en plantas con HMA fueron menos negativos que
en plantas sin HMA (Figura 7.3A). El aumento en la concentracion de diésel también incremento
la tasa de transpiracion, independientemente de la condicion micorrizica. Sin embargo, en las
concentraciones de 3000, 9000 y 12000 mg kg™ las plantas sin inocular presentaron mayor tasa
de transpiracion en comparacion con las plantas inoculadas. Solo en la concentracion de 18000
mg kg™ las plantas con HMA presentaron una mayor transpiracion con respecto a las plantas sin
micorriza (Figura 7.3B).

En concentraciones mayores a 9000 mg kg™, el diésel disminuy¢ la fotosintesis neta en
las plantas, independientemente de la micorrizacion. En las concentraciones de 15000 y 18000
mg kg las plantas micorrizadas tuvieron mayor fotosintesis, con respecto a las plantas sin HMA
(Figura 7.3C). El incremento en la concentracion de diésel también aument6 la conductancia
estomatica en las plantas sin HMA, mientras que en las plantas con HMA la conductancia
estomatica fue constante y menor con respecto a los valores de plantas sin micorrizacion. Solo en
la concentracién de 18000 mg kg™ la conductancia estomatica en plantas micorrizadas fue mayor
que en las plantas sin HMA (Figura 7.3D). En contraste, el uso eficiente del agua en las plantas
con y sin micorrizacion, disminuyo en las concentraciones de 9000, 12000, 15000 y 18000 mg
kg™. En las concentraciones de 3000 y 15000 mg kg™, las plantas con HMA presentaron mayor
uso eficiente de agua en comparacion con plantas sin micorrizacion (Figura 7.3E). El contenido
interno de CO; en las plantas de M. sativa incrementd con el aumento en la concentracion de

diésel, independientemente de la micorrizacion (Figura 7.3F).
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Figura 7.3. Potecial hidrico en la hoja (Wh) y variables fotosinteticas medidas en plantas de Medicago sativa
establecidas en arena contaminada con diferentes concentraciones de diésel a los 30 dias después de la inoculacion
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agua, umol CO,/moles H,O m?s?, Ci= concentracion interna de CO,. Los valores son medias de 10 plantas + error
estandar, Tukey (¢=0.05).

80



Cambios morfoldgicos en el tallo de Medicago sativa

La contaminacion con diésel disminuyo el didmetro total del tallo, el diametro de la
estela y el didmetro de los vasos de xilema en plantas de M. sativa en ambas condiciones de
inoculacién con Rhizophagus intraradices (Cuadro 7.2). Ademas, la inoculacién con el HMA
permitié que los didmetros de tallo, estela y vasos de xilema incrementaran en comparacion con
plantas sin inocular, en la mayor parte de las concentraciones de diésel. No hubo una tendencia
clara en cuanto al nimero de vasos de xilema en las plantas sin HMA, mientras que en las
plantas con HMA, el nimero de vasos aumentd al incrementar la concentracion del contaminante

(Cuadro 7.2).

Cuadro 7.2. Efecto de la contaminacidon por diésel en el didmetro de tallo y de la estela, y en el diametro y
nimero de vasos de xilema en la estela de plantas de Medicago sativa, 30 dias después de la inoculacion

con Rhizophagus intraradices (HMA).

Diésel Diametro total del tallo Diametro de la estela Diametro de vasos Ndmero de vasos
(mg;elig'l) (mm) (num) del xilema (pum) de xilema

-HMA +HMA -HMA +HMA -HMA +HMA -HMA +HMA
0 231 2.16 816 688 23.0 20.20 69 65
3000 1.10 1.14 376 352 16.40 19.20 70 102
6000 141 1.65 464 560 18.40 19.40 50 96
9000 1.27 154 480 504 16.0 20.60 79 94
12000 1.18 1.23 416 392 16.60 17.60 63 123
15000 1.26 1.37 400 448 14.60 17.60 40 78
18000 1.16 1.06 232 352 16.80 17.40 63 115
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Formacion de especies reactivas de oxigeno en raices

La acumulacién del anién superéxido (O%) ocurrié en respuesta a estrés oxidativo por la
presencia de diésel en plantas sin HMA (Figura 7.4). La incubacion de raices en DHE so6lo
produjo fluorescencia verde por la acumulacion de Oy en las plantas sin HMA (Figura 7.4 E y
F). Las raices sin inocular mostraron altos niveles de fluorescencia, particularmente en los
tratamientos con 15000 y 18000 mg kg™ (Figura 7. 5E y F). No se detect6 fluorescencia en las
raices control (sin diésel) inoculadas y sin inocular (Figura 7. 5A y G), en las raices con HMA en
los tratamientos con diésel (Figura 7.5H-L) y en las células corticales con la aplicacion de

eliminadores especificos para ERO (ver Anexo IV, Figura AlV-7.1)

El fluorocromo, H,DCF-DA, detecto la presencia de peréxido de hidrégeno (H,0,) por
la produccion de fluorescencia verde en las raices (Figura 7.6). Se observaron diferentes grados
de intensidad de la fluorescencia en respuesta a la concentracion de diésel (Figura 7.7). No se
observo fluorescencia en las raices del tratamiento sin diésel (control) de plantas inoculadas y
plantas sin inocular (Figura 7.6 A y G); en contraste, las raices del tratamiento con 15000 y
18000 mg kg exhibieron mayor niimero de células fluorescentes en comparacion con los deméas
tratamientos con diésel, indepensientemente de la inoculacion con HMA (Figura 7.7 E, F, K y
L). Sin embargo, el nimero de células fluorescentes y la intesidad de fluorescencia fue menor en

raices con HMA, en comparacion con las plantas sin HMA (Figura 7.6 y 7.7).
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RAICES DE PLANTAS SIN HMA
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Figura 7.4. Deteccion fluorescente del anion superéxido (O,) con DHE usando microscopia confocal de barrido
laser en raices de Medicago sativa crecidas en contaminacion con diésel, sin o con la inoculacion del hongo
micorricico arbuscular (HMA) Rhizophagus intraradices. La presencia de O, se muestra por la fluorescencia verde.
Ay G) control, B y H) 3000, C y 1) 6000, D y J) 9000, E y K) 15000, F y L) 18000 mg kg™.
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Figura 7.5. Perfil de intensidad de la fluorescencia de O, a lo largo de la linea indicada en la raiz (ver figura 7.5) de
Medicago sativa crecida en contaminacion con diésel, sin o con la inoculacion del hongo micorricico arbuscular
(HMA) Rhizophagus intraradices. A y G) control, B y H) 3000, C y I) 6000, D y J) 9000, E y K) 15000, Fy L)
18000 mg kg™. UA= unidades arbitrarias.
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RAICES DE PLANTAS SIN HMA

RAICES DE PLANTAS INOCULADAS CON HMA

Figura 7.6. Deteccion fluorescente del peréxido de hidrégeno (H,O,) con H,DCF-DA usando microscopia confocal
de barrido laser en raices de Medicago sativa crecidas en contaminacidn con diésel, sin o con la inoculacion del
hongo micorricico arbuscular (HMA) Rhizophagus intraradices. La presencia de H,O, se muestra por la
fluoresizencia verde. A 'y G) control sin diésel, B y H) 3000, C y I) 6000, D y J) 9000, E y K) 15000, F y L) 18000
mg kg™
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Figura 7.7. Perfil de intensidad de la fluorescencia de H,0, a lo largo de la linea indicada en la raiz (ver figura 7.7)
de Medicago sativa crecida en contaminacion con diésel, sin o con la inoculacion de | hongo micorricico arbuscular
(HMA) Rhizophagus intraradices. A y G) control sin diésel, B y H) 3000, C y I) 6000, D y J) 9000, E y K) 15000, F
y L) 18000 mg kg™*. UA= unidades arbitrarias.
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Colonizacion micorrizica

La contaminacién con diésel tuvo efectos significativos (p<0.05) en la colonizacion
micorrizica arbuscular. Después de 30 dias la colonizacion radical medida por tincion con azul
de tripano, disminuy6 debido a la contaminacion con diésel (Figura 7.8A). Ademas, el diésel
disminuyé significativamente (p<0.05) el desarrollo de estructuras fungicas (Figura 7.8B),
mostrando una reduccion en la presencia de hifas (>45%), vesiculas (>75%) y arbusculos

(>60%) en las concentraciones mayores a 9000 mg kg™.
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Figura 7.8. Colonizacién micorrizica de Rhizophagus intraradices, medida por tincién con azul de tripano en raices
de Medicago sativa, 30 dias después de la inoculacién con HMA. A) Colonizacion micorrizica total en raices de M.
sativa en contaminacion con diésel. Barras con distinta letra son estadisticamente diferentes (Tukey 0=0.05). B)
Efecto del diesel en el desarrollo de estructuras flngicas en raices de M. sativa. Barras con distinta letra en cada
estructura flngica son estadisticamente diferentes. Los valores son promedio de 10 plantas + error estandar.
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DISCUSION

El peso seco, la altura y el area foliar en las plantas de Medicago sativa
independientemente de la inoculacion con Rhizophagus intraradices, disminuyo por efecto de la
contaminacion con diésel. Sin embargo, las plantas con HMA incrementaron el peso seco, la
altura y el area foliar, principalmente en concentraciones mayores a 12000 mg kg?, en
comparacion con plantas sin HMA. Se ha demostrado que la inoculacién de HMA puede
incrementar la biomasa vegetal en plantas de Melilotus albus y Zea mays cultivadas en sustrato
con diésel (Tang et al., 2009; Hernandez-Ortega et al., 2012) y en plantas de Brachiaria
decumbens crecidas en arena con biodiésel (Trejo et al., 2013), como se observo en esta
investigacion para Medicago sativa, donde las concentraciones de diésel fueron similares a las
evaluadas por estos autores. También se han reportado incrementos en el peso seco de la raiz y
de la parte aérea en Medicago sativa por la inoculacion con Glomus etunicatum, cuando las
plantas crecieron en contaminacion con fenantreno y con el insecticida DDT (Wu et al., 20084,
2008b).

La colonizacion por HMA a menudo estd acompafiada del incremento en el intercambio
gaseoso de las plantas hospedantes (Zhu et al., 2011). En el presente estudio, las plantas de M.
sativa inoculadas con R. intraradices en condiciones de contaminacion por diésel en las
concentraciones de 15000 y 18000 mg kg™, presentaron mayores valores en la fotosintesis neta,
la conductancia estomatica y la transpiracion, en comparacion con las plantas sin HMA. Esto
indica, que la simbiosis con HMA incrementa la capacidad de intercambio de gases por el
aumento de la asimilacion de CO; y los flujos de transpiracion (Zhu et al., 2011). El incremento
del intercambio gaseoso por la presencia de HMA, también se ha reportado en otras condiciones

de estrés como altas temperaturas, salinidad y sequia (van Rooyen et al., 2004; Cho et al., 2006;
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Wu y Xia, 2006; Sheng et al., 2008; Zhu et al., 2011). Ademas, se ha demostrado ampliamente
que en condiciones de sequia la inoculacion de HMA en las plantas incrementa la transpiracion,
la Pn, lags, y el UEA (Kaya et al., 2003; Barzana et al., 2012; Birhane et al., 2012; Saraswati et
al., 2012; Zhu et al., 2012), asi como se observd en esta investigacion bajo contaminacién por
hidrocarburos.

En hidraulica el potencial hidrico es la fuerza requerida para mover una molécula de agua
en el interior de las plantas y la diferencia de estos potenciales desde el suelo hasta las hojas, son
la fuerza motora del ascenso del agua en las plantas vasculares (Pallardy, 2008). La simbiosis
con R. intraradices permitio a la planta tener W, menos negativos en comparacion con plantas
sin HMA en el tratamiento sin diésel y en las concentraciones de 6000, 12000 y 15000 mg diésel
kg'. La disminucién en los valores de ¥, por efecto de la inoculacién de HMA en
contaminacion por diésel, también se ha reportado en Sorghum bicolor y Zea mays en
condiciones de estrés por sequia (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004; Cho et al., 2006). Con ¥, menos
negativos las plantas pueden conducir una mayor cantidad de agua, como se obervo con el
incremento de la conductancia de la estela y la conductancia foliar.

El tallo de plantas de M. sativa a los 30 dias después de la inoculacién con R.
intraradices, mostrd6 cambios morfoldgicos por efecto de la contaminacion con diésel. Los
cambios se mostraron principalmente en el diametro del tallo, en el diametro de la estela, y en el
didmetro y namero de vasos de xilema, lo cual estd relacionado con el incremento en la
conductancia del xilema (Kyiema) Y la conductancia de la estela (Kesela). EStos cambios
morfoldgicos son similares a los reportados en otras especies de plantas, tales como Brachiaria
brizantha, Cyperus agregatum, Glicine max, Zea mays y Pisum sativum cultivadas bajo

condiciones de sequia y bajo contaminacion con fluoranteno y petréleo crudo (Merkl et al.,

89



2005b; Makbul et al., 2011; Kummerova et al., 2013). Sin embargo, no existen estudios
detallados sobre modificaciones anatdmicas en plantas con o sin HMA, en respuesta a los
contaminantes organicos, como el diésel, con los que se puedan comparar los resultados
obtenidos. No obstante, fue evidente que R. intraradices produjo incrementos en el nimero de
vasos de xilema cuando las plantas estdn sometidas a estrés por la contaminacién de diésel.

La brillantez de las células es una consecuencia de la fluorescencia verde de H,DCF-
DA y DHE, y esta directamente relacionada a la presencia de estrés oxidativo (Figura 7.7). Como
se esperaba, el presente trabajo confirma la existencia de estrés oxidativo en M. sativa, el cual se
ve reflejado en la acumulacion de O, y H,O, en las células de las raices afectadas por la
contaminacion con diésel; ambas ERO mostraron mayor acumulacion en el tejido cortical ante
concentraciones de 15000 y 18000 mg kg™. De forma analoga, el incremento en los niveles de
acumulacién de O,  y H,0, también fue registrado por otros investigadores usando microscopia
confocal en raices de M. sativa y Pisum sativum expuestas a cadmio y plomo (Ortega-Villasante
et al., 2005, Rodriguez-Serrano et al., 2006; Malecka et al., 2012). Como contribucién, el
presente trabajo demuestra que la inoculacién con Rhizophagus intraradices disminuy6 los
niveles de acumulacion de O," y H,O, en las raices. La reduccién en la acumulacién de ERO en
M. sativa por efecto de la inoculacion, demuestra la proteccion del hongo contra el estres
oxidativo generado por el diesel. Se ha reportado que R. intraradices puede tener efectos
positivos sobre las plantas hospederas disminuyendo la concentracion de ERO, por el incremento
de la actividad de enzimas antioxidantes (Debiane et al., 2008, 2009). Ademas, el efecto positivo
en la disminucion de la concentracion de O, y H,O; en las plantas por la inoculacion con HMA,
se ha reportado en Citrus tangerine y Poncirus trifoliata bajo estrés por sequia (Wu et al., 20063,

2006D).
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La presencia de diésel redujo la colonizacion total en el sistema radical de M. sativa,
siendo significativa en concentraciones mayores de 6000 mg kg™. Algunos reportes indican el
efecto negativo de los hidrocarburos del petréleo en la colonizacion micorrizica, en donde
muestran que el incremento en la concentracion de éstos hidrocarburos disminuye la
colonizacion por HMA (Gaspar et al., 2002; Rabie et al., 2004; Verdin et al., 2006; Tang et al.,
2009; Wu et al., 2008a). La disminucién en la colonizacion de las raices por el hongo debido a la
presencia de diésel, puede disminuir el desarrollo y la nutricion de las plantas afectando sus
respuestas fisiologicas ante el estrés ocasionado por la presencia del contaminante (Tang et al.,
2009; Hernandez-Ortega et al., 2012). Sin embargo, la reduccion en la colonizacién micorrizica
en M. sativa no disminuyd la biomasa de las plantas, el intercambio gasesos, y la proteccion

contra el estrés oxidativo generado por la contaminacién de diésel.

CONCLUSIONES

El diésel genera ajustes en las dimensiones y nimero de elementos conductores del tallo
de alfalfa, lo que se refleja en el incremento de los valores de conductancia hidraulica en las
plantas de Medicago sativa independientemente de la inoculacion con Rhizophagus intraradices,
en el tamafio del tallo y en los parametros del intercambio gaseoso. Las concentraciones de diesel
reducen la colonizacion de R. intraradices en M. sativa, generando una disminucion en la
produccién de biomasa y alteraciones en el intercambio gaseoso de la planta. Sin embargo, este
trabajo demuestra que los hongos micorrizicos arbusculares tienen un papel importante en la
reduccion de estrés oxidativo causado por la presencia de diésel, ademas de que mejoran las

relaciones hidricas y el intercambio gaseoso en la plantas de M. sativa.
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CAPITULO VIII

Discusidn general de resultados y conclusiones generales

El uso de plantas con fines de fitorremediacion implica entender las respuestas
anatémicas y fisioldgicas que son determinantes para su crecimiento y adaptacion en presencia
de contaminantes en el suelo. Sin embargo, estas respuestas que las plantas tienen frente a tales
condiciones de estrés no son bien conocidas. Por tal razdn, se evalu6 el efecto del diésel sobre el
crecimiento, cambios anatémicos, conductividad hidraulica y expresion de genes en respuesta a
estrés oxidativo, en plantas de Medicago sativa.

El incremento en la concentracién de diésel disminuy6 el peso seco de la parte aérea y
de la raiz, la altura de la planta, y la longitud de la raiz, el nGmero de hojas y con ello el area
foliar. La mayoria de las concentraciones de diésel produjo una reduccion del diametro de los
vasos de protoxilema y de los vasos de metaxilema en el cilindro vascular, excepto en la
concentracién de 21000 mg kg™ donde el didmetro de ambos tipos de vasos de xilema fue mayor
en comparacion con el tratamiento sin diésel. La presencia del diésel también redujo el nimero
de vasos de protoxilema, y la relacion alométrica entre la longitud total de la planta y el diametro
del cilindro vascular. Como consecuencia de la reduccion en el diametro y en el nimero de vasos
de xilema, el incremento del diésel redujo la conductividad hidraulica y la conductividad
hidraulica especifica en las plantas, ademas, el porcentaje de la pérdida de conductividad
aumento y los valores del potencial hidrico en hoja (¥,) fueron mas negativos. Con ¥, mas
negativos las plantas conducen menor cantidad de agua, mostrando una reduccion en la

conductividad hidraulica (K;) y en la conductividad hidraulica especifica (Ks). El diésel
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incremento el diametro de la raiz y el diametro del cilindro vascular en las concentraciones de
15000, 18000 y 21000 mg kg™, y el indice proporcional de flujo en las concentraciones de 3000,
9000, 15000, 18000 y 21000 mg kg™.

La atenuacion del estrés oxidativo es favorecida por la actividad de los antioxidantes
enzimaticos y no enziméticos que poseen las plantas. Sin embargo, altas concentraciones de
diésel disminuyen la actividad de varias enzimas antioxidantes, generando cambios en los
niveles de transcripcion de los genes correspondientes a estas enzimas. En los resultados
obtenidos en este trabajo, después de 30 dias de exposicion al contaminante solo se encontro
induccién del gen FeSOD en la parte aérea ante 1000 mg kg™, y una represién del gen CuZnSOD
en la raiz ante 10000 mg kg™ y en la hoja en todas las concentraciones de diésel. Con base a
estos resultados, es posible que el umbral de la expresion de los genes evaluados en respuesta al
estrés por la presencia de diésel esté por debajo de las concentraciones evaluadas, o se presenten
en un tiempo menor de exposicion al contaminante.

En resumen, el mecanismo de proteccién de M. sativa ante la presencia de diésel se
relaciona con la construccion de mas capilares conductores de un tamafio similar en la raiz, como
lo indica el indice proporcional de flujo, el cual aument6 en proporcion a la concentracion de
diésel. Sin embargo, las consecuencias a corto y largo plazo de la anatomia y el ajuste fisiologico
de la planta, deben ser investigadas a detalle.

La leguminosa Medicago sativa L. puede germinar y desarrollarse en sistemas
contaminados con diésel, por lo que puede potencialmente emplearse en la fitorremediacion de
suelos contaminados, considerando adecuaciones previas a los suelos para favorecer la tolerancia

y el crecimiento de esta especie vegetal.
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El diésel reduce la colonizacion y el desarrollo de Rhizophagus intraradices en raices de
zanahoria en cultivo monoxénico, indicado por la disminucion en la formacion de hifas
extrarradicales y con ello la produccién de esporas en la concentracion de 10000 pL L™. Sin
embargo, la produccion de hifas y esporas en presencia de diésel indica que este hongo
micorrizico arbuscular (HMA) tiene tolerancia a la presencia del contaminante, vislumbrando su
utilizacion en simbiosis con las plantas dirigidas a los procesos de fitorremediacion.

Las plantas de M. sativa establecidas en arena contaminada con diésel redujeron su tasa
fotosintética y su uso eficiente de agua, aunque mostraron incrementos en la transpiracion, en la
conductancia estomaética y en el contenido de CO,, independientemente de la inoculacion con
Rhizophagus intraradices. Sin embargo, las plantas con HMA presentaron mayor intercambio
gaseoso en comparacion con plantas sin HMA. Esto indica, que la simbiosis micorrizica
arbuscular proporciona alta capacidad de intercambio de gases por el aumento de la asimilacion
de CO, y de los flujos de transpiracion.

Por otro lado, los principales cambios anatdmicos en las plantas en presencia del diésel
fueron el didmetro del tallo, el diametro de la estela, y el diametro y nimero de vasos de xilema,
lo cual esta relacionado con el incremento en la conductancia del xilema (Kxiema) Y €n la
conductancia de la estela (Kestela). Ademas, es evidente que R. intraradices incrementa el nimero
de vasos de xilema cuando las plantas estdn sometidas a estrés por la contaminacion de diésel.

El diésel es un contaminante capaz de generar estrés oxidativo en las plantas de M.
sativa, indicado por la acumulacion de superoxido y peroxido de hidrogeno en las células
corticales de la raiz. Sin embargo, las plantas colonizadas por R. intraradices presentaron menor

acumulacion de estas dos especies reactivas de oxigeno.
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Este trabajo demuestra que R. intraradices tiene un papel importante en la reduccion de
estrés oxidativo en su hospedante causado por la presencia de diésel, y con ello mejorar las
relaciones hidricas y el intercambio gaseoso en la plantas. Ademas, esta investigacion representa
uno de los primeros reportes acerca de la influencia de los hongos micorrizicos arbusculares en
la atenuacion de los efectos toxicos del diésel hacia Medicago sativa evaluando algunas
respuestas fisiologicas, anatdmicas, hidraulicas y de estrés oxidativo. No obstante, se requieren
futuras investigaciones para entender mejor los mecanismos de proteccion que los HMA proveen

a las plantas expuestas a diésel o a otros hidrocarburos del petréleo.
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ANEXO |

Cuadro Al-4.1. Constitucién del medio minimo (M) modificado (Capitulo 1V).

Cantidad de solucion stock

Solucion “stock” Cantidad de reactivo en peso
(gL para preparar 1L
: (mL)
Solucion stock A 5.00
MgSO,7H,0 107.24
KNO, 16.00
KCI 13.00
KH,PO, 0.96
Solucion stock B 1.00
Ca(N03),4H,0 288.00
Solucion stock C 0.50
+¢ Almacenar a 4 °C y en frasco ambar
EDTA Na-Fe 16.00
Solucion stock D 0.10
Kl 7.50
Solucién stock E 0.50
«» Almacenar a-20 °C
MnCl,4H,0 30.00
ZnS0O,7H,0 13.25
H3BO; 7.50
CuSQO,5H,0 0.65
Na,Mo0O,2H,0 0.012
Solucién stock F 1.00

% Almacenar a -20 °C
% Esterilizar por filtracion

Tiamina HCI 0.10
Piridoxina HCI 0.10
Acido nicotinico 0.50
Mio-inositol 50.00
Glicina 3.00
Sacarosa 10.00
Gel Rite 3.00

(Bécard y Fortin, 1988)
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ANEXO 11

Control 2500 5000 10000 20000 35000

Concentracion de diésel (mg kg™)

Figura All-5.1. Aspecto de las respuestas de tolerancia y crecimiento en plantas de Medicago sativa en sustrato

contaminado con diferentes concentraciones de diésel, después de 30 dias (Capitulo V).
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Figura All-5.2. Curvas de amplificacion de los oligonucleotidos disefiados en la parte aérea de Medicago sativa (Capitulo V).
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Figura All-5.3. Curvas de amplificacién de los oligonucleotidos disefiados en la parte aérea de Medicago sativa (Capitulo V).
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Cuadro All-5.1. Datos de Ct (treshold cycle) del gen FeSOD en raiz (Capitulo V).

1000 10000 35000
diésel (mg kg™)

Name  Ct Rep.Ct b CtS ct Rep.Ct  Hep CtSUL ct Rep.Ct  pop CtS
clact 16.76 16.78 0.05 16.02 15.95 0.06 16.83 16.86 0.04
clact 16.84 15.94 16.89
clact 16.75 15.90
c2 act 16.98 16.95 0.06 18.59 18.63 0.10 17.56 17.52 0.04
c2 act 16.89 18.55 17.49
c2 act 16.99 18.74 17.51
c3act 16.08 16.20 0.11 15.25 15.26 0.06 16.71 16.73 0.02
c3 act 16.22 15.32 16.75
c3act 16.30 15.20 16.72
t1 act 16.02 16.08 0.05 17.77 17.74 0.03 16.85 16.88 0.04
t1 act 16.12 17.71 16.85
t1 act 16.10 17.74 16.93
t2 act 15.22 15.25 0.03 16.53 16.69 0.15 16.65 16.63 0.01
t2 act 15.27 16.82 16.62
t2 act 15.26 16.71 16.63
t3 act 15.94 15.98 0.04 15.16 15.11 0.05 15.99 15.99 0.01
t3 act 15.97 15.12 15.97
t3 act 16.02 15.06 15.99

cl gpdh 22.69 22.78 0.15 22.04 21.86 0.17 22.50 22.36 0.13

cl gpdh 22.70 2181 22.25

cl gpdh 22.95 21.71 22.32

c2 gpdh 21.97 21.72 0.24 20.57 20.73 0.27 21.42 21.41 0.03

c2 gpdh 21.50 20.57 21.37

c2 gpdh 21.69 21.03 21.43

c3 gpdh 24.00 23.96 0.06 22.86 22.81 0.06 23.85 24.20 0.31

c3 gpdh 23.89 22.81 24.43

c3gpdh  23.99 22.75 24.32

t1 gpdh 23.04 23.00 0.09 23.47 23.47 0.24 19.81 20.13 0.28
t1 gpdh 23.08 23.71 20.35
t1 gpdh 22.90 23.24 20.23
t2 gpdh 22.62 22.59 0.16 22.26 22.95 0.98 21.21 21.25 0.12
t2 gpdh 22.42 23.64 21.39
t2 gpdh 22.74 21.16
t3 gpdh 23.68 2341 0.23 19.39 19.41 0.02 19.79 19.93 0.28
t3 gpdh 23.23 19.42 19.75
t3 gpdh 23.33 19.43 20.26
clgen 22.14 21.96 0.36 21.42 21.33 0.11 21.42 21.35 0.06
clgen 21.54 21.21 21.34
clgen 22.20 21.36 21.30
c2 gen 22.22 22.34 0.10 22.52 22.52 0.15 22.09 22.06 0.07
c2 gen 22.38 22.68 22.12
c2 gen 22.42 22.37 21.98
c3 gen 22.36 22.62 0.22 21.45 21.48 0.11 22.30 22.40 0.33
c3 gen 22.74 21.39 22.76
c3 gen 22.75 21.60 22.12
t1 gen 23.31 23.58 0.34 23.12 23.08 0.04 22.08 22.01 0.08
tl gen 23.97 23.05 22.02
tl gen 23.48 23.06 21.92
t2 gen 20.53 20.68 0.14 23.70 23.43 0.37 21.32 21.18 0.12
t2 gen 20.81 23.17 21.08
t2 gen 20.69 21.15
t3 gen 20.91 20.88 0.12 19.01 18.92 0.10 21.05 21.02 0.05
t3 gen 20.76 18.81 21.05
t3 gen 20.98 18.94 20.97
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Cuadro All-5.2. Datos de Ct (treshold cycle) del gen MnSOD en raiz (Capitulo V).

1000 10000 35000
diésel (mg kg™)

Name ~ Ct  Rep.ct epCUSU ct Rep.Ct P Ol ct  Repct RIS
clact 16.76 16.78 0.05 16.95 16.91 0.16 17.50 17.48 0.02
clact 16.84 17.05 17.47

clact 16.75 16.73 17.46

c2 act 16.98 16.95 0.06 17.11 17.15 0.06 17.57 17.57 0.05
c2 act 16.89 17.22 17.61

c2 act 16.99 17.12 17.52

c3 act 16.08 16.20 0.11 16.92 16.90 0.06 16.90 16.92 0.11
c3 act 16.22 16.94 17.04

c3 act 16.30 16.83 16.83

t1 act 16.02 16.08 0.05 17.82 17.68 0.21 17.48 17.36 0.23

t1 act 16.12 17.77 17.52

t1 act 16.10 17.43 17.10

t2 act 15.22 15.25 0.03 16.31 16.33 0.09 16.77 16.90 0.13

t2 act 15.27 16.44 16.90

t2 act 15.26 16.26 17.02

t3 act 15.94 15.98 0.04 14.56 14.54 0.03 16.67 16.70 0.03

t3 act 15.97 14.54 16.69

t3 act 16.02 1451 16.74
cl gpdh 22.69 22.78 0.15 21.45 21.66 0.39 21.63 21.61 0.03
cl gpdh 22.70 22.10 21.59
cl gpdh 22.95 21.43
c2 gpdh 21.97 21.72 0.24 20.53 20.68 0.13 20.19 20.22 0.05
c2 gpdh 21.50 20.73 20.26
c2 gpdh 21.69 20.77
c3 gpdh 24.00 23.96 0.06 23.47 23.59 0.43 23.30 23.25 0.05
c3 gpdh 23.89 23.24 23.20
c3 gpdh 23.99 24.07 23.26

t1 gpdh 23.04 23.00 0.09 22.43 22.85 0.46 19.56 19.41 0.16
t1 gpdh 23.08 23.35 19.24

t1 gpdh 22.90 22.78 19.43

t2 gpdh 22.62 22.59 0.16 19.79 19.75 0.04 20.84 20.82 0.03
t2 gpdh 22.42 19.75 20.80

t2 gpdh 22.74 19.70

t3 gpdh 23.68 23.41 0.23 18.75 18.65 0.18 19.21 19.25 0.05
t3 gpdh 23.23 18.75 19.23

t3 gpdh 23.33 18.44 19.31

clgen 18.98 19.05 0.10 19.12 19.18 0.08 18.72 18.83 0.09
clgen 18.99 19.15 18.87

clgen 19.16 19.27 18.88

c2 gen 19.04 19.30 0.24 19.21 19.29 0.07 19.85 19.94 0.13
c2 gen 19.36 19.31 20.04

c2 gen 19.50 19.36

c3 gen 18.97 19.19 0.22 19.44 19.46 0.06 21.80 21.80

c3 gen 19.41 19.53

c3 gen 19.19 19.42

t1 gen 18.96 19.03 0.08 20.11 20.09 0.12 18.95 18.97 0.04
tl gen 19.11 19.96 19.01

tl gen 19.02 20.20 18.95

t2 gen 17.93 17.99 0.14 18.55 18.51 0.07 18.73 18.59 0.28
t2 gen 17.88 18.54 18.26

t2 gen 18.15 18.42 18.77

t3 gen 18.11 18.15 0.15 17.41 17.37 0.04 18.07 18.17 0.10
t3 gen 18.03 17.34 18.17

t3 gen 18.32 17.35 18.26
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Cuadro All-5.3. Datos de Ct (treshold cycle) del gen CuZnSOD en raiz (Capitulo V).

1000 10000 35000
diésel (mg kg™)

Name ~ Ct  Rep.ct epCUSU ct Rep.Ct P Ol ct  Repct RIS
clact 16.76 16.78 0.05 17.60 17.66 0.1 16.83 16.86 0.04
clact 16.84 17.77 16.89

clact 16.75 17.60

c2 act 16.98 16.95 0.06 17.80 17.80 0.05 17.56 17.52 0.04
c2 act 16.89 17.75 17.49

c2 act 16.99 17.85 17.51

c3 act 16.08 16.20 0.11 16.93 16.89 0.05 16.71 16.73 0.02
c3 act 16.22 16.91 16.75

c3 act 16.30 16.83 16.72

t1 act 16.02 16.08 0.05 17.64 17.62 0.03 16.85 16.88 0.04

t1 act 16.12 17.59 16.85

t1 act 16.10 17.64 16.93

t2 act 15.22 15.25 0.03 17.05 17.02 0.08 16.65 16.63 0.01

t2 act 15.27 17.08 16.62

t2 act 15.26 16.93 16.63

t3 act 15.94 15.98 0.04 15.14 15.10 0.03 15.99 15.99 0.01

t3 act 15.97 15.09 15.97

t3 act 16.02 15.08 15.99
cl gpdh 22.69 22.78 0.15 22.35 2211 0.34 22.50 22.36 0.13
cl gpdh 22.70 22.25 22.25
cl gpdh 22.95 21.72 22.32
c2 gpdh 21.97 21.72 0.24 20.88 20.92 0.06 21.42 21.41 0.03
c2 gpdh 21.50 21.00 21.37
c2 gpdh 21.69 20.90 21.43
c3 gpdh 24.00 23.96 0.06 23.25 23.18 0.13 23.85 24.20 0.31
c3 gpdh 23.89 23.26 24.43
c3 gpdh 23.99 23.04 24.32

t1 gpdh 23.04 23.00 0.09 22.54 22.53 0.13 19.81 20.13 0.28
t1 gpdh 23.08 22.39 20.35

t1 gpdh 22.90 22.65 20.23

t2 gpdh 22.62 22.59 0.16 21.02 20.86 0.16 2121 21.25 0.12
t2 gpdh 22.42 20.83 21.39

t2 gpdh 22.74 20.71 21.16

t3 gpdh 23.68 23.41 0.23 19.20 18.84 0.31 19.79 19.93 0.28
t3 gpdh 23.23 18.69 19.75

t3 gpdh 23.33 18.64 20.26

clgen 2291 22.98 0.11 22.17 22,51 0.30 22.60 22.87 0.23
clgen 22.92 22.66 22.95

clgen 23.11 22.71 23.04

c2 gen 23.75 23.99 0.42 23.37 23.55 0.18 24.95 25.27 0.33
c2 gen 23.75 23.57 25.60

c2 gen 24.48 23.73 25.27

c3 gen 24.25 23.95 0.26 23.66 23.49 0.15 24.14 24.10 0.19
c3 gen 23.85 23.37 23.89

c3 gen 23.75 23.44 24.26

tl gen 24.69 24.88 0.45 25.11 25.60 0.49 24.31 24.86 0.78
tl gen 24.56 26.09 2541

tl gen 25.40 25.59

t2 gen 23.75 23.39 0.34 23.55 23.49 0.23 24.73 24.45 0.27
t2 gen 23.36 23.68 24.19

t2 gen 23.07 23.24 24.42

t3 gen 23.58 23.60 0.06 22.89 22.79 0.08 23.68 23.64 0.32
t3 gen 23.67 22.73 23.30

t3 gen 23.56 22.75 23.95

119



Cuadro All-5.4. Datos de Ct (treshold cycle) del gen APX-2 en raiz (Capitulo V).

1000 10000 35000
diésel (mg kg™)

Name ~ Ct  Rep.ct epCUSU ct Rep.Ct P Ol ct  Repct RIS
clact 16.76 16.78 0.05 16.02 15.95 0.06 16.83 16.86 0.04
clact 16.84 15.94 16.89

clact 16.75 15.90

c2 act 16.98 16.95 0.06 18.59 18.63 0.10 17.56 17.52 0.04
c2 act 16.89 18.55 17.49

c2 act 16.99 18.74 17.51

c3 act 16.08 16.20 0.11 15.25 15.26 0.06 16.71 16.73 0.02
c3 act 16.22 15.32 16.75

c3 act 16.30 15.20 16.72

t1 act 16.02 16.08 0.05 17.77 17.74 0.03 16.85 16.88 0.04

t1 act 16.12 17.71 16.85

t1 act 16.10 17.74 16.93

t2 act 15.22 15.25 0.03 16.53 16.69 0.15 16.65 16.63 0.01

t2 act 15.27 16.82 16.62

t2 act 15.26 16.71 16.63

t3 act 15.94 15.98 0.04 15.16 15.11 0.05 15.99 15.99 0.01

t3 act 15.97 15.12 15.97

t3 act 16.02 15.06 15.99
cl gpdh 22.69 22.78 0.15 21.02 21.01 0.05 22.50 22.36 0.13
cl gpdh 22.70 21.06 22.25
cl gpdh 22.95 20.97 22.32
c2 gpdh 21.97 21.72 0.24 20.02 20.04 0.02 21.42 21.41 0.03
c2 gpdh 21.50 20.04 21.37
c2 gpdh 21.69 20.06 21.43
c3 gpdh 24.00 23.96 0.06 22.72 22.69 0.15 23.85 24.20 0.31
c3 gpdh 23.89 22.53 24.43
c3 gpdh 23.99 22.83 24.32

t1 gpdh 23.04 23.00 0.09 21.64 21.65 0.01 19.81 20.13 0.28
t1 gpdh 23.08 21.65 20.35

t1 gpdh 22.90 20.23

t2 gpdh 22.62 22.59 0.16 19.40 19.44 0.10 2121 21.25 0.12
t2 gpdh 22.42 19.36 21.39

t2 gpdh 22.74 19.55 21.16

t3 gpdh 23.68 23.41 0.23 18.68 18.67 0.02 19.79 19.93 0.28
t3 gpdh 23.23 18.64 19.75

t3 gpdh 23.33 18.68 20.26

clgen 14.48 14.49 0.01 13.48 13.51 0.03 14.27 14.27 0.01
clgen 14.49 13.53 14.25

clgen 14.50 13.52 14.28

c2 gen 14.77 14.69 0.06 15.17 15.15 0.03 14.95 14.96 0.01
c2 gen 14.66 15.11 14.97

c2 gen 14.66 15.15 14.97

c3 gen 14.56 14.60 0.04 12.87 12.87 0.01 14.39 14.39 0.01
c3 gen 14.61 12.87 14.40

c3 gen 14.63 12.86

t1 gen 13.72 13.62 0.28 14.29 1451 0.41 14.22 14.22 0.04
tl gen 13.30 14.26 14.26

tl gen 13.84 14.98 14.19

t2 gen 13.96 12.97 0.02 13.49 13.50 0.01 13.61 13.61 0.01
t2 gen 12.99 13.50 13.62

t2 gen 12.96 13.50 13.59

t3 gen 13.19 13.19 0.01 12.72 13.00 0.48 13.45 13.29 0.29
t3 gen 13.19 12.73 12.95

t3 gen 13.18 13.56 13.46
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Cuadro All-5.5. Datos de Ct (treshold cycle) del gen MH1 en raiz (Capitulo V).

1000 10000 35000
diésel (mg kg™)

Name ~ Ct  Rep.ct epCUSU ct Rep.Ct P Ol ct  Repct RIS
clact 17.80 17.68 0.36 16.85 16.83 0.02 16.83 16.86 0.04
clact 17.95 16.83 16.89

clact 17.28 16.82

c2 act 17.97 18.01 0.04 17.10 17.10 0.01 17.56 17.52 0.04
c2 act 18.06 17.10 17.49

c2 act 18.00 17.08 17.51

c3 act 17.91 17.60 0.27 16.70 16.69 0.05 16.71 16.73 0.02
c3 act 17.43 16.63 16.75

c3 act 17.46 16.73 16.72

t1 act 16.90 16.97 0.07 17.79 17.74 0.07 16.85 16.88 0.04

t1 act 16.98 17.77 16.85

tl act 17.04 17.67 16.93

t2 act 16.28 16.18 0.09 16.95 16.87 0.07 16.65 16.63 0.01

t2 act 16.12 16.83 16.62

t2 act 16.15 16.82 16.63

t3 act 16.27 16.34 0.1 14.41 14.45 0.05 15.99 15.99 0.01

t3 act 16.41 14.49 15.97

t3 act 16.37 15.99
cl gpdh 31.10 30.96 0.35 21.45 21.66 0.39 22.50 22.36 0.13
cl gpdh 31.22 22.10 22.25
cl gpdh 30.56 21.43 22.32
c2 gpdh 29.50 28.69 1.08 20.53 20.68 0.13 21.42 21.41 0.03
c2 gpdh 29.11 20.73 21.37
c2 gpdh 27.47 20.77 21.43
c3 gpdh 32.08 3341 1.17 23.47 23.59 0.43 23.85 24.20 0.31
c3 gpdh 34.28 23.24 24.43
c3 gpdh 33.88 24.07 24.32

t1 gpdh 30.04 30.69 1.33 22.43 22.85 0.46 19.81 20.13 0.28
t1 gpdh 32.22 23.35 20.35

t1 gpdh 29.81 22.78 20.23

t2 gpdh 31.20 30.75 0.71 19.79 19.75 0.04 2121 21.25 0.12
t2 gpdh 29.93 19.75 21.39

t2 gpdh 31.13 19.70 21.16

t3 gpdh 3111 31.82 0.62 18.75 18.65 0.18 19.79 19.93 0.28
t3 gpdh 3221 18.75 19.75

t3 gpdh 32.15 18.44 20.26

clgen 18.11 18.10 0.03 17.77 17.63 0.24 17.61 17.64 0.03
clgen 18.07 17.76 17.66

clgen 18.13 17.35 17.65

c2 gen 19.10 19.03 0.07 18.98 18.99 0.04 19.21 19.07 0.13
c2 gen 18.96 18.96 18.98

c2 gen 19.04 19.03 19.02

c3 gen 18.69 18.80 0.10 18.19 18.13 0.15 17.98 18.00 0.04
c3 gen 18.80 18.25 17.98

c3 gen 18.90 17.96 18.05

tl gen 18.03 17.90 0.21 18.33 18.23 0.08 18.18 18.15 0.04
tl gen 18.02 18.22 18.10

tl gen 17.65 18.16 18.16

t2 gen 17.08 17.08 0.00 17.94 17.88 0.05 17.97 18.08 0.09
t2 gen 17.08 17.85 18.11

t2 gen 17.85 18.14

t3 gen 17.25 17.29 0.04 16.20 16.17 0.03 17.07 17.09 0.04
t3 gen 17.31 16.17 17.06

t3 gen 17.32 16.15 17.12
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Cuadro All-5.6. Datos de Ct (treshold cycle) del gen FeSOD en parte aérea (Capitulo V).

1000 10000 35000
diésel (mg kg™)

Name ~ Ct  Rep.ct epCUSU ct Rep.Ct P Ol ct  Repct RIS
clact 16.82 16.79 0.03 16.69 16.71 0.02 16.55 16.60 0.05
clact 16.75 16.71 16.64

clact 16.79 16.73 16-60

c2 act 16.59 16.57 0.02 16.16 16.14 0.05 15.76 15.82 0.06
c2 act 16.54 16.08 15.82

c2 act 16.56 16.17 15.89

c3act 17.46 17.36 0.22 16.99 16.90 0.08 16.59 16.61 0.06
c3 act 1751 16.90 16.68

c3act 17.10 16.82 16.57

t1 act 18.24 18.13 0.27 17.11 17.25 0.26 16.58 16.60 0.04
t1 act 17.82 17.08 16.58

tl act 18.32 17.55 16.65

t2 act 17.48 17.49 0.01 17.62 17.72 0.12 16.77 16.81 0.04
t2 act 17.49 17.68 16.80

t2 act 17.50 17.85 16.85

t3 act 15.92 16.36 0.38 17.58 17.64 0.05 16.64 16.63 0.01
t3 act 16.56 17.67 16.63

t3 act 16.61 17.67 16.61
cl gpdh 14.04 1411 0.14 13.81 13.83 0.05 13.96 14.15 0.18
clgpdh  14.27 13.89 14.31
cl gpdh 14.02 13.80 14.18
c2 gpdh 13.86 13.85 0.04 12.80 12.81 0.01 13.88 13.78 0.09
c2 gpdh 13.89 12.80 13.76
c2 gpdh 13.81 12.82 13.71
c3 gpdh 14.57 14.55 0.02 13.84 13.83 0.06 14.45 14.37 0.07
c3gpdh  14.54 13.77 14.38
c3 gpdh 14.55 13.89 14.30

t1 gpdh 15.44 15.49 0.04 14.54 14.58 0.06 13.65 13.64 0.02
tlgpdh 1551 14.65 13.62

tlgpdh 1551 14.55 13.66

t2 gpdh 15.53 15.48 0.08 14.40 14.46 0.06 14.61 14.77 0.27
t2gpdh  15.38 14.48 14.62

t2gpdh 1552 14.51 15.08

t3 gpdh 13.22 13.37 0.24 16.07 15.84 0.28 14.30 14.30 0.03
t3gpdh  13.65 15.91 14.33

t3gpdh  13.25 15.53 14.28

clgen 23.77 23.94 0.15 22.45 22.44 0.22 23.37 23.35 0.09
clgen 23.99 22.22 23.43

clgen 24.05 22,65 23.25

c2 gen 22.85 23.11 0.34 19.99 19.91 0.16 21.78 21.93 0.20
c2 gen 22.97 20.03 22.16

c2 gen 23.50 19.73 21.84

c3 gen 24.43 24,74 0.46 22.50 22.83 0.31 23.49 23.44 0.09
c3 gen 2451 23.11 23.48

c3 gen 25.26 22.89 23.33

t1 gen 23.19 23.13 0.16 25.67 25.69 0.04 22.64 22.73 0.25
tl gen 23.25 25.66 23.01

t1 gen 22.95 25.73 22.55

t2 gen 22.34 22.66 0.28 22.31 21.98 0.36 21.70 21.86 0.16
t2 gen 22.79 21.60 21.85

t2 gen 22.84 22.02 22.02

t3 gen 21.88 22.13 0.22 23.26 23.42 0.32 22.80 22.85 0.05
t3 gen 22.26 23.80 22.87

t3 gen 22.26 23.21 22.90
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Cuadro All-5.7. Datos de Ct (treshold cycle) del gen MnSOD en parte aérea (Capitulo V).

1000 10000 35000
diésel (mg kg™)

Name ~ Ct  Rep.ct epCUSU ct Rep.Ct P Ol ct  Repct RIS
clact 16.82 16.79 0.03 16.69 16.71 0.02 16.55 16.60 0.05
clact 16.75 16.71 16.64

clact 16.79 16.73 16-60

c2 act 16.59 16.57 0.02 16.16 16.14 0.05 15.76 15.82 0.06
c2 act 16.54 16.08 15.82

c2 act 16.56 16.17 15.89

c3 act 17.46 17.36 0.22 16.99 16.90 0.08 16.59 16.61 0.06
c3 act 1751 16.90 16.68

c3 act 17.10 16.82 16.57

tl act 18.24 18.13 0.27 17.11 17.25 0.26 16.58 16.60 0.04

t1 act 17.82 17.08 16.58

t1 act 18.32 17.55 16.65

t2 act 17.48 17.49 0.01 17.62 17.72 0.12 16.77 16.81 0.04

t2 act 17.49 17.68 16.80

t2 act 17.50 17.85 16.85

t3 act 15.92 16.36 0.38 17.58 17.64 0.05 16.64 16.63 0.01

t3 act 16.56 17.67 16.63

t3 act 16.61 17.67 16.61
cl gpdh 14.04 14.11 0.14 13.94 13.94 0.07 13.96 14.15 0.18
cl gpdh 14.27 13.87 14.31
cl gpdh 14.02 14.00 14.18
c2 gpdh 13.86 13.85 0.04 13.84 13.88 0.05 13.88 13.78 0.09
c2 gpdh 13.89 13.94 13.76
c2 gpdh 13.81 13.86 13.71
c3 gpdh 1457 14.55 0.02 14.50 14.54 0.05 14.45 14.37 0.07
c3 gpdh 14.54 14.59 14.38
c3 gpdh 14.55 1453 14.30

t1 gpdh 15.44 15.49 0.04 14.87 14.82 0.05 13.65 13.64 0.02
t1 gpdh 15.51 14.79 13.62

t1 gpdh 15.51 14.79 13.66

t2 gpdh 15.53 15.48 0.08 14.50 1453 0.04 14.61 14.77 0.27
t2 gpdh 15.38 14.52 14.62

t2 gpdh 15.52 14.58 15.08

t3 gpdh 13.22 13.37 0.24 15.91 15.72 0.18 14.30 14.30 0.03
t3 gpdh 13.65 15.55 14.33

t3 gpdh 13.25 15.70 14.28

clgen 20.46 20.37 0.11 19.20 19.15 0.30 20.32 20.23 0.10
clgen 20.39 19.43 20.26

clgen 20.25 18.83 20.13

c2 gen 19.54 19.70 0.48 18.56 18.45 0.23 19.58 19.61 0.17
c2 gen 20.24 18.62 19.79

c2 gen 19.32 18.19 19.45

c3 gen 20.52 20.47 0.05 19.45 19.41 0.14 19.82 20.14 0.30
c3 gen 20.48 19.25 20.42

c3 gen 20.42 19.51 20.18

tl gen 20.43 20.62 0.32 19.86 19.97 0.10 20.08 19.91 0.16
tl gen 20.99 20.01 19.76

tl gen 20.44 20.06 19.89

t2 gen 20.24 20.39 0.13 19.57 19.70 0.25 19.75 19.86 0.10
t2 gen 20.46 19.98 19.87

t2 gen 20.48 19.54 19.95

t3 gen 19.60 19.52 0.08 20.04 20.00 0.04 20.03 19.77 0.25
t3 gen 19.46 19.96 19.53

t3 gen 19.49 20.00 19.73
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Cuadro All-5.8. Datos de Ct (treshold cycle) del gen CuZnSOD en parte aérea (Capitulo V).

1000 10000 35000
diésel (mg kg™)

Name ~ Ct  Rep.ct epCUSU ct Rep.Ct P Ol ct  Repct RIS
clact 16.99 16.96 0.03 16.83 16.82 0.07 16.59 16.63 0.05
clact 16.93 16.88 16.68

clact 16.96 16.74 16.63

c2 act 16.15 16.17 0.07 15.98 16.01 0.06 15.80 15.86 0.07
c2 act 16.25 15.97 15.85

c2 act 16.12 16.08 15.93

c3 act 17.09 17.29 0.29 16.87 16.83 0.04 16.63 16.65 0.06
c3 act 17.15 16.83 16.72

c3 act 17.62 16.79 16.60

t1 act 18.13 18.15 0.06 16.88 16.89 0.02 16.62 16.64 0.04
t1 act 18.22 16.89 16.61

t1 act 18.11 16.91 16.68

t2 act 17.41 17.45 0.04 17.69 17.68 0.03 16.81 16.85 0.04
t2 act 17.49 17.65 16.84

t2 act 17.46 17.71 16.89

t3 act 16.39 16.40 0.03 17.59 17.63 0.03 16.67 16.66 0.01
t3 act 16.43 17.64 16.66

t3 act 16.37 17.66 16.65
cl gpdh 13.87 13.90 0.03 13.83 13.78 0.05 13.81 13.83 0.05
cl gpdh 13.89 13.73 13.89
cl gpdh 13.92 13.77 13.80
c2 gpdh 13.67 13.73 0.05 13.66 13.64 0.07 12.80 12.81 0.01
c2 gpdh 13.74 13.56 12.80
c2 gpdh 13.77 13.69 12.82
c3 gpdh 1454 14.49 0.06 13.84 13.98 0.26 13.84 13.83 0.06
c3 gpdh 14.43 14.28 13.77
c3 gpdh 14.49 13.82 13.89

t1 gpdh 15.52 15.42 0.08 14.45 14.50 0.05 13.98 13.96 0.04
t1 gpdh 15.38 14.55 13.92

t1 gpdh 15.37 14.49 13.99

t2 gpdh 15.30 15.35 0.06 14.41 14.42 0.03 14.96 15.14 0.16
t2 gpdh 15.35 14.46 15.26

t2 gpdh 15.41 14.41 15.19

t3 gpdh 13.69 13.70 0.02 15.83 15.86 0.03 14.48 14.38 0.18
t3 gpdh 13.73 15.90 14.18

t3 gpdh 13.69 15.85 14.48

clgen 20.26 20.51 0.26 20.63 20.67 0.32 19.79 19.90 0.15
clgen 20.50 20.36 20.07

clgen 20.78 21.01 19.84

c2 gen 21.19 21.33 0.41 22.52 22.09 0.38 19.76 19.62 0.12
c2 gen 21.01 21.83 19.57

c2 gen 21.79 21.92 19.54

c3 gen 22.35 21.85 0.44 21.82 21.88 0.21 21.02 20.83 0.17
c3 gen 21.63 2211 20.77

c3 gen 21.57 21.71 20.70

t1 gen 23.96 24.15 0.42 23.88 23.63 0.22 25.59 24.75 0.74
tl gen 23.85 23.56 24.20

tl gen 24.63 23.45 24.46

t2 gen 24.17 2451 0.29 25.88 25.87 0.30 23.36 23.67 0.36
t2 gen 24.71 25.57 24.07

t2 gen 24.64 26.16 23.57

t3 gen 25.37 24.98 0.35 24.02 23.96 0.13 22.69 22.97 0.25
t3 gen 24.71 24.04 23.07

t3 gen 24.86 23.80 23.14
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Cuadro All-5.9. Datos de Ct (treshold cycle) del gen APX-2 en parte aérea (Capitulo V).

1000 10000 35000
diésel (mg kg™)

Name ~ Ct  Rep.ct epCUSU ct Rep.Ct P Ol ct  Repct RIS
clact 16.82 16.79 0.03 16.69 16.71 0.02 16.55 16.60 0.05
clact 16.75 16.71 16.64

clact 16.79 16.73 16-60

c2 act 16.59 16.57 0.02 16.16 16.14 0.05 15.76 15.82 0.06
c2 act 16.54 16.08 15.82

c2 act 16.56 16.17 15.89

c3 act 17.46 17.36 0.22 16.99 16.90 0.08 16.59 16.61 0.06
c3 act 1751 16.90 16.68

c3 act 17.10 16.82 16.57

tl act 18.24 18.13 0.27 17.11 17.25 0.26 16.58 16.60 0.04

t1 act 17.82 17.08 16.58

t1 act 18.32 17.55 16.65

t2 act 17.48 17.49 0.01 17.62 17.72 0.12 16.77 16.81 0.04

t2 act 17.49 17.68 16.80

t2 act 17.50 17.85 16.85

t3 act 15.92 16.36 0.38 17.58 17.64 0.05 16.64 16.63 0.01

t3 act 16.56 17.67 16.63

t3 act 16.61 17.67 16.61
cl gpdh 14.04 14.11 0.14 13.94 13.94 0.07 13.96 14.15 0.18
cl gpdh 14.27 13.87 14.31
cl gpdh 14.02 14.00 14.18
c2 gpdh 13.86 13.85 0.04 13.84 13.88 0.05 13.88 13.78 0.09
c2 gpdh 13.89 13.94 13.76
c2 gpdh 13.81 13.86 13.71
c3 gpdh 14.57 14.55 0.02 14.50 14.54 0.05 14.45 14.37 0.07
c3 gpdh 14.54 14.59 14.38
c3 gpdh 14.55 14.53 14.30

t1 gpdh 15.44 15.49 0.04 14.87 14.82 0.05 13.65 13.64 0.02
t1 gpdh 15.51 14.79 13.62

t1 gpdh 15.51 14.79 13.66

t2 gpdh 15.53 15.48 0.08 14.50 1453 0.04 14.61 14.77 0.27
t2 gpdh 15.38 14.52 14.62

t2 gpdh 15.52 14.58 15.08

t3 gpdh 13.22 13.37 0.24 15.91 15.72 0.18 14.30 14.30 0.03
t3 gpdh 13.65 15.55 14.33

t3 gpdh 13.25 15.70 14.28

clgen 15.26 15.25 0.02 14.93 14.84 0.10 15.09 15.09 0.01
clgen 15.28 14.74 15.08

clgen 15.23 14.84 15.09

c2 gen 14.50 14.49 0.01 14.64 14.50 0.24 14.34 14.36 0.02
c2 gen 14.50 14.22 14.39

c2 gen 14.48 16.64 14.36

c3 gen 15.06 14.76 0.26 14.62 14.72 0.09 14.39 14.40 0.02
c3 gen 14.62 14.75 14.38

c3 gen 14.61 14.79 14.42

t1 gen 15.87 15.85 0.03 16.10 16.12 0.03 15.79 15.60 0.32
tl gen 15.82 16.10 15.23

tl gen 15.86 16.15 15.78

t2 gen 15.20 15.19 0.07 15.59 15.62 0.07 14.46 14.43 0.03
t2 gen 15.25 15.58 14.43

t2 gen 15.12 15.70 14.39

t3 gen 15.07 15.06 0.01 16.20 16.05 0.20 15.12 15.14 0.05
t3 gen 15.06 15.91 15.12

t3 gen 15.06 15.20
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Cuadro All-5.10. Datos de Ct (treshold cycle) del gen MH1 en parte aérea (Capitulo V).

1000 10000 35000
diésel (mg kg™)

Name ~ Ct  Rep.ct epCUSU ct Rep.Ct P CLSt ct  Repct RIS
clact 16.82 16.79 0.03 16.69 16.71 0.02 16.55 16.60 0.05
clact 16.75 16.71 16.64

clact 16.79 16.73 16-60

c2 act 16.59 16.57 0.02 16.16 16.14 0.05 15.76 15.82 0.06
c2 act 16.54 16.08 15.82

c2 act 16.56 16.17 15.89

c3 act 17.46 17.36 0.22 16.99 16.90 0.08 16.59 16.61 0.06
c3 act 1751 16.90 16.68

c3 act 17.10 16.82 16.57

tl act 18.24 18.13 0.27 17.11 17.25 0.26 16.58 16.60 0.04

t1 act 17.82 17.08 16.58

t1 act 18.32 17.55 16.65

t2 act 17.48 17.49 0.01 17.62 17.72 0.12 16.77 16.81 0.04

t2 act 17.49 17.68 16.80

t2 act 17.50 17.85 16.85

t3 act 15.92 16.36 0.38 17.58 17.64 0.05 16.64 16.63 0.01

t3 act 16.56 17.67 16.63

t3 act 16.61 17.67 16.61
cl gpdh 14.04 14.11 0.14 13.94 13.94 0.07 13.96 14.15 0.18
cl gpdh 14.27 13.87 14.31
cl gpdh 14.02 14.00 14.18
c2 gpdh 13.86 13.85 0.04 13.84 13.88 0.05 13.88 13.78 0.09
c2 gpdh 13.89 13.94 13.76
c2 gpdh 13.81 13.86 13.71
c3 gpdh 1457 14.55 0.02 14.50 14.54 0.05 14.45 14.37 0.07
c3 gpdh 14.54 14.59 14.38
c3 gpdh 14.55 1453 14.30

t1 gpdh 15.44 15.49 0.04 14.87 14.82 0.05 13.65 13.64 0.02
t1 gpdh 15.51 14.79 13.62

t1 gpdh 15.51 14.79 13.66

t2 gpdh 15.53 15.48 0.08 14.50 1453 0.04 14.61 14.77 0.27
t2 gpdh 15.38 14.52 14.62

t2 gpdh 15.52 14.58 15.08

t3 gpdh 13.22 13.37 0.24 15.91 15.72 0.18 14.30 14.30 0.03
t3 gpdh 13.65 15.55 14.33

t3 gpdh 13.25 15.70 14.28

clgen 17.81 17.96 0.16 18.69 18.40 0.26 17.80 17.68 0.11
clgen 18.13 18.31 17.61

clgen 17.94 18.20 17.62

c2 gen 17.49 17.63 0.13 17.64 17.74 0.10 17.69 17.64 0.04
c2 gen 17.65 17.74 17.62

c2 gen 17.76 17.85 17.62

c3 gen 18.40 18.21 0.24 18.53 18.49 0.12 17.64 17.71 0.06
c3 gen 18.31 18.58 17.76

c3 gen 17.94 18.35 17.71

t1 gen 18.95 18.85 0.09 19.04 18.98 0.08 17.84 17.81 0.03
tl gen 18.77 18.89 17.79

tl gen 18.84 19.02 17.82

t2 gen 18.61 18.40 0.21 18.78 18.77 0.02 18.07 17.95 0.10
t2 gen 18.19 18.74 17.88

t2 gen 18.40 18.79 17.90

t3 gen 17.38 17.39 0.05 19.10 19.18 0.14 17.81 17.75 0.05
t3 gen 17.35 19.11 17.75

t3 gen 17.45 19.34 17.70
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ANEXO 111

Cuadro AllI-6.1. Evaluacidon del potencial hidrico (V) en muestras encapsuladas en diferentes

condiciones (Capitulo V1).

Plantula Agua Aceite mineral Aire*
1 60 58 58
2 60 60 60
3 60 60 62
4 60 60 60
5 60 60 60
6 62 60 60
7 60 60 60
8 60 60 62
9 57 60 57
10 58 58 58
Promedio + error estandar 59.7 £ 0.42 59.6 £ 0.27 59.7 £0.52

*Sellado con aceite mineral. No hubo diferencia significativa entre los promedios (Tukey, a=0.05), n= 10.
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ANEXO IV

Cuadro AlV-7.1. Composicion de la solucion Long Ashton modificada (Capitulo VI1).

Cantidad de solucion stock

Solucion “stock” Cantidad de reactivo en peso
para preparar 1 L
(9L (mL)
KNO; 80.8 5.0
MgSO,7H,0 73.6 5.0
Ca(N03)2'4H20 188.8 5.0
NaH,PO4H,0 36.8 1.25 para 10.25 ug mL™
2.50 para 20.50 pg mL™
5.00 para 41.00 pg mL™*
Elementos traza 1.0
Solucién de citratos (Adicionar antes de la fertilizacion) 5.0

Solucién “stock” elementos traza
%  Aforar a 1 000 mL con agua destilada

MnSO4H,0 1.69
CuSO45H,0 0.25
ZnSO4H,0 0.29
HsBO; 3.10
NaCl 5.90
(N H4)5M07024'4H20 0.088

Solucion “stock” de citratos:

< Aforar a1 000 mL con agua destilada desionizada

< Agitar por unos minutos y llevar a autoclave para completar la dilucién
< Almacenar en refrigeracion

Citrato férrico (FeCsHs0-) 4.9

Acido citrico (HsCgHs07 H,0) 49

Hewitt (1966)
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Diésel (3000 mg kg™)

Tris-HCI H,DCF-DA Piruvato de Sodio

sin HMA

con HMA

Figura AlV-7.1. Deteccion fluorescente del péroxido de hidrégeno (H,O,) con H,DCF-DA usando microscopia
confocal de barrido l&ser en raices de Medicago sativa crecidas en contaminacion con diésel, la presencia de H,0, se
muestra por la fluorescencia verde. Las secciones de raices tratadas con Tris-HCIl y con Piruvato de Sodio

(eliminador de H,0,) no mostraron fluorescencia.
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ANEXO V

From: EEB <eeb@jussieu.org>
Date: Wed, Mar 26, 2014 at 4:55 PM
Subject: Your Submission EEB-D-13-00514R3

To: aalarconcp@gmail.com

Ms. Ref. No.: EEB-D-13-00514R3

Title: Diesel effects on root hydraulic conductivity and morphological changes of the vascular cylinder in
Medicago sativa

Environmental and Experimental Botany

Dear Dr Alejandro Alarcon ,
| am very pleased to confirm that your paper "Diesel effects on root hydraulic conductivity and
morphological changes of the vascular cylinder in Medicago sativa" has been accepted for publication in

Environmental and Experimental Botany.

Your patient cooperation to improve your manuscript is appreciated.

With kind regards,
Jean-Claude Kader

Editor-in-Chief
Environmental and Experimental Botany
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