POLIB&TANICA

Num. 38 pp. 159-172, ISSN 1405-2768; México, 2014

EFECTO DE LACOMPOSICION DE UNAMEZCLA DE HIDROCARBUROS EN
LA RESPUESTA FENOTIPICAY LAACUMULACION DE AZUCARES POR
BOUTELOUA CURTIPENDULA MICHX. TORR. EN CULTIVOS IN VITRO

EFFECT OF THE COMPOSITION OF A MIXTURE OF HYDROCARBONS IN
PHENOTYPIC RESPONSE AND SUGAR ACCUMULATION BY BOUTELOUA
CURTIPENDULA MICHX. TORR. CULTIVATED IN VITRO

Marianela Orozco-Soto!, Mariano Gutiérrez-Rojas!, Maria del Rosario Peralta-Pérez?
!Departamento de Biotecnologia, Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa.
San Rafael Atlixco 186, Col. Vicentina, México 09340 DF.
2Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Autonoma de Chihuahua. Circuito nim. 1,
Nuevo Campus Universitario; Chihuahua 31125, México. AP 669 y 1542-C.
Correo electrénico: mperalta@uach.mx

RESUMEN

Bouteloua curtipendula Michx Torr. es un
pasto originario de México con gran capaci-
dad de adaptacion a condiciones climaticas
adversas, ha sido reportado con potencial
para fitorremediar suelos contaminados
con hidrocarburos (HC). En el presente
estudio, se hicieron cultivos in vitro de B.
curtipendula con una concentracion de 1 500
mg HC-L' de medio de cultivo, y distintas
mezclas de fenantreno (PHE), pireno (PYR)
y hexadecano (HXD). En todos los casos,
tanto la longitud de brotes y raices, asi como
la produccion de biomasa disminuyeron
significativamente con respecto al control.
El 100% de las semillas germinaron en el
medio sin HC, mientras que en las mezclas
con mayor proporcion de HDX (1 100 mg
HC-L") germind alrededor del 75% de las
semillas. La mayor acumulacion de azucares
totales en el medio de cultivo, después de 35
dias (40 mg de azucares totales acumulados
en el medio-mg™! de raiz seca, equivalentes a
200 mg de azucares totales-tubo) se registro

en la mezcla con menor concentracion de
HXD; por otro lado, en los cultivos donde
no se adicion6 HC se observo un consumo
en los azlicares totales (225.7 + 3 mg azu-
cares totales-tubo). Los resultados obtenidos
sugieren que una mayor proporcion de HXD
en las mezclas incrementa el efecto toxico a
las plantas. Aunque hay estudios en donde se
han cuantificado los aztcares exudados por
las raices, en nuestro conocimiento éste es el
primer reporte de cultivos in vitro en donde
se observa la produccion de azlicares como
respuesta de un pasto al estrés por HC.

Palabras clave: pastos, fitorremediacion,
exudados radiculares, hidrocarburos.

ABSTRACT

Bouteloua curtipendula Michx Torr. is a
Mexican grass able to adapt to adverse
climatic conditions. It has been reported
with phytoremediation potential to clean
hydrocarbons (HC) contaminated soils.
In this work, B. curtipendula was tested

159



POLIB&TANICA

Num. 38: 159-172

Agosto 2014

in vitro culture conditions with 1 500 mg
HC-L"!' culture medium, and different
phenanthrene (PHE), pyrene (PYR) and
hexadecane (HXD) mixtures. In all cases
the length and biomass production of roots
and stem decreased significantly compared
with control. 100% of the seeds germina-
ted in the medium without HC, while in
mixtures with higher proportion of HDX
(1100 mg HC-L™") germinated 75% of seeds.
The highest total sugars accumulation into
the culture medium, after 35 days, (40 mg
of total sugars accumulated into culture
medium-mg™' of dry root, equivalent to 200
mg of total sugar-tube) was recorded in
mixture with lower HXD concentration. On
the other hand, there was sugar consumption
in culture without HC (225.7 £ 3 mg of
total sugar-tube). Our results suggest that
a greater proportion of HXD increase the
toxic effect to the plants. Although there are
studies devoted to quantify sugars in roots
exudates to our knowledge, this is the first
work dealing with sugar root exudates as
response mechanism of a grass to HC stress
under in vitro cultures.

Key words: grass, phytoremediation, root
exudates, hydrocarbons.

INTRODUCCION

Los hidrocarburos (HC) son contaminantes
persistentes en el medio ambiente cuyos
efectos toxicos han sido documentados
desde hace mucho tiempo (Edwards, 1983;
Pothuluri et al., 1995; Haritash y Kaushik,
2009). Una propuesta para el tratamiento de
suelos contaminados con HC es la fitorreme-
diacion, cuyo objetivo es degradar, asimilar
o metabolizar los HC por medio de la accion
combinada de plantas y microorganismos
con capacidad fisiologica y bioquimica para
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absorber, retener, transformar o degradar
sustancias contaminantes a formas menos
toxicas (Harvey et al., 2002; Lopez-Marti-
nez et al., 2005).

Entre las plantas que se han probado con
éxito para fines de fitorremediacion de HC
puros o en mezclas que los contienen se en-
cuentran leguminosas, gramineas (Sangabriel
et al., 2006), arboles (Tesar et al., 2002) y
pastos (Chen et al., 2003; Sang-Hwan et al.,
2007). Los pastos han sido objeto de estudio
debido a su extenso sistema radicular y su
tolerancia a condiciones de estrés. Bouteloua
curtipendula Michx. Torr. es un pasto nativo
de México, ampliamente utilizado como fo-
rraje. Hasta ahora se conocen al menos 577
ecotipos con una amplia variabilidad para
polimorfismo (Morales-Nieto et al., 2006),
lo que contribuye a mantener su adapta-
bilidad a condiciones climaticas adversas
(Taylor y Erwing, 1996) y recientemente se
ha comprobado que tiene gran potencial fito-
rremediador (Reynoso-Cuevas et al., 2011).

Dependiendo de su estructura quimica y
concentracion, los HC afectan la morfologia
de las plantas (Smith et al., 2006) observan-
dose una disminucién en el crecimiento, asi
como en la germinacion y sobrevivencia
después de 12 semanas de cultivo (Adam
y Duncan, 2002). Algunos HC, como el
fenantreno (PHE), afectan también la pro-
duccion radicular de enzimas como guaiacol
peroxidasas, lacasas, ascorbato peroxidasas
y fosfatasas acidas (Guerrero-Ziiga y Ro-
driguez-Dorantes, 2009). Como un signo
mas del estrés provocado por HC, se ha
observado que existe una concentracion
critica de HC a la cual la planta comienza
a presentar signos de clorosis (Alkio et al.,
2005). En este sentido, hay estudios donde la
presencia de petréleo crudo (5% P/P) afecta
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a las plantas provocando una reduccion
en la longitud, didmetro promedio y volu-
men especifico de las raices de gramineas
(Merkl et al., 2005), mientras que otros
autores reportan que hay modificaciones
en las caracteristicas fenologicas de plantas
cultivadas en presencia de HC como son la
reduccion en el tiempo de florescencia (Es-
calante-Espinoza et al., 2005). La tolerancia
a los HC depende basicamente de las ca-
racteristicas propias de la planta que se esta
trabajando, variando mucho de una especie
a otra, también influyen las condiciones de
cultivo pues la disponibilidad de los HC es
fundamental.

Recientemente, utilizando cultivos in vitro,
se ha demostrado que B. curtipendula es
capaz de biotransformar fenantreno, pireno
y benzo(a)pireno, sin embargo, los mecanis-
mos de remocioén de contaminantes involu-
crados en la fitorremediacion son complejos
y no estan limitados Gnicamente al meta-
bolismo de las plantas (Reynoso-Cuevas et
al.,2011). Se ha demostrado que los HC se
transforman en la rizosfera de las plantas,
donde la actividad microbiana es mayor
y se produce un efecto de sinergia de la
planta con los microorganismos rizosféricos
(Glick, 2003). A esta particular forma de fi-
torremediacion se le llama rizorremediacion
(Pilon-Smit, 2005). Las complejas relacio-
nes entre los microorganismos rizosféricos y
las plantas estan mediadas por los exudados
de las raices (Bais et al., 2006); esto es
evidente en estudios realizados por Rentz
etal. (2005), en donde cultivos de Sphingo-
monas yanoikuyae JAR02 adicionados con
exudados de Morus alba, favorecieron la
remocién de un 15-20% de pireno con una
mineralizacion del compuesto del 0.2-0.3%,
lo que demostrd que la rizorremediacion
puede ocurrir por cometabolismo.

A pesar de que se ha visto que los exudados
radiculares tienen una importante funcion
para determinar la microflora de la rizésfera
ademas de estimular la degradacion de los
contaminantes, se conocen pocos estudios
enfocados a estudiar la respuesta de las
plantas en la produccion de exudados ante
cambios en la concentracion y/o composi-
cion de HC (Muratova et al., 2009). Esto
se debe, en parte, a que los estudios de
fitorremediacion requieren mucho tiempo
y es dificil controlar las condiciones de
cultivo a nivel de laboratorio, por lo que
una opcion novedosa ha sido el empleo
de cultivos in vitro para estudiar el efecto
que los contaminantes tienen Unicamente
en las plantas, disminuyendo los tiempos
de estudio y controlando las condiciones
con mayor facilidad (Reynoso-Cuevas et
al., 2008).

El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de la composicion de una mezcla
de hidrocarburos fenantreno (PHE), pireno
(PYR) y hexadecano (HXD) en la expresion
fenotipica y la acumulacion de azucares
en el medio de cultivo por B. curtipendula
Michx Torr. cultivada in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajo con semillas de B. curtipen-
dula ECO 00-118-UC 128, originaria de
Zacatecas, México. Las semillas fueron
almacenadas hasta su uso en bolsas de
papel, en oscuridad y en un ambiente libre
de humedad.

Preparacion de los cultivos
Las semillas se escarificaron retirando la

cubierta externa y para su desinfestacion
se colocaron en un sobre de papel filtro,
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enseguida se lavaron por 20 min mediante
agitacion constante con una solucion de
detergente en polvo (60 g-L! agua). Poste-
riormente y en la campana de flujo laminar,
se sumergi6 el sobre en una solucion de
etanol al 70% (V/V) durante 30 s, seguido
de una solucién de hipoclorito de sodio al
0.6% (V/V) y 0.1 mL de Tween 20 por 20
min (Reynoso-Cuevas et al., 2008). En
cada recambio de solucidn, el sobre con las
semillas se enjuagd abundantemente con
agua destilada estéril. Finalmente, el sobre
se abri6 bajo condiciones de asepsia y se
guardaron las semillas en una caja de Petri,
a temperatura ambiente, hasta su uso.

El medio de cultivo utilizado fue Murashige
y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962)
con 15 gL' de sacarosa (99% pureza) y
2 gL' de phytagel. El pH se ajustd a 5.8
con una solucion de HC1 0.1 M. Antes de la
esterilizacion, se colocaron 10 mL de me-
dio de cultivo en tubos de ensayo y a cada
tubo se le adicionaron 0.5 mL de la mezcla
de PHE (96% de pureza), PYR (98% de
pureza) y HXD (99% de pureza) disueltos
en diclorometano a fin de alcanzar en todos
los casos una concentracion final de 1500
mg de HC-L"! de medio de cultivo, pero con

distinta proporcion de HC, como se ilustra
en el cuadro 1. Para la cuantificacion de HC
se realizd una extraccion liquido-liquido
con diclorometano (1:1), la cuantificacion
fue por cromatografia de gases de acuerdo
a la metodologia descrita por Reynoso-
Cuevasetal. (2011). Bajo estas condiciones
los porcentajes de recuperacion de HC
fueron 96.74+3.82% y 98.242.57% para
PHE y PYR respectivamente. Al control
también se le adicionaron 0.5 mL de diclo-
rometano pero sin HC. Todos los reactivos
empleados en este estudio fueron marca
Sigma-Aldrich.

Se trabajo con 30 réplicas para cada relacion
de hidrocarburos. Los tubos se mantuvieron
abiertos en la campana de extraccion durante
1 h a fin de evaporar el diclorometano, des-
pués se esterilizaron durante 15 minutos a
1.2 kgrem™.

Posterior a la esterilizacion, en condiciones
de asepsia, se colocod cuidadosamente en
cada tubo una semilla de B. curtipendula.
Los tubos ya sembrados se incubaron por
35 dias en una camara con temperatura
controlada a 25°C con fotoperiodos de 16
horas.

Cuadro 1. Mezclas de hidrocarburos empleadas en los experimentos. En todos los casos la
concentracion total fue de 1 500 mg de mezcla de hidrocarburos- L' de medio de cultivo.

Proporcién de hidrocarburos

Mezcla PHE PYR HXD
Control 0 0 0
I 1 (500 mg-L™) 1 (500 mg-L™) 1 (500 mg-L™)
i 0.75(375mg'L") 0.75@375mgL")  1.5(750 mg-L")
111 0.40 (200 mg:L™")  0.40 (200 mg-L™")  2.20 (1100 mg'L™")
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Evaluacion de la germinacién y creci-
miento de las plantulas. Para evaluar la
germinacion de las semillas se realizaron
observaciones a los tres, siete y 10 dias pos-
teriores al sembrado. Se tom6 como criterio
de germinacion observar un rompimiento de
la semilla y la aparicion de un brote o raiz
(Maila y Cloete, 2002).

La evaluacion de la supervivencia se realizo
efectuando observaciones diarias del tamafio
y color, tanto de hojas como de raices, de
las plantulas germinadas hasta los 35 dias
que se mantuvo el experimento. Pasado este
tiempo las plantas que sobrevivieron fueron
extraidas del tubo y analizadas para conocer
la longitud y peso seco de tallos y raices.

Longitud de brotes y raices. Las plantas
se extrajeron cuidadosamente del tubo de
ensayo con ayuda de unas pinzas y las raices
se lavaron con agua a fin de eliminar el gel
adherido. Los brotes y raices se separaron
utilizando un bisturi y se midieron utilizando
un vernier.

Biomasa en peso seco de brotes y raices.
Las muestras de brotes y raices de las plantas
sobrevivientes se colocaron por separado
en papel filtro, previamente llevado a peso
constante. Se secaron en una estufa a 60°C
durante 24 h y fueron pesadas en una balanza
analitica OHAUS AR2140. El peso seco de
las muestras se obtuvo por diferencia.

Cuantificacion de azucares totales. Una
vez separada la planta, al medio de cultivo
residual de cada tubo de ensayo se le adi-
cionaron 10 mL de agua destilada, se agito
vigorosamente durante 1 min con ayuda de
un vortex. El sobrenadante se guard6 en
congelacién a -20°C hasta su analisis.

La cuantificacion de azlcares totales, en el
medio de cultivo residual de cada tubo, se
realiz6 empleando el método de fenol-sul-
farico (Dubois et al., 1956). La estimacion
de la acumulacion de azlicares totales por
mg de raiz se realizé mediante la diferencia
de los azucares presentes en el medio de
cultivo al tiempo cero (t,) y los obtenidos
en el medio al final del cultivo (t,) de cada
una de las plantas, expresadas como mg
azucares totales-tubo™'. Dicha diferencia se
dividio entre la cantidad de biomasa de rai-
ces producida en cada caso (mg de biomasa
de raiz-tubo™):

acumulacion de azicares totales = azlcares en t, - azicares en t.

biomasa producida de raiz

De esta manera, la acumulacion de azicares
totales se puede expresar como mg de azu-
cares totales acumulados'mg™!' de raiz seca.

Andlisis estadistico

Para probar las diferencias significativas
entre las plantas cultivadas en diferentes
mezclas de HC se realizaron pruebas de
Tukey con una p = 0.05, utilizando el paque-
te estadistico Minitab version 14.13.

RESULTADOS

Efecto de la composicion de la mezcla de
hidrocarburos sobre la germinacion y cre-
cimiento de B. curtipendula.

En los controles sin HC y la mezcla I de
HC se observo siempre un 100% de germi-
nacion, mientras que en las mezclas 11 y 111
la germinacion de las semillas fue de 74 y
75% respectivamente (fig. 1A). Las mez-
clas que mostraron la disminucion del 25%
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Fig. 1. Porcentaje de (A.) germinacion y (B.) sobrevivencia de B. cutipendula en los
cultivos con diferentes proporciones de [PHE:PYR:HXD]. Mezcla I [1:1:1], Mezcla 11
[0.75:0.75:1.50], Mezcla 111 [0.4:0.4:2.20].
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Fig. 2. Produccion de biomasa en (A.) brotes y (B.) raices de B. cutipendula en los
cultivos con diferentes proporciones de [PHE:PYR:HXD].
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey o = 0.05).
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Fig. 3. Longitud de (A.) brotes y (B.) raices de B. curtipendula cultivada con 1500 mg de
HC-L"de medio de cultivo y diferentes proporciones de [PHE:PYR:HXD].
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey a = 0.05).
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de germinacion fueron las que contenian
la mayor proporcion de HXD, por lo que
este compuesto podria estar provocando el
aumento del efecto toxico de los HC. Este
efecto toxico también es evidente al analizar
la sobrevivencia de las plantas (fig. 1B),
mientras que a los 35 dias de cultivo en los
controles se observo una sobrevivencia de
100%, las plantas cultivadas en presencia
de HC mostraron una disminucion de hasta
75% en los ensayos con una mezcla de HC
de mayor concentracion de HXD.

Con respecto a la produccion de biomasa
de brotes (fig. 2A) y de raices (fig. 2B) en
los cultivos de B. curtipendula se observo
una disminucion de mas del 80% en el peso
seco con respecto al control. La elevada con-

centracion de HC empleada en este trabajo
también propicio una disminucion de hasta
un 80% en la longitud de brotes y raices de
las plantas (fig. 3A y B respectivamente).

Efecto de la composicion de la mezcla
de hidrocarburos en la acumulacién de
azuUcares por B. curtipendula

Se sabe que los cultivos in vitro no son
totalmente autotrdficos debido a que bajo
estas condiciones disminuye la tasa fotosin-
tética, por lo tanto es necesario adicionar una
fuente de carbono para asegurar el desarrollo
de la planta (Yassen et al., 2012), en este
trabajo se emplearon 15 g-L!' de sacarosa.
Dado que se ha sugerido que los cambios
en la composicion y concentracion de los
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Fig. 4. Acumulacion de aziicares totales en el medio de cultivo por mg de raiz seca en medios
con diferentes proporciones de una mezcla de hidrocarburos a los 35 dias de cultivo. Mezcla |
[1:1:1], Mezcla 11 [0.75:0.75:1.50], Mezcla 111 [0.4:0.4:2.20].

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey o = 0.05).
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exudados radiculares, incluidos los azu-
cares, en presencia de compuestos toxicos
como el PHE puede atribuirse a alteraciones
adaptativas de las plantas como respuesta
al estrés (Muratova et al., 2009) se decidio
cuantificar la cantidad de azucares totales
acumulados en el medio al final del cultivo.
Se observd que las plantas cultivadas en
ausencia de HC consumieron los azicares
inicialmente adicionados al medio de cul-
tivo (225.7 + 3 mg azucares totales-tubo™)
encontrandose solamente 186.1 + 8.4 mg
azucares totales-tubo™ después de 35 dias de
cultivo, lo que equivale a 1.1 mg azucares
totales consumidos-mg™’' de raiz (fig. 4). Sin
embargo, aunque la concentracion de HC
empleada provoca que las plantas limiten
su crecimiento y produccion de biomasa de
manera significativa, las raices fueron capa-
ces de producir azlicares encontrandose, en
presencia de los HC, hasta 261.6 + 0.45 mg
azlcares totales-tubo™ al final del cultivo,
lo cual equivale a una concentracion de 40
mg azucares totales acumulados en el medio
de cultivormg™! de raiz cuando se les cultiva
en la mezcla L.

DISCUSION

Estudios previos han demostrado que la
germinacion se ve afectada dependiendo de
la biodisponibilidad de los contaminantes,
y se inhibe conforme se incrementa la con-
centracion de HC. Adam y Duncan (2002)
encontraron, a concentraciones de 25 y 50
mg de diesel'kg'! de suelo, que la fraccion
volatil del diesel juega un papel determinan-
te para disminuir la germinacion en semillas
de pastos de tal manera que en suelos recién
contaminados (donde la biodisponibilidad
de los HC contaminantes es elevada), la
germinacion disminuye hasta un 40% en
comparacion a semillas que germinan en
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suelos intemperizados. Otros estudios rea-
lizados con mezclas bien definidas de HC
han mostrado que la germinacion de semillas
de B. curtipendula en cultivos estériles no
se modifica por la presencia de los HC aun
a concentraciones de 5 000 mg de HC-kg'
de medio de cultivo (Reynoso-Cuevas
et al., 2008). Estas discrepancias pueden
atribuirse al hecho de que la respuesta ante
los contaminantes varia de acuerdo a la
especie empleada e incluso con respecto al
ecotipo de la misma (Xiong et al., 2004). En
el presente estudio las mezclas de HC con
mayor concentracion de HXD provocan una
considerable disminucion de la germinacion,
posiblemente debido a que el HXD puede
actuar como un acarreador que promueve
o facilita la difusion del PHE y PYR en el
seno del medio de cultivo incrementando asi
su biodisponibilidad y generando un efecto
toxico mayor en la mezcla 111, donde el HXD
es el compuesto mayoritario de la mezcla.

Se sabe que el éxito en la germinacion no
garantiza un subsecuente sano desarrollo
de las plantas (Merkl et al., 2005). Trabajos
anteriores de Chaineau et al. (1997) han de-
mostrado una correlacion entre la baja ger-
minacion de plantas y su pobre crecimiento
en suelos recientemente contaminados, esta
misma correlacion se obtuvo en los cultivos
de B. curtipendula donde se observéd una
disminucion de mas del 80% en el peso
seco tanto de brotes como de raices (fig. 2A
y 2B respectivamente). Los hidrocarburos
poliaromaticos provocan una disminucién
significativa de la produccion de biomasa
en especies de leguminosas y pastos (Sang-
Hwan et al., 2007). Estudios previos (Smith
etal., 2006) han mostrado una disminucioén
en mas de 70% de la produccion de forraje
con respecto al control en especies de pastos
cuando se cultivan en suelos contaminados
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con 1000 mg de HC-kg' de suelo, lo cual
es congruente con lo observado en este es-
tudio donde los resultados sugieren que la
biodisponibilidad es mayor, probablemente
debido a las caracteristicas mismas de nues-
tros cultivos in vitro y que la concentracion
de hidrocarburos es 50% mayor, en nuestro
caso, a dicho estudio.

Dado que son las raices las que establecen
un contacto directo con los compuestos
hidrofobicos, éstas son inmediatamente
afectadas (Liste y Alexander, 2000) mo-
dificando su capacidad para tomar agua y
nutrientes, de tal modo que la disminucién
en la longitud de brotes es atin mayor (90%).
En nuestro trabajo, el efecto negativo fue
visible al observarse una coloracion obscura
que podria atribuirse a la produccion de
compuestos fenolicos como se ha demos-
trado en trabajos anteriores (Sang-Hwang
etal., 2007).

Reynoso-Cuevas et al. (2011) demostraron
que B. curtipendula es fitorremediadora de
HC; sin embargo, no hay estudios sobre
la composicion de los exudados de dicha
planta bajo condiciones de estrés por HC.
Los mecanismos de fitorremediacion son
muy complejos y dificiles de estudiar, los
cultivos in vitro permitieron aislar el efecto
que tiene Gnicamente B. curtipendula. En
este sentido, la produccion de azlicares en
las mezclas I y 111, que posiblemente fueron
mas toxicas, no mostraron diferencias sig-
nificativas con respecto al control sin HC.
Esto muestra que B. curtipendula produce
los azlicares como respuesta al estrés provo-
cado por los HC pero que a concentraciones
mayores (mezclas I y II), cuando es mayor
la afectacion a las raices, dicha produccion
disminuye drasticamente.

En estudios recientes se ha encontrado que
los exudados radiculares, que representan
entre 2 y 10% del total del carbono fijado
por la planta (Jones et al., 2004), regulan la
composicion y diversidad de las comuni-
dades fungicas en la rizosfera (Broeckling
etal., 2011) ademas de que son las propie-
dades del suelo y de las plantas los factores
que tienen gran influencia en determinar la
naturaleza de las comunidades bacterianas
en la rizosfera de las plantas que crecen en
suelos contaminados con HC (Robertson
et al., 2011). Los resultados obtenidos son
interesantes desde el punto de vista de fito-
rremediacion, ya que se ha reportado que
el principal mecanismo de las plantas para
eliminar HC es la rizoremediacion y son los
carbohidratos exudados por la planta los que
pueden favorecer las asociaciones benéficas
con los microorganismos degradadores que
habitan en los suelos (Rentz et al., 2005; Fan
etal., 2008).

CONCLUSIONES

Los cultivos de vegetales in vitro permiten
estudiar con mayor facilidad, en la ausencia
de los microorganismos del suelo, el impac-
to que producen los contaminantes, en este
caso los HC, en las respuestas de las plantas
simplificando los modelos de estudio. En
este estudio, se encontré que la elevada
concentracion de HC empleada logré una
disminucion en la longitud y produccion de
biomasa en brotes y raices de B. cutipendula
demostrando con ello que una mayor con-
centracion de HXD en el medio de cultivo
incrementa el efecto toxico de la mezcla.

El estrés provocado por la actividad toxica

de los HC induce la produccion de azica-
res en los exudados radiculares a partir del
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carbono fijado por la planta, lo cual puede
ser una estrategia de la planta para atraer mi-
croorganismos que le permitan tolerar a los
contaminantes. Aunque se ha documentado
la produccion de exudados en plantas bajo
estrés por contaminantes, estos trabajos se
han realizado en condiciones de hidroponia
o en invernadero y se desconoce el mecanis-
mo por el cual se excretan dichos exudados.
El presente estudio realizado en cultivos
estériles permite atribuir este aumento en la
concentracion de azlicares a una respuesta
ante las mezclas de HC.
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