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Resumen

Todas aquellas bacterias que habitan en las raices de las plantas y que influyen sobre el
crecimiento de éstas de manera positiva indirecta o directamente por cualquier mecanismo, se
denominan rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, entre ellas, los productores
bacterianos de acido indol acético (AlA) poseen el potencial para interferir en el contenido de las
pozas de auxinas vegetales. El analisis de las poblaciones microbianas de la rizosfera y la
evaluacion in vitro de su produccién auxinica constituye una base importante para la seleccion de
cepas efectivas. El presente estudio consistio en el andlisis y la caracterizacion morfolégica y
fisiologica de las poblaciones microbianas rizosféricas del suelo y del rizoplano de tres especies
de pastos crecidos en suelo contaminado con hidrocarburos derivados del petrdleo, con la
finalidad de seleccionar aquellas rizobacterias con produccion de fitohormonas como potencial
rizoremediador. Las rizobacterias caracterizadas de estas tres especies vegetales evidenciaron la
diversidad y abundancia de las mismas que se condicionaron por la presencia y la acumulacion de
contaminantes por las plantas hospederas; donde Cyperus hermaphroditus presentd un menor
namero de poblaciones rizosféricas pero una mayor acumulacion de contaminantes, comparada
con Paspalum arundinaceum la especie con mayor nimero de microorganismos asociados a su
rizosfera, definidos también por sus caracteristicas fenéticas a través del analisis numérico. Todas
las rizobacterias fueron productoras de AlA; donde las rizobacterias del rizoplano caracterizadas
como productoras intermedias, pueden recomendarse para eventos rizoremediadores, en los que
la promocion del crecimiento de plantas contribuya a su proteccion y tolerancia en suelos
contaminados.
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Microbial diversity analysis of the rhizosphere of three plant species
from petroleum hydrocarbon contaminated soil
and its rhizoremediation potential

Abstract

All of the bacteria that live in the roots of the plants involved directly or not by any mechanism
on the plant’s growth are named Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR); among them
the Indolic Acetic Acid (IAA) bacterial producers have the potential to participate in the plant’s
auxins supply. The microbial population’s analysis of the rhizosphere and the quantification of
the in vitro auxins production constitute important characteristics for the selection of effective
rhizobacteria. The aim of the present study was the analysis and the morphological and
physiological characterization of the microbial rhizosphere populations of the soil and rhizoplane
of three grasses species from a contaminated soil with petroleum hydrocarbons, in order to make
the selection of those rhizobacteria with phytohormones production and therefore with potential
for rhizoremediation. The characterized rhizobacteria of these three species showed that the
diversity and abundance of them was conditioned by the presence and accumulation of
contaminants by the host plants. Cyperus hermaphroditus was the species with the lowest number
of rhizosphere microorganisms but with the highest accumulation of contaminants and Paspalum
arundinaceum with the highest number of rhizospheric microorganisms associated to its
rhizosphere, defined too by their phenetic characteristics trough the numerical analysis. All the
rhizobacteria isolated and analyzed were IAA producers and in the plant’s rhizosphere habitat the
rhizoplane bacteria characterized as medium producers could be recommended for
rhizoremediation procedures, where the plant growth promotion contributes to their protection
and tolerance in contaminated soils.

Key words: indole acetic acid, plant growth promoting rhizobacteria, rhizosphere

1. Introduccion

La rizosfera se define como “el volumen del
suelo que recibe influencia de la raiz”. Esta
capa delgada que circunda la raiz de la planta
(cerca de 1 a 2 mm de espesor) ha sido
estudiada intensamente en los ultimos afios.
En esta zona residen la mayoria de los
microorganismos del suelo, atraidos por los
metabolitos que la planta exuda; lo que
ocasiona el incremento de las poblaciones
microbianas y con ello su actividad (Kuiper et
al.,, 2004; Bartelt-Ryser et al., 2005;
Rodriguez-Loinaz et al., 2008; Epelde et al.,
2010).

Las interacciones entre bacterias y las raices
pueden ser benéficas, dafiinas, 0 neutras para
las plantas. A partir del conocimiento de la
rizosfera se ha visto la necesidad de dividir
este espacio en endorizosfera y ectorizosfera;
la colonizacion puede ocurrir en la superficie
completa de algunas células rizodérmicas y
las bacterias pueden establecerse como
microcolonias o biofims (Benizri et al.,2001;
Bais et al., 2006); si se coloniza so6lo la
superficie de la raiz se conoce como
rizoplano, que pertenece a la ectorizosfera y
si invade las células de las capas superficiales
de la raiz corresponde a la zona conocida
como endorizosfera (Pérez et al., 2002;
Tsavkelova et al.,, 2006). La presion de
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seleccion de las plantas sobre las poblaciones
bacterianas ha tenido su méximo efecto cerca
de la superficie radical o en su interior
(Marilley y Aragno, 1999; Siciliano et al.,
2001).

Todas aquellas bacterias que habitan en las
raices de las plantas y que influyen sobre el
crecimiento de éstas de manera positiva
indirecta o directamente por cualquier
mecanismo, Se denominan rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR
por sus siglas en inglés: Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al.,
1989; Arshad y Frankenberger, 1998; Ahmad
et al., 2008). Antes de ser capaces de conferir
cualquier efecto benéfico en las plantas, las
PGPR’s por inocular deben ser rizosfera o
rizoplano competentes (Compant et al.,
2005); esto es que sean capaces de colonizar
la rizosfera o el rizoplano durante un periodo
extendido que se caracteriza por una fuerte
competencia microbiana (Whipps et al.,
2001).

El &cido indol acético (AlA) es la principal
auxina de las plantas, que controla una
variedad de procesos importantes que
incluyen el alargamiento y division celular, la
diferenciacion tisular y las respuestas
fisioldgicas a la luz y la gravedad.

Los productores bacterianos de AIA (BIP's
por sus siglas en inglés: Bacterial 1AA
Producers) poseen el potencial para interferir
en el contenido de las pozas de auxinas
vegetales en particular del AIA. La
consecuencia para la planta es que
usualmente este es una funcién tanto de la
cantidad de AIA que ella produce como de la
sensibilidad que tienen los tejidos vegetales
para inducir cambios por la concentracion de
AlA. La existencia de las BIP’s se reconocio
muy temprano en la busqueda de auxinas y
las BIP’s asociadas a plantas habian sido
consideradas como una fuente de
contaminacion en las mediciones de la
concentracion de AIA presente en los tejidos
vegetales (Wichner y Libbert, 1968a y b;

Libbert y Risch, 1969; Patter y Glick, 1996;
Lambrecht et al., 2000; Leveau y Lindow,
2005). Actualmente se han realizado
numerosas investigaciones sobre la genética y
bioguimica de la produccién bacteriana de
esta auxina (Lambrecht et al., 2000; Leveau y
Lindow, 2005). El L-triptofano (L-Trp) es un
amino&cido que es precursor fisioldgico para
la biosintesis de auxinas en plantas vy
microorganismos. Los exudados radicales son
fuente natural del Trp para la microbiota
rizoférica, la cual puede potenciar la
biosintesis de auxinas en la rizosfera. Se sabe
que las auxinas de origen microbiano en la
vecindad de las raices de las plantas, pueden
dar también una respuesta fisiologica para la
planta hospedera.

Las raices en primera instancia, son uno de
los 6rganos mas sensibles de la planta a las
fluctuaciones en el contenido de AIA y su
respuesta al incrementarse las cantidades de
ésta fitohormona de manera exdgena van
desde la elongacion de la raiz primaria, la
formacién de raices laterales y raices
adventicias al cese del crecimiento de la
planta  (Davies, 1995). Como otras
fitohormonas, las auxinas también se
sintetizan enddgenamente por las plantas; sin
embargo, sus efectos hormonales se han
elucidado por sus aplicaciones exdgenas.

El presente estudio consistio en el andlisis y
la caracterizacién morfologica y fisioldgica
de las poblaciones microbianas rizosféricas
del suelo y del rizoplano aisladas de tres
especies de pastos crecidos en suelo
contaminado con hidrocarburos derivados del
petréleo, con la finalidad de seleccionar
aquellas rizobacterias a través de su
produccion de fitohormonas como potencial
rizoremediador, para favorecer el crecimiento
de las plantas en suelos contaminados.

2. Materiales y Métodos

2.1 Obtencion de material vegetal y suelo
rizosférico
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El material bajo estudio proviene de una
colecta realizada en una de las zonas
contaminadas del Pantano Santa Alejandrina
situado en las inmediaciones de la refineria
“Lazaro Cardenas del Rio”, en Minatitlan,
Veracruz ubicada dentro de la planicie costera
del Sureste de Meéxico. Con base en
evaluaciones realizadas con anterioridad por
el Instituto Mexicano del Petréleo y la
Universidad Autonoma Metropolitana (IMP y
UAM-1,1997), la cantidad de hidrocarburos
totales del petr6leo (HTP) de la zona A es de
47,432 mg/Kg de suelo seco y el contenido
de la zona B de 81,640 mg/Kg de suelo seco.
De este sitio, se colectaron ejemplares de
Cyperus hermaphroditus (Jacquin) Standley,
Echinochloa polystachya y  Paspalum
arundinaceum. Estas especies se colectaron
en época de verano y las tres en etapa de
floracion.

2.2 Determinaciéon del Factor de
Concentracion Radical (FCR) de metales
pesados e hidrocarburos ardématicos
policiclicos de las especies bajo estudio

Se colectaron también muestras de suelo del
pantano contaminado con hidrocarburos
derivados del petrdleo, realizandose su
caracterizacion  fisico-quimica 'y la
cuantificacion del contenido de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) y metales
pesados.

La evaluacion del contenido de HAP vy
metales pesados en las plantas colectadas se
realiz6 a partir del material vegetal
cosechado, que se fraccioné en raices, tallos y
hojas, se seco a 70 °C por 24 horas, para
guardar el material de biomasa seca.

Para la determinacion de la concentracion de
los HAP, entre ellos de los 16 considerados
por la EPA como prioritarios, de los
ejemplares de las especies de plantas
colectadas se tomaron fracciones de la
biomasa seca del material colectado, que se
fraccion6 alin méas en porciones de 1cm?, las
cuales se depositaron en tubos de tapén de

rosca de 20mL a los que se les adiciond por
muestra 5mL de diclorometano (grado
HPLC) para efectuar la extraccion de las
fracciones de los HAP presentes. Este
material se someti0 a ultrasonicacion
utilizando un Ultrasonic Cleaner Bransonic
Model 321 OR-MT, a 130W (47kHz) por 15
minutos,  siguiendo  la  modificacion
establecida al protocolo sugerido por Ratola
et al. (2006). Se recuperaron muestras del
extracto ultrasonicado de 2mL cada una, las
cuales se transportaron al Laboratorio de
Analisis Quimicos del IMP, para ser
analizadas empleando el método 8270C de la
EPA para el analisis por cromatografia de
gases para este tipo de compuestos.

La determinacion de los metales pesados, se
realizo a partir de la biomasa seca obtenida de
las plantas colectadas, también se trasladaron
las muestras al Laboratorio de Analisis
Quimicos del IMP, donde se efectu6 una
digestion del material con una mezcla de
HNO;3; y HCIO,4 previamente a la extraccion
de los metales pesados seleccionados,
realizando su deteccién y cuantificacion a
través de la aplicacion de técnicas de
Espectroscopia de Absorcion Atomica.

Las concentraciones de los HAP y de los
metales pesados, tanto de los extractos del
suelo como de las raices de las plantas, se
expresaron con base en peso seco: ug HAP o
metal / Kg peso seco radical. El factor de
concentracion radical (FCR) se emple6 para
determinar las concentraciones de los
contaminantes en las raices de las plantas y se
calcul6 como sigue:

FCR = Craiz / Csuelo, donde:

Craiz Y Csuelo, representan la concentracion del
contami-nante en las raices y el suelo con
base en peso seco.

2.3 Aislamiento de los microorganismos
rizosfericos del suelo y epifitos de las
especies vegetales bajo estudio

El aislamiento de las rizobacterias del suelo
rizosférico se realiz6 tomando 1 g de suelo
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removido de las raices (de tres muestras
combinadas) que se colocO en matraces
Erlenmeyer de 50 mL de capacidad con 5
perlas de vidrio de 2 mm de didmetro, con
10mL de regulador de fosfatos salino estéril
(Na,HPO, 1.44g, KH,PO, 0.24g, KCI 0.20g,
NaCl 8g/L, pH=7.4), para igualar la presion
osmotica. Los matraces se agitaron por 30
minutos y las suspensiones resultantes se
evaluaron por las unidades formadoras de
colonias (UFC) de acuerdo al método de
dilucion en placa en agar nutritivo
suplementado con fungicida (1 g¢/L), incu-
bandose las placas por 48 horas a 28°C.
Después de este tiempo se determino el
ndmero de unidades formadoras de colonias /
g de suelo rizosférico, la cuenta estandar
bacteriana se realizo por triplicado.

Las rizobacterias adheridas a la superficie
radical (rizodermis) de las plantas bajo
estudio (de tres muestras combinadas), se
aislaron a partir de colocar 0.6 g de material
radical de las especies seleccionadas en
matraces Erlenmeyer de 50 mL de capacidad
con 5 perlas de vidrio de 2 mm de didmetro,
con 10mL de regulador de fosfatos salino
estéril (Na,HPO, 1.44g, KH,PO, 0.24g, KCI
0.20g, NaCl 8g /L, pH= 7.4), para igualar la
presion osmética. Se agitaron los matraces
por un minuto y después se prepararon las
diluciones apropiadas del contenido de los
matraces y se sembraron por extension en
placa en agar nutritivo suplementado con
fungicida (1 g/L), incubandose las placas por
7 dias a 28 °C. Después de este tiempo se
determino el nimero de unidades formadoras
de colonias /g de raices y suelo adherido, la
cuenta estandar bacteriana se realiz6 por
triplicado.

2.4 Caracterizacion de las rizobacterias
aisladas

Una vez crecidas las colonias de rizobacterias
aisladas del rizoplano y del suelo rizosférico,
se procedio a su purificacion sembrando por
estria cruzada en medio sélido de agar

nutritivo para su caracterizacion morfologica
macroscopica y microscopica (morfologia
bacteriana, afinidad tintorial y arreglo celular
empleando la técnica de tincion de Gram), de
los aislados bacterianos. También se efectuo
su caracterizacion bioquimica a través de la
medicion de la actividad de la enzima L-
alanina aminopeptidasa empleando el Kit de
Diagnostico, BioFix® (No. 960003) y tam-
bién la presencia de la actividad de la enzima
citocromo oxidasa, con las tiras reactivas del
Kit de Diagnostico, BioFix® (No. 960001),
ambas pruebas se llevaron a cabo de acuerdo
con las indicaciones del fabricante
(Macherey-Nagel GmbH Co. KG Dueren
Germany), para ambas pruebas; se utilizaron
como controles  positivos cepas de
Pseudomonas sp. y Escherichia coli.

2.5 Caracterizacion fisiolégica de las
rizobacterias por su produccion de
fitohormonas

La evaluacion cuantitativa de la produccion
de AIA se realizd de acuerdo con el método
modificado de Ahmad et al., (2005) por
Campos et al. (2007); por el cual se midié la
capacidad intrinseca de estas bacterias para
producir AIA en presencia de diferentes
concentraciones de triptofano. Se emplearon
tubos de ensaye con tapon de rosca de 20 mL
de capacidad con 4.9 mL de caldo nutritivo
adicionado de L-triptofano a diferentes
concentraciones: 1, 2 y 5 mg/L y como
testigo una serie de tubos con caldo nutritivo
sin L-triptofano; los tubos se inocularon con
0.1 mL de cada inoculo bacteriano aislado a
una concentracion de 4.6 x 10° UFC/mL. Se
incubaron por 96 horas a 28°C; como control
se manejaron tubos inoculados y no
inoculados.

Después del periodo de incubacion, los
cultivos se centrifugaron a 3,000 r.p.m. por
30 minutos a 25 °C y el contenido de auxinas
se cuantifico6 como equivalentes de AIA por
un analisis espectrofotométrico. El anélisis se
llevo a cabo mezclando en un tubo, 1 mL del
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sobrenadante de los cultivos bacterianos con
2 mL del reactivo de Salkowski (2% (w/v) de
FeCl; 0.5M disuelto en &cido perclorico al
35%), se incubo a temperatura ambiente por
20 minutos y el desarrollo de una coloracién
rosada indicd la presencia de AIA el cual se
cuantifico leyendo su absorbancia a 535 nm
de longitud de onda y la lectura se interpol6
en una curva tipo de AIA (Khalid et al., 2004;
Leveau y Lindow, 2005; Sheng y Xia, 2006).

2.6 Anélisis de los resultados

Se realiz6 un anélisis numérico comparativo
de las rizobacterias aisladas de los diferentes
habitats radicales empleando sus caracteres
bacterianos y de las pruebas bioquimicas
realizadas para determinar la similitud de las
rizobacterias por sitio radical, empleando el
programa PAST version 2.02
(Paleontological Statistics Software Package
for Education and Data Analysis) de Hammer
et al. (2001) para la aplicacién del indice de
Gower y para los datos de la respuesta
fisiologica en términos de la produccion de
acido indol acético empleando el programa
NTSyS-PC  version 2.11T  (Numerical
Taxonomy and Multivariate  Analysis
System) de Rohlf (2004) para la aplicacion
del indice de distancia. Una vez obtenidos los
valores de distancia de los coeficientes
aplicados en ambos casos, se construyd el
fenograma respectivo utilizando el método de
agrupamiento  UPGMA (Unweighted Pair
Group Method of Arithmetic Averages) para
todos los casos analizados. También se
establecio la veracidad y confianza de los
fenogramas obtenidos a traves de la
obtencion del coeficiente de correlacion
producto-momento de Pearson (Sneath y
Sokal, 1973).

3. Resultados

3.1 Bioconcentracion de hidrocarburos
policiclicos y metales pesados de las especies
vegetales

La concentracion de los metales pesados y de
algunos hidrocarburos arométicos policiclicos
determinados; asi como los datos sobre el
FCR de las plantas bajo estudio, se presentan
en la Tabla 1. La comparacion de la
concentracion medida de los contaminantes
acumulados  reflejo6 que la especie que
acumulé un  mayor contenido de
contaminantes fue C. hermaphroditus,
comparada con los datos de bioconcentracion
obtenidos, repartida la respuesta acumulativa
entre E. polystachya y P. arundinaceum;
donde en la primera la acumulacién de HAP’s
fue mayor para los de menor peso molecular
y mayor contenido de metales pesados y
menor para el caso de P. arundinaceum.

3.2 Cuantificacion y caracterizacion de las
rizobacterias aisladas del suelo y rizoplano
de las tres especies vegetales

En cuanto a la densidad de las poblaciones
rizobacterianas  encontradas, el ndmero
encontrado en el suelo rizosférico y el
rizoplano de las especies analizadas, mostro
que las caracteristicas de la acumulacion de
los  contaminantes  condicionaron la
distribucion de éstas y la abundancia de las
mismas: para C. hermaphroditus se obtuvo un
namero de 4 cepas del suelo rizosférico y solo
3 cepas del rizoplano, para E. polystachya. 7
cepas del suelo rizosférico y también 3 cepas
del rizoplano y para P. arundinaceum 5 cepas
bacterianas del suelo rizosférico y 9 cepas del
rizoplano. En cuanto a la abundancia
bacteriana para C. hermaphroditus los valores
promedio fueron de 2 x 10° UFC/ g de suelo
rizosférico y 3.6 x 10° UFC/ g de raices y
suelo adherido, para E. polystachya de 2 x 10°
UFC/ g de suelo rizosférico y 1.1 x 10® UFC/
g de raices y suelo adherido y finalmente para
P. arundinaceum de 3.1 x 10° UFC/ g de
suelo rizsoférico y 5.1 x 10° UFC/ g de raices
y suelo adherido.
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Tabla 1. Cuantificacion de metales pesados e Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en el suelo contaminado y
determinacion del Factor de Concentracion Radical (FCR) de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y los

metales pesados acumulados en Cyperus hermaphroditus, Echinochloa polystachya y Paspalum arundinaceum.

Factor de Concentracion Radical (FCR)

Concentracion en el

Cyperus

Echinochloa

Paspalum

Metal suelo contaminado hermaphroditus polystachya arundinaceum
(mg/Kg peso seco)
Cd 3.6 0.00027 +0 0.16 +0.18 0.00027 +0
Cr 909.2 0.054 +0.08 0.081 +0.08 0.004 +0.001
Ni 17.05 0.28 + 0.49 158 +1.81 0.028 + 0.04
Zn 81.13 1.48+1.6 514+7.6 0.84 +0.34
Concentracion en el Cyperus Echinochloa Paspalum
HAP+ suelo contaminado hermaphroditus polystachya arundinaceum
(Mg/Kg peso seco)
Nap (2) 55.86 1.15+0.61 0.77 +0.10 1.47 +0.66
Flu (3) 127.15 0.20 +0.04 0.20 + 0.04 0.17 +0.12
Phe (3) 668.15 0.07 +0.03 0.1+0.01 0.09 +0.04
Fla (3) 184.05 0.19 +0.08 0.23 +0.06 0.14 +0.13
Pyr (4) 2,765.97 0.02 + 0.004* 0.003 + 0.005* 0.016 +0.010
Cry (4) 678.01 0.09+0.13 0.05 +0.07 0.013+0.02
BbF (5) 1,009.89 0.009 + 0.01 0.009 + 0.01
BaP (5) 2,067.2 0.011 +0.01 0.012 +0.01

+Donde: Nap= Naftaleno, Flu= Fluoreno, Phe= Fenantreno, Fla= Fluoranteno, Pyr= Pireno, Cry= Criseno, BbF=
Benzo (b) Fluroanteno, BaP= Benzo (a) Pireno. El nimero del paréntesis corresponde al ndmero de anillos

aromaticos del compuesto (* = p<0.05).

A los aislados bacterianos se les agrup6 de
acuerdo con una clave determinada: a las
cepas aisladas de E. polystachya se les asigno
la inicial A, a las cepas aisladas de C.
hermaphroditus la B y las cepas aisladas de
P. arundinaceum inician con la letra C; la
siguiente letra “R o S”, indica si la cepa se
aislo del Rizoplano o del Suelo Rizosférico
respectivamente; el primer nimero indica el
ndmero de colonia aislada en la misma
dilucion y el dltimo nimero representa la
dilucién de la cual se aisld la cepa.

En total se aislaron 31 cepas: 16 del suelo
rizosférico de las cuales 7 pertenecen a E.
polystachya, 4 a C. hermaphroditus y 5 a P.
arundinaceum; asi como 15 del rizoplano: 3
de E. polystachya, 3 de C. hermaphroditus y
9 de P. arundinaceum. Las caracteristicas que
definieron la morfologia colonial de las
rizobacterias aisladas de cada especie vegetal
desde el punto de vista fenotipico y la
definicion del comportamiento Gram, asi

como la actividlad de la L alanina
aminopeptidasa, la citocromo oxidasa y la
cuantificacion del &cido indol acético, se
muestran en las Tablas 2 y 3, corres-
pondientes a las cepas bacterianas aisladas del
suelo rizosférico y del rizoplano. Mas del
70% del total de las cepas fueron bacilos
Gram positivos esporulados, cerca del 19%
fueron bacilos Gram positivos sin esporas y
solo el 11% restante (4 cepas de E.
polystachya) resultaron Gram negativos. La
importancia de la presencia de la actividad de
citocromo oxidasas radica en la posibilidad de
que las bacterias pudieran oxidar compuestos
aromaticos complejos como los hidrocarburos
derivados del petroleo donde el 71% de las
bacterias aisladas del suelo rizosférico de E.
polystachya dieron prueba positiva mientras
que solo el 33% de las cepas aisladas de C.
hermaphroditus y el 40% de las de P.
arundinaceum fueron citocromo oxidasas
positivas.
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas, bioquimicas y fisiolégicas de las cepas bacterianas aisladas del suelo rizosférico de las tres especies vegetales crecidas en
suelo contaminado con hidrocarburos derivados del petrdleo. *produccion de AIA (ug/mL AlA)
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AS13 Blanca 0.3 Redonda Entero Plana Lisa Brillante Opaca i * * 3.75 368 297 357
AS23 Naranja 0.4 Redonda  Ondulado Plana Lisa Opaca Opaca - + + 315 354 184 343
AS33 Blanca 0.5 Redonda Ondulado Plana Rugosa Opaca Opaca ) + + 308 364 329 36l
AS14 Crema 0.3 Irregular Entero Convexa Lisa Brillante Opaca * * ) 364 35 442 49
AS24 Crema 0.8 Irregular Rizoide Plana Lisa Brillante Opaca ) * * 283 35 375 329
AS16 Crema 15 Irregular Ondulado Plana Lisa Brillante Opaca * ) ) 29 333 354 304
AS43 Blanca 0.5 Redonda  Filamentoso Plana Lisa Opaca Opaca ) ) * 188 272 153 1.92
BS11 Blanca 0.5 Irregular Entero Plana Rugosa Brillante Opaca ) * + 343 389 343 41
BS21 Blanca 0.5 Irregular Entero Plana Lisa Opaca Opaca ) ) + 484 407 3.86 3.04
BS13 Crema 0.3 Redonda Ondulado Plana Rugosa Opaca Opaca ) ) * 41 445 41 484
BS23 Blanca 0.5 Irregular Entero Plana Lisa Opaca Opaca ) ) * 382 371 3.78 346
CS14 Amarillo 0.2 Redonda Entero Convexa Lisa Brillante Opaca * ) ) 103 844 805 957
CS24 Crema 0.3 Redonda Entero Plana Arenosa Brillante Opaca * * 353 371 40 389
CS15 Crema 0.25 Irregular Dentado Plana Lisa Opaca Transltcida * * 484 403 403 4.06
CS16 Crema 0.1 Redonda Entero Convexa Lisa Brillante Opaca ) * 227 181 156 167

CS26 Crema 0.5 Redonda Entero Plana Lisa Brillante Opaca ) * 269 273 216 216
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Tabla 3. Caracteristicas fenotipicas, bioquimicas y fisiologicas de las cepas bacterianas aisladas del rizoplano de las tres especies vegetales crecidas en suelo
contaminado con hidrocarburos derivados del petrdleo. *produccion de AIA (pg/mL AlA)
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AR11 Crema 0.3 Redonda  Entero Plana Lisa Brillante Opaca + + 17 142 152 16
AR21 Amarilla 0.3 Irregular  Entero Plana Lisa Brillante  Transltcida + + - 234 29 22 346
AR17 Crema 15 lrregular Ondulado Plana Lisa Brillante  Translucida - + 184 227 15 167
BR11 Crema 0.1 Irregular  Entero Plana Lisa  Brillante Opaca + + 371 262 3.64 438
BR21 Crema 0.2 Redonda Dentado Plana Lisa  Brillante Opaca - + 35 382 509 389
BR12  Amarilla 0.2 Redonda Entero Plana Lisa  Brillante Opaca - + + 34 39 35 445
CR11 Crema 0.7 Redonda Dentado Pulvinada Lisa Opaca Opaca + + - 177 245 216 227
CR21 Crema 0.4 Redonda  Entero Rugosa Plana  Brillante Opaca - - + 347 40 424 562
CR31 Crema 0.6 Redonda  Entero Convexa Lisa Brillante Opaca + - - 28 389 1077 3.89
CR12 Crema 2 Irregular  Dentado Plana Lisa Opaca Opaca - + + 474 544 456 527
CR13 Crema 04 Redonda Ondulado Plana Arenosa  Brillante Opaca - + + 322 269 304 322
CR33 Crema 0.2 Redonda  Entero Plana Lisa Brillante Opaca - - + 46 47 463 47
CR23 Naranja 04 Redonda  Entero  Crateriforme  Lisa Brillante Opaca - + + 459 45 449 512
CR43 Crema 0.7 Redonda  Entero Convexa Lisa Brillante Opaca - - + 48 527 551 491
CR17 Crema 0.3 Redonda Ondulado  Pulvinada Lisa Opaca Opaca - + + 498 389 424 428
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Todas las cepas de P. arundinaceum y de C.
hermaphroditus fueron oxidasa positivas; en
el caso de E. polystachya, veintiin de las
veinticuatro cepas (87.5%) también dieron
positiva esta prueba.

En general, de las tres especies vegetales
analizadas la mayoria de las rizobacterias
aisladas presentan actividad de citocromo
oxidasas, las que mas la presentaron fueron E.
polystachya y P. arundinaceum; la primera en
las cepas del suelo rizosférico y la segunda en
las aisladas del rizoplano.

El fenotipo es la expresion observable del
genotipo y antes del manejo de las técnicas
moleculares disponibles para los taxnomos
de procariontes, las clasificaciones se basaban
Unicamente en las condiciones morfologicas,
fisiologicas y del crecimiento de los
microorganismos. En la actualidad, la infor-
macion fenotipica recae principalmente en el
desarrollo de técnicas experimentales que
analicen de manera directa o indirecta las
diferentes propiedades fenotipicas; tales como
las actividades enzimaticas y las condiciones
del crecimiento microbiano, entre otras. De
aqui que los datos fenotipicos en contraste
con las secuencias genéticas, pueden en su
mayoria compararse fenéticamente; lo que
significa la comparacion de un gran nimero
de caracteristicas independientes que produ-
cen resultados que reflejan el grado de
similitud de las unidades bajo analisis
(Rossell-Mora y Amann, 2001). En este
estudio, la informacion fenética obtenida, se
sometié al siguiente analisis nimerico para
establecer las  similitudes entre las
rizobacterias aisladas.

3.3 Agrupamiento de las rizobacterias
aisladas segun su habitat microbiano

El agrupamiento de las rizobacterias se
realizd mediante la aplicacion de un método
numérico con base en las caracteristicas
fenotipicas de la morfologia colonial y la
bacteriana, asi como de las pruebas
bioguimicas aplicadas, donde se empled un

10

indice numérico que permitiera considerar
este tipo de datos dada la naturaleza
microbiana (Austin 'y Priest, 1992). Se
realizaron tres agrupaciones, dos de ellas
relacionando los caracteres 1 al 11 para las
agrupaciones del suelo rizosférico y rizoplano
(Figuras 1y 2, respectivamente) y una tercera
con los caracteres fisioldgicos de Ila
produccion de fitohormonas del 12 al 15
(Figura 3).

Para el agrupamiento de las rizobacterias del
suelo rizosférico, se tienen dos grupos bien
definidos de manera inicial, donde dos cepas
de E. polystachya comparten caracteristicas y
son similares con una cepa de P.
arundinaceum. EIl grupo mas grande resalta el
aislamiento de una rizobacteria de P.
arundinaceum la CS15, cuyas caracteristicas
la hacen particular del resto, separada de un
grupo grande que a su vez agrupa de manera
particular a casi todas las rizobacterias de C.
hermaphroditus y otro que consiste de un
grupo diverso de rizobacterias de las tres
especies con mayor similitud entre ellas. Para
el rizoplano, se ubican también dos grupos en
el inicio: uno de ellos con s6lo 3 cepas, dos
de P. arundinaceum y uno de E. polystachya,
el segundo aisla a la rizo-bacteria AR17 del
resto y finalmente dos grupos asociados entre
las cepas de P. arundinaceum y en otro, la
agrupacion diversa de las rizobacterias de las
tres especies. Cabe mencionar que en esta
agrupacion, se separa casi en su mayor
distribucion a las cepas de P. arundinaceum
que fueron més abundantes en esta especie, y
por lo que se observa con caracteristicas muy
particulares que las separan de la agrupacion
general.

3.4 Determinacion de la produccion de AIA
en presencia de L-triptofano de las
rizobacterias aisladas

En general, todas las rizobacterias aisladas
son productoras de AIA con un intervalo de
produccion de AlA de 1 a 10 pg/mL.
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Las mas bajas productoras encontradas de P. arundinaceum es la més alta productora
corresponden a AS43, CS16, AR11, AR21, de AIA de todas las rizobacterias aisladas de
AR17 y CR11 y la rizobacteria CS14 aislada suelo rizosferico.
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La agrupacion de todas las rizobacterias
(Figura 3), mostré que la cepa CS14 es la
rizobacteria que no solamente es considerada
como la mayor productora de AIA (8 a 10
ug/mL) sino una de las mas particulares de
todas las rizobacterias aisladas. De esta
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agrupacion le siguen dos grupos: uno muy
grande y otro que lo constituye una
rizobacteria del rizoplano la CR31 que
también present6 una alta produccion de AIA
(3210 ug/mL).

f AS
p— BSI1
5 BRI2
BSB
cs24
ASB
4524
AS16
CRI3
BRI
ASB
\ AR21

Grupolll CR23
CS15
CRI7
CRI2
ASE3 :

Grupo Il CR11

T T T T T T T T T T T T

| L |
3.00 1.50 0.00
Coeficiente de distancia

Figura 3. Comparacién del agrupamiento de las rizobacterias aisladas de las tres especies vegetales en relacion con

la produccion de cido indol acético (r=0.93).

El grupo més amplio, a su vez dividido en
dos grupos: 'y Il que se unen y un Il aparte,
se describe como sigue: el Grupo |I:
conformado por 9 del suelo rizosférico y 4
cepas del rizoplano, de las cuales en conjunto
6 son de E. polystachya, 5 de C.
hermaphroditus y 2 de P. arundinaceum.

El Grupo II: conformado por 3 del suelo
rizosférico y 7 cepas del rizoplano, de las
cudles 1 es de E. polystachya., 2 de C.
hermaphroditus y 7 de P. arundinaceum; y

finalmente el Grupo IlI: conformado por 3
cepas del suelo rizosférico y 3 cepas del
rizoplano, de las cuales 3 son de E.
polystachya y 3 de P. arundinaceum.

Los grupos | y Il que se definieron por 13 y
10 rizobacterias totales respectivamente, a su
vez mostraron un namero proporcional de
rizobacterias en cada uno de ellos; el Grupo |
a las rizobacterias del suelo rizosférico y el
Grupo Il a las rizobacterias del rizoplano. La
agrupacion de todas las rizobacterias no
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solamente mostro tendencias por su habitat
rizobiano, sino también las agrupaciones
mostraron un gradiente en la produccién de
AlA,; considerando tanto la produccion basal
como la produccién con la adicion del
precursor de la fitohormona al medio de
cultivo donde el Grupo Il ademas de
presentar el menor grupo de micro-
organismos muestra a los mas bajos
productores cuya produccion de AIA en
promedio para todas las cepas fue de 1.9
ug/mL (1.85 pug/mL para las rizobacterias del
rizoplano y 2 pg/mL para las del suelo
rizosférico), para el grupo 1. con una
produccion promedio de 3.3 pg/mL (3.2
ug/mL para las rizobacterias del rizoplano y
3.5 pg/mL para las del suelo rizosférico) y
para el grupo Il una produccion promedio de
4.4 ng/mL (4.5 pg/mL para las rizobacterias
del rizoplano y 4.2 pg/mL para las del suelo
rizosférico), quedando las cepas CR31 con
una produccion de 53 pg/mL y la
rizobacteria CS14 con 9 ug/mL de AIA de
produccion promedio.

4. Discusion

El ambiente donde se desarrollan las especies
vegetales bajo estudio es un sitio con una alta
concentracion de contaminantes; tanto de
metales pesados y los HAP’s analizados en el
interior de las plantas; en particular, los de
menor peso molecular, cuya estructura
presenta de 2 a 3 anillos aromaticos.

La acumulacién de contaminantes de acuerdo
con su FCR fue en todos los casos menor de 1
y en cada caso éste varié de acuerdo con el
metal, la especie vegetal y la concentracion
de los metales en el suelo (Epelde et al.,
2010); algunos investigadores de las PGPR’s
aisladas de suelos contaminados, han
orientado su investga-cion hacia las plantas
con las que se asocian para hallar respuestas
al estrés inducidas por los contaminantes
(Lebeau et al., 2008; Weyens et al., 2009);
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sin embargo Koo et al. (2010) mencionan que
las caracteristicas ecoldgicas Y fisioldgicas de
las PGPR’s en los suelos contaminados se
ven afectadas de manera directa o indirecta
por parametros abidticos (textura del suelo,
contaminantes, temperatura, pH, salinidad,
entre otros) asi como por parametros bioticos
(plantas y organismos del suelo); por ello, la
informacion que se obtenga sobre los efectos
de los parametros bidticos y abioticos sobre la
actividad de las PGPR’s debe estar disponible
para disefiar una estrategia de remediacion.
Aqui se mostro el efecto muy particular de los
contaminantes en las poblaciones
microbianas de C. hermaphroditus con el
ndmero mas bajo de microorganismos tanto
en el suelo como en el rizoplano; siguiéndole
E. polystachya y finalmente P. arundinaceum
con un menor grado de acumulacion de los
contaminantes 'y un mayor ndmero de
microorganismos tanto en el suelo rizosférico
como en el rizoplano de esta especie, con
valores mucho mayores a las poblaciones de
las gramineas perennes reportadas por Brim
et al. (1999) y Sandaa et al. (1999), donde la
cuenta del ndmero de microorganismos del
rizoplano fue de 3.7 x 10%a 2 x 10" UFC/g de
raiz y para el suelo rizosférico de 3.1 x 10% a
2 x 10" UFC/ g de suelo. Cabe mencionar
también que en condiciones ambientales
estresantes, las bacterias rizosféricas con
caracteristicas de promocion del crecimiento,
juegan un papel importante en el crecimiento
de las plantas (Dell”Amico et al., 2005).

Se tienen numerosos microorganismos del
suelo implicados en la sintesis de auxinas
tanto en cultivos puros como en el suelo
(Barazani y Friedman, 1999). Algunos
microorganismos  producen auxinas en
presencia de un precursor adecuado como el
L-triptofano. Los efectos de las auxinas sobre
las plantulas son dependientes de la
concentracion; esto es que la baja
concentracion puede estimular el crecimiento
mientras que las altas concentraciones pueden
ser inhibitorias (Arshad y Frankenberger,
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1991); no obstante que se tiene que
considerar que existe una variabilidad en la
respuesta; esto es que diferentes plantas no
solamente responden de manera diferente a
las concentraciones variables de auxinas
producidas (Sarwar y Frankenberger, 1994);
sino también al tipo de microorganismos que
las producen (Arshad y Frankenberger, 1998;
Ahmad et al., 2005; Ahmad et al., 2008).

Los resultados obtenidos muestran que las
concentraciones producidas de acido indol
acético pueden variar de un microorganismo
a otro; comparando con los resultados de
Vivas et al. (2006) se tiene la concentracion
de 4 pg/mL producidos por la cepa
Brevibacillus B-1 y los de Zaidi et al. (2006)
con Bacillus subtilis ST-101 cuya produccion
de AIA fue de 55 pg/mL.

Finalmente, las poblaciones microbianas
aisladas de estas tres especies de un ambiente
tan particular, mostraron que aunque no
poseen una alta productividad de AIA,
pueden desempefiar un papel importante en el
ambiente del suelo y la rizosfera de las
plantas, como lo mencionan Dell’Amico et
al. (2005) y Compant et al. (2010) que
demostraron que diferentes comunidades
microbianas viven en asociacion con el suelo
rizosférico y el rizoplano y poseen
caracteristicas promotoras del crecimiento
vegetal que pueden sobrellevar condiciones
de estrés abidtico. Este tipo de bacterias
pueden emplearse para inocular semillas y
verificar su habilidad como protectoras de
plantulas contra los efectos de contaminantes
en el suelo. Asi mismo, Leveau y Lindow
(2005), mencionan que se establece un tipo
de interaccion interorganismica interesante,
cuando se da la manipulacion por algunos
microorganismos del sistema hormonal de sus
hospederos. Uno de esos ejemplos lo
mencionan que es la produccién microbiana
de hormonas vegetales como las auxinas, las
citocininas y las giberelinas, las cuales
permiten que ciertas bacterias y hongos
dirijan la fisiologia de las plantas, tomando
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ventaja  sobre ellas (Costacurta vy
Vanderleyden, 1995; Lambrecht et al., 2000).
De manera general, los microorganismos
aislados de la rizosfera y del rizoplano de
varios cultivos han revelado mas potencial en
la produccion de auxinas que aquellos que se
tienen en el suelo no rizosférico (Sarwar y
Krerner, 1995).

El analizar las rizobacterias por su potencial
in vitro de produccion de auxinas, puede
proveer una base importante para la seleccion
de PGPR’s efectivas, particular-mente si esta
capacidad se emplea en combinacién con el
andlisis de las rizobacterias, por su actividad
promotora del crecimiento (Khalid et al.,
2004). La fitoremediacion asistida o
rizoremediacion, es una  disciplina
prometedora para mejorar la remediacién al
emplear microorganismos asociados con
plantas para potenciar su crecimiento y con
ello, favorecer su tolerancia al estrés
(Dowling y Doty, 2009).

5. Conclusiones

Las fitohormonas de origen microbiano (en
particular las auxinas) en la vecindad de las
raices de las plantas pueden inducir una
respuesta fisiolégica en la planta hospedero;
por lo que el andlisis de las poblaciones
microbianas de la rizosfera, desde su
aislamiento, caracterizacion y evaluacion in
vitro de su produccion auxinica constituye
una base importante para la seleccion de
PGPR’s efectivas. El analisis de las
rizobacterias aisladas del suelo rizosférico y
del rizoplano de Cyperus hermaphroditus,
Echinochloa polystachya y Paspalum
arundinaceum crecidas en un suelo
contaminado con hidrocarburos del petroleo,
evidenciaron la diversidad y abundancia de
las mismas que se condicionaron por la
presencia y la acumulacién de contaminantes
por las plantas hospederas; donde Cyperus
hermaphroditus present6 un menor ndmero
de poblaciones rizosféricas pero una mayor
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acumulacion de contaminantes, comparada
con Paspalum arundinaceum la especie con
mayor numero de microorganismos asociados
a su rizosfera, definidos también por sus
caracteristicas fenéticas a través del analisis
numérico. Todas las rizobacterias fueron
productoras de AIlA, en particular destacan
dos de ellas (CR31 y CS14) por su méaxima
produccion, asi mismo en el habitat rizobiano,
las rizobacterias del rizoplano caracterizadas
como productoras intermedias, pueden
recomendarse para eventos rizoremediadores,
en los que la promocion del crecimiento de
plantas contribuya a su proteccion vy
tolerancia en suelos contaminados.
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