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ABSTRACT. Effect of emulsifying bacteria on phytotoxicity attenuation of soils contaminated with
weathered petroleum hydrocarbons. Introduction: Plants and microorganisms have been used as bioin-
dicators to evaluate the toxicity of hydrocarbons in soils. Objective: This study evaluates the toxicity of a
chronically-contaminated Gleysol with several concentrations of weathered petroleum hydrocarbons (WPH),
collected from La Venta, Tabasco (Mexico), on the growth of Clitoria ternatea and the phytoxicity attenuation
due to inoculation of emulsifying bacteria. Methods: Soils with 50 and 150 ¢ WPH kg!, and control soil with
0.15 g WPH kg'!' (biogenic origin) were utilized, as well as the inoculation of six emulsifying bacteria and their
combination (consortium). The WPH-phytotoxicity was evaluated by considering plant height, dry biomass
production (root, shoot, and total), leaf area, specific leaf area, and the efficiency of photosystem II (EPSII),
after 30 days. Results: WPH did not affect plant height, but soil with 50 g WPH kg™ diminished root and total
dry weight, and leaf area, when compared to both control soil and soil with 150 g WPH kg!. The strain Sml
(Stenotrophomonas maltophilia C10S1) significantly increased shoot and total dry weight, while the strain Ro
(Raoultella ornithinolytica C5S3) produced higher specific leaf area relative to uninoculated plants. In control
soil, the bacterial consortium stimulated plant height. The strains Sm (Serratia marcescens C11S1) and Sm2
(S. marcescens C7S3) improved plant height and specific leaf area when compared to uninoculated plants in
soil with 50 g WPH kg'. In soil with 150 g WPH kg!, strains Spa (Stenotrophomonas pavanii C5S3F) and Cfr
(Citrobacter freundii C4S3) enhanced root and shoot dry weight, respectively. The EPSII was unaffected by
soil contamination. Emulsifying bacteria reduced the phytotoxic effects of WP, but depending on the content of
WPH in soils. Conclusions: Soil with 50 g WPH kg! showed the greatest phytotoxic effects on plant growth.
Bacterial inoculation favored growth, biomass production and leaf area in soil with 150 g WPH kg''. The EPSII
was not affected by WPH in soils.
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A nivel mundial el petréleo es una de las
fuentes de energia mas importantes para la
economia. En el estado de Tabasco (México),
la explotacion de este recurso no renovable ha
originado impactos negativos en el ambiente,
tan solo entre 2000 y 2017, se registraron 8 581
derrames de petroleo en México, de los cuales
el 9.7 % ocurrieron en Tabasco (SEMARNAT,
2018). Las principales causas de estos derrames
estan asociadas a las actividades de extraccion
y transporte del petroleo (Trujillo-Narcia, Rive-
ra-Cruz, Trujillo-Rivera, & Garrigos, 2018).
Una vez liberados en el medio ambiente, los
hidrocarburos del petrdleo pueden ser adsorbi-
dos en la matriz del suelo, haciéndolos menos
biodisponibles para microorganismos y plantas
(Maleti¢, Dalmacija, Roncevi¢, Agbaba, &
Perovi¢, 2011; Ramadass, Megharaj, Venka-
teswarlu, & Naidu, 2018).

Los hidrocarburos totales del petroleo
intemperizados (HTPI) son hidrocarburos tota-
les del petroleo (HTP) que fueron expuestos
por largos periodos de tiempo a las condiciones
ambientales (inundacioén-sequia, temperaturas
extremas, lixiviacién y radiacion solar, etc.),
los cuales son mas complejos, recalcitrantes
y menos biodisponibles (Maleti¢ et al., 2011;
Rivera-Cruz, Trujillo-Narcia, Miranda, & Mal-
donado, 2016; Lustosa et al., 2018).

Los HTPI alteran las propiedades fisicas y
quimicas del suelo y por consiguiente pueden
causar toxicidad tanto a las plantas como a
los microorganismos de la rizosfera (Adams,
Kanga-Leyva, Guzman-Osorio, & Escalante-
Espinosa, 2011; Pernia et al., 2018); por lo que
la toxicidad puede ser un criterio importante
para evaluar el impacto de los HTPI en los sue-
los y en los procesos de remediacion (Alexan-
der, 1999). La fitotoxicidad en plantas sensibles
se manifiesta como necrosis del follaje y raiz,
ocasionando la disminucién en la actividad
fotosintética, reduccion de la biomasa aérea,
e incluso la muerte de la planta (Chaineau,
Morel, & Oudot, 1997; Pernia et al., 2018).
Las especies utilizadas en la fitorremedia-
cion incluyen gramineas y leguminosas (Khan,
Afzal, Igbal, & Khan, 2013; Khan, Biswas,
Smith, Naidu, & Megharaj, 2018); aunque las

leguminosas son mas susceptibles que las gra-
mineas a sufrir dafios severos por exposicion
a los HTPI en el suelo, por lo que pueden ser
utilizadas como indicadoras de toxicidad indu-
cida por estos compuestos (Khan et al., 2013;
Morales-Guzman et al., 2017).

Los bioensayos de fitotoxicidad son utili-
zados para medir la respuesta fisiologica de las
plantas a diferentes concentraciones de HTPI
y para evaluar la eficacia de los procesos de
remediacion (Balseiro-Romero & Monterroso,
2014; Cartmill, Cartmill, & Alarcon, 2014;
Pernia et al., 2018). La toxicidad de los hidro-
carburos del petroleo hacia las plantas puede
ser atenuada mediante el uso de rizobacterias y
microorganismos productores de surfactantes,
degradadoras de hidrocarburos y productoras
de fitohormonas (Khan et al., 2013; Onur,
Yilmaz, & Icgen, 2015; Xie et al., 2018). Las
bacterias productoras de surfactantes mejoran
la dispersion y favorecen la remocion de los
compuestos del petroleo, mediante el proceso
de emulsificacion permitiendo que sean utiliza-
dos como co-sustrato, y fuente de energia para
satisfacer el metabolismo microbiano e incre-
mentar la degradacion de los hidrocarburos del
petroleo, favoreciendo el crecimiento de las
plantas (Morales-Guzman et al., 2017; Reddy,
Karegoudar, & Nayak, 2018; Cecotti, Coppote-
1li, Mora, Viera, & Morelli, 2018).

Clitoria ternatea L. (Fabaceae) es una
leguminosa que establece asociacion simbidti-
ca con bacterias fijadoras de nitrégeno, ademas,
promueve la fertilidad de los suelos y es tole-
rante a las concentraciones de los HP (Sanga-
briel et al., 2006; Jamil, Zairi, Nasim, & Pa’ee,
2018; Somtrakoon et al., 2018). Debido a su
importancia ambiental en la restauracion de
suelos degradados y contaminados, C. ternatea
y bacterias emulsificantes ¢ hidrocarbonoclas-
tas (bacterias degradadoras de hidrocarburos
del petroleo), constituyen una alternativa biolo-
gica de bajo costo y amigable con el ambiente
en la atenuacion de la toxicidad de los suelos
créonicamente contaminados. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar la fitotoxici-
dad en el crecimiento de C. fernatea, y el efecto
de la inoculacion de bacterias emulsificantes en
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la atenuacion de la toxicidad inducida por un
Gleysol contaminado de origen, con diferentes
concentraciones de petréleo intemperizado,
recolectado en La Venta, Tabasco (México).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y recoleccion del suelo:
Se selecciond un suelo (Gleysol) contaminado
con dos concentraciones de petroleo intemperi-
zado: A) 50 g kg'! y B) 150 g kg'! (Rivera-Cruz
et al. 2005; Trujillo et al., 2018), recolectados
en el ejido José Narciso Rovirosa en el area ale-
dafia al sur del Complejo Procesador de Gas La
Venta, en el estado de Tabasco (18°04°39.83”
N & 94°02°39.42” W y 18°04°39.22” N &
94°02°38.46” W). Ademas, se utilizoé un suelo
testigo con las mismas caracteristicas pedo-
genéticas (0.150 g kg'! de hidrocarburos de
origen biogénico) recolectado de ¢l ejido Bla-
sillo Huimanguillo Tabasco (18°03°9.35” N
& 93°55°59.34” W). En cada uno de los tres
suelos se recolectd 200 kg! del horizonte
superficial (0-30 cm) mediante un muestreo
puntual. A cada muestra, se le determind y
registr6 conforme NOM-021-RECNAT-2000
(Diario Oficial de la Federacion [DOF], 2002)
(Tabla 1), norma mexicana que establece las
especificaciones de fertilidad, salinidad y clasi-
ficacion de suelos.

Analisis de hidrocarburos totales del
petroleo: El contenido de los HTPI de las

muestras recolectadas se extrajo en equipo
Soxhlet usando el solvente diclometano al
99.5% de pureza (Sigma-Aldrich, MO, EUA),
por el método EPA 3540B (United States Envi-
romental Protection Agency [USEPA], 1994).
El pH de las muestras de suelo se ajustd a
2.0 con HCI concentrado y, posteriormente se
secaron con MgSO,. El solvente se evaporo
utilizando un rotavapor y el extracto se cuan-
tificé por gravimetria (g kg'') con una balanza
analitica (Sartorius, modelo Analytic AC 210S,
IL, EUA), segun el método NMX-AA-134-
SCFI-2006 (DOF, 2006).

Material microbiologico: Se utilizaron
seis cepas, que pertenecen a la coleccion del
Area de Microbiologia de Suelos, Colegio de
Postgraduados, Montecillo, Estado de México.
Las cuales fueron aisladas de suelos contami-
nados con HTPI: Serratia marcescens C11S1
(Sm), Citrobacter freundii C4S3 (Cfr), Serratia
marcescens C7S3 (Sm2), Raoultella ornithino-
Iytica C5S3 (Ro), Stenotrophomonas pavanii
C5S3F (Spa), Stenotrophomonas maltophilia
C10S1 (Sml), y un consorcio integrado por
estas seis bacterias (CS), (Morales-Guzman
etal., 2017).

Preparaciéon de los inéculos: Cada cepa
fue cultivada en medio Luria-Bertani (g/L:
10 Triptona, 5 extracto de levadura, 5 NaCl,
1 L-triptofano), a 28 °C por 72 h. Los cultivos
obtenidos se centrifugaron a 7000 x g durante

TABLA 1
Caracteristicas fisicas y quimicas de los tres suelos en estudio

TABLA 1
Physical and chemical characteristics of the three soils under study

Suelo MO CE cIc
HTPIgkg! PH % dSm!  cmol (+) kg'!

0.150 65  8.60 1.12 57.0

50 50 7.90 473 29.9

150 55 262 2.93 623

K N-total Textura
mg kg! % %
192 0.49 Franco arcillosa
184 0.39 Franco arcilloso arenosa
312 0.59 Franco arcilloso arenosa

MO = materia organica, CE = conductividad eléctrica, CIC = capacidad de intercambio cationico, K = potasio, N-total =
nitrogeno total, HTPI = hidrocarburos totales del petrdleo. Los resultados fueron comparados con los rangos de referencia

establecidos en la NOM-SEMARNAT-2000 (DOF, 2002).
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15 minutos para separar el pellet de las células
bacterianas, que se lavo dos veces mas con
agua destilada estéril con el proposito de eli-
minar los nutrientes residuales. Cada indculo
se ajusto a una densidad optica de 0.5 (Ag,),
equivalente a 103 UFC mL"! (Morales-Guzman
etal., 2017). El consorcio bacteriano se preparo
mezclando proporciones iguales (0.5 mL) con
el procedimiento anterior.

Establecimiento del experimento e ino-
culaciéon: Las semillas de Cliforia ternatea
fueron recolectadas en el estado de Veracruz,
Meéxico. Para evaluar la germinacion de las
semillas, se tomd como criterio de su emergen-
cia la aparicion de la radicula (Sangabriel et
al., 2000), las cuales mostraron 95 % de germi-
nacion. La siembra se realizé bajo condiciones
de invernadero (temperatura de 13-24 °C y
humedad relativa 38-83 %), en semilleros de
poliestireno con 10 cavidades por tratamiento,
cada cavidad fue considerada como una unidad
experimental (UE). En cada UE se sembraron
dos semillas en un sustrato conformado por
cada suelo (testigo, 50 y 150 g kg'!), las cuales
fueron inoculadas con 5 mL del respectivo
indculo bacteriano. Cada UE se mantuvo a
humedad constante (28-30 %).

Variables de crecimiento vegetal: Des-
pués de 30 dias, las plantas fueron cosechadas
para medir la altura (distancia en cm desde la
superficie del suelo al apice del tallo princi-
pal), el area foliar y la biomasa seca total. El
area foliar (cm?) se determiné con un medidor
LI-3000 (LI-COR Biosciences, NE, EUA). El
area foliar especifica se estimd dividiendo el
4rea foliar, entre el peso seco de las hojas (cm?
g'1). Las hojas, tallos y raices se secaron en un
horno (FELISA, Modelo 242-A, México D.F.,
México) a 70 °C por 72 h y posteriormente
se pes6 en una balanza analitica (Sangabriel
et al., 2000).

Eficiencia fotoquimica del fotosistema
II: A los 30 dias, se evaluo la eficiencia foto-
quimica del fotosistema II (Fv/Fm) se eva-
Iué con un fluorémetro portatil (fluorémetro

OS30p+, Opti-Sciences, NH, EUA) a tempe-
ratura ambiente. Para ello, se selecciond la
hoja recientemente madura de cada planta y
se cubrio previamente con un clip foliar por
15 min para adaptarla a la oscuridad (Bramley,
Wasley, King, Powell, & Robinson, 2014). La
emision de fluorescencia de la clorofila del
fotosistema II (PSII) es el rendimiento cuantico
maximo para la fotoquimica primaria cuando
todos los centros de reaccion del PSII estan
oxidados o “abiertos”, expresado como la rela-
cion de fluorescencia variable y fluorescencia
maxima (Fv/Fm) (Bramley et al., 2014).

Tratamientos y analisis estadistico: El
experimento tuvo un disefio factorial 3 x 8 X
1, con tres niveles de contaminacion del suelo
(testigo, 50 y 150 g kg™!), y ocho niveles de ino-
culacion (Sm, Cfr, Sm2, Ro, Spa, Sml, y CS,
mas un tratamiento testigo), obteniéndose un
total de 24 tratamientos con 6 repeticiones cada
uno. Se realiz6 un andlisis de varianza y a una
prueba de comparacion de medias del tipo LSD
(a = 0.05), utilizando el programa estadistico
SAS (Statistical Analysis System, 2007), para
todas las variables.

RESULTADOS

Crecimiento y produccion de biomasa
vegetal de Clitoria ternatea: En la presen-
te investigacion el factor concentracion de
los HTPI y el factor inoculacion bacteriana
no produjeron diferencias significativas en la
variable altura de C. ternatea (Fig. 1A, Fig.
1B). El factor interaccion, mostré diferencias
estadisticas significativas (P < 0.05) donde el
suelo con 50 g HTPI kg inoculado con la
cepa Sm2 produjo mayor altura de planta con
respecto al testigo sin inocular. Asi mismo, el
consorcio bacteriano estimulo la altura de las
plantas crecidas en el suelo con 0.150 g kg'!
HTPI (testigo) (Fig. 1C).

La biomasa seca radical, aérea y total pre-
sentaron diferencias significativas (P < 0.05)
por efecto del factor concentracion; las plan-
tas crecidas en el suelo con 150 g kg! HTPI
mostraron mayor biomasa seca radical, aérea
y total con respecto al suelo testigo, por el
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Fig. 1. Altura y biomasa seca radical de Clitoria ternatea después de 30 dias de crecimiento en suelos con: (A) y (D),
tres concentraciones de hidrocarburos de petroleo intemperizado (HPI) (N = 24); (B) y (E), inoculacion de bacterias
emulsificantes (N = 9); (C) y (F), la interaccion [concentracion de HPI] x [inoculacion bacteriana] (N = 3). Medias + error
estandar; barras con diferentes asteriscos son estadisticamente diferentes (LSD, o= 0.05). Abreviaturas: Serratia marcescens
C11S1 (Sm), Citrobacter freundii CAS3 (Cfr), Serratia marcescens C7S3 (Sm2), Raoultella ornithinolytica C5S3 (Ro),
Stenotrophomonas pavanii C5S3F (Spa), Stenotrophomonas maltophilia C10S1 (Sml), CS = consorcio bacteriano.

Fig. 1. Plant height and root dry biomass of Clitoria ternatea after 30 days of growth in soils: (A) and (D), with three
concentrations of weathered petroleum hydrocarbons (WPH) (N = 24); (B) and (E), inoculated with emulsifying bacteria
(N =9); (C) and (F), with the [WPH concentration] x [bacterial inoculation] interaction (N = 3). Means =+ standard error;
bars with different asterisks are statistically different (LSD, a = 0.05). Abbreviations: Serratia marcescens C11S1 (Sm),
Citrobacter freundii CAS3 (Cfr), Serratia marcescens C7S3 (Sm2), Raoultella ornithinolytica C5S3 (Ro), Stenotrophomonas

pavanii C5S3F (Spa), Stenotrophomonas maltophilia C10S1 (Sml), CS = bacterial consortium.

contario el suelo con 50 g kg! HTPI redujo
en promedio 15 % la biomasa vegetal (Fig.
1D, Fig. 2A, 2D). En contraste, la inoculacion
bacteriana solo mostré diferencias significati-
vas (P < 0.05) en la biomasa seca aérea y total
(Fig. 2B, Fig. 2E), destacando la cepa Sml al
incrementar 17 % la biomasa vegetal respecto a
las plantas sin inoculacion. En cuanto al efecto
por interaccion de los dos factores (inoculacion
bacteriana y concentracion hidrocarburo), se
observaron diferencias significativas (P < 0.05)
en la biomasa seca radical, aérea y total (Fig.
IF, Fig. 2C, Fig. 2F). El suelo con 150 g kg!
HTPI inoculado con las cepas Spa, Sm, Cs y

Cfr promovieron la mayor biomasa seca radical
con respecto al testigo. asi mismo, el suelo con
50 g kg'! HTPI inoculado con la cepa Ro, Spa
y Sml mostré la mayor biomasa seca radical
con respecto al testigo no inoculado. La inocu-
lacién del suelo testigo con las cepas Sm, Sm2
y Sml favorecieron la produccion de biomasa
seca radical y aérea con respecto al suelo testi-
go no inoculado.

El area foliar fue estadisticamente mayor
(P < 0.05) en la dosis mas alta (150 g kg!
HTPI) respeto al testigo (Fig. 3A). Para el caso
del factor interaccion la mayor diferencia se
encontrd en el tratamiento testigo inoculado
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Fig. 2. Biomasa seca aérea y total de Clitoria ternatea después de 30 dias de crecimiento en suelos con: (A) y (D),
tres concentraciones de hidrocarburos de petroleo intemperizado (HPI) (N = 24); (B) y (E), inoculacion de bacterias
emulsificantes (N = 9); (C) y (F), la interaccion [concentracion de HPI] x [inoculacion bacteriana] (N = 3). Medias + error
estandar; barras con diferentes asteriscos son estadisticamente diferentes (LSD, a.= 0.05). Abreviaturas: Serratia marcescens
C11S1 (Sm), Citrobacter freundii CAS3 (Cfr), Serratia marcescens C7S3 (Sm2), Raoultella ornithinolytica C5S3 (Ro),
Stenotrophomonas pavanii C5S3F (Spa), Stenotrophomonas maltophilia C10S1 (Sml), CS = consorcio bacteriano.

Fig. 2. Shoot (aerial) and total dry biomass of Clitoria ternatea after 30 days of growth in soils: (A) and (D), with three
concentrations of weathered petroleum hydrocarbons (WPH) (N = 24); (B) and (E), inoculated with emulsifying bacteria
(N =9); (C) and (F), with the [WPH concentration] x [bacterial inoculation] interaction (N = 3). Means =+ standard error;
bars with different asterisks are statistically different (LSD, a = 0.05). Abbreviations: Serratia marcescens C11S1 (Sm),
Citrobacter freundii C4AS3 (Cfr), Serratia marcescens C7S3 (Sm2), Raoultella ornithinolytica C5S3 (Ro), Stenotrophomonas
pavanii C5S3F (Spa), Stenotrophomonas maltophilia C10S1 (Sml), CS = bacterial consortium.

respecto al resto de los tratamientos (Fig. 3C),
en comparacion al factor inoculacion que no
mostro6 diferencias significativas (Fig. 3B).

El area foliar de las plantas fue estadisti-
camente mayor (P < 0.05) en el suelo con 150
g kg'! HTPI respecto al suelo testigo; por el
contrario, la concentracion de 50 g kg™! HTPI
redujo en 13 % el area foliar (Fig. 3A). En
cuanto a la inoculacion, las cepas bacterianas
Sm, y Ro mostraron un incremento del 10 %,
del 4rea foliar con respecto al testigo sin inocu-
lacion, aunque no se observo diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos (Fig. 3B). En
cuanto a la interaccidn, del suelo testigo inocu-
lado con las cepas Sm2, y Sml incrementaron
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significativamente el area foliar (P < 0.05)
con respecto al suelo testigo sin inoculacion
y al resto de los tratamientos. En el caso del
suelo con 150 g kg'! HTPI inoculado con las
cepas Sm2, y Ro, incrementaron el area foliar.
En lo que respecta al area foliar especifica,
el factor concentracion no mostr6é diferencias
significativas entre los tratamientos (Fig. 3D).
En contraste, la interacciéon de los factores
mostro diferencias estadisticas significativas (P
< 0.05) (Fig. 3F), destacando el suelo con 50 g
kg! HTPI inoculado con las cepas Sm y Sm2
al presentar la mayor area foliar (99 y 767 %)
con respecto al suelo testigo inoculado y no
inoculado (Fig. 3F).
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Fig. 3. Area foliar y érea foliar especifica de Clitoria ternatea después de 30 dias de crecimiento en suelos con: (A) y
(D), tres concentraciones de hidrocarburos de petréleo intemperizado (HPI) (N = 24); (B) y (E), inoculacion de bacterias
emulsificantes (N = 9); (C) y (F), la interaccion [concentracion de HPI] x [inoculacion bacteriana] (N = 3). Medias + error
estandar; barras con diferentes asteriscos son estadisticamente diferentes (LSD, a.= 0.05). Abreviaturas: Serratia marcescens
C11S1 (Sm), Citrobacter freundii C4AS3 (Cfr), Serratia marcescens C7S3 (Sm2), Raoultella ornithinolytica C5S3 (Ro),
Stenotrophomonas pavanii C5S3F (Spa), Stenotrophomonas maltophilia C10S1 (Sml), CS = consorcio bacteriano.

Fig. 3. Leaf area and specific leaf area of Clitoria ternatea after 30 days of growth in soils: (A) and (D), with three
concentrations of weathered petroleum hydrocarbons (WPH) (N = 24); (B) and (E), inoculated with emulsifying bacteria
(N =9); (C) and (F), with the [WPH concentration] x [bacterial inoculation] interaction (N = 3). Means + standard error;
bars with different asterisks are statistically different (LSD, o = 0.05). Abbreviations: Serratia marcescens C11S1 (Sm),
Citrobacter freundii C4S3 (Cfr), Serratia marcescens C7S3 (Sm2), Raoultella ornithinolytica C5S3 (Ro), Stenotrophomonas

pavanii C5S3F (Spa), Stenotrophomonas maltophilia C10S1 (Sml), CS = bacterial consortium.

Medicion eficiencia fotosintética del
PSII: El analisis de varianza para la eficiencia
fotosintética del PSII (Fv/Fm) a los 32 dias no
mostr6 diferencias significativas por efecto de
los factores (concentracion HTPI, inoculacion,
e interaccion de los dos factores; P > 0.05 en
todos los casos) (Datos no presentados). Ade-
mas, los valores oscilaron en un rango de 0.74
a 0.82; en el cual se consideran dentro de un
rango optimo de la eficiencia fotosintética del
PSII, donde los centros de reaccion del PSII no
son inhibidos en la fotosintesis.
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DISCUSION

Altura biomasa aérea, biomasa radical
y biomasa total de plantulas de Clitoria
ternatea: Las propiedades fisicas y quimicas
de los suelos influyen en gran medida en el
crecimiento de las plantas y el desarrollo de las
raices (Tabla 1), las cuales pueden estimular
la actividad microbiana y favorecer la degra-
dacion de los hidrocarburos (Ma, Rajkumar,
Rocha, Oliveira, & Freitas, 2015). El suelo
con el tratamiento de mayor dosis (150 g kg™!)
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estimulo el crecimiento y la produccion de bio-
masa vegetal de C. ternatea. esto posiblemente
se debio a su alto contenido de materia organica
(26 %), la cual puede adsorber los hidrocarbu-
ros del petroleo y funcionar como base para la
formacion de acidos huimicos y fulvicos, los
cueles incrementan la capacidad de intercam-
bio cationico y la concentracion de iones H,
reduciendo asi su toxicidad y aumentando los
procesos de transformacion u oxidacion biolo-
gica (mineralizacion), en combinacion con la
planta (rizorremediacién) (Tan & Napamon-
bodi, 1979; Totsche, Danzer, & Kogel-Kna-
bner, 1997; Evans, 2000; Volke Sepulveda &
Velasco-Trejo, 2002; Adams, Alvarez-Ovando,
& Castanén, 2015). En este sentido, Rodri-
guez-Rodriguez, Rivera-Cruz, Trujillo- Nar-
cia, Almaraz-Suarez, & Salgado-Garcia (2016)
atribuyen mayor biomasa aérea del pasto Leer-
sia hexandra al proceso de hormesis producido
por petréleo intemperizado, el cual lo inhibe
en dosis mayores a 5.5 g kg'!. Efecto similar
fue reportado por Adams et al. (2015), quienes
observaron mayor biomasa en pasto Brachia-
ria humidicola expuestas a concentraciones
menores de 4 g kg! de hidrocarburo intemperi-
zados. La nula toxicidad observada en la mayor
concentracion de los HTPI (150 g kg!) en el
crecimiento de C. fernatea también ha sido
reportada en especies como: Poa foliosa, Leu-
caena leucocephala, Festuca arundinacea y
Sorghum bicolor, expuestas a los hidrocarburos
alifaticos y aromaticos (> 5 g kg'!) (Muratova
et al., 2009; Lopez-Ortiz et al., 2012; Bramley,
Wasley, King, Powell, & Robinson, 2014).

Por otra parte, la inoculaciéon de las bac-
terias Sm, Sm2, Ro, y Spa estimularon la pro-
duccién de biomasa seca radical. Este resultado
posiblemente se debio a que las bacterias tienen
la capacidad de producir surfactantes que pue-
den aumentar la degradacion de los HTPI y por
ende reducir su toxicidad (Morales-Guzman
et al., 2017). Estudios previos han demostra-
do que Serratia marcescens y Stenotropho-
monas maltophilia se caracterizan por tener
actividad nitrogenasa, solubilizar fosfatos, y
producir &cido indolacético (AIA); ademas de
tener actividad ACC-desaminasa (Ahemad &

Kibret, 2014). El AIA a menudo puede inducir
un efecto benéfico sobre el crecimiento y el
desarrollo de plantas.

La produccion de la enzima ACC-desa-
minasa puede mejorar el estrés causado por
los hidrocarburos, ya que reduce los niveles
de etileno de la planta e induce un mayor
crecimiento vegetal en especial de la biomasa
radical que estimula el desarrollo de las pobla-
ciones microbianas u otros mecanismos, tales
como el aumento de la disponibilidad de nutri-
mentos esenciales como el nitrogeno, foésforo y
potasio (Afzal, Yousaf, Reichenauer, Kuffner,
& Sessitsch, 2011; Balseiro-Romero & Monte-
rroso, 2014; Balseiro-Romero, Gkorezis, Kidd,
Vangronsveld, & Monterroso, 2016). En este
sentido, Khan et al. (2013) mencionan que las
bacterias con potencial de producir surfactan-
tes pueden degradar hidrocarburos y con ello
disminuir la fitotoxicidad que producen los
mismos. Algunos estudios han demostrado que
la inoculacion de cepas bacterianas productoras
de surfactantes y degradadoras de hidrocarbu-
ros como: Pseudomonas sp. ITRI53, Planomi-
crobium chinense, Burkholderia phytofirmans
PsIN y Sphingobacterium sp., reducen la fito-
toxicidad de los hidrocarburos al mejorar el
crecimiento y desarrollo de raigras, Casuarina
equisetifolia, Vigna radiata y Withania somni-
fera al conferirles tolerancia a condiciones de
estrés mediante la degradacion de los contami-
nante (Diaz-Martinez, Alarcon, Ferrera-Cerra-
to, Suarez, & Garcia-Barradas, 2013; Das &
Tiwary, 2014; Kumar, Das, & Asha, 2014). El
efecto negativo de los HTPI en el area foliar y
area foliar especifica se atribuye a la toxicidad
inherente de los hidrocarburos no biodegrada-
dos y recalcitrantes (compuestos ciclicos, aro-
maticos, asfaltenos y resinas), los cuales causan
disminucion en el crecimiento de la raiz y, por
ende, disminuyen la biomasa aérea. Ademas,
que el hidrocarburo forme una capa fina sobre
la raiz de las plantas impidiendo la absorcion
de los nutrientes y del agua, esenciales para
crecimiento (Cartmill et al., 2014). Resultados
similares han sido descritos para las plantas:
Avena sativa, Hordeum vulgare, Chloris gaya-
na, Triticum aestivum, Phragmites australis,
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Arabidopsis, Lolium multiflorum, Poa foliosa,
Cucumis melo, Capsicum frutescens, Solanum
lycopersicum, y Amaranthus hybridus cuando
fueron expuestas a hidrocarburos aromaticos
y poliaromaticos (Anoliefo & Nwoko, 1995,
Zhang, & Xing, 2008; Garcia, Ferrera, Alma-
raz, Rodriguez, & Garcia, 2013; Cartmill et al.,
2014; Bramley-Alves et al., 2014, Zhu et al,,
2015; Rodriguez-Rodriguez et al., 2016).

Eficiencia fotosintética del PSII (Fv/
Fm): La eficiencia fotosintética del PSII (Fv/
Fm) ha sido un indicador de la maxima efi-
ciencia cuantica de las reacciones fotoquimicas
del PSII (Butler, 1978). En plantas sanas y no
estresadas, los valores oscilan entre 0.74 a 0.84
(Genty et al., 1989). En el presente estudio,
el rendimiento fotosintético de C. ternatea no
se vio afectado, segiin lo observado, por la
disminucion de estos parametros después de
trasplantar las plantulas al suelo contaminado.
Esto se debe a que los hidrocarburos han estado
expuestos por mas de 20 afios a las condiciones
ambientales (Rivera-Cruz & Trujillo-Narcia et
al., 2004; Trujillo-Narcia et al., 2018), permi-
tiendo que las fracciones volatiles ya no estén
presentes, prevaleciendo los hidrocarburos de
fraccion pesada. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por Shiri et al. (2015) y Bramley-
Alves et al. (2014) al no observar efectos nega-
tivos en Thellungiella salsuginea, y Poa foliosa
expuesta a fenantreno (25 mM) e hidrocarburos
SAB sobre la relacion Fv/Fm. Contrario a los
resultados obtenidos en la presente investiga-
cion, Cevher-Keskin et al., 2018, reportaron
una disminucion en la relacion Fv/Fm, respecto
al aumento en las concentraciones de petroleo
crudo (2.5 y 5 % v/w) en Zea mays (42 dias).
En este sentido Jin et al., (2017) observaron
una disminucion significativa en la relacion
Fv/Fm, en las hojas de Cucurbita pepo tra-
tadas con fenantreno expuestas a 0.005 g L-!
de fenantreno.

En la presente investigacion, posiblemente
las concentraciones de los HTPI no limita-
ron la absorcion los nutrimentos ni del agua,
aunado a la presencia de bacterias productoras
surfactantes, degradadoras de hidrocarburos,

productoras de fitohormonas y productoras de
la enzima ACC-desaminasa reducen los niveles
de etileno de la planta, lo cual confiere resis-
tencia al estrés causado por los HTPI y contri-
buyendo asi, a la atenuacion de la toxicidad de
los mismos y a la supervivencia de las plantas
ante esas condiciones. El uso de bacterias indi-
viduales o consorcios con capacidades emul-
sificantes y degradadoras de hidrocarburos
que favorezcan la adaptacion y la promocion
del crecimiento de las plantas, y que coad-
yuven a la atenuacion de la toxicidad de los
hidrocarburos intemperizados, constituye una
alternativa biologica de bajo costo para sitios
créonicamente contaminados con hidrocarburos
del petroleo.
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RESUMEN

Introduccién: Las plantas y los microorganismos se
han utilizado como bioindicadores de la toxicidad inducida
por hidrocarburos presentes en los suelos. Objetivo: El
presente trabajo evalud la toxicidad de un Gleysol contami-
nado de origen con diferentes concentraciones de petroleo
intemperizado, recolectado en la Venta Tabasco (México),
en el crecimiento de Clitoria ternatea, y la atenuacion de
la fitotoxicidad con la inoculacién de bacterias emulsi-
ficantes. Metodologia: Se usaron suelos con 50 y 150
g HTPI kg'!, y un suelo testigo con 0.15 g HTPI kg!
(origen biogénico), y la inoculaciéon de seis bacterias
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emulsificantes y su combinacién (consorcio). La fito-
toxicidad de los HTPI se evalud considerando la altura,
la biomasa seca (radical, aérea y total), el area foliar, el
area foliar especifica, y la eficiencia del fotosistema II
(EPSII), a los 30 dias. Resultados: Los HTPI no afecta-
ron la altura, pero el suelo con 50 g HTPI kg™! redujo la
biomasa seca radical y total, y el 4rea foliar con respecto
a las plantas en los suelos testigo y con 150 g HTPI kg™!.
La cepa Sml (Stenotrophomonas maltophilia C10S1)
increment6 significativamente la biomasa seca total; la
cepa Ro (Raoultella ornithinolytica C5S3) produjo mayor
area foliar especifica con respecto a plantas no inocula-
das. En el suelo testigo, el consorcio bacteriano estimuld
la altura; las cepas Sm (Serratia marcescens C11S1) y
Sm2 (S. marcescens C7S3) mejoraron la altura y el area
foliar especifica con respecto a plantas no inoculadas,
en el suelo con 50 g HTPI kg*!. En el suelo con 150 g
HTPI kg'!, las cepas Spa (Stenotrophomonas pavanii
C5S3F) y Cfr (Citrobacter freundii C4S3) incrementa-
ron la biomasa seca radical y aérea, respectivamente.
La EPSII no fue afectada por la contaminacion de los
suelos. Las bacterias emulsificantes redujeron la fito-
toxicidad de HTPI, pero dependiendo de su contenido en
los suelos. Conclusiones: El suelo con 50 g HTPI kg'!
mostré mayor toxicidad en el crecimiento de las plantas.
La inoculacion bacteriana favorecid el crecimiento, pro-
duccion de biomasa, y area foliar en el suelo con 150 g
HTPI kg'. La EPSII no fue afectada por la presencia de
HTPI en el suelo.

Palabras clave: Clitoria ternatea, eficiencia fotosintética
del PSII, Gleysol, bacterias.
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