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ABSTRACT

The objective of this research was to identify variables of
growth, production and microbial symbiotic activity in
Crotalaria incana and Crotalaria pallida that, in response to
the stress caused by crude petroleum oil, manage to remove
total petroleum hydrocarbons (TPH) from the soil and can be
recommended as basic tools in biological technologies for
the recovery of degraded soils in the Mexican humid tropics.
Crotalaria species were subjected to induced crude petro-
leum oil contamination at doses of 3, 15, 30, and 45 g/kg in
soil and a control treatment at 30 and 154 days of exposure.
The results showed statistically significant differences (Dun-
can p < 0.05) in the growth of the two legumes, with both
species being tolerant. The increase in petroleum doses cau-
sed negative effects on dry matter production of C. incana
and C. pallida. Colonization by Rhizobium spp. was stimulated
by crude oil in soil and rhizosphere in both species. However,
at day 154, the highest rates of TPH removal were induced at
doses of 30 and 45 g/kg, respectively.

Keywords: Crotalaria spp., Total petroleum hydrocarbons,
Rhizobium spp., Rhizosphere, Bioremediation.

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue identificar variables de
crecimiento, producciéon y actividad simbidtica microbiana
en Crotalaria incana y Crotalaria pallida que, en respuesta al
estrés provocado por el petréleo crudo, logren remover hi-
drocarburos totales del petréleo (HTP) del suelo y puedan ser
recomendadas como herramientas basicas en tecnologias
biolégicas para recuperacion de suelos degradados en el
tropico himedo mexicano. Las especies de Crotalaria fueron
sometidas a contaminacién inducida por petréleo crudo
en dosis de 3, 15, 30 y 45 g/kg en suelo y un tratamiento
testigo durante 30 y 154 dias de exposicion. Los resultados
mostraron diferencias estadisticas significativas (Duncan p <
0.05) en el crecimiento de las dos leguminosas, al ser ambas
especies tolerantes. El aumento de las dosis de petréleo
provocé efectos negativos en la produccién de materia seca
de C.incanay C. padllida. La colonizacién por Rhizobium spp.
fue estimulada por el petréleo crudo en suelo y rizosfera en
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ambas especies. Sin embargo, al dia 154, las mayores tasas de
remocién de HTP fueron inducidas en dosis de 30 y 45 g/kg,
respectivamente.

Palabras clave: Crotalaria spp., Hidrocarburos totales del
petréleo, Rhizobium spp., Rizosfera, Biorremediacion.

INTRODUCCION

Las plantas al estar expuestas a diversas condiciones am-
bientales adversas han adquirido la capacidad de responder
a estimulos que alteran negativamente su crecimiento y
desarrollo, al ser el estrés abidtico quien genera mayor reper-
cusion, por el impacto que el petréleo genera en el suelo, al
ocasionar su compactacion, la reduccion en la capacidad de
campo y repelencia al agua, conferida por el tipo y densidad
del petréleo crudo, que causa deficiencia de nutrientes y
mayor reduccién en la produccidn agroalimentaria (Kang
et al., 2016; Marin-Garcia et al., 2016; Odukoya et al., 2019;
Lopez-Aguilar et al., 2020; Rai et al., 2021). La contaminacién
del suelo, especialmente con hidrocarburos del petréleo,
afecta directamente a plantas y microorganismos en la
fijacion de nitrégeno, que conlleva a la disminucion del creci-
miento vegetal y reduce la efectividad de la simbiosis planta-
microorganismo en leguminosas (Riskuwa-Shehu et al., 2017;
Pourbabaee et al., 2021).

Aproximadamente el 88 % de las especies de legumi-
nosas a nivel mundial realizan simbiosis (Sprent et al., 2017),
exudando flavonoides de las raices capaces de atraer rizobac-
terias, quienes reconocen estas moléculas y son estimuladas
para producir moléculas del factor Nod que despolarizan las
membranas celulares de las raices y provocan cambios en
los flujos de iones, principalmente calcio (Roy et al., 2020). Lo
anterior, desencadena la organogénesis asociada a la forma-
cién y desarrollo de noédulos donde ciertas rizobacterias se
establecen para permitir la fijacién bioldgica de nitrégeno en
la planta para su 6ptimo crecimiento que reciben, a cambio,
fuentes de carbono en forma de carbohidratos (Ferguson et
al., 2019). La exposicién de las leguminosas al estrés desenca-
dena la respuesta de fitohormonas como, el acido abscisico
(ABA) que cierra los estomas vy, a largo plazo, favorece el
crecimiento radicular para una éptima absorciéon de agua en
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condiciones de contaminacion (Defez et al., 2017). El género
Crotalaria pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia Papi-
llionoideae y tibu Crotalarieae, con alrededor de 600 - 700
especies conocidas y clasificadas, con amplia diversidad de
habitats, principalmente abundantes en zonas tropicales y
subtropicales del mundo (Saboon et al., 2015; Kusar et al.,
2024; Rech et al., 2024). Crotalaria produce metabolitos se-
cundarios en condiciones bidticas y abidticas, utilizados am-
pliamente en los distintos sectores industriales, econémicos
y, con gran potencial en el sector agricola (Yaqub et al., 2020;
Lopez et al., 2022), como los flavonoides que tienen funcion
antioxidante y protegen a estas especies en condiciones de
estrés (Scupinari et al., 2020). El microbioma rizosférico es
variable en cuanto a su abundancia y composiciéon con base
en las propiedades del suelo, la fenologia y fisiologia de la
planta, asi como su estado nutricional (Neumann y Ludewig,
2023). Por lo tanto, bacterias del género Rhizobium ejercen
efectos positivos en la nodulacién de las leguminosas, al
permitir la fijacién bioldgica de nitrégeno para su mayor dis-
ponibilidad (Turan et al., 2019). Estas bacterias de asociacién
simbidtica tienen la capacidad de sobrevivir a diferentes con-
diciones de estrés en el suelo por el aprovechamiento de las
raices de diferentes leguminosas que sirven de nicho para su
crecimiento (Downie, 2010). El objetivo de esta investigacion
fue identificar variables de crecimiento, produccion y activi-
dad simbiética microbiana en Crotalaria incana y C. pallida
que, en respuesta al estrés provocado por el petréleo crudo,
logren remover hidrocarburos totales del petréleo (HTP) del
suelo y puedan ser recomendadas como herramientas basi-
cas en tecnologias bioldgicas para recuperacién de suelos
degradados en el trépico humedo mexicano.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de suelo y cultivo de Crotalaria
Se utilizoé un suelo sin contaminacion del horizonte superfi-
cial (0 - 30 cm) del ejido Paso y Playa, ubicado en el km. 2
de la Carretera Federal Cardenas-Huimanguillo (UTM 15 Q
0461719 1985998), en Cardenas, Tabasco. El suelo fue secado
bajo techo, se tamizé a través de malla (5 mm abertura) y se
mezclé con diferentes concentraciones de petréleo crudo. El
analisis de suelo se realizé en el Laboratorio de Microbiologia
Agricola y Ambiental del Colegio de Postgraduados Campus
Tabasco. Las propiedades fisicas y quimicas del suelo se de-
terminaron con base en la NOM-021-RECNAT-2000 (SEMAR-
NAT, 2002), con una textura franco-arcillosa, 12 % de arena,
51 % de arcilla, 37 % de limo, 6.1 % de materia orgdnica, 1.024
g/kg de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) en base
seca, pH de 5.5, 0.5 dS/m de conductividad eléctrica, capa-
cidad de intercambio catidnico de 34.3 cmol/kg, 55.5 ppm
de N, 3.6 % de carbono organico, 30.1 ppm de P disponible,
3.7 meq/100 g Ca*?, 2.2 meq/100 g de Mg*? 2.6 meqg/100 g
de Na*, 0.4 meq/100 g de K*, 1.7 Ca*2/Mg**meqg/100 g, 0.18
K*/Mg**meqg/100 g, 2.4 CI meg/L y 7.6 % Na intercambiable
(Rodriguez-Uribe et al., 2021).

Las semillas de las especies Crotalaria se colectaron en
la Rancheria Paso y Playa, Carretera Federal Cardenas-Hui-
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manguillo km. 2, Cardenas, Tabasco, México. La germinacién
se llevé a cabo en bandejas con suelo sin contaminacion y,
una vez que las plantulas alcanzaron alturas de 3.5 + 1.3 cm,
fueron trasplantadas a macetas que contenian suelo con las
concentraciones de petréleo para el bioensayo experimen-
tal. El petréleo utilizado fue crudo mediano con 29.5° API,
0.84 g/cm de gravedad especifica, constituido por 56.4 % de
fraccion alifatica, 23.7 % de aromaticos y 14 % de asfaltenosy
resinas. El petroleo crudo fue obtenido del campo petrolero
Cinco Presidentes ubicado en La Venta, Tabasco, México (18°
12° 11.8" N y 94° 08'37.8" O) (Orocio-Carrillo et al., 2019).
Todos los tratamientos se establecieron en invernadero
durante 154 dias a una temperatura promedio de 34 °Cy se
mantuvo la humedad a capacidad de campo en 32 + 5 %.
Las concentraciones iniciales de petréleo crudo (PC) fueron
0, 3, 15, 30 y 45 g/kg de suelo, donde el tratamiento testigo
consistié de suelo no contaminado. Dichas concentraciones
se homogeneizaron manualmente en cada una de las ma-
cetas (14 cm alto x 18 cm didmetro) que se usaron para el
crecimiento de C.incanay C. pallida.

En el experimento 1 (E1), se evalud el crecimiento de
Crotalaria bajo un disefio completamente al azar con arreglo
factorial (5 x 2 x 22) con cinco concentraciones de petréleo
(0,3, 15,30y 45 g/kg de suelo), dos especies vegetales (C. in-
canay C. pallida) y 22 semanas de exposicion (1 a 22 semanas
después del trasplante). En el experimento 2 (E2) se evalué
la producciéon de biomasa vegetal, nimero y didmetro de
noédulos, densidad de Rhizobium spp. y la remocién de HTP,
con un diseno completamente al zar con arreglo factorial (5
X 2 X 2), con cinco concentraciones de HTP (0, 3, 15,30y 45
g/kg de suelo), dos especies vegetales (C. incana y C. palli-
da) y dos tiempos de evaluacion (30 y 154 dias). En ambos
experimentos se usaron cuatro repeticiones. Durante las 22
semanas se midié el crecimiento, registrando la altura de
planta, el diametro de tallo y el nimero de hojas trifoliadas.
La produccién se evalud con la materia seca aérea, materia
seca de raices, materia seca de nodulos, materia seca de
frutos y materia seca de semillas. Se evaluaron el numero
de nédulos y el didmetro de nédulos. Se realizé el conteo de
unidades formadoras de colonias (UFC) de Rhizobium spp.
(en nodulos, en rizosfera y en suelo) en los dos periodos de
evaluacion. La remocién de HTP (%) se midié en suelo rizosfé-
rico de C.incanay C. pallida a los 30 y 154 dias de exposicion
al petréleo crudo (PC).

Crecimiento y produccién de plantas

La altura de planta se midié con regla graduada en cm, desde
la base del tallo hasta el meristemo apical, el didmetro de ta-
llo se midié con vernier digital (marca Steren), se registraron
los datos en mm y el nimero de hojas trifoliadas se midié
por conteo directo semanalmente. La materia seca aérea,
materia seca de raices, materia seca de nddulos, materia seca
de frutos y materia seca de semillas se determinaron después
de secarlos a 65 °C durante 72 h. La materia seca obtenida se
pesé en una balanza semianalitica (marca Ohaus, Scout Pro
SP202) con una legibilidad de 0.01 g.
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Numero y diametro de nédulos

El nimero de nédulos se realizé por conteo directo para cada
unidad experimental de todos los tratamientos en el experi-
mento. El didametro de nédulos se midié con vernier digital
(marca Steren).

Densidad de Rhizobium

Se utilizdé el método de cuenta viable por dilucién seriada
(Madigan, 2015). Se realiz6 en conteo de UFC g de nédulos,
rizosfera y suelo seco, con el medio de cultivo Extracto de
Levadura-Manitol-Agar-Rojo Congo (ELMARC) (CIAT, 1988).

Remocion de hidrocarburos totales del petréleo (HTP)

Se evalué con base en el porcentaje de remocién de los HTP
en suelo rizosférico de C. incana y C. pallida, por diferencia
gravimétrica del contenido de HTP en cada tratamiento
contaminado (3, 15, 30 y 45 g/kg PC) y el tratamiento testi-
go (1.024 g/kg origen biogénico). Se tomaron muestras de
cada unidad experimental al tiempo inicial (dia 1), asi como
a la semana 4 (30 dias) y semana 22 (154 dias). La extraccién
de HTP se realiz6 en equipo Soxhlet con diclorometano de
grado analitico durante ocho horas (USEPA-3540C, 1996). La
cantidad de HTP extraida se determiné gravimétricamente
del tiempo inicial respecto a los datos obtenidos a las 4y 22
semanas.

Analisis estadistico

Se realizd el analisis de varianza (ANOVA) a las variables
evaluadas con la prueba de Duncan para la comparacién de
medias (p < 0.05). Todas las pruebas estadisticas se realizaron
con el programa SAS v.9.4 (SAS, 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento y produccién de plantas
La altura de planta en C.incanay C. pallida comenz6 con una
fase de adaptacién a las diferentes dosis de petréleo de la
semana 1ala4y, apartir de lasemana 5 hubo un crecimiento
constante que se mantuvo hasta la semana 22 (Figuras 1A
y 1B). C. incana fue 1.2 veces mas alta que la establecida en
suelo testigo a las 22 semanas de exposicion a 45 g/kg de PC.
Para C. pallida el comportamiento fue inversamente propor-
cional frente a la concentracién de petréleo expuesta, con
valores de altura mayores en la planta establecida en suelo
testigo comparado con las plantas expuestas a diferentes
concentraciones de PC a partir de la semana 3 y mantenién-
dose asi hasta la semana 19 ya que, a partir de la semana 20,
hubo un ligero incremento en la altura de planta expuesta a
PCen 3 g/kg, pero con reduccién significativa en dosis mayo-
res. Los resultados anteriores demuestran mayor tolerancia
de C. incana a la contaminacién por PC hasta 45 g/kg.
Concentraciones de petréleo superiores a 1 g/kg en
suelo, inhiben el crecimiento de Triticum vulgare L.y Pisum
sativum, asi como disminucion en la productividad del suelo
(Kovaleva et al., 2022). Merkl et al. (2005) realizaron un expe-
rimento en invernadero con tres especies de leguminosas fo-
rrajeras (p.ej. Calopogonium mucunoides, Centrosema brasilia-

numy Stylosanthes capitata) expuestas a suelo contaminado
con 5% de PC pesado, que provocd la muerte a las 8 semanas
de exposicion, considerandolas especies no aptas para prue-
bas de fitorremediacion, a diferencia de las dos especies de
Crotalaria en esta investigacién, que demostraron su capa-
cidad de crecimiento en condiciones de contaminacién con
PC, con 14 % de incremento en altura de C. incana mientras
que en C pallida hubo una disminucién del 11 % en dosis
de PC con 45 g/kg de suelo comparado con el tratamiento
testigo. Lo anterior, posiblemente por la mayor adaptacién
de C.incana sobre C. pallida en suelos contaminados que les
generan estrés abiotico e impiden la absorcion de agua y nu-
trientes necesarios para su 6ptimo crecimiento. El PC puede
alterar las propiedades fisicoquimicas del suelo, asi como
la germinacién, el crecimiento y produccién vegetal, que
depende del tipo y cantidad de petréleo presente en el suelo
(Uche y Dadrasnia, 2017). Ikeura et al. (2016) mencionan que
Mimosa pudica inhibié su crecimiento al someterse a estrés
por contaminacion con diésel en dosis de 12 g/kg de suelo
durante 180 dias, por la formacion de la capa hidréfoba, que
evita la absorcién de agua por las raices, en comparacion con
C. incana que tuvo un crecimiento directamente proporcio-
nal con base en el incremento de PC hasta en 45 g/kgy, en C.
pallida la altura fue estimulada en dosis de hasta 30 g/kg a los
154 d de exposicién. Por lo tanto, pueden ser consideradas
especies potencialmente idéneas en pruebas de fitorreme-
diacién de suelos contaminados por petréleo crudo.

El didametro de tallo en C. incana fue mayor en la semana
22 con una estimulacién del 2 % en dosis de 3 g/kg compara-
do con el suelo testigo, mientras que las dosis de 15,30y 45
g/kg de petréleo registraron inhibicién en el grosor de tallo
en 9, 1y 9 %, respectivamente. En C. pallida se observé una
etapa de adaptacion a las condiciones de contaminacién de
la semana 1 a la 6y, a partir de la semana 7 hasta la semana
22 elincremento en las concentraciones de petréleo afecté el
grosor del tallo con reducciones de 12, 29, 40 y 62 % en dosis
de 3, 15, 30 y 45 g/kg, respectivamente (Figuras 1Cy 1D). El
numero de hojas trifoliadas mostré un incremento en ambas
especies vegetales durante las 22 semanas del experimento;
en C. incana se registré un ligero incremento en el suelo con
3 g/kg desde la semana 18 y hasta la semana 22 con un 2
% comparado con el tratamiento sin contaminacién. Por el
contrario, dosis de 15, 30 y 45 g/kg provocaron la defoliacion
de C.incana en 12, 24 y 40 % respectivamente, mientras que
C. pallida tuvo mayor numero de hojas en suelo testigo, con
un claro decremento del 6, 2, 17 y 61 %, que mostré mayor
efecto téxico conforme incrementaron las dosis de PC hasta
en 45 g/kg durante 22 semanas de exposicion (Figura 1E y
1F). Estos resultados son similares a los obtenido por Kekere
et al. (2011) en Vigna unguiculata donde la caida y eventual
colapso de las hojas se registré desde las dos primeras sema-
nas al estar expuestas a dosis de hasta 16 % de PC, afectando
también la coloracién de los tallos, que generaron mortali-
dad en las plantas, excepto aquellas que crecieron en suelo
testigoy en suelo con 2 % de PC, que fue la dosis maxima que
pudieron tolerar.
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Figura 1. Efecto del petrdleo crudo sobre altura de planta (A, B), diametro de tallo (C, D) y niumero de hojas trifoliadas (E, F) en C. incana y C. pallida
después de 22 semanas de exposicion. *Medias de tratamientos con diferencias estadisticas significativas (Duncan, p < 0.05, n = 4).

Figure 1. Effect of crude petroleum oil on plant height (A, B), stem diameter (C, D) and number of trifoliate leaves (E, F) in C. incana and C. pallida after
22 weeks of exposure. *Means of treatments with statistically significant differences (Duncan, p < 0.05, n = 4).

La materia seca aérea fue la variable de mayor produc-
cion en ambas especies vegetales al final del experimento,
con comportamientos irregulares en C. incana, con una baja
produccién de biomasa en las primeras cuatro semanas de
exposicién al PC, que redujo 1.3, 4.1, 10.5 y 33.3 veces la
biomasa en plantas expuestas a dosis de 3, 15, 30 y 45 g/kg
comparados con el suelo testigo, contrario a lo registrado a
las 22 semanas de exposicion, donde se observé un incre-
mento en la biomasa con 0.8, 0.9y 0.9 veces en 3, 15y 30 g/
kg de petréleo crudo en suelo, a excepcién del tratamiento
con 45 g/kg, donde la reduccién de biomasa fue de 1.1 veces.
Las reducciones en C. pallida fueron evidentes en los dos
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periodos de evaluacién respecto al testigo, con 1.1,1.2, 1.4y
1.9 veces menor en dosis de 3, 15,30y 45 g/kg de PC, respec-
tivamente, a las 22 semanas de exposicién, siendo la especie
mas sensible en produccidon de biomasa aérea con base en el
incremento de contaminacién. La MSA se redujo en especies
de Faba bona Medic, Medicago lupulina L.y Trifolium pratense
L. alos 30 dias de exposicién con PC en dosis de 50 g/kg (Te-
rek et al., 2015), similar a lo reportado en C.incana 'y C. pallida
al estar expuestas durante 154 dias a dosis de hasta 45 g/kg
de PC (Tabla 1). Asimismo, la materia seca de raices mostrd
las mayores diferencias estadisticas a las 22 semanas, con
inhibicién radicular en C. incana de 1.2, 1y 2.1 veces en dosis
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Tabla 1. Efecto del petréleo crudo sobre la produccién de materia seca en C. incanay C. pallida, después de 30y 154 dias de exposicidn al contaminante.
Table 1. Effect of crude petroleum oil on dry matter production in C. incana and C. pallida, after 30 and 154 days of exposure to the pollutant.

Crotalaria/ dia PC MSA EP MSR EP MSN EP MSF EP MSS EP
(9/kg) (g) (%) (9) (%) (g) (%) (9) (%) (9) (%)
C.incana 0 3.568" 0.940f 0.877° 0f of
30 3 2.831h -26 0.778f -21 1.213f +28 of 0 of 0
15 0.871" -310 0.087f -980 0.846f -4 of 0 of 0
30 0.340" -949 0.037f -2440 0.382f -129 of 0 of 0
45 0.107" -3234 0.015f -6167 0.147f -496 of 0 of 0
C. pallida 0 2.967" 0.780f 0.528f of of
30 3 2.071h -43 0.431f -81 0.375f -41 of 0 of 0
15 0.493" -502 0.071f -998 0.391f -35 of 0 of 0
30 0.193" -1437 0.021f -36 0.173f -205 of 0 of 0
45 0.077" -3753 0.009f -8567 0.079f -568 of 0 of 0
C.incana 0 26.422¢f 3.895¢d 12.0522 14412 7.0252
154 3 32.387b +18 3.982¢de +2 11.025% -9 13.0672 -10 6.877° -2
15 28.0277%f +6 3.335¢ -17 9.612b -25 13.330° -8 6.970° -1
30 28.712% +8 3.810% -2 9.325bd -29 6.562¢ -120 3.120¢ -125
45 23.317% -13 1.867¢ -36 7.595¢ -59 3.455d -317 1.660% -323
C. pallida 0 39.317° 8.360° 11.9372 8.565° 4.280°
154 3 34.760% -13 6.872° -22 7.987< -49 4,955 -73 2497 -71
15 33.517° -17 5.280¢ -58 5.587¢ -114 4,375¢% -96 1.950¢% -119
30 28.002f -40 5.175¢< -61 3.992¢ -199 2.917¢ -194 1.407¢ -204
45 20.8609 -88 3.207¢ -161 5.717¢ -109 0.727f -1078 0.168f -2448

PC: petréleo crudo; MSA: materia seca aérea; MSR: materia seca de raices; MSN: materia seca de ndédulos; MSF: materia seca de frutos; MSS: materia seca de
semillas; EP: efecto del petréleo crudo. *Letras diferentes en cada columna indican diferencias estadisticas significativas (Duncan, p < 0.05, n = 4).

PC: crude petroleum oil; MSA: aerial dry matter; MSR: root dry matter; MSN: nodules dry matter; MSF: fruits dry matter; MSS: seeds dry matter; EP: crude petro-
leum oil effect. *Different letters whitin each column indicate statistically significant differences (Duncan, p < 0.05, n = 4).

de 15,30y 45 g/kg, a excepcion de la dosis de 3 g/kg donde
se registré un ligero incremento de biomasa radicular com-
parado con el suelo testigo, mientras que C. pallida presenté
reducciones que fueron desde 1.2 veces en 3 g/kg, hasta 2.6
veces en dosis de 45 g/kg. Por lo tanto, las raices de C. pallida
se consideran como una de las variables de mayor significan-
cia por su baja tasa de produccién comparadas con aquellas
que crecieron en suelo sin contaminacion, a diferencia de
lo registrado por Inckot et al. (2011) quienes encontraron
que Mimosa pilulifera, al estar expuesta al petréleo en dosis
de 13.6 g/kg, no sufrié alteraciones en la biomasa radicular
después de 90 dias de exposicion. Cuando las plantas se so-
meten a estrés por falta de nutrientes, la biomasa se desplaza
principalmente al sistema radicular, y genera aumento de
este 6rgano (Allito et al., 2021). Sin embargo, en este estudio,
el estrés ocasionado por la contaminacién del PC en dosis de
hasta 45 g/kg pudo haber afectado la capacidad de absor-
cion de las raices para obtener nutrientes e incrementar su
biomasa.

La materia seca de nddulos mostré diferencias significa-
tivas a los 154 dias de exposicién al PC, con reducciones en
1.1, 1.2, 1.3 y 1.6 veces en dosis de 3, 15, 30 y 45 g/kg de pe-
tréleo en suelo de C. incanayy, para C. pallida la produccién de
nodulos se redujo en 1.5, 2.1, 3y 2.1 veces, siendo esta ultima
especie la que mostré mas sensibilidad en la produccién de
nddulos frente a la exposicion al PC. La materia seca de frutos
y materia seca de semillas fueron las variables con menor
produccion en las 22 semanas de exposicion a las diferentes
dosis de PC, al registrar efectos del petréleo altamente nega-

tivos, con reducciones de 1.1, 1.1, 2.2 y 4.2 veces en los frutos
de C. incana. Asimismo, las semillas tuvieron reducciones en
1,1, 2.2 y 4.2 veces en suelos contaminados con dosis de 3,
15,30y 45 g/kg en comparacion con el suelo testigo, por otro
lado, C. pallida presenté las mayores reducciones, de 1.7, 1.9,
2.9y 11.8 veces para frutos y, en semillas de 1.7, 2.2, 3y 25.5
veces menos en suelos con 3, 15,30y 45 g/kg de PC, respecti-
vamente, lo que generd en ambas especies vegetales efectos
toéxicos en concentraciones de petréleo en hasta 45 g/kg
en suelo. Vicia faba registr6 valores superiores en nimero y
biomasa de hojas, de raices, de frutos y de semillas al estar
expuesta a suelo contaminado con petréleo en comparacion
con el suelo testigo, sin mostrar efectos negativos significa-
tivos, posiblemente por la evaporacion de los compuestos
volatiles presentes en el suelo, que permiten el crecimiento
de las plantas (Rusin et al., 2015), efecto similar a lo presenta-
do en este estudio.

Nuamero y didmetro de nédulos

Los nédulos presentaron diferencias estadisticas significati-
vas en numero y didmetro en los dos periodos de evaluaciéon
por exposicion a las diferentes dosis de PC, siendo en el suelo
testigo para ambas especies vegetales donde se registro la
mayor produccidn a las 4 semanas de experimentacion. A las
22 semanas, se registrd incremento en numero de nédulos
de C. incana con una tendencia directamente proporcional
a la dosis de PC, que tuvo su mayor cantidad en 45 g/kg con
174 nédulos mas en promedio que en las plantas que crecie-
ron en el suelo sin contaminacion, a diferencia de C. pallida,
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que tuvo una gran reduccién en todas las dosis de PC, con
216 nédulos menos en la dosis de 45 g/kg comparado con
el tratamiento testigo, demostré mayor sensibilidad y toxi-
cidad a exposiciones prolongadas de petréleo, que inhibié
la formacién de noédulos. El didmetro de nédulos mostrd
comportamientos irregulares a las 4 semanas de exposicion
al PC en ambas especies vegetales, pero a las 22 semanas,
se observé un comportamiento similar en todas las dosis
para ambas plantas, siendo C. incana la que mostré efectos
positivos frente a la exposicién de PC en dosis de 3y 30 g/
kg de suelo, con 0.9 veces mas grosor en comparacién con
el suelo testigo y, la dosis de 45 g/kg fue estadisticamente
igual al suelo testigo. A las 22 semanas el diametro de né-
dulos en C. pallida no mostré diferencias significativas (Tabla
2) por efecto del petrdleo, con el menor didmetro promedio
en dosis con 30 g/kg de petréleo en suelo, al ser 1.1 veces
menor que el suelo testigo. Estos resultados muestran tole-
rancia al petréleo crudo en dosis altas para ambas especies
de leguminosas en formacién y desarrollo de nédulos. La
nodulaciéon se puede promover por accién de hormonas
peptidicas sobre las raices de leguminosas que tengan
deficiencia de nitrégeno (Gautrat et al., 2021), garantizando
que la organogénesis mantenga un equilibrio con las sefales
internas (vias de sefalizacion hormonal) y ambientales (defi-
ciencia o exceso de agua, toxicidad, deficiencia de minerales)
que puedan afectar el desarrollo éptimo de los nédulos (Lin
et al., 2020), como la exposicion al PC durante prolongados
periodos de tiempo.

Densidad de Rhizobium spp.

La mayor poblacién de Rhizobium spp. en nédulos se registrd
en C. pallida a los 30 dias de exposicién al petréleo en dosis
de hasta 45 g/kg en suelo, con un 9.3 veces mayor poblacion
microbiana por encima del tratamiento testigo, contrario
a lo reportado en C. incana donde hubo una reduccién de
2.3 veces de Rhizobium spp. en comparacién con el testigo.
Sin embargo, a los 154 dias, ambas especies de leguminosas
mostraron efectos negativos a las diferentes dosis de PC, con
mayor reduccion en dosis de 45 g/kg con 3.3 y 34.5 veces
menores poblaciones de Rhizobium spp. para C. incanay C.
pallida, respectivamente. Para que la organogénesis de los
ndédulos sea eficaz se requiere la colonizacion de bacterias de
asociacion simbidtica como Rhizobium spp., asi como la auto-
rregulacion de la nodulacion para que este drgano se forme
y sea visible en las raices (Chaulagain y Frugoli, 2021). Por lo
tanto, la contaminacién por petréleo pudo haber provocado
déficit en la organogénesis nodular al inhibir la colonizacion
de Rhizobium spp.

La rizosfera y suelo en ambas especies para los dos
tiempos de exposicién, mostraron efectos altamente signifi-
cativos del PC sobre el crecimiento de Rhizobium spp. (Tabla
3), con incrementos de 11.9 y 4.6 veces en dosis de petréleo
con 45 g/kg en rizosfera de C. incana comparados con el
testigo en la semana 4 y semana 22 de exposicién y, en suelo
los incrementos fueron en 2.3y 1.7 veces al dia 154 de expo-
sicion al PC en suelo. En C. pallida los incrementos fueron de 9
y 8.2 veces en las poblaciones de Rhizobium spp. en rizosfera

Tabla 2. Efecto del petréleo crudo sobre el nimero y didmetro de nédulos en Crotalaria al dia 30 y 154 de exposicién al contaminante.
Table 2. Effect of crude petroleum oil on the number and diameter of nodules in Crotalaria at day 30 and 154 of exposure to the pollutant.

Crotalaria / dia PC (g/kg) NN EP (%) DN EP (%)
C.incana 0 193¢ 2.9029
30 3 188¢f9 -3 3.707% +22
15 199¢f9 +3 5.800¢ +50
30 1069 -82 4.455¢ +35
45 451 -329 3.1479 +8
C. pallida 0 191¢f9 3.082¢
30 3 151fn -26 3.415% +10
15 74N -158 5.200¢% +41
30 33 -479 3.810% +19
45 15! -1173 2.807¢ -10
C.incana 0 528b¢ 8.937"¢
154 3 336¢ -57 9.367%¢ +4
15 434 -22 8.085¢ -10
30 614 +14 9.637* +7
45 702° +25 8.940"¢ 0
C. pallida 0 470¢ 10.3152
154 3 2629 -79 9.787%* -5
15 212¢f -122 9.320%¢ -1
30 205¢f9 -129 9.220%¢ -12
45 2549%f -85 9.580% -8

PC: petréleo crudo; NN: nimero de nédulos; DN: diametro de nédulos; EP: efecto del petréleo crudo. °Letras diferentes en cada columna indican diferencias

estadisticas significativas (Duncan, p < 0.05, n = 4).

PC: crude petroleum oil; NN: number of nodules; DN: diameter of nodules; EP: crude petroleum oil effect. 2Different letters whitin each column indicate

statistically significant differences (Duncan, p < 0.05, n = 4).
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Tabla 3. Efecto del petréleo crudo sobre la densidad de Rhizobium spp. asociado a C.incana 'y C.pallida en dos tiempos de exposicion.
Table 3. Effect of crude petroleum oil on the density of Rhizobium spp. associated with C. incana and C. pallida at two exposure times.

Crotalaria | dia PC UFC g Rhizobium spp.(103) Efecto del petrdleo (%)
(g/kg) Nédulos Rizosfera Suelo No6dulos Rizosfera Suelo
C.incana 0 779 126' 161N
30 3 159 182 199" -413 +31 +19
15 1099 1442 213" +29 +91 +24
30 329 1436 208" -141 +91 +22
45 349 1504fdh 3779 -126 +92 +57
C. pallida 0 289 82 12!
30 3 349 795N 159h +18 +90 +92
15 589 8949hi 180N +52 +91 +93
30 2229 108 167" +87 +24 +93
45 2629 737" 18! +89 +89 +33
C.incana 0 9160 2820¢° 1170f
154 3 6200° 21794 1272¢ -48 -29 +8
15 4390¢ 10343¢ 14294 -109 +73 +18
30 2750¢ 11097¢ 19320 -233 +74 +39
45 2770¢° 13011° 2008° -231 +78 +42
C. pallida 0 5800¢ 2177¢ 1128f
154 3 2190f 1379 1401% -165 -58 +19
15 3339 195687 1611¢ -1642 -1 +30
30 2639 7729d 2008 b -2105 +72 +44
45 168 g 17926 a 2350 a -3352 +88 +52

PC: petréleo crudo; UFC: unidades formadoras de colonias. *Letras diferentes en cada columna indican diferencias estadisticas significativas (Duncan, p < 0.05,
n = 4).PC: crude petroleum oil; UFC: colony forming units. 2Different letters whitin each column indicate statistically significant differences (Duncan, p < 0.05,
n=4).

a los 30 y 154 dias expuestas a dosis de petréleo en 45 g/
kg, respectivamente, comparados con el tratamiento testigo;
de forma similar, en suelo plantado con C. pallida, Rhizobium
spp. tuvo incrementos poblacionales que fueron de 1.5 hasta
2.1 veces del dia 30 al dia 154 en la mayor dosis utilizada en el
experimento. Los resultados obtenidos indican una relacion
positiva entre el incremento en la poblacién de Rhizobium
spp. y la degradacién de los hidrocarburos del petréleo, lo
que sugiere su uso como bacterias degradadoras de PC en
dosis de hasta 45 g/kg de petréleo en suelo y rizosfera de C.
incana y C. pallida, posiblemente por la interaccién entre las
raices y el PC que apunta a una estimulacién en la poblacion
microbiana degradadora de hidrocarburos del petréleo en
suelo (Xie et al., 2018). La importancia de Rhizobium spp. a
nivel agricola y ambiental radica, ademds de la simbiosis
con las leguminosas para fijar en nitrdgeno atmosférico en
el suelo, por su potencial para la biorremediacién de los
hidrocarburos del petréleo (Zhang et al., 2012). Por lo tanto,
el efecto positivo del petréleo sobre la poblacién microbiana
de Rhizobium spp. en la rizosfera y suelo puede deberse a los
exudados de las raices (p.ej. aminoacidos, mucilagos, polisa-
caridos, acidos orgdnicos, factores de crecimiento) que son
secretados (Neumann y Ludewing, 2023) y pueden cambiar
tanto propiedades fisicoquimicas como microbiolégicas de
la rizosfera, como pH, capacidad de intercambio catidnico
(CIC) del suelo, asi como el incremento de la actividad micro-
biana en suelo y rizosfera por la liberaciéon de nutrientes en
el suelo, lo cual podria haber promovido la degradacién de
los contaminantes organicos en el suelo (He et al., 2022) en

respuesta a las condiciones de estrés que el petréleo induce
en las dos especies de Crotalaria.

Remocion de HTP

Los efectos acumulativos para remover HTP hasta los 154
dias de exposiciéon al PC muestran evidencia que C. incana
logré eliminar el 68, 70, 72y 77 % en las dosis de 3, 15,30 y
45 g/kg en suelo. Por otro lado, en C. pallida la remocién fue
del 54, 64, 74 y 65 % en las mismas dosis de PC al final del
experimento (Figura 2). Para la eficiencia en la remocion de
los hidrocarburos del petroleo, los microorganismos realizan
el catabolismo para utilizarlos como fuente de energia y/o
integrarlos en la biomasa celular (Ahmed et al., 2024). La
activacion de las vias metabdlicas por parte de las bacterias
permite la degradacion de diversos tipos de hidrocarburos,
asi como su descomposicién por accion de exudados radi-
cales en productos intermedios no téxicos que conformen la
materia organica del suelo y estimulen el crecimiento vegetal
en suelos contaminados por hidrocarburos del petréleo (Ba-
lasubramaniyam, 2015; Brzeszcz et al., 2024). Se considera,
ademas, que la simbiosis con Rhizobium spp. les permitié
a ambas especies vegetales la asimilacion de nitrogeno y
otros nutrientes esenciales como fésforo y potasio para
su crecimiento y produccion, al ser especies tolerantes a la
contaminacion y con alto potencial para ser utilizadas en la
limpieza de suelos contaminados con hidrocarburos del PC.
Zuzolo et al. (2021) mencionan que especies como Medicago
sativa L. y Lotus corniculatus L. se consideran idéneas en la
rehabilitaciéon de suelos impactados por contaminacién del
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Figura 2. Porcentaje de remocién de hidrocarburos totales del petréleo (HTP) en suelo con C. incana y C. pallida
expuestas al contaminante durante 30 y 154 dias. ?Letras diferentes en cada columna indican diferencias estadisticas

significativas (Duncan, p < 0.05, n = 4).

Figure 2. Total petroleum hydrocarbons (TPH) removal (%) in soil with C. incana and C. pallida exposed to the pollutant
for 30 and 154 days. *Different letters whitin each column indicate statistically significant differences (Duncan, p < 0.05,

n=4).

petréleo, al poseer sistemas radicales extensos que producen
exudados importantes para la producciéon y simbiosis micro-
biana que logre de forma eficiente la fijacién de nitrégeno y
el concomitante incremento en la productividad del suelo.
Muestran, ademas, evidencia del 89% de remocion de HTP
en dosis de hasta 3.4 g/kg de suelo durante 270 dias de expo-
sicién, dato que se compara favorablemente con los obteni-
dos en esta investigacion, donde las leguminosas del género
Crotalaria en estudio tuvieron altas tasas de remocién del
PC en funcién del tiempo de exposicion. Este efecto sugiere
que, posiblemente, la exposicion de Rhizobium spp. a los
HTP es capaz de conferirles versatilidad y amplia capacidad
degradativa por la induccion de actividad genética catabé-
lica necesaria para la expresién y sintesis de enzimas para la
degradacién de hidrocarburos (Osadebe y Chukwu, 2023).

Interaccion de HTP con las especies de Crotalaria y los
tiempos de exposicion

Se observaron diferencias significativas por efecto de planta
para la mayoria de las variables en estudio, a excepciéon del
didmetro de nédulos y Rhizobium spp. en suelo (Tabla 4). El
efecto dosis y tiempo fueron significativos para todas las va-
riables. Las interacciones fueron significativas para la mayoria
de las variables, a excepcién del numero de hojas trifoliadas
y didmetro de nédulos. Estudios realizados por Rahayu et al.
(2018) y Osadebe y Chukwu (2023) demostraron la capacidad
de Rhizobium spp. para degradar hidrocarburos totales del
petréleo crudo, gasolina, diésel y queroseno, lo que sugiere
que Crotalaria tiene la capacidad de atraer y activar a Rhizo-
bium spp. a través de la exudacion de flavonoides (Mathesius,
2022) que se liberan en la rizosfera (Ancona et al., 2022) y, a

Tabla 4. ANOVA de tres factores (planta, dosis y tiempo de exposicion) para todas las variables estudiadas en C. incana y C. pallida.
Table 4. Three-way ANOVA (plant, dose, and exposure time) for all variables studied in C. incana and C. pallida.

Variable PI?:)ta D(ODS;S Tle(r:)po Interaccion (P*D*T)
AP *X¥ * *X¥ *X¥
DT *X¥ *K¥ *X¥ *X¥
N N *X¥ *K¥ *X¥ *X¥
DN NS e R NS

AP: altura de planta; DT: diametro de tallo; NH: nimero de hojas trifoliadas; MSA: materia seca aérea; MSR: materia seca de raices; MSN: materia seca de nédulos;
MSF: materia seca de frutos; MSS: materia seca de semillas; NN: nimero de nédulos; DN: didmetro de nédulos; RhiN: Rhizobium spp. en nédulos; RhiR: Rhizobium
spp. en rizosfera; RhiS: Rhizobium spp. en suelo; REM: remocion HTP. * significativo, ** muy significativo, *** altamente significativo, NS no significativo (Duncan,
p <0.05 n=4).
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su vez ser estimuladas por la presencia del PC que utilizan
como fuente de carbono al migrar de las raices de las legu-
minosas hasta las hojas y otros érganos vegetales, para ser
modificados por reacciones de conjugacion, hidroxilacion y
actividades enzimaticas (Bellout et al., 2016).

CONCLUSION

La interaccion entre las dosis de petréleo crudo, los tiempos
de exposicidn y las especies de Crotalaria provocaron efectos
significativos, siendo C. incana la mas tolerante a las condi-
ciones de contaminacion, con mayores tasas de crecimiento
y produccién de biomasa aérea y de raices en comparacién
con C. pallida. Sin embargo, la biomasa de nédulos, frutos
y semillas fue altamente inhibida conforme incremento la
dosis de contaminacidon en ambas especies de leguminosas,
no obstante, el diametro de nddulos fue similar en todos los
tratamientos de C. incana, con excepcién de C. pallida que
fue la especie mas sensible a la contaminacién por petréleo
crudo; por lo tanto, Rhizobium spp., tuvo menor colonizacion
en nodulos, pero, en suelo y rizosfera, registrd las mayores
poblaciones, lo que puede asociarse con altas tasas de remo-
cién en todos los tratamientos, con mayores porcentajes en
dosis de 45 g/kg para C. incanay de 30 g/kg para C. pallida, lo
que sugiere una actividad alta de Rhizobium spp. para remo-
ver el petréleo crudo del suelo, que permita el crecimiento
y produccion de las leguminosas, y sean consideradas como
potencialesinhibidoras de la contaminacién. Estos resultados
apoyan la recomendacion de su uso en tecnologias basicas
de limpieza de suelos impactados por la actividad petrolera
en el sureste de México.
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