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Resumen

Bituminaria bituminosa (L.) C.H. Stirton es una especie leguminosa (Fabaceae),
con tres intrataxones: variedad bituminosa, que aparece en toda la Cuenca
mediterranea e Islas Canarias (precipitacion anual de 200-800 mm), y variedades
albomarginata (120-180 mm), y crassiuscula (zonas de alta montafa y frios inviernos)

que Unicamente crecen de manera natural en las Islas Canarias.

El interés de su estudio nace en sus multiples aplicaciones potenciales. Se ha
utilizado de manera tradicional para la produccién de alimento para ganado en las Islas
Canarias, y existe un creciente interés internacional por el uso forrajero de B.
bituminosa. Gracias a su capacidad para rebrotar tras el pastoreo y para permanecer
verde durante periodos secos, esta especie se utiliza actualmente como planta modelo
en programas de produccion de forraje en Australia. Los frutos y hojas de B.
bituminosa pueden llegar a acumular cerca de 4000 pg g™* de psoraleno, y 10000 pg g™
de angelicina (del Rio y col.,, 2010), compuestos de aplicacion farmacéutica muy
amplia. B. bituminosa también crece de manera natural en suelos contaminados con
elevadas concentraciones de metales pesados (MPs), como en la Sierra Minera de La
Unidn, por lo que resulta muy relevante evaluar su uso potencial en la

fitorremediacidn en este tipo de suelos con clima semiarido.

B. bituminosa presenta caracteristicas que la catalogan como una especie que
posee una elevada resistencia constitutiva a la sequia. Aunque escapa de la sequia
estival mediante la pérdida de parte de sus hojas, las poblaciones mds tolerantes
estaran mejor adaptadas para soportar periodos secos, tanto en verano como durante
el resto del afio, evitando el estrés interno a través del mantenimiento de sus
relaciones hidricas. La seleccion de cada variedad dependera del uso en el que se
pretendan utilizar, habiéndose detectado diferencias en sus respuestas fisioldgicas

frente a sequia.

B. bituminosa es capaz de germinar en suelos altamente contaminados con Zn, y
posee una alta tolerancia al Zn, en comparacion con otras especies, sobre todo la
poblacién C2, procedente de un suelo contaminado por MPs cercano a la antigua zona

minera de La Unidn, de la cual podria decirse que posee resistencia. La poblacion C2 es



menos sensible a altos niveles tisulares de Zn que LA, de suelo limpio, inhibiendo

menos su crecimiento, tanto en parte aérea como en raiz.

B. bituminosa en capaz de restringir el transporte de MPs a las partes aéreas, lo
que la hace relevante en el campo de la fitoestabilizacién (fijacién quimica de los
contaminantes a través del uso de plantas). Podria considerarse que B. bituminosa es
una especie apropiada para una etapa inicial en la revegetacion de suelos no salinos,
moderadamente contaminados por MPs, y con pH en el intervalo neutro-alcalino (pH
6,5-8,0). Se trata de una especie capaz de formar nddulos con bacterias simbiontes
que le permiten fijar N, atmosférico y mejorar la fertilidad del lugar, algo
especialmente de interés para la revegetacion de sitios contaminados, normalmente
muy pobres en nutrientes. Por otro lado, desde una perspectiva fitorremediadora, una
escasa biomasa podria suponer una ventaja por disminuir la posibilidad de que los
metales contaminantes se incorporen a las cadenas tréficas desde la parte aérea de las

plantas.

Para la extraccién de FCs para aplicaciones farmacéuticas, resultaria interesante
seleccionar plantas con mayor retencién de hojas durante los periodos secos, cuando
precisamente su concentracidon es mas elevada. Las poblaciones canarias presentan
mayor proporcidon de psoraleno mientras que las poblaciones peninsulares
presentaron mayor proporcion de angelicina. La presencia de distintos MPs en el
medio afecta de diferente manera a las relaciones hidricas, y a su vez a la acumulacién
de FCs, sin que la relacion psoraleno:angelicina se vea afectada por la exposicién a

MPs.

La alta acumulacién de FCs, y su mantenimiento de las relaciones hidricas, hacen
de B. bituminosa una candidata adecuada para la produccién de estos compuestos a
escala de campo. Asumiendo los niveles de psoraleno obtenidos en los ensayos, para
una produccidn en campo de B. bituminosa de 20-40 toneladas de materia verde ha

'afio™, podrian obtenerse entre 4,6-9,2 Kg de psoraleno ha™ afio™.

Existe diversidad genética de cepas que nodulan con B. bituminosa, con
diferencias en su comportamiento simbidtico. Puede ser nodulada por bacterias de los

géneros Phylobacterium y Rhizobium, y por la especie Mesorhizobium ciceri.
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1. INTRODUCCION

1.1. Bituminaria bituminosa

1.1.1. Botanica

Bituminaria bituminosa (L.) C.H. Stirton es una especie perteneciente a la familia
de las Leguminosas (Fabaceae), conocida con los nombres comunes de tedera, trébol
hediondo o hierba pestosa (en inglés “Arabian pea”). Anteriormente de adquirir su
nombre cientifico actual, fue nombrada con los seuddénimos taxondmicos Psoralea
bituminosa (L.) y Aspalthium bituminosum (L.) Kuntze. Todos sus nombres hacen
referencia al caracter que la convierte en una de las leguminosas mas faciles de
reconocer, ademas de por sus caracteristicas flores violdceas, gracias al olor
inconfundible de la planta a betun, y de ahi su nombre, que puede percibirse por
ejemplo cuando se machacan sus foliolos entre los dedos. Es una planta de porte

arbustivo muy frecuente en los margenes de caminos y carreteras.

Fotografia 1.1.1.a.- Detalle del glomérulo floral de Bituminaria bituminosa, facil de

identificar por su aspecto y caracteristico olor a betun.
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Figura 1.1.1.- Clasificacién taxonémica de Bituminaria bituminosa (L.) C.H. Stirton.

Reino Plantae — Plantas
Subreino Tracheobionta — Plantas vasculares

Superdivision Spermatophyta — Plantas con semillas

Divisién Magnoliophyta — Plantas con flores
Clase Magnoliopsida — Dicotiledoneas
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae — Leguminosas
Sub-familia Faboideae (Papilionoideae)
Tribu Psoraleeae
Género Bituminaria Heist. ex Fabr.
Especie Bituminaria bituminosa (L.) C.H. Stirton

Fotografias 1.1.1.b.- Porte y detalle del glomérulo floral de plantas de B. bituminosa.

Se trata de una planta herbacea de 20-150 cm de altura, con varios tallos poco
ramificados (pluricaule). Las hojas basales son mayores que las caulinares, de 4-18 cm
de longitud, lanceoladas, con 3-7 nervios marcados. Los peciolos son de 15-90 mm de
largo, con 5-6 costillas, con un surco o canal entre las 2 costillas adaxiales. Las
inflorescencias son mucho mas largas que las hojas axilantes, globosas u ovoideas, con

15-25 flores. Cada planta puede llegar a tener 2500 inflorescencias, por lo que cada


http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Plantae&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Tracheobionta&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Spermatophyta&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Magnoliophyta&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Magnoliopsida&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Rosidae&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Fabales&display=63
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Fabaceae&display=63
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planta podria producir hasta 70000 flores (Correal y col., 2008). El estandarte, alas y

quilla de las flores son de color violeta a blanco-azulado (Flora Ibérica).

Fotografias 1.1.1.c.- Tipica flor leguminosa de B. bituminosa (izquierda), con colores que
incluyen desde el blanco puro al violeta completo (derecha). Son flores practicamente
cerradas, que se fecundan mediante autopolinizacion en la mayoria de los casos (imagenes

cedidas por Enrique Correal).

Presenta una elevada produccion de semillas, alcanzando 190 g de semillas por
planta (Correal y col., 2008). Herranz y col. (1998), demostraron la estimulacién de su
germinacién por altas temperaturas, indicando su papel en la revegetacion de zonas

afectadas por incendios.

Fotografia 1.1.1.d.- Semillas de distintas accesiones de B. bituminosa. Las mas grandes
proceden de poblaciones canarias, y las pequefas de peninsulares (imagen cedida por Enrique

Correal).
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1.1.2. Distribucion de las variedades

La pérdida de hojas tras la floracidon y maduracion de semillas durante la estacion
seca y la rebrotacién otoiial supone para B. bituminosa un mecanismo de evitacién de
la sequia, perdiendo durante estos periodos gran porcentaje de su parte aérea. Asi, las
variedades mas tolerantes a este estrés retienen por mas tiempo sus hojas, llegando a
sobrevivir incluso todo el verano. El letargo de esta especie no se puede definir como
completo (Volaire y Norton, 2006), porque es capaz de crecer continuamente, o
favorecer su crecimiento tras alglin evento lluvioso estival. Se comprueba que, si se
quita las flores y/o frutos a las plantas de B. bituminosa, estas son capaces de

mantener sus hojas todo el verano, por lo que no tienen que pasar por un letargo

estival.
VERAND OTORO INVIERNG PRIMAVERA
JUL_ | AGO | ser | ocT | wov [ Dic ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN

Botdn floral

Flar

Fruto verde

Fruto radurd

Haojas

Figura 1.1.2.a.- Periodo fenolégico general de las poblaciones murcianas de B.

bituminosa.

B. bituminosa es una planta indiferente edafica, que puede colonizar un amplio
rango de bioclimas, que varia desde el termomediterraneo-semiarido o el infracanario-
semidrido, al supramediterrdneo-subhimedo o mesocanario-subhimedo (Rivas-
Martinez y col., 1999; Muiioz y col., 2000). Se encuentra distribuida por toda la Cuenca
Mediterranea, y archipiélago canario, donde se han identificado ademdas dos
variedades perennes (var. albomarginata y var. crassiuscula) que no estdn presentes
en la peninsula Ibérica. La variedad bituminosa o “comun”, es la que se encuentra
presente en todas partes. Ademas de que existen diferencias morfolégicas entre el
material canario y peninsular, Pazos-Navarro y col., (2011) encontraron evidencias de
diferencias genéticas entre variedades peninsulares y canarias. Las variedades canarias
tienen un mayor cardcter de perennidad que las peninsulares, que tienden a ser
bianuales. La re-brotacién otofial es el mecanismo de tolerancia genérico a excepcion

la variedad crassiuscula, que se comporta como hemicriptéfito, cuyas yemas de
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reemplazo subsisten a ras del suelo en forma de rosetdn. En la Europa meridional, se
encuentra por casi toda la peninsula ibérica, faltando uUnicamente en el norte vy
noroeste. En Francia, ocupa toda la zona sur y cuadrante sureste. En ltalia, se
encuentra sobre todo en las dreas meridionales. La distribucion continua por la ribera
del Mar Negro, antigua URSS, proximidades del Mar Muerto, Turquia, Siria, Libano,
Israel, Jordania, e incluso en la peninsula del Sinai. En Africa del Norte, en Marruecos,
Argelia, Tunez y Libia. Segun la pagina Web de la USDA, estd presente en los estados

americanos de California y Florida (http://plants.usda.gov/java/profile?symbol=BIBI4

15-06-2011), y también fue introducida en Australia por su adaptabilidad para crecer

en suelos arenosos con clima mediterraneo (Real y Verbyla, 2010; Yates y col., 2009).

Figura 1.1.2.b.- Distribucién de Bituminaria bituminosa sefialada con color verde sobre

el mapa de la cuenca del Mar Mediterraneo.

En cuanto a su ecologia, se mueve en amplios rangos. En general, en la peninsula
Ibérica, prefiere zonas térmicas y soleadas, con precipitaciones que van desde los 300 a
los 600 mm. No obstante, puede aparecer en zonas de caracteristicas climaticas
dispares. Asi por ejemplo, se han hallado citas de su presencia en las zonas mas aridas
del sureste peninsular, con temperaturas elevadas y precipitaciones que rondan los

250 mm anuales. En otro extremo, existen citas que indican su presencia en Santander,

NOIDONAOYLNI
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con mas de 1000 mm anuales. Por otro lado, en la zona de Palestina, una de las

variedades descritas (var. hulensis), esta asociada a zonas humedas (Zohary, 1972).

Respecto a la altitud, ocupa un amplio rango, habiéndose observado una buena
compensacion actitudinal con la latitud. Asi, en las zonas mds meridionales, como
Canarias, Atlas de Marruecos, etc., asciende hasta los 2200 m, mientras que en las mas
septentrionales apenas rebasa los 1100 m. En la Peninsula, el maximo actitudinal
meridional se encuentra en S2 Nevada, donde llega a los 1500 m (Morales y Esteve,
1975). Por otro lado, el maximo actitudinal septentrional se ha encontrado en Lérida,

donde ronda los 1250 m (Perdigd, 1979).

Dentro del territorio espafiol, se reconocen tres taxones intraespecificos

pertenecientes a la especie Bituminaria bituminosa:

o B. bituminosa var. albomarginata (Famara, Lanzarote, Islas Canarias).
o B. bituminosa var. crassiuscula (Teide, Islas Canarias).

o B. bituminosa var. bituminosa (Islas Canarias y Cuenca Mediterranea).

Las poblaciones de tedera de las islas Canarias se encuentran repartidas por los
pisos bioclimaticos arido-semiarido (precipitaciones < 350 mm) (B. bituminosa var.
albomarginata), Termocanario seco-subhumedo (precipitaciones 350-800 mm) (B.
bituminosa var. bituminosa), y Mesocanario seco (precipitaciones 350-600mm con
nieve ocasional) (B. bituminosa var. crassiuscula). De manera general, el material
vegetal peninsular (var. bituminosa) tiene poco interés forrajero, pero se adapta a un
gran rango de suelos, altitudes y pluviometrias, lo que explica su amplia distribucién
por la peninsula Ibérica y paises de la Cuenca Mediterranea. Por el contrario, la
variedad bituminosa del archipiélago canario es cosechada como forraje para el
ganado y a diferencia del material peninsular, el material canario tiene mayor
tendencia a comportarse como perenne y produce mayor cantidad de biomasa

forrajera.
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Atendiendo a caracteristicas morfolégicas, ademads de a su distribucion, aparecen

claras diferencias entre grupos peninsulares y canarios:

e Ramificacion: en grupos peninsulares, desde el inicio del desarrollo aparece una
roseta basal, a partir de la que surgen numerosos escapos. Por el contrario, las
poblaciones canarias se desarrollan a partir de un tallo principal del que surgen otros
secundarios, excepto en la var. crassiuscula, cuya ramificacion se aproxima al tipo

peninsular.

e Longitud de los entrenudos: corta en poblaciones canarias, y larga en las de

origen peninsular.

e Tallos zigzagueantes: frecuentes en poblaciones peninsulares y poco o nada en

tallos canarios.
e Flores: de color azul palido las canarias, y azul violdceo las peninsulares.
e Semillas: bastante mas grandes en las canarias que en las peninsulares.

e Hojas: el apice de la hoja basal es generalmente apuntado en poblaciones
canarias y escotado en las peninsulares (ver Fotografias 1.1.2.a.), de modo que la
relacion entre longitud del peciolo y del foliolo de la hoja basal es mayor en las

peninsulares.

Fotografias 1.1.2.a.- Foliolo apuntado y escotado de poblaciones canarias y peninsulares

respectivamente.
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Las caracteristicas generales de las tres variedades que aparecen en el

archipiélago canario son los siguientes:

- Var. bituminosa canaria, cv. Tenerife: porte arbustivo bajo con elevado grado
de lignificacion en tallos. Hojas basales pequefas y superiores mas pequefas y
cortamente pecioladas. Inflorescencia cortamente pedunculada y con bajo nimero de
flores. Flores de color azul palido, comparables a las de poblaciones peninsulares, pero
mas pequeiias que las de la var. crassiuscula. Semilla grande, pero con pico corto y

glabrescente.

- Var. albomarginata, poblacién Famara: préoxima a Tenerife, pero de menor
porte y forma almohadillada. Hojas algo mayores, con borde “albo” muy peloso.

Semillas mayores, con pico mas largo, estilizado y peloso.

- Var. crassiuscula, poblacién Boca de Tauce - Cafiadas del Teide: porte superior a
las anteriores. Ramificacién préxima a roseta, con numerosos escapos poco
lignificados. Hojas con peciolos y foliolos mayores, algo crasos y color mas claro. Las
hojas superiores son mas estrechas, lo que junto a la ramificacién le aproxima a los
grupos peninsulares. Inflorescencia largamente pedunculada y con gran numero de
flores de color casi blanco y de mayor tamafio que anteriores. Semilla grande, con pico

largo, similar a albomarginata, pero glabra.
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Aunque todas las plantas que crecen de manera natural en la peninsula ibérica

pertenecen Unicamente a la misma variedad, aparecen diferencias entre poblaciones:

- Var. bituminosa, poblacién Llano del Beal (Murcia): poblacidon peninsular con
gran porte, mayor numero de escapos y longitud de entrenudos. Tallos de color negro
y hojas basales largamente pecioladas, grandes y redondeadas, de color oscuro. Hojas
superiores estrechas, de mayores dimensiones que el resto de las peninsulares, y lo
mismo ocurre con su inflorescencia, niumero de flores y tamafio, que son los mayores

del grupo peninsular. Flores de color azul violaceo intenso.

- Var. bituminosa, poblaciéon Mijas (Mdlaga): grupo similar a Llano del Beal, pero
con dimensiones inferiores en porte, longitud de entrenudos, hojas y flores, que son
de color azul violaceo, no intenso. Sus tallos son los mas zigzagueantes. Semilla y pico

mas grande que Llano Beal.

- Var. bituminosa, poblacién La Perdiz (Murcia): poblacion préxima a Mijas, pero
de porte mas elevado, menor numero de escapos, y mayor longitud de entrenudos.
Tallos negros, pero menos zigzagueantes. Hojas oscuras y mas pequefias, sobre todo
las basales. Hojas superiores largamente pecioladas. Flores mds pequeiias, préximas al
grupo general, con color azul violdceo intenso. Semilla similar a la de Mdlaga, pero con

pico mas corto.

En general, la tolerancia a frio de las variedades canarias es baja, sin embargo,
la var. crassiuscula y algunas formas mediterrdneas (var. bituminosa), incluso de
Murcia, han mostrado buena resistencia a frio y sequia (Mufioz y Correal, 1998, 1999;
Correal y col., 2003; Walker y col., 2009). Walker y col. (2009), demostraron que la
tolerancia a frio en esta especie estd relacionada con el ajuste osmético (potenciales
osmotico e hidrico) que la planta es capaz de realizar en el invierno y con su

acumulacién de prolina, azucares solubles y aminodcidos.

Esta especie es relativamente resistente a infecciones, y no es consumida
habitualmente por insectos y otros animales herbivoros debido probablemente a su
alto contenido en furanocumarinas (FCs) (Larbat y col., 2007). Algunas especies de

insectos se alimentan de las semillas, como la hormiga Messor barbarus L. (Fotografia
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1.1.2.b.), aunque estas seleccionan entre todas las semillas sélo aquellas con la
cubierta menos gruesa y dura (Oliveras y col., 2008). Se ha demostrado que es
susceptible a la infeccién por un virus que provoca el marchitamiento de la base del
tallo (Cardin y Moury, 2009), y se ha publicado la primeras evidencia de su
susceptibilidad a fitoplasma (Aryamanesh y col., 2011), causando un desarrollo
andémalo, con la formacién de hojas pequefas y cortos entrenudos (ver Fotografia

1.1.2.b.).

Fotografias 1.1.2.b.- Hormiga (Messor barbarus) portando una semilla de B.
bituminosa (izquierda). Ataque por fitoplasma, causando una exagerada produccidon de hojas

diminutas de tipico color amarillento (derecha).

B. bituminosa también crece de manera natural en suelos contaminados con
elevadas concentraciones de metales pesados (MPs), como en suelos de varias
localidades dentro de Espafia: Cataluiia (Cu) (Poschenrieder y col., 2001); en la zona
afectada por el vertido en 1998 en Aznalcéllar, Sevilla, (Cd, Cu, Pb, Zn) (del Rio y col.,
2002); en Ciudad Real (Hg) (Millan y col., 2006); y en la Sierra Minera de La Unidn-
Cartagena (Zn, Pb) (Walker y col., 2007). Esta no desarrolla facultad hiperacumuladora,
pero muestra una adaptacién a vivir en suelo con MPs, debido a su capacidad para
limitar su transporte hasta sus partes aéreas (Walker y col., 2007), ademds de
condiciones normalmente asociadas con tales suelos como son las altas
concentraciones de MPs y/o metaloides, mala estructura del suelo y falta de
nutrientes. Su presencia en este tipo de suelos puede ser favorable para la retencion

de los contaminantes en sus raices.
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1.1.3. B. bituminosa mediante técnicas genéticas y

moleculares

La especie Bituminaria bituminosa es diploide (2n=2x=20; Stirton 1981). Las
mediciones de ADN nuclear por citometria de flujo en hojas de 6 poblaciones de B.
bituminosa (3 canarias, 2 peninsulares, 1 italiana) (Walker y col., 2005; 2006) dieron un
rango entre 0,998 y 1,094 pg ADN por nucleo diploide, habiéndose detectado
diferencias significativas entre poblaciones. El genoma de las poblaciones canarias
resulté ser de menor tamafio que las accesiones mediterraneas del tipo comun (var.
bituminosa). Esto hace pensar que las variedades albomarginata y crassiuscula podrian
ser el resultado de colonizaciones y adaptaciones de la var. bituminosa, tras su
aislamiento en Lanzarote (Famara) o en las cumbres del Teide (Boca de Tauce). Se han
llevado a cabo recientes estudios a cerca de la variabilidad molecular poblacional del
agregado B. bituminosa. Mediante la técnica AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), Juan y col. (2005), pudieron ordenar poblaciones Ibéricas vy
mediterraneas de la variedad tipica en un gran grupo, mientras que en el otro grupo se
agrupan las poblaciones canarias, resultados concordantes con los analisis

morfoldgicos descritos anteriormente.
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Figura 1.1.3.a.- Dendrograma de plantas de B. bituminosa en el que quedan agrupadas
todas las poblaciones canarias (en verde), y separadas del resto de poblaciones de diferentes
lugares mediterraneos (Juan y col., 2005). El grupo de la poblacién La Perdiz aparece a partir de

una Unica ramificacion.
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También han sido analizados algunos marcadores moleculares por Pazos-Navarro
y col., (2011), estudios que incluian plantas madre utilizadas en ensayos recogidos en
esta tesis, concluyendo que individuos de cada poblacion tienden a agruparse entre si
durante su distribucién en un andlisis de componentes principales, de modo que
dentro de cada poblacion existen unas caracteristicas genéticas propias, y por lo tanto

fenotipicas.

& crassiuscula

B albomarginata
bituminosa Canaria

A bituminosa Mediterranea

@
PO
o

Distancia

Figura 1.1.3.b.- Distancia genética entre individuos de cuatro variedades de B.

bituminosa (modificado de Pazos-Navarro y col., 2011).

Cuando poblaciones de las tres variedades de B. bituminosa se han cultivado en
proximidad, como ha sido el caso del IMIDA-Murcia, se ha observado la produccién de

hibridos naturales en los que varios caracteres interesantes pueden estar presentes.

1.1.4. Usos

1.1.4.1. Ganaderia

Aunque se haya utilizado como forraje de manera tradicional principalmente en
las Islas Canarias, se ha detectado un creciente interés internacional por el uso
forrajero de B. bituminosa, principalmente en paises de la cuenca mediterranea como
Grecia, Italia, Israel (Gutman y col., 2000), Portugal, y Turquia (Gulumser y col., 2010),
pero también en otros paises de clima mediterrdneo como Australia, donde su
introduccion y estudio ya se han iniciado con resultados prometedores (Yates y col.,

2009; Real y Verbyla, 2010; Teakle y Real, 2010).
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Fotografias 1.1.4.1.a.- Ensayo de palatabilidad y posibles efectos de fotosensibilidad de
las FCs en ovejas llevados a cabo por Future Farm Industries CRC en Perth (Australia)
(Izquierda). Estudio de capacidad para la rebrotacién de B. bituminosa llevado a cabo en

Murcia por Maria Sanchez (IMIDA) (derecha; imagen cedida por Maria Sanchez).

Puede llegar a producir 20 toneladas de materia verde por hectdrea en el primer
afio de cultivo, y 34-40 toneladas de materia verde a partir del segundo afio (Méndez y
col., 2000). Segun Pangy col. (2009), B. bituminosa es capaz de formar mayor biomasa
que la alfalfa en suelos pobres en P. Su valor nutritivo para el ganado ha sido analizado
(Ventura y col., 2004), estando su rango de contenido energético neto entre 4,6-5,3 MJ
Kg™ de Materia Seca (0,71-0,84 UFL Kg'MS). Ademds no contiene taninos. La materia
organica y degradabilidad de B. bituminosa (57,5 y 72,2% respectivamente) fueron los
valores mas elevados alcanzados en el estudio realizado por Ventura y col. (2004) al
compararla con otras especies de pastos. Su materia necesita ser henificada, ya que
puede ser rechazada cuando se encuentra en estado freso. Gracias a la capacidad de B.
bituminaria para rebrotar tras el pastoreo y para permanecer verde durante periodos
secos, esta especie se utiliza actualmente como planta modelo en programas de
produccién de alimento para ganado en Australia (Real y Verbyla, 2010). Ademas, en
ensayos iniciales, Teakle y Real (2010), observaron una relativa tolerancia de B.
bituminosa (poblacion Canaria, var. albomarginata) frente a la salinidad y/o
encharcamiento (hipoxia), lo que destaca a esta especie como una herramienta util en

los tipicos suelos arenosos del sur de Australia para la produccion de forraje.
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1.1.4.2. Produccion de compuestos secundarios

Los frutos y hojas de B. bituminosa contienen elevadas cantidades de
furanocumarinas (FCs). El término se aplica colectivamente a un gran nimero de
compuestos que poseen el nucleo benzo-2-pirona (cumarina), con un anillo furanico
unido en las posiciones 6 y 7 para las lineales, y 7 y 8 para las angulares (Santana y col.,
2004). La mayoria de las FCs son lineales (como el psoraleno (7H-Furan[3,2-
glbenzopiran-7-ona) o derivados angulares (como la angelicina (2-oxo-(2H)-furan(2,3-

h)-1-benzopirano) que proceden de la ruta del siquimato (ver Figura 1.1.4.2.a.

Tabla 1.1.4.2.- Concentraciones (ug g") de FCs determinadas en B. bituminosa por

distintos autores.

Martinez vy col. (2010) Hoja 2204-3920 2530-10571 4856-14494
Méndez y col. (2001) Hoja Hasta 2187 Hasta 9128 Hasta 6200
Martinez-Fernandez y Parte aérea 1330-3123 237-1960 Hasta 3785
col. (2011) Raiz 657-2154 171-2522 Hasta 3519
Innocentiy col. (1984) Semilla 5 9 nd
Zobel y col. (1991) Frutos 1700 nd 2480
Tavay col. (2007) Aceite hoja 1-2% 1-4 % 2.5%
Aceite flor 1-2% 3-7% 4-9 %

La FCs lineales estdn principalmente distribuidas en cuatro familias de
angiospermas: Apiaceae, Moraceae, Rutaceae y Fabaceae (restringido a los géneros
Psoralea y Coronilla). Las FCs angulares no estdan tan ampliamente distribuidas,
apareciendo en Apiaceae (Milesi y col., 2001) y Leguminosae (Bourgaud y col., 2006).
Su funcién en el metabolismo vegetal se enmarca dentro de los diferentes mecanismos
de defensa que poseen las plantas para evitar a los herbivoros polifagos y a los hongos
patégenos (Appel, 1993; Cooper y Pérez-Mellado, 2001; Calcagno y col., 2002; Diawara
y Kulkosky, 2003). En este sentido, las FCs son conocidas como potentes fitoalexinas
gue aumentan su concentracién durante la interaccion con patégenos (Beier y Oertli,

1983; Bohlmann y col., 1995), y como compuestos alelopaticos (Baskin y col., 1967).
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Figura 1.1.4.2.a.- Rutas y enzimas que participan en la sintesis de FCs a partir de
umbeliferona hasta psoraleno y bergapteno, y angelicina (esquema modificado de Bourgaud y

col., 2006).

Tava y col., (2007) demostraron la presencia de psoraleno y angelicina en los
aceites esenciales de las hojas y flores de B. bituminosa. Segun del Rio y col. (2010), las
hojas de B. bituminosa pueden llegar a acumular cerca de 4000 pg g *PS de psoraleno,
y 10000 pg g'lPS de angelicina. Como se puede ver en la Tabla 1.1.4.2., existe mucha
variacion en los niveles de las FCs en B. bituminosa, debido a diferencias en el método
de cultivo, el tejido analizado y el método de extraccidon/analisis. Las FCs se acumulan
tanto en la superficie como en el interior de la hoja, en semillas y érganos

reproductivos (McKey, 1979).
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Aunque hay especies que sintetizan sélo FCs lineales, parece ser que no hay
especies que sintetizan unicamente las angulares (Larbat y col., 2007). Esto induce a
pensar que, para contrarrestar resistencias espontaneas por parte de los insectos
mediante métodos para la detoxificacion del psoraleno, las plantas que lo sintetizan
evolucionaron produciendo ademas de estas FCs lineales, otros derivados con
estructuras ligeramente diferentes, y de ahi el origen de las FCs angulares como la
angelicina, que inhibe las monooxigenasas que funcionan en la detoxificacion del

psoraleno (Larbat y col., 2007).

Figura 1.1.4.2.b.- Modelos tridimensionales de la estructura molecular de la angelicina

(www.sciencephoto.com, 1-08-2011).

En distintas especies se ha demostrado el efecto de varios factores sobre la
acumulacién de FCs, como la temperatura (extremos de temperatura aumentan la
sintesis de FCs), la exposicion a la luz UV, la sequia, tratamiento con metales pesados y
el suministro de nutrientes (Bourgaud y col., 2001). De particular interés es el hecho
gue altas temperaturas (por encima de 30°C) y estrés hidrico (las condiciones que
predominan en el verano en zonas Mediterrdneas) estimulen la acumulacién de

psoraleno en tejidos vegetales (Bourgaud y col., 2001).

Extractos o partes de planta que contenian psoraleno ya fueron usados en Egipto
y la India hace 4000 afos para tratar enfermedades de la piel (Santana y col., 2004). La
aplicaciéon farmacéutica actual del psoraleno es muy amplia, habiéndose utilizado
tradicionalmente en las llamadas terapias PUVA (Psoraleno+UVA) para combatir
melanomas y otras enfermedades hiperproliferativas de la piel como psoriasis (y de ahi
su nombre), vitiligo y dermatitis. Ademas presenta uso en cosmética y bronceadores

(Kligman y Forlot, 1989), e incluso se ha comprobado recientemente el poder


http://www.sciencephoto.com/
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antidepresivo del psoraleno (Xu y col., 2008), y como producto anticaida del cabello
(Rivera y Obon, 1995).

Las FCs deben su actividad bioldgica a que reaccionan foto-quimicamente con los
acidos nucleicos (particularmente ADN) en presencia de la luz. Se intercalan
directamente entre pares de bases del ADN, y en presencia de luz UV (340-400 nm), se
activan. Entonces, sus electrones alcanzan un estado de alta energia, pudiendo unirse a
las bases pirimidinicas (citosina y timina), con lo cual bloquean la replicacién,
transcripcion y reparacién, por lo que la interaccion del psoraleno con el ADN inhibe la
multiplicacidon de las células y eventualmente llevan a la célula a la muerte (Santana y
col., 2004). Otra area de investigacion en desarrollo es la combinacion de psoraleno
con diferentes tipos de oligonucledtidos para incrementar su habilidad para penetrar
en las células, sirviendo los oligos para dirigir al psoraleno a sitios de interés (Wang y
col., 1995; Mariano y col., 2002). También puede usarse en las llamada fotoaféresis
extracorpérea, para la limpieza de productos sanguineos antes de una trasfusion

(Maurich y col., 2004; Knobler y col., 2009).

Figura 1.1.4.2.c.- Representaciones tridimensionales de la interaccion del psoraleno con

las bases adenina y timina del ADN (arriba; http://proteopedia.org/wiki/index.php/204d,

1/08/2011). Representacion de la utilizaciéon de psoraleno (amarillo) conjugado a un
ologonucleotido (rojo) para formar cadenas triples de ADN y localizar su accidn sobre
determinadas zonas genéticas (abajo; http://ncmi.bcm.tmc.edu/homes/wensellab/#coolpix,

1/08/2011).
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Hay que tener en cuenta posibles efectos secundarios de la aplicaciéon del
psoraleno, como quemaduras por el sol, nauseas, vomito, hiperpigmentacion y el

riesgo del cancer de la piel.

La angelicina muestra actividad tranquilizante, sedativa y anticonvulsiva, y se ha
patentado su uso en el tratamiento contra la talasemia, como por ejemplo en los EEUU
segln el “Use of angelicin and of its structural analogues for the treatment of

thalassemia” (Patente US2006111433(A1)).

Actualmente, la FC aportada a la industria farmacéutica procede basicamente del
aceite esencial de Citrus bergamia (Risso y Poit), que contiene bergapteno, un derivado
del psoraleno ampliamente usado en medicina (Lane-Brown, 1981; Massot y col.,
2000). Sin embargo, su produccion es baja y su sintesis quimica presenta un elevado
coste de produccion. Por lo tanto, es necesario investigar para encontrar nuevos

medios de obtencion.

Ademas de FCs, B. bituminosa es capaz de sintetizar otros compuestos de
potencial interés, como pterocarpanos (Pistelli y col., 2003; Bertoli y col., 2004; Tava y
col.,, 2007), tales como bergaptan, xanthotoxin, beta-sitosterol, erybraedin C, 8-
prenyldaidzein, bitucarpin B, y plicatin B. El bitucarpin A es un tipo de pterocarpano
extraido de B. bituminosa con eficacia comprobada para la estimulaciéon de la

apoptosis de células cancerosas durante el cancer de colon (Maurich y col., 2006).

1.1.4.3. Otros usos de la planta

Segln la medicina tradicional y estudios mas recientes, extractos de B.
bituminosa se usan en restauracion de cuero cabelludo y lucha contra la alopecia
(Behrens-Williams y col., 2001). Se emplea generalmente como vulnerario, es decir,
sana llagas y heridas. También se ha utilizado como astringente en heridas y llagas. Se
ha usado para amortiguar dolores en picaduras de serpientes. De manera tradicional,
también se puede tomar en forma de infusidon a partir de hojas frescas de B.

bituminosa.
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1.2. Nutricion mineral

Para que un elemento se considere esencial, se debe cumplir que en
deficiencia/ausencia la planta sea incapaz de completar su ciclo bioldgico, que no sea
reemplazable por otro elemento, y que esté directamente implicado en la nutricién de
la planta (Mengel y Kirby, 2001). Estos elementos aparecen listados en la Tabla 1.2.a. El
sodio, silicio, niquel y cobalto han sido establecidos como elementos esenciales pero

no para todas las plantas superiores (Mengel y Kirby, 2001).

Tabla 1.2.a.- Elementos quimicos esenciales para las plantas superiores, pudiendo serlo

también los elementos marcados en azul para ciertas especies vegetales.

Macronutrientes Micronutrientes

C Carbono Fe Hierro

H Hidrégeno Mn Manganeso
0] Oxigeno Cu Cobre

N Nitrégeno Zn Zinc

P Fosforo Mo Molibdeno
S Azufre B Boro

K Potasio cl Cloro
Ca Calcio Ni Niquel
Mg Magnesio Co Cobalto
Na Sodio

Si Silicio

Se subdividen en dos categorias, los macronutrientes y los micronutrientes,
dependiendo de la concentracion con la que son encontrados en las plantas
superiores. La concentracion tisular del macronutriente N, por ejemplo, estd unas cien
veces por encima de la concentracién del micronutriente Zn (Mengel y Kirby, 2001).
Pueden ser ademas mdviles e inmdviles, segun puedan distribuirse desde érganos con
mayor concentracién a otros con menor durante deficiencia. Asi, son elementos
moviles el N, P, K, Mg, Na, Zn, Mo y Cl, y son inmoéviles el S, Ca, Fe, Mn, Cu y B. Las
plantas siempre procuran mantener las condiciones quimicas en el citoplasma estables
(“homeostasis”), para optimizar los procesos bioquimicos que tienen lugar en ese
compartimiento intracelular: actividades enzimaticas, sintesis de proteinas etc. Por
ejemplo, la concentracidn del K" se mantiene a 100-150 mM en el citoplasma (Walker y

col., 1996). En caso de deficiencia, la planta es capaz de movilizar reservas de
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nutrientes de sus “almacenes” internos y/o activar mecanismos de absorcion de alta
afinidad. En casos de exceso, las plantas disponen de varios mecanismos para
conseguir este fin, especialmente exclusion a través de transportadores en las
membranas celulares y acumulacidn en vacuola, reticulo endoplasmatico, y expulsién

(Clemens, 2001; Walker y col., 1996).

1.2.1. Macronutrientes

Para un desarrollo 6ptimo, las plantas no sdlo deben tener una cantidad
apropiada de cualquier elemento activo en la célula, sino también un equilibrio
respecto al resto de elementos quimicos (Kabata-Pendias, 2001). El N, por sus
implicaciones relevantes en el metabolismo nitrogenado durante sequia y otros

estreses, ha sido ubicado en una seccidn propia (ver seccién 1.3.).

e Fosforo (P): Mds del 90% del P esta normalmente fijado en el suelo y no puede
ser usado por las plantas debido a su baja disponibilidad. Es el P inorganico (P;) que
pasa a la fraccion soluble del suelo, el que puede ser incorporado por las plantas como
H2PO, o HPO,>. Su absorcion se realiza por transporte activo, ya que la concentracion
de P en el citosol del las células (5-8 mM) es unas mil veces superior a la disponible en
el suelo (Mengel y Kirkby, 2001). Es el principal regulador de la homeostasis energética
celular, ya que forma parte del adenosin-tri-fosfato (ATP), y acta como modulador de
la actividad proteica al ser transferido a residuos Ser y Thr por quinasas y fosfatasas.
Las plantas con falta de P presentan reduccién del crecimiento, inhibicion de la
expansion foliar y area foliar especifica (AFE). Durante deficiencia, la raiz actia como
principal sumidero de P desde las hojas maduras, lo que induce una mayor exploracién

del suelo.
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e Potasio (K): Es absorbido desde la fraccion intercambiable y disponible del
suelo en su Unica forma quimica en condiciones fisioldgicas, K*, pasivamente a través
de canales, o activamente junto a H' si la concentracién de K en el exterior es inferior a
0,1-0,2 mM. (Walker y col., 1996). El transporte de K* en el xilema es exclusivamente
desde raiz a parte aérea, mientras que en el floema se transporta asociado hacia
érganos sumideros (Mengel y Kirkby, 2001). En las células vegetales, el K* no es
metabolizado y existe Unicamente como ion univalente (Magnuson y col., 1973). La
concentracién critica de K se encuentra en torno al 1% (Leigh y Wyn-Jones, 1984),
habiéndose situado este limite en 1,9% para la leguminosa Medicago sativa L. (Smith y
col., 1982). Su deficiencia causa reduccién del crecimiento por un aumento de la
respiracion y reduccién de la fotosintesis, por lo que se produce un descenso de la
sintesis de azucares, clorosis en el margen de la hoja o en punteado, y necrosis.
Normalmente los sintomas aparecen primero en las hojas maduras, debido a que se
trata de un elemento movil. Las plantas que sufren deficiencia de K* muestran un
descenso del turgor celular, y bajo estrés hidrico, se vuelven flacidas (Mengel y Kirkby,
2001). Por lo tanto, la resistencia a sequia es muy sensible en condiciones con falta de

K* disponible en el suelo (Pissarek, 1973).

El K™ es el catidn celular mas abundante en el citoplasma, con concentraciones
reguladas de 100-150 mM (Leigh y Wyn-Jones, 1984). Las vacuolas pueden acumular
mas de 400 mM K*, y desde alli se libera al citoplasma para neutralizar los aniones
solubles y macromoleculares, donde no existen muchos cationes orgdnicos. De esta
manera, el K" contribuye con el potencial osmético, siendo el principal osmolito celular.
El movimiento y regulacién de elevadas concentraciones de K' entre vacuola y
citoplasma participa en la apertura y cierre estomatico (MacRobbie, 1981),
movimientos de hojas, ademds de requerirse altas concentraciones de K* para la
correcta conformacién activa de muchas enzimas que participan en el metabolismo
nitrogenado, de carbohidratos y para la sintesis proteica (Gibson y col., 1984). Una de
las mas importantes es la piruvato-quinasa, la enzima principal de la glucdlisis y

respiracion.
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e Azufre (S): La mayor parte del azufre es obtenido en forma de sulfato (S0.*) por
la raiz mediante transporte activo utilizando el gradiente proténico creado por las H*-
ATPasa de membrana (Mengel y Kirkby, 2001). Su asimilacién se lleva a cabo mediante
la reduccién del sulfato y sintesis de cisteina como producto final. El azufre es un
elemento esencial por su presencia en aminodacidos, como la cisteina, de vital
importancia en la formacién de puentes disulfuro, en las proteinas Fe-S
transportadoras de electrones, o como parte de muchas proteinas y coenzimas, como
el coenzima A. También forma parte del glutatién, el cual participa en la detoxificacion
de ROS, MPs y As, por lo que existe una fuerte relacién entre estrés por MPs y captura
de S (Clemens, 2006). Las deficiencias de azufre en paises industriales son muy raras,
ya que el dioxido de azufre SO, de la atmédsfera liberado al quemar carbén, madera,
gasolina y otros combustibles fésiles, es absorbido por las hojas a través de los

estomas.

e Calcio (Ca): De manera general en el reino vegetal, la concentracion de Ca en
plantas estd controlada genéticamente, estando poco afectado por el aporte de Ca en
las raices (Mengel y Kirkby, 2001). Los calcisoles son los suelos mdas abundantes de la
Regién de Murcia, puesto que cubren casi la mitad de su superficie. Comprenden
aquellos suelos cuya caracteristica fundamental de diagndstico es la presencia de un
horizonte cdlcico, si la acumulacién de carbonato cdlcico no estd consolidada, o
petrocalcico si esta en forma de costra caliza. La via tipica de captura de Ca se realiza a
través del apoplasto. A pesar de que el Ca sea uno de los elementos inorganicos que
alcanza las mas elevadas concentraciones en material vegetal, sus concentraciones en
citosol se mantienen siempre bajas, en torno a 10°>-10° mM (Mengel y Kirkby, 2001)
acumulandose en la vacuola gracias a bombas Ca’*-ATPasas, en formas precipitadas
como oxalatos, carbonatos y fosfatos en concentraciones medias de 1 mM.

Su principal funcidn es la de mantener la estabilidad e integridad de la pared
celular, por lo que es requerido para la elongacidn y divisiéon celular (Burstrom, 1968
citado en Mengel y Kirkby, 2001). Actua en la selectividad de la membrana plasmatica,
por ejemplo frente a K y Na* (Marschner, 1995), y participa como segundo mensajero
en la activacion y propagacién de sefiales, como durante la traduccién de sefiales tras

deshidratacién (quinasas dependientes de Ca?"). La deficiencia de Ca causa, como
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consecuencia de sus funciones, una reduccion del crecimiento, principalmente en de
las zonas jévenes. Afecta a la rigidez de las hojas y planta debido a la pérdida de dureza

de las paredes celulares.

e Magnesio (Mg): Aunque su concentracion en el suelo sea mucho mayor que la
de K*, la tasa de absorcion de Mg®* es mucho menor que la del K*, por lo que existen
mecanismos para restringir una absorcidn y transporte excesivo hasta el resto de
tejidos (Mengel y Kirkby, 2001). Ya que apenas hay diferencias en la concentracién de
Mg2+ en citosol (<5 mM) y en vacuola, es razonable que los transportadores celulares y
del tonoplasto estén mediados por difusion facilitada. Se trata de un catién difusible

que se asocia con aniones inorganicos e organicos como el malato y el citrato.

La funcion del Mg mas relevante es la de constituir al centro de la molécula de
clorofila. Sin embargo, la mayoria del Mg2+ celular tiene papel como cofactor
enzimatico, al formar puentes entre el ATP y algunas enzimas. (Mengel y Kirkby, 2001).
Participa en estabilizacién de nucledtidos y acidos nucleicos (Travers, 1989 citado en
Mengel y Kirkby, 2001), y es requerido para la formacién de ciertas metaloproteinas
fundamentales para la sintesis proteica, como las ribozimas (Ahsen y Noller, 1995
citado en Mengel y Kirkby, 2001). Al ser un elemento mdvil, sus deficiencias siempre
comienzan en las hojas mds maduras. Causa clorosis en los espacios entre los nervios
de la hoja, y caida prematura de las hojas maduras. Produce inhibicién del crecimiento

foliar y radicular, fotosensibilidad y fotooxidacién de los tilacoides de los cloroplastos.

1.2.2. Micronutrientes

e Cobre (Cu): En las raices, el Cu apenas se incorpora en forma acomplejada, y al
igual que otros metales, entra como catién disociado Cu® (Kabata-Pendias, 2001). Bajo
condiciones fisioldgicas, Cu existe como Cu®"y Cu”. El catién Cu® estd a menudo unido
al nitrégeno de la histidina, mientras que el Cu® prefiere interaccionar con el sulfuro de
la cisteina o metionina (Yruela, 2009). Inmediatamente tras su captura, la inmensa

mayoria de los iones de Cu se une a proteinas secuestradoras como las
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metaloproteinas, para prevenir la acumulacién de cobre en formas toxicas, implicadas
tanto en el transporte de electrones en cloroplastos y mitocondria, como en respuesta
a estrés oxidativo, debido a sus multiples estados redox. En citoplasma, las células lo
asocian a chaperonas que lo transportan hasta la vacuola o lo entregan a proteinas que

lo necesitan (Palmer y Guerinot, 2009), controlando asi su nivel citoplasmatico.

El i6n Cu® actia como cofactor, como en enzimas Cu/Zn-superéxido dismutasa,
citocromo C-oxidasa, ascorbato oxidasa, etc. La proteina con Cu mas abundante es la
plastocianina, encargada de transportar los electrones desde el citocromo al PSI
(Palmer y Guerinot, 2009). A nivel celular, es esencial en el metabolismo de la pared
celular, sefalizando la transcripcion de la maquinaria del trafico de proteinas,
fosforilacidon oxidativa, y movilizacién de hierro (Yruela, 2009). Es esencial para la
fotosintesis, cofactor frente a ROS, formacion del polen, adecuado metabolismo
nitrogenado y de carbohidratos, respiracion mitocondrial (Hansch y Mendel, 2009).
Influye en la permeabilidad de los vasos xilematicos, por lo que también controla las

relaciones hidricas (Kabata-Pendias, 2001).

e Hierro (Fe): En los suelos, la movilidad del Fe estd controlada por la solubilidad
del Fe** y del Fe**. El contenido de Fe soluble en los suelos es extremadamente bajo en
comparacion con el contenido de Fe total (Kabata-Pendias, 2001). Puede ser absorbido
como Fe®* generalmente, pero también como Fe*', y formas quelatadas. Para la

asimilacidn del Fe, las plantas han desarrollado dos tipos de estrategias:

o Las plantas monocotileddneas no gramineas y las dicotiledéneas
producen sustancias que reducen los quelatos de hierro (Fe**>Fe?) y otros
complejos presentes en la rizosfera para facilitar su asimilacién junto con los

iones de Fe* libres, a través de la membrana plasmatica.

o Las gramineas monocotiledoneas excretan quelatos como
fitosiderdforos o fitometaléforos, dependiendo de si se asocian sélo con hierro o
con mas metales en la rizosfera, los cuales si que pueden penetrar a través de la

membrana plasmatica (Palmer y Guerinot, 2009).
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Debido a que la reactividad del Fe con ligandos organicos es muy alta, en el
xilema, el Fe es mayoritariamente complejado con citrato (Briat y col., 2007) y debido
al pH del xilema, el hierro existe como quilato de Fe**-citrato (Palmer y Guerinot,
2009). En floema, el hierro circula quelatado asociado a nicotianamina. Aunque puede
ser almacenado en el apoplasto, organelas como vacuolas y plastidios juegan un papel
clave en la compartimentacién de hierro. Las plantas son capaces de acidificar la
rizosfera (incluso 2,5 unidades) para facilitar su movilidad cuando el aporte de ciertos
nutrientes es deficiente (Olsen y Brown, 1980; Marschner y col., 1986; Brown y Jolley,
1988). Al ser un elemento inmdévil, la cantidad de Fe es relativamente baja en partes de

la planta con intenso crecimiento (Kabatas-Pendias, 2001).

Como el Cu, es vital para la vida, participando en la transferencia de electrones
durante la fotosintesis, respiracion mitocondrial, produccién y secuestro de ROS,
asimilacidon de nitratos y sulfatos, metabolismo implicado en los acidos nucleicos,

biosintesis de hormonas, etc.

e Manganeso (Mn): La absorcién de Mn esta regulada metabdlicamente, aunque
puede ocurrir mediante incorporacién pasiva, sobretodo en suelos con altas
concentraciones (Kabatas-Pendias, 2001). Una vez dentro de la planta, es transportado

como Mn** o acomplejado con moléculas de gran tamano.

Este elemento sirve como metal catalitico activo cuando esta unido a proteinas,
principalmente de las que intervienen en procesos de oxidacidon-reduccién, como la
superoxido-dismutasa. Activa y desactiva a las proteinas por cambios de valencia entre
Mn** y Mn?*. Las proteinas pertenecientes a este grupo estan implicadas en la ruta del
acido sikimico, y subsecuentemente en rutas para la formacion de aminodcidos
aromaticos y flavonoides. Juega un papel esencial en la cadena de transporte de

electrones durante la fotosintesis, y oxidacion de H,O (Kabatas- Pendias, 2001).
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e Molibdeno (Mo): Las plantas lo absorben como i6n molibdato, siendo
proporcional a su concentracién en el suelo. Aunque no sea muy utilizado en procesos
fisiologicos (se necesita < 1 pg g PS), estd intimamente implicado en la regulacién de
enzimas muy importantes, como la nitrogenasa, la enzima clave para la asimilacion de
N. Su concentracién en nédulos es mucho mas elevada. Todo esto hace que su
deficiencia cause sintomas similares a los de la deficiencia de N (Mengel y Kirkby,

2001).

e Niquel (Ni): Existe como Ni** en sistemas bioldgicos y es usado como cofactor
por enzimas eucaridticas como la ureasa. Estd relacionado con el metabolismo
nitrogenado de legumbres que transportan N desde las raices a la parte aérea como
ureidos (Mengel y Kirkby, 2001; Kabata-Pendias, 2001). Su absorcién estd muy

condicionada por el pH del suelo, aumentando por debajo de 7.

eZinc (Zn): Es absorbido desde el suelo por las raices en forma de catién
divalente (zZn®"), su Unico estado redox en condiciones fisioldgicas, pero también
potencialmente acomplejado por ligdndos orgdnicos en las raices, para posteriormente
transportarlo a las partes aéreas via xilema (Broadley y col., 2007). En el floema, viaja
guelatado con nicotinamina (Palmer y Guerinot, 2009). La concentracién de Zn soluble
en agua en la solucién del suelo es muy baja (4 X 10— 4 X 10 M) (Barber, 1995). En
solucién nutritiva de cultivo hidropdnico con altas concentraciones de P pero bajas de
Zn, el P induce deficiencia de Zn (Marschner, 1995) debido a la formacién de complejos

Zn-P.

En la planta, el Zn puede asociarse con ligandos. En savia xilematica aparece
asociado a citrato, y el resto en forma libre Zn®*. En hoja vy tallo, la mayoria aparece
asociado a citrato, oxalato y otros acidos organicos, His (en la vacuola), y a pared
celular, y con una fraccion inferior como cation libre (Salt y col., 1998; Brown y col.,
1993). La formacion de complejos con P, como “phytates” conduce a su inmovilizacidn

en las raices (Broadley y col., 2007; Alloway, 2008).
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El Zn interviene en el transporte de agua, sintesis de pared celular, metabolismo
de auxinas, transpiracién, conductancia estomatica (Barcelé y Poschenrieder, 1990;
Broadley y col., 2007; Sagardoy y col., 2009; Shi y Cai, 2009), participa en fotosintesis,
formacién de sacarosa y almidoén, proteinas de membrana, y reproduccién (Alloway,
2008). Ademas interviene en produccidn de energia y mantenimiento interno de la
integridad estructural de biomembranas. Se predice que mas de 1200 proteinas
contienen, unen o transportan Zn, siendo el Unico metal que forma parte de todos los
tipos de enzimas (Broadley y col., 2007) y es requerido como cofactor por mas de 300

enzimas conocidas, incluyendo ARN polimerasa, SOD, etc. (Palmer y Guerinot, 2009).

eSodio (Na): El Na actua como un micronutriente en especies con el sistema
fotosintética C4 (como Atriplex halimus L.) (Brownell y Crossland, 1972), aunque en
haldfitos, el papel de su gran acumulacidn es bajar el potencial hidrico y asi mantener

la absorcién de agua frente a estreses como la salinidad y sequia.
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1.3. Metabolismo nitrogenado

1.3.1. Incorporacion de nitrégeno a la planta

A pesar de que alrededor del 80% de nuestra atmosfera estd constituida por
nitrégeno en su forma molecular (N,), las plantas lo obtienen principalmente del suelo
ya que es extremadamente estable y no estd inmediatamente disponible para las
plantas (Maathuis, 2009). Tanto microorganismos de vida libre como simbidticos son
los capaces de fijar N, atmosférico en la forma de amonio (NH;') que puede ser
directamente tomado por las plantas o convertido a nitrato (NO3’) por bacterias
nitrificantes. Tanto el NO3” como el NH," son muy mdviles en el suelo, aunque este
ultimo puede estar mas o menos retenido por minerales de arcilla con carga negativa

(Mengel y Kirkby, 2001).

De manera general (con algunas excepciones como los miembros de la familia
de las Fabaceae y las plantas carnivoras), el N se incorpora a las plantas como NO3 a
partir del suelo, después de un proceso de mineralizacién catalizada por los

microorganismos del suelo, el cual procede en la siguiente direccién:
Nitrégeno organico >amonio—> nitrito—> nitrato

La absorcion de NH4" sucede principalmente a pH por debajo de 6 (Mengel y
Kirkby, 2001). Si la planta incorpora nitrato directamente desde el suelo, tendra que
utilizar las enzimas nitrato reductasa (de nitrato a nitrito) y nitrito reductasa (de nitrito

a amonio).

Las células vegetales evitan la toxicidad del amonio metabolizandolo
rapidamente hacia la sintesis de amidas (glutamina, asparragina, etc.) a través de
reacciones catalizadas por glutamina sintetasa (GS) y glutamina 2-oxoglutarato
aminotrasnferasa (GOGAT) (Mengel y Kirkby, 2001; Sdnchez-Rodriguez y col., 2011). En
leguminosas, la asimilacién de nitrato se realiza fundamentalmente en raices antes de

ser exportado al xilema (Andrews, 1986).
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Figura 1.3.1.a.- Primer paso en la ruta de incorporacién del NH," a los aminodcidos.

Una vez asimilado el nitrégeno en glutamina y glutamato, el nitrégeno es
incorporado a otros aminodcidos por reacciones de transaminacién mediante las
enzimas aminotrasferasas, primeramente en hojas verdes. (Serraj y col., 1999).

Arginina

4

Asparragina . Ureidos

Histidina « » Acidos nucléicos

L
Glutamina

Figura 1.3.1.b.- Esquema de las posibles vias de incorporacién de compuestos

nitrogenados hacia las rutas de sintesis de aminoacidos a partir de la glutamina.

Es un nutriente de gran importancia debido a su presencia en las principales
biomoléculas de la materia vegetal. En términos mundiales, es el nutriente que mas
limita las cosechas y por ello, el que mas se fertiliza. Una evidencia de su importancia
es el hecho de que la enzima mas abundante del mundo sea la rubisco. Cuando el
aporte de N desde las raices es inadecuado, nitrégeno desde hojas mads viejas es
movilizado para proveer los 6rganos mas jovenes de la planta. Por esa causa, las
plantas que sufren deficiencia en N muestran los primeros sintomas en las hojas

jovenes (Mengel y Kirkby, 2001).
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Figura 1.3.1.c.- Esquema de la distribucidon de compuestos especificos del metabolismo
nitrogenado de su incorporacién desde el suelo y la atmdsfera (nddulos) hasta los distintos

drganos de una planta de B. bituminosa.

Los principales sintomas de deficiencia de N se pueden resumir en:

o Reduccién del crecimiento, e incluso paralizarse.

o Clorosis en las hojas adultas (el nitrégeno se transporta de hojas adultas a
hojas mas jovenes debido a su alta movilidad).

o Aumento de la concentracién de azucares.

o Menor crecimiento foliar frente al desarrollo radicular.

o Disminucién de tamafio celular.

o Disminucidn de sintesis de proteinas.

o Lafloracién queda muy restringida con notable reflejo en fructificacién.

o Las enfermedades, heladas y granizadas producen mayores efectos.

o Adelanto de la floracion y la maduracion.
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1.3.2. Fijacion de nitrogeno en raices de leguminosas

Independientemente del uso, la asociacion simbidtica entre bacterias nodulantes
y leguminosas juega un papel muy relevante en el mundo agricola, con una produccién
mundial de 100 millones de toneladas de dinitrogeno atmosférico hasta amonio
(Howieson y col., 2008). Podria decirse que tras la fotosintesis, es el proceso bioldgico
mas importante del planeta. Cuando la concentracién de NO3™ en el suelo es elevada,
se pueden producir nédulos pero que se mantienen en estado senescente (Suleiman 'y
Schulze, 2010). Cuando su concentracion es escasa, el N, es absorbido por las plantas
de la familia Fabaceae en forma de NH," a través de las bacterias simbidticas fijadoras
de N,. Para este proceso, el N, es transformado en NH;" en una reaccién catalizada por
la enzima dinitrogenasa, que constituye el equipo enzimatico que cataliza la reduccion

del nitrégeno a amoniaco, exclusiva de los procariotas (N, + 8 H" + 8 e = 2 NH3 + H,).

Los rizobios son aerobios estrictos, por lo que necesitan oxigeno para la
respiracion y poder fijar N,, pero los dos componentes de la dinitrogenasa son
inactivados por el oxigeno. En los nddulos radicales, donde el microbio encuentra las
condiciones iddneas para expresar su actividad fijadora, existe un pigmento
hemoproteico que regula el suministro de oxigeno al microbio para su respiracion, a
niveles que no afecten a la actividad fijadora, la leghemoglobina. El amonio producido

por fijacidn de nitrégeno es transportado al citoplasma de las células nodulares.

Figura 1.3.2.a.- Esquema del transporte nitrogenado, y aporte de carbono en la

regulacién de la fijacion de nitrégeno (basado en Serraj y col., 1999).
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La fijacién simbidtica de nitréogeno en los nédulos de las leguminosas es el
resultado de una serie de complejas interacciones entre la bacteria y las raices de la

planta, entre las que se distinguen las siguientes etapas:

. . /
Crecimiento
curvado

(3) Canal de
Infeccion

Vesicula

Membrana del canal
de infeccién fusionado
con memb. celular

Figura 1.3.2.b.- Representacién del proceso de infeccién por el que las bacterias
nodulantes consiguen entrar al interior de las células de la raiz tras el cual dard comienzo la

formacién del nédulo (modificado de Plant Physiology, 32 edicidn, Figura 12.11).

— (1) Los rizobios que se encuentran junto a los pelos radiculares secretan
factores nod que producen una pronunciada curvatura del pelo

radicular.

— (2) Los rizobios de la curvatura degradan la pared celular, permitiendo
el acceso directo de las células bacterianas a la superficie externa de la

membrana plasmatica.
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— (3) Entonces se forma un canal de infeccién por la deposicidon de

material desde el aparato de Golgi en el lugar de infeccion.

— (4) El canal de infeccién alcanza el final de la célula, y se fusiona con él,
de modo que ambas membranas plasmaticas se fusionan. Entonces las

bacterias son capaces de llegar hasta el espacio intermembrana.

— (5) Los Rhizobia alcanzan el apoplasto y la lamina media, permitiendo la

continuacion de un nuevo canal de infeccidn, fusionado con el primero.

— (6) El canal de infeccién se expande creando ramificaciones hasta
alcanzar células diana y vesiculas compuestas de membrana plasmatica,

encerrando células bacterianas.

La fijacion de nitréogeno se produce varios dias después de la entrada de las
bacterias a las raices. Al hacerlo, las bacterias fijan nitrogeno atmosférico y excretan
amoniaco en el citoplasma de la célula, que serd utilizado por la planta como fuente
para la sintesis de sustancias que contienen nitrogeno, como AAs. Esta localizacién
plantea la necesidad de la existencia de un intercambio metabdlico entre los dos
simbiontes, que implica el suministro por la planta de los nutrientes, compuestos
carbonados y agua necesarios para el microbio, asi como el transporte hacia la planta
de los productos nitrogenados resultantes de la actividad fijadora del microbio. Hacia
el xilema, la glutamina puede salir como tal del ndédulo, o bien sufrir transformaciones

a asparraguina, o a ureidos como alantoina y dcido alantdico (ver Figura 1.3.2.a.).

La nodulacién es un proceso susceptible, que se ve muy afectado por las
condiciones del medio, como la sequia (Antolin y col., 2010) o las altas concentraciones
de MPs en el suelo (Obbard y Jones, 2001). Cuando existe NO3™ en el suelo, la planta
detiene la fijacion de N, atmosférico, debido a que la actividad nitrato reductasa se
encarga de inhibir la formacién y crecimiento de los nddulos al afectar a la
funcionalidad de la leghemoglobina (Kanayama y col., 1990; Sodek y Moura Silva,
1996; Goergen y col., 2009). Hay evidencias de que el As en altas concentraciones
reduce en nimero de nddulos, y alarga su periodo de formacién (Reichman, 2007). Por

otro lado, el cobalto (Co) es necesario para la fijacion simbdtica del N, aunque a
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concentraciones muy bajas en la disolucién externa (< 10 pg L™), ya que aumenta la
leghemoglobina a través de la coenzima-vitamina B12 en los nédulos (Mengel y Kirkby,
2001). La sequia también puede inhibir la fijacion de N en nédulos (Streeter, 2003) por
varias causas: descenso de la infeccion por bacterias fijadoras de N, menor
permeabilidad de oxigeno de los nddulos, descenso del aporte de fotoasimilados, y
reduccion del aporte de agua en el floema de la planta hospedadora (Sdnchez-Diaz y
Aguirreolea, 1991; Serraj y col., 1999; Arrese-lgor y col., 2011). Aun asi, las
leguminosas son capaces de establecer relaciones simbidticas en condiciones
extremas, como en zonas desérticas o zonas contaminadas por MPs, por lo que esta

familia supone una de las mas abundantes en territorios hostiles (Gehlot y col., 2012).

Tabla 1.3.2.- La cantidad de N, fijado por leguminosas es altamente variable (desde 5
KgN ha' en pastizales naturales, hasta 400 KgN ha™). La tabla muestra ejemplos
representativos de las cantidades de N, fijado gracias a interacciones entre leguminosas
comestibles y sus correspondientes especies de bacterias del género Rhizobium (West y

Mallarino, 1996; Racca y col., 2001).

Leguminosa Nitrégeno fijado KgN ha™afio™ Especie de rizobio
Alfalfa 200-250 Rhizobium meliloti
Altramuz 150 R. lupini
Garbanzo 60-80 R. leguminosarum
Guisante 100 R. leguminosarum
Judia 50 R. phaseoli
Lenteja 100 R. leguminosarum
Meliloto 100-125 R. meliloti
Soja 80-90 R. japonicum
Trébol 100-150 R. trifolii

Vicia 100-120 R. leguminosarum
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Fotografias 1.3.2.- NAdulos de rizobios en raices de B. bituminosa cultivada en la
estacion experimental del IMIDA (izquierda). Nédulo de plantas cultivadas en camara de

cultivo cortado por la mitad para mostrar su color rojizo interno (derecha).

1.3.3. Prolina

El aminoacido prolina, o acido pirrolidin-2-carboxilico — CsHgNO,, conocido con la
abreviatura “Pro”, se encuentra incluido dentro de los compuestos llamados

"osmolitos" que participan en el ajuste osmatico en el citoplasma.

T Z

Figura 1.3.3.- Estructura quimica lineal y tridimensional del aminodcido prolina.

Los osmolitos comparten la caracteristica de no presentar carga en pH neutro
(pH citoplasma = 7,4), y ser de solubilidad alta en el agua (Ballantyne y Chamberlin,
1994). Aunque la acumulacién de prolina sea una respuesta metabdlica comun en
plantas superiores durante déficit hidrico y salinidad (Barnett y Naylor, 1966; Boggess y
col., 1976; Jones y col., 1980), su papel como sintoma o respuesta sigue siendo
controvertido aun tras 20 aflos de numerosas revisiones (Stewart, 1981; Delauney y
Verma, 1993; Verbruggen y Hermans, 2008). La prolina protege membranas vy
proteinas contra los efectos adversos de altas concentraciones de iones inorgdanicos,

evitando la acidosis citoplasmatica, pudiendo mantener proporciones NADP*/NADPH
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en valores compatibles con el metabolismo (Hare, 1998; Bandurska, 2001). Ademas, su
rapido catabolismo puede generar ATP para la recuperacién y la reparaciéon de dafo
inducido por el estrés. Actualmente se le adjudica también un papel importante como
antioxidante (Vendruscolo y col., 2007) y mantenimiento del potencial redox (Hare y

col., 1998).

De acuerdo con Kamaranos y col. (1983), hay tres razones principales para la
acumulacién de prolina en hojas estresadas. La primera, y principal componente para
su acumulacion, es la estimulacion de la sintesis de prolina a partir de dcido glutamico,
la segunda es una inhibicion de la oxidacidn de otros compuestos solubles, y la tercera
una inhibicién de la sintesis proteica. La prolina se sintetiza principalmente en el
citoplasma, aunque también en mitocondria y cloroplasto, a partir de glutamato,
transformacién activada por ABA, y es metabolizada en el interior de las mitocondrias
(Szabados y Savouré, 2009). Evidencias directas del papel de la prolina durante el
estrés osmoético han sido probadas mediante ingenieria genética, por las cuales se
comprobé que elevadas concentraciones de prolina mejoran la tolerancia
(Vendruscolo y col., 2007). Un factor a tener en cuenta para la acumulacién de prolina,
es su distribucién entre la vacuola y el citoplasma. Se considera que la Pro se acumula
principalmente en el citosol, por lo que un ligero aumento al nivel de tejido completo
puede significar grandes cambios de su concentracién en estos compartimentos que
ocupan menos del 5% del volumen total de la célula. Por otro lado, se ha documentado
gue existen especies que realizan una sintesis mas conservadora y gradual de la prolina
(esclerdfilos), mientras que otras sufren rapidos y bruscos cambios en su
concentracién para una estrategia oportunista (especies que pierden parcialmente su

follaje) (Ain-Lhout y col., 2001).
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1.4. Interacciones entre factores ambientales y plantas

Las plantas superiores, al igual que el resto de organismos, presentan una tasa
maxima de crecimiento y desarrollo a un éptimo de las condiciones medioambientales
para las cuales estén adaptadas. Cuando las condiciones se desvian de ese punto
Optimo, deberdn ocurrir cambios a nivel fisiolégico, bioquimico, metabdlico vy
molecular con los que las plantas se esforzaran para maximizar su crecimiento asi
como el mantenimiento de su homeostasis celular.

Se puede definir estrés como la condicidén de alteracion fisiolégica causada por
factores que tienden a alterar un equilibrio (Gaspar y col., 2002). Un agente estresante
es aquel factor inusual, o factor usual modificado de cierta manera, por exceso o
déficit, que tiene la capacidad de causar dafios o enfermedades (Gaspar y col., 2002).
Por otro lado, Gaspar y col., (2002) proponen que los mecanismos que permiten
sobrevivir al tolerar o evitar el estrés son los que constituyen la Resistencia. Estos
mecanismos pueden dividirse en dos categorias. Se considera Tolerancia a los
mecanismos que mantienen alta actividad metabdlica (similar a la de en ausencia de
estrés) bajo suaves estreses y reducir la actividad bajo estreses severos. Por el
contrario, los mecanismos de Evitacién implican una reduccién de la actividad
metabdlica, provocando un estado de letargo, bajo exposicion a estrés extremo. De
acuerdo con Carpena y col. (2006), la tolerancia de la planta a elementos
potencialmente tdxicos es la supervivencia en un suelo téxico que se manifiesta por la
interaccidon entre un genotipo y su ambiente. En cambio, la resistencia a elementos
toéxicos es la capacidad global de la planta para soportar un exceso de los mismos sin
sintomas de toxicidad. Por tanto, existen mecanismos constitutivos (resistencia, en
fenotipos sensibles y tolerantes) y, adaptativos (tolerancia, en fenotipos tolerantes).

Los mecanismos de tolerancia pueden clasificarse a dos niveles. Se habla de
Adaptacién cuando los mecanismos de tolerancia se encuentran a nivel poblacional.
Aclimatacion es la habilidad para ajustar atributos fisioldgicos y estructurales con un

sélo genotipo a nivel de individuo, respuesta fenotipica (Gaspar y col., 2002).
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1.4.1. Sequia

Aumentar la eficacia del agua dentro de sistemas agricolas es una prioridad
esencial en muchas regiones, incluyendo la mediterranea (Parry y col., 2005) (“More
crop per drop”). Antes de proceder a hablar sobre sequia, se definirdn unos términos

claves en cuanto las relaciones hidricas de las plantas.

El agua y los nutrientes minerales disueltos entran en la planta desde la
superficie externa de la raiz (epidermis mas capas exteriores del cortex) hasta los vasos
xilematicos por dos rutas. En la ruta célula a célula (transcelular o simplasto), el agua 'y
solutos pasan a través de las acuoporinas de las membranas plasmaticas de las células
que forman la epidermis de los pelos de la raiz y, a través de los plasmodesmos célula a
célula hasta llegar al xilema. En la ruta extracelular o apoplasto, el agua y los solutos
penetran a través de la pared celular de las células de los pelos de la raiz y pasan entre
la pared celular y la membrana plasmatica hasta que encuentran la endodermis, hasta

llegar al xilema (Vandeleur y col., 2009).

Banda de

Caspari Xilema

Endodermis Haz vascular

Epidermis

Simplasto

\

Pelo absorbente Parénquima cortical

Apoplasto

Figura 1.4.1.a.- Representacién de las dos vias a través de las cuales el agua y los
solutos pueden llegar hasta el xilema de las raices. En rojo, la via simplasto, y en azul la via a

través del apoplasto.
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Las raices son un medio conductor, a menudo con una conductividad del agua
mayor que la del suelo externo seco. Por lo tanto, estas son capaces de actuar como un
conducto pasivo para el transporte de agua gracias al gradiente de potencial desde el
subsuelo profundo a las partes superficiales (Whitmore y Whalley, 2009), y crear zonas
mas humedas alrededor de las raices (Nambiar, 1977). Este proceso (“Hydraulic lift”)
también ha sido descrito en arbustos mediterraneos de climas semiaridos (Prieto y col.,
2010). Se estima que la cantidad de agua que sea posible que se mueva de esta
manera se encuentre entre el 14 y el 33% de la demanda de evapotranspiracién diaria
(Liste y White, 2008). Este hecho puede justificar el empleo de varias especies de
manera conjunta, de modo que unas plantas con una conductividad muy eficiente
puedan incrementar la disponibilidad de agua de plantas anuales y microfauna
cercanas (Facelliy Temby, 2002).

En cuanto a las relaciones hidricas, la movilidad de las moléculas de agua
depende de su energia libre, es decir, de la fracciéon de la energia total que puede
transformarse en trabajo. La magnitud mas empleada para expresar y medir su estado
de energia libre es el potencial hidrico. El concepto de potencial del agua (W,
expresado en MPa) es de gran utilidad puesto que permite predecir cdmo se movera el
agua bajo diversas condiciones (Krizek, 1985). El agua se mueve de forma espontanea
desde una zona de potencial hidrico alto, es decir menos negativo (suelo), a una zona
con el potencial menor a través de la planta (atmosfera). En la célula vegetal el agua
estd presente en la pared celular y en el protoplasto (principalmente en la vacuola). Los
flujos de entrada y salida de agua del protoplasto dependeran de la relacidon que exista

entre su W y el W del medio:

o  SiWinterno = Wexterno: €quilibrio dinamico y no hay flujo neto.

o Si Winterno > Wexterno: habra una salida neta de agua del protoplasto,
pudiéndose alcanzar el estado de plasmdlisis.

®  Si Winterno < Wexterno: hay una entrada neta de agua y, en consecuencia, un
aumento de volumen del protoplasto, alcanzindose el estado de

turgencia.

El W se puede expresar en funciéon de sus componentes: W,, = W+ W, + W+ W,
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El W,, potencial hidrico, es nulo para el agua pura a presién atmosférica,
positivo para presiones por encima de la atmosférica, y negativo en condiciones de
tension o vacio. Durante sequia, las plantas se ven obligadas a disminuir su W,, para
que el agua ascienda por gradiente de potencial desde el suelo a la planta. Al alba se

considera que esta en equilibrio con el W,, del suelo.

El W, potencial osmdtico, representa la disminucion de la capacidad de
desplazamiento del agua debido a la presencia de solutos. A medida que la
concentracion de soluto (es decir, el nimero de particulas de soluto por unidad de
volumen de la disolucién) aumenta, el W, se hace mas negativo. Sin la presencia de
otros factores que alteren el potencial hidrico, las moléculas de agua de las
disoluciones se moveran desde lugares con poca concentracién de solutos a lugares

con mayor concentracion de solutos. El W, se considera O para el agua pura.

Se llama potencial de turgor (W,;) o potencial de presion, al resultado del
contenido celular de agua por las interacciones entre la concentracién osmética de la
célula, tamanfo celular y la elasticidad de la pared celular (Tyree y Jarvis, 1982), el cual
es por lo tanto sensible al estado hidrico de la planta (Calkin y Pearcy, 1984). Puede
estimarse mediante la ecuacién W, = W,, - W, (Krizek, 1985; Nonami y Boyer, 1989),
siendo W, < 0,01 MPa y el componente gravimétrico (Wg) sin importancia cuando se

trata de plantas herbaceas.

El W, potencial matricial, representa el grado de retencién del agua, debido a
las interacciones con matrices sélidas o coloidales. Puede valer cero, si no hay
interacciones, o ser negativo. Su aportacién al W en células vegetales es escasa, ya que

adquiere valores muy pequefios.

Se define ajuste osmatico (AO) al proceso de acumulacidn activo de solutos en el
interior de las células frente a una reduccién en el W,, del medio externo, permitiendo

entonces el mantenimiento positivo de la presién de turgor.

El equilibrio hidrico en plantas superiores es consecuencia de la diferencia entre
captura de agua y la pérdida a través de los estomas durante transpiracién. Para el

movimiento de agua en el continuo suelo/planta/aire, la conductividad hidraulica de
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las raices (L,), es un parametro clave que contribuye a la tasa de flujo hidrico (Steudle y

col., 1987), definida como la tasa con la que el agua es capaz de pasar desde el exterior

al interior de las raices de una planta.

Se puede definir sequia como la carencia de humedad disponible en una region

particular en ultima instancia como resultado de la sequedad del suelo (lljin, 1957). Las

estrategias empleadas por plantas frente a sequia, también definida como periodo

extenso con aporte subdptimo de agua, pueden dividirse en tres:

Evasién: dormancia o letargo de partes no reproductivas aéreas para permitir la
supervivencia de semillas o de d6rganos vegetativos bajo el suelo (Volaire y
Norton, 2006; Bell y col., 2007). Las plantas también pueden acelerar su

desarrollo para asegurar la produccidn de semillas viables.

Evitacidn: posponer la deshidrataciéon interna mediante el mantenimiento del
agua tisular y del potencial hidrico usando mecanismos que minimicen la pérdida
y maximicen la absorcion de agua, incluyendo control de la transpiracién a través
de los estomas, modificaciones anatémicas y morfolégicas de las hojas, y
crecimiento y transporte de agua eficiente de las raices (Rhizopoulou y Psaras,

2003; Bell y col., 2007; Parent y col., 2009; Maurel y col., 2010).

Tolerancia a la deshidratacion interna es el mantenimiento del crecimiento a
pesar del descenso del W,,. Implica AO a través de la acumulacién de solutos y
cambios en las propiedades de la pared celular, para preservar el turgor (W,), y
un eficiente sistema de prevencion de dafos oxidativos (Bissis y Heineke, 1998;
lannucci y col., 2000; Kusaka y col., 2005; Bell y col., 2007; Sdnchez-Blanco y col.,
2009). Como los metabolitos se destinan a la osmoregulacién en vez de al
crecimiento, obviamente se intenta evitar esta situacion en agricultura porque
reducen el rendimiento. La tolerancia a la desecacidn, por el contrario, se refiere
a una situacion en que la planta es capaz de perder la mayoria del agua celular
sin sufrir dafios permanentes e irreversibles en la estructura de la pared celular y

la organizacioén de sus polimeros (Moore y col., 2008).
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Figura 1.4.1.b.- Ante el estrés hidrico caben tres respuestas posibles: evadir, evitar o

tolerarlo (Valladares y col., 2004).

El contenido relativo de agua (CRA) de un tejido vegetal es una manera
apropiada de estimar el estado de hidratacion celular durante un posible efecto sobre
el W, y el AO frente a las condiciones ambientales. Durante sequia, la planta
experimenta un descenso de su CRA (calculo en seccién 3.2.5.4 de Materiales y
Métodos), lo que esta asociado a cambios en el W, (0,5-1,0 MPa). Cuando el suelo se
seca y baja el W,, del agua del suelo, si la planta no es capaz de efectuar AO para
mantener su W, < W, a la misma vez que reduce su W,, interno, experimenta una
disminucién en su W,y a menudo de su CRA. Una planta es mas tolerante cuantos mas
cambios experimente en su W,, como consecuencia de la sequia, sin sufrir cambios en
su CRA (Irigoyen y col., 1992). Aunque las células necesitan un W, determinado para
mantener su expansion, este W, no tiene por qué ser siempre maximo para que se
produzca crecimiento celular. Aunque éste disminuya un poco, las células podran
seguir creciendo, hasta que la sequia provoque un descenso por debajo de un limite, y
entonces la célula no pueda crecer (Nonami, 1998). Hay que tener en cuenta ademas

gue la reduccion del crecimiento durante las primeras fases del estrés hidrico se debe
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mas al colapso del gradiente del potencial de agua entre la zona de elongacion vy el
tejido maduro, que a la reduccion de W, (Nonami y Boyer, 1989). Por eso no siempre
hay una relacidn clara entre crecimiento y el W, de un érgano entero. El W, de la zona
de elongacidn si que puede mostrar una relacién estrecha con el crecimiento (Maurel y

col., 2010).

La disponibilidad de nutrientes minerales esenciales en el suelo esta
generalmente perturbada por estrés hidrico, provocando deficiencias nutricionales o
desequilibrios en plantas. Un adecuado aporte de nutrientes podria promover el
crecimiento radicular bajo condiciones de sequia, el cual podria proveer una mejor
extraccion de agua y nutrientes a partir de estratos mas profundos (Hu y Schmidhalter,
2005). De hecho, una respuesta comun entre las plantas durante déficit hidrico es la
estimulacion del crecimiento radicular, lo que le permite alcanzar capas de suelo mas
humedas donde aun hay agua disponible (Khan y col., 2010), aumentando la relacidn
de Raiz en funcion de la de Parte Aérea (R:PA), y mejorando la relacion absorcién :

pérdida de agua.

Durante las primeras fases de la sequia (10-30 dias), el crecimiento estd mas
afectado que la fotosintesis, produciendo un aumento en los niveles de “NSC”, “non-
structural carbohydrates” (azucares, almidén etc.) (McDowell, 2011). Si la sequia se
mantiene durante meses, los NSC bajan (“carbon starvation”) y, junto con la disrupcién
en las relaciones hidricas, conduce a la muerte de la planta. Los efectos pueden ser
directos, como el descenso de la disponibilidad de CO, causada por la limitacién de la
difusidon a través de los estomas y el meséfilo, o las alteraciones del metabolismo
fotosintético, o efectos secundarios como el estrés oxidativo (Chaves y col., 2009). La
respuesta de aclimatacion a sequia ayuda a mantener el estado hidrico de la planta y
por lo tanto la asimilacion de carbono (Chaves y col., 2009). La muerte del apice de la
raiz ocurre como respuesta frente a sequia cuando se alcanzan altos déficits hidricos,
activando la muerte celular programada y la acumulacién de ROS en las células del

apice (Duany col., 2010).
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Figura 1.4.1.c.- Cascada de reaccion por estrés hidrico (modificado de Clarkson y col.,

2000).

Tabla 1.4.1.a.- Las respuestas generales de las plantas frente a sequia estan resumidas
segln la escala de tiempo en el cual se producen (Adaptada de Munns, 2002; McDowell,

2011).

Tiempo Respuesta

Minutos Movimiento cierre estomatico, ABA

Horas Movimiento foliar, AO

1-2 dias  Reduccidn de tasa fotosintética y formacion de hojas

3-7 dias  Senescencia foliar, estrés oxidativo

Semanas Reduccién del tamafio de las hojas y/o brotes laterales, aumento del

grosor, aumento en el crecimiento radicular, caida de hojas
Meses Alteracién del periodo de floracidon
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Tabla 1.4.1.b.- Principales mecanismos de tolerancia o evitacidon del déficit hidrico

segun Valladares y col., (2004).
EnHojas  — MantenimientodelWalto - Mantenimientode Wbajo
— Cierre de estomas a CRA alto — Cierre de estomas a CRA bajo
— Fuerte cierre de estomas al mediodia
— Baja absorcion de la radiacion
— Alta capacitancia foliar
— Baja conductancia cuticular
— Poca cantidad de hojas

— Abscision foliar durante el estrés

En Raices — Raices profundas

— Gran densidad de raices

46

— Alta superficie de absorcion en relacion con
baja superficie transpirante

— Raices suberificadas

— Alta relacién biomasa radical / biomasa
aérea

— Alto peso especifico radical

— Alta conductividad hidraulica

Anatomia/ — Tejidos sensibles a deshidratacién (CRA — Tejidos resistentes a deshidratacion
letal > 50%) (CRA letal < 25%)

NOIDONAOYLNI

Metabolismo
— Resistente a la cavitacion del xilema

— Pequeiio tamario celular y Ajuste
osmético

— Alta elasticidad de la pared celular
— Capacidad de rebrote

— Resistencia a la disfuncionalidad de la
membrana celular

— Acumulacién de substancias
osmoprotectoras

— Sistemas antioxidantes

— Estabilidad pigmentos fotosintéticos
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Las respuestas que han sido demostradas especificamente en B. bituminosa

frente a estrés hidrico se podrian resumir en las siguientes:

° Paraheliotropismo (plegamiento de las hojas), lo que ayuda a reducir la

transpiracién y la intercepcion de la radiacién solar.

Fotografias 1.4.1.a.- Planta Control (izquierda) vy no regada (derecha) mostrando

diferente posicidn de las hojas frente a sequia (Fotografias cedidas por Kevin Foster).

. Mayor apertura de los estémas durante las horas favorables, y cierre

durante horas de calor.

° Cambio de contenido de cloroplastos y pelos foliares.

Tilosas

Fotografia 1.4.1.b.- Comparacién de la formacion de pelos entre plantas control y no
regadas (izquierda) e imagen de microscopia electrénica de tilosas en el haz vascular de B.

bituminosa (derecha) (Imagenes cedidas por Kevin Foster).

° Produccidon de tilosas (proteccién mecanica mediante crecimientos
excesivos del protoplasto de las células parenquimaticas adyacentes) en el xilema para

restringir la pérdida de agua por interrupcion de la continuidad del flujo.

° Sistema radicular extenso que permite explorar un gran volumen de agua

y nutrientes desde el suelo.
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1.4.2. Calor

Es dificil separar los efectos de la sequia de los del calor en el campo, porque
normalmente ocurren simultdaneamente (Guy y col., 2008). El estrés por calor es
definido como la circunstancia cuando las temperaturas son lo bastante elevadas y
durante suficiente tiempo como para causar dafios irreversibles en las funciones o

desarrollo de la planta (www.plantstress.com, 20/07/2011).

Todas las plantas tienen un rango de temperaturas dptimo para el crecimiento y
la reproduccién, pero son incapaces de regularla. Las temperaturas por encima del
rango Optimo afectan a las relaciones hidricas, transporte de solutos, sintesis de los
grana de los cloroplastos, crecimiento radicular, descenso de la actividad fotosintética,
y pueden llegar a causar dafios irreversibles, pobre desarrollo florar, esterilidad del
polen, desnaturacién de proteinas, inestabilidad de membranas celulares, etc (Crafts-
Brandner y Salvucci, 2002). Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son la causa
potencial del dafio oxidativo a células durante estreses ambientales, aunque también
juegan un papel en la traduccidn de sefiales implicadas en la mediacidn de respuesta
frente al propio estrés, programando la muerte celular y estimulaciéon del desarrollo

(Mittler y col., 2004; Suzuki y Mittler, 2006).

Para compensar todos esos efectos, las plantas adaptadas a altas temperaturas
activan una serie de cambios fisioldgicos y bioguimicos necesarios para restablecer una
nueva homeostasis celular adecuada a la nueva temperatura. La mayoria de las
respuestas metabdlicas al calor ocurren en los primeros 30 minutos tras el comienzo
del tratamiento (Guy y col., 2008). Por ejemplo, se activa la sintesis de proteinas (Heat
Shock Proteins, HSPs) que protegen a la célula (Huang y Xu, 2008), se activa la sintesis
de etileno y ABA (Kotak y col., 2007). Entre las respuestas por parte de la planta al
calor se encuentran, ademas de los generales frente sequia, la produccién de ceras
(Zhang y col., 2005), aumento de los niveles de ABA y consecuente cierre estomatico
(Socias y col., 1997; Schachtman y Goodger, 2008), aumento de la sintesis de AAs

como Glu, Met, lle, Val, y sobretodo Pro (Marur vy col., 1994; Rivero y col., 2004).

48

NOIDONAOYLNI



INTRODUCCION

49

Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de Bituminaria bituminosa... Domingo Martinez Fernandez
1 —

En relacidn con el efecto de incendios forestales sobre la germinacién de
especies silvestres, se ha demostrado que las especies de ecosistemas mediterraneas
pueden clasificarse segln su respuesta a tratamientos con altas temperaturas: ningun
efecto, estimulaciéon (B. bituminosa) e inhibicién (Herranz y col., 1998; Luna y col.,
2007), lo que indica el papel de B. bituminosa en la revegetacion de zonas afectadas

por tales incendios.

1.4.3. Altaintensidad luminica

El estrés por alta luminosidad potencia la produccidon de ROS, causando dafio
oxidativo en cloroplastos. Por eso, las plantas adaptadas a la alta luminosidad poseen
sistemas para la fotoproteccion mediante mecanismos de prevencion frente al exceso
de absorcién de luz, eliminacidon del exceso de excitacién directa por inactivacion de

los sistemas de captura, y eliminacién de ROS formados en el aparato fotoquimico.

B. bituminosa es una especie adaptada a vivir en condiciones de alta intensidad
luminica. Su fotosintesis neta tiene una temperatura dptima de 25-30°C y satura a alta

luminosidad, a radiacién por encima de 1500 pmol m™ s (Méndez y col., 2000).

1.4.4. Metales pesados (MPs)

De todos los elementos de la tabla periddica, son considerados metales pesados
(MPs) aquellos que tienen una densidad superior a 6 g cm™ cuando estan en forma
elemental (Adriano, 2001), o cuyo numero atdomico sea superior a 20 (excluyendo
alcalinos y alcalinotérreos). Los metaloides se encuentran comunmente relacionados
con los MPs debido a que aparecen junto a éstos en suelos con problemas de
contaminacién, como el antimonio (Sb), arsénico (As), y selenio (Se), por lo que
habitualmente se incluyen dentro de la definicibn de MPs. Esta tesis recoge
informacién de los principales contaminantes de la Sierra Minera de La Unidn-
Cartagena, cuyos suelos son objeto de una parte importante del trabajo experimental
realizado: As y los MPs Cd, Cu, Fe, Mn, Pb y Zn, es decir excluyendo Al, Hg, Ni, Cr, Mo,
Tl, W, Sb, Sn, etc.
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Algunos de ellos son necesarios para las plantas en muy bajas cantidades
(oligoelementos), pudiendo causar toxicidad cuando se superan ciertos limites de
concentracién en el interior de las células (ver secciéon 1.2.2.). Los MPs sin papel
conocido en la planta (Cd, Pb, etc.) entran a través de sistemas de transporte de otros
cationes (Ca, Fe, Mg, K) de baja selectividad, debido a su similaridad quimica
(Verbruggen y col., 2009).

Aunque las principales fuentes naturales de MPs son la roca madre del suelo y
los minerales metalicos, y puedan existen suelos naturales con niveles muy altos de
ciertos elementos (como el Ni), las fuentes mas importantes de MPs son las antrépicas,
gue pueden llegar a crear grandes extensiones con altas concentraciones de uno o
varios MPs en el suelo. La industria y la actividad minera suponen el mayor aporte de
MPs al medio ambiente (fuentes de tipo puntual localizada), tanto en forma gaseosa,
como en forma de residuos liquidos o gaseosos (fundicion de metales, combustién de
gasolina con Pb, componentes electrdnicos, pldsticos, cenizas y escorias de los
procesos de combustion de carbon fésil o derivados del petrdleo, etc). Uno de los
desequilibrios con mayores consecuencias son las explotaciones mineras,
desencadenando graves procesos erosivos y permitiendo la acumulaciéon de
determinados elementos en lugares accesibles para la flora y fauna. Algunos
fertilizantes y plaguicidas han sido utilizados de manera tradicional continuada en
agricultura (fuentes tipo de contaminacion difusa), causando un aumento de ciertos
MPs en el suelo, como en As, Cd, Cr, Pb, o Zn, por contener estos elementos en su

composicion.

Todas estas fuentes han conducido a una extrema polucién por MPs a nivel
mundial. De los 2 millones de sitios contaminados que existen en la UE, muchos de
ellos por MPs, mds de 100000 necesitan ser remediados (EEA, 2005). Sdlo en Reino
Unido, existen mas de 400000 ha afectadas por contaminaciéon por Pb (Thornton,
1981). La jungla del Amazonas ha sido contaminada por mas de 2000 toneladas de Hg

desde 1980 debido a la mineria ilegal para la extraccién de oro (Osava, 2005).
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Los principales mecanismos de tolerancia a MPs en plantas se basan en evitar su
acumulacién excesiva en citoplasma, y de manera resumida se incluyen en (Marschner,

1995; Clemens, 2001):

o Unidn a la pared celular: La retenciéon de MPs en pared celular es uno de los
principales mecanismos de desintoxificaciéon de Pb y Cd, reduciendo el paso de estos

elementos al citoplasma.

o Restringir su influjo a través de la membrana plasmatica segun la selectividad

de los transportadores.
o Eflujo activo hacia el exterior de la célula.

o Compartimentacion en vacuola: Para evitar la toxicidad del metal, todas las
plantas poseen mecanismos basales de tolerancia, en los cuales aparecen implicados
la evitacién de la acumulacidn en concentraciones téxicas. Los MPs pueden trasladarse
directamente a través de transportadores en la membrana de la vacuola. Por ejemplo,
existe un cotransportador de Cd**/H* ubicado en la membrana de la misma (Salt y
Wagner, 1993). Una vez dentro, se quedan en formas inméviles, como en el caso del

Zn asociado con P o con acidos organicos (Broadley y col., 2007).

o Quelacién: Una estrategia principal que las plantas emplean para combatir la
toxicidad de MPs es la secuestracidon y quelacién a moléculas portadoras dentro del
citoplasma (Palmer y Guerinot, 2009). Las dos clases de quelantes principales son las

fotoquelatinas y los metalotioninas (Clemens, 2001; Zhao y col., 2010).

o Transformaciéon en formas menos toxicas (organicas): Exclusivo para los
elementos que pueden existir en formas organicas, como el As y el Se (Zhao y col.,

2010).
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A continuacién se detalla por separado As y los principales MPs que cuasan

toxicidad en las plantas superiores:

e Arsénico (As): La toxicidad del As depende mas de su forma quimica que de su
cantidad (Woolson y col., 1971). Esta comprobado que el As(lll) es mas toxico y movil
que el As(V), aunque el As(V) es la forma mas predominante en suelos aerdbicos (Zhao
y col., 2009). El As puede ser absorbido por sistemas de transporte de fosfato (H,PO4)
desde la disolucion de nutrientes a través de la raiz (Hilbold, 1975). Esto se debe a que
el arseniato (AsO4)* vy el fosfato (PO,>) son quimicamente similares y compiten por las
mismas superficies de absorcion en los suelos y en los sistemas de transporte. Debido
a su similaridad estructural con el P, sus efectos estan relacionados estrictamente con
su sustitucién por P en las plantas y la inhibicidn de la absorcién y del transporte del

fosfato (Rezanka y Sigler, 2008).

0 0
I
57 {go o {go

Figura 1.4.4.a.- Similaridad de la estructura molecular del arseniato y del fosfato.

El fésforo ha sido usado para reducir la toxicidad del As, habiendo notado
diversos autores (Woolson y col., 1971) una disminucién en la toxicidad al aumentar
los niveles de P en una amplia variedad de cultivos (Carbonell-Barrachina y col., 1999).
En disolucion nutritiva (DN), sélo hay inhibicién de la absorcién radicular de As por
parte del P cuando el P pueda desplazar al As de 6xidos y oxihidréxidos de Fe/Mn (Fitz
y Wenzel, 2002). Un buen ejemplo de cuanto pueden llegar a reemplazarse uno al otro
es el reciente descubrimiento realizado por Wolfe-Simon y col. (2011), al encontrar en
las aguas toéxicas de California, una bacteria Halomonadaceae que puede sustituir
completamente el P (que hasta la fecha se consideraba indispensable para la vida) con

As, llegando incluso a incorporarlo a su ADN.
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La concentracién de As afecta a la nodulacién con bacterias rizobiales. Por
ejemplo Reichman (2007), demostré que a medida que la concentracion de As
aumenta en la DN, se requeria mds tiempo para formar ndédulos, que ademas
aparecieron en menor numero durante la cosecha, lo que ademas estd relacionado
con la alteracion de la expresidn de nodulinas (Lafuente y col., 2010).

La presencia de altas concentraciones de As junto con MPs, representa un
problema en cuanto la remediacién del suelo (Farrell y Jones, 2010), ya que su
comportamiento frente a las condiciones del suelo son inversas, como aumentando su

biodisponibilidad al intentar inmovilizar MPs al aumentar el pH del suelo.

e Cadmio (Cd): Produce fitotoxicidad en leguminosas a partir de 3-10 pg g™ PS
(Davis y Beckett, 1978; Balsberg Pahlsson, 1989). En general, el Cd interfiere en la
entrada, transporte y utilizaciéon de elementos esenciales (Ca, Mg, P y K) y del agua,
provocando desequilibrios nutricionales e hidricos en la planta (Poschenrieder y col.,
1989; Sandalio y col., 2001; Singh y Tewari, 2003). Las plantas expuestas a suelos
contaminados con Cd presentan modificaciones en la apertura estomatica, fotosintesis
y transpiracién (Sandalio y col., 2001). Uno de los sintomas mas extendidos de la
toxicidad por Cd es la clorosis producida por una deficiencia de Fe (Benavides y col.,
2005), fosfatos o por la reduccién del transporte de Mn (Goldbol y Hutterman, 1985).
En la planta, el Cd se acumula preferentemente en la raiz, secuestrado en la vacuola de
las células. Una vez en la raiz, el Cd puede pasar al xilema a través del apoplasto y/o a
través del simplasto formando complejos (Clemens y col., 2002). Sélo una pequena
parte es transportada a la parte aérea de la planta concentrandose en orden
decreciente en tallos, hojas, frutos y semillas (Chan y Hale, 2004). Sin embargo, debido
a su movilidad en la cadena trdfica, el Cd es uno de los MPs mas preocupantes, a pesar
de sus niveles relativamente bajos en suelos y organismos en comparacién con el Zn,

Pb, etc.

e Cobre (Cu): El nivel critico de toxicidad en hojas esta en torno a 220 pg g™ PS
(Kabata-Pendias, 2001). En altas concentraciones es tdxico ya que dispara la
generacion masiva de radicales libres (Yruela, 2009), induciendo dafio en las proteinas,

ADN vy otras biomoléculas. Su toxicidad causa sintomas clordticos al interaccionar en la
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biosintesis de la maquinaria fotosintética, necrosis, e inhibicion del crecimiento. La
toxicidad por Cu puede inducir ademds deficiencia de Fe (Taylor y Foy, 1985;
Bergmann, 1988). Los mecanismos celulares que potencialmente implican tolerancia a
altas concentraciones de Cu incluyen reduccién de su captura e inmovilizacidon del
exceso de Cu en exudados de las raices, y estimulacion del bombeo hacia fuera de la

membrana plasmatica, quelacidn con fitoquelatinas, acidos organicos o proteinas.

e Hierro (Fe): Elevadas concentraciones de Fe en el citoplasma podrian generar
altos niveles de ROS e hidrégeno, debido al intercambio entre Fe2+y Fe®*. El exceso de
Fe se acumula en vacuola en forma de ferritina, una proteina sin carga que puede
llegar a almacenar mas de 4500 atomos de Fe** en su interior. En el citoplasma
aparece a menudo asociado a niconiamina, citrato y fotosiderdforos. Otra via de

detoxificacidon es la complejacién con proteinas portadoras, como la transferrina.

e Manganeso (Mn): Los valores a partir de los cuales el Mn se considera tdxico
estd particularmente asociado a la temperatura, de modo que esta aumenta con la
temperatura a la que hayan crecido las plantas (Mengel y Kirkby, 2001), establecido de
manera general entre 100-800 ug g PS (Davis y Beckett, 1978; Balsberg Pahlsson,
1989). Los sintomas de toxicidad son tipicamente punteado marrén en hojas maduras
y alrededor de areas clorédticas, y reduccién de la sintesis de auxinas (Mengel y Kirkby,

2001). Puede inducir deficiencia de otros elementos como el Fe, Mg o Ca.

e Plomo (Pb): Es el mas abundante de todos los MPs. A partir de las 5 mg I'* en
DN o en el agua del suelo (230 ug g'1 PS en plantas, segun la especie), se produce un
considerable retraso del crecimiento acompanado de decoloracién y anomalias
morfolégicas (Kabata-Pendias, 2001), habiéndose encontrado referencias especificas
para leguminosas que situan dicho limite algo mas elevado, en torno a 100-200 pg g™
PS (Meers y col., 2005). La fotosintesis, la respiracién y otros procesos de intercambio
metabdlico se ven perturbados, asi como la asimilacién de nutrientes esenciales del

suelo (Kabata-Pendias, 2001). Sin embargo, es un elemento de baja movilidad en el
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suelo y en plantas, de modo que la inmensa mayoria del Pb que es absorbido por la
planta, permanece retenido en raices. Existe una gran afinidad del Pb con las
sustancias humicas (Bernal y col., 2007). El valor pH juega un papel importante para la
disponibilidad del Pb contenido en sus compuestos: cuanto mds bajo sea el pH, mas
alta es su disponibilidad en la solucidn de suelo (Bernal y col., 2007). Pero, puesto que
el Pb es muy poco mévil, permanece en los horizontes superiores como la materia
organica (MO), por lo que los suelos resultan ser una importante trampa para los

compuestos del Pb.

e Zinc (Zn): En suelos contaminados, la toxicidad de Zn se produce por encima de
100-300 pg g' PS en hojas, y causa clorosis en hojas jovenes, pudiendo ademas
provocar deficiencias de Fe y Mg debido a su similar radio iénico (Loneragan y Webb,
1993; Kabata-Pendias, 2001), causando clorosis por la degradacién de cloroplastos e

interferencia con P (Marschner, 1995) con reduccion de la produccién de biomasa.

Las especies no hiperacumuladoras sufren inhibicion del crecimiento
(produccién de biomasa) cuando la concentracién total de Zn en la solucién nutritiva
([Zn]ext) esta entre 1,5 y 240 uM (Harmens y col., 1993; Sagardoy y col., 2009; Disante y
col., 2010; Lefévre y col., 2010). Este amplio rango de concentraciones fitotdxicas se
debe al diferente comportamiento entre especies, tejidos, tiempos de exposicidén y

composicion de la DN.

1.4.5. Combinacion de estreses abiodticos

En la naturaleza rara vez las plantas se vean afectadas por un uUnico estrés de
manera aislada. Sorprendentemente, la ocurrencia simultdanea de estreses abiéticos ha
sido escasamente investigada. Estudios recientes han revelado que la respuesta de
plantas a la combinacion de dos estreses abidticos diferentes es Unica y no puede ser
directamente extrapolada a partir de la respuesta de la planta a cada estrés diferente
aplicado individualmente (Rizhsky y col., 2002; Rizhsky y col., 2004; Mittler, 2006;

Shulaev y col.,, 2008). Por ejemplo, durante circunstancias en las que se solapan
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condiciones de altas temperaturas y sequia, las rutas de sintesis de prolina son
desviadas hacia otras rutas metabdlicas, como la sintesis de sacarosa (Rizhsky y col.,
2004; Mittler, 2006; Shulaev y col., 2008), ya que en estas circunstancias, la prolina

puede presentar toxicidad al acumularse en las células (Nanjo y col., 2003).

La sequia y el calor son los dos estreses abiéticos que mas afectan al crecimiento
de dreas agricolas, especialmente en las zonas tropicales. Tanto la sequia como las
altas temperaturas causan dafios en la integridad de la membrana y peroxidacion de
lipidos, y la combinacidn de esos estreses empeora aun mas esos desequilibrios
fisiolégicos. Por ejemplo, el potencial hidrico de plantas de Jatropha curcas L.
expuestas a sequia y calor fue mds alto que el de plantas expuestas Unicamente a

sequia, y similar al de las expuestas sdlo a calor (Silva y col., 2010).

Sequia
Salinidad
Calor

Frio
Congelacion
Ozono
Patégenos
uv
Nutrientes

Sequia

Salinidad

Calor

Frio

Congelacion

Ozono

Patogenos

uv

Nutrientes

Modo desconocido

Interaccion negativa

de interaccién
D Interaccion positiva - Sin interaccién

Figura 1.4.5.a.- Matriz de los modos de interaccion de los principales estreses que

afectan a las plantas (Basado en Mittler, 2006).

Durante calor extremo combinado con alta luminosidad, la primera diana en
sufrir consecuencias es la enzima super-Oxido-dismutasa Cu/Zn, seguido de la

inactivacion de PSI por accidon de ROS (Choi y col., 2002).
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En los suelos sobre los que crece B. bituminosa, como en la zona del SE espanol,
se dan condiciones climaticas que pueden llegar a ser extremas para varios factores
abidticos de manera simultanea, como puede ser una sequia prolongada, altas
temperaturas, y altas intensidades luminicas (PAR > 2000 umol m?s™ en verano).
Ademas, en la antigua zona minera de La Unidn, el propio suelo, por lo general, pobre
en nutrientes, puede suponer para las plantas una fuente de elementos téxicos, como
factores desfavorables adicionales. Considerando la combinacion de calor y MPs, Caho
y Kao (2010), descubrieron que un choque de calor (45°C) mejord la tolerancia de

Oryza sativa L. al Cd, por activacion del sistema antioxidante.

La tolerancia de B. bituminosa también ha sido estudiada frente a la combinacién
de otros estreses, como la salinidad y el anegamiento (Teakle y Real, 2010), problemas
comunes de suelos australianos donde dicha especie se estudia para su utilizacion

como fuente de alimento para ganado.

1.5. Fitotecnologias para la proteccion de tierras

marginales

1.5.1. Contrala erosidn y desertificacion

Seglun FAO-PNUMA (1983), la degradaciéon del suelo se define como todo
proceso que rebaja la capacidad actual y potencial del suelo para producir, cuantitativa
y cualitativamente, bienes y servicios. La degradacion del suelo es fundamentalmente
la consecuencia directa de su utilizacién por el hombre, bien por actividades agricolas,
forestales, ganaderas, y agroquimicas, o por acciones indirectas, como son las
actividades industriales, eliminacién de residuos, transporte, etc.

En las regiones donde se alternan periodos con escasas precipitaciones (P) y
elevado potencial de evapotranspiracién (PET), con periodos de lluvias torrenciales, la
pérdida de suelo supone la manera mas importante de degradacion y erosion. Los
suelos aridos (P = 100-400 mm, P:PET = 0,06-0,28), y semidridos (P = 400-600 mm,
P:PET = 0,28-0,45) (Le Houérou, 1992) con clima mediterraneo ocupan actualmente 3,2

millones de sz, de los cuales 64mil Km? de zonas &ridas se encuentran en el territorio
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espafiol. Especialmente en la Regidn de Murcia, cada vez existen mas terrenos
agricolas abandonados, desprovistos de cobertura vegetal, bajo contenido de MO, y
pobre infiltracién y retencidn de agua, lo que propicia que se altere la estructura del
suelo, se formen carcavas y grietas, y se produzcan movimientos de suelo tras la caida

de lluvia de manera torrencial (Marques y col., 2007).

La utilizacion de la vegetacion como herramienta para evitar la erosion por la
lluvia es una de las alternativas mas realistas para frenar la pérdida de suelo en este
tipo de clima (Moreno-de las Heras y col.,, 2009). Las raices ayudan a formar un
entramado en el que el suelo queda retenido, suponiendo ademas las plantas una
barrera fisica para las aguas de escorrentia en laderas con inclinacién. Ademas, el
aporte de MO tanto desde las raices como de las partes aéreas, ayuda a la formacién
de compuestos maduros que favorecen la evoluciéon del suelo a estructuras mas
estables y una mayor retenciéon de agua, que a su vez propicia la aparicion de mas

vegetacion.

I"

Fotografias 1.5.1.- Atriplex halimus creciendo sobre un “esteril” de suelo contaminado

por MPs (izquierda) en la Sierra Minera de La Unidn, resultado de actividades mineras en La

Esperanza (derecha).

Dentro de la flora murciana existen especies bien adaptadas a estas condiciones
edaficas y climaticas que pueden ser utilizadas para ralentizar el proceso erosivo sin la
necesidad de la utilizacién de especies fordneas. Una elevada tolerancia a sequia, altas
temperaturas y salinidad, en especies como Atriplex halimus, ha permitido que dichas
especies vegetales resulten una de las vias mas efectivas para la rehabilitacién de

paisajes aridos y semiaridos (Le Houérou, 1992). Marqués y col. (2005), describieron
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cdmo el cultivo de A. halimus y/o la aplicacién de lodos de vertidos descendieron tanto
la escorrentia como la pérdida de sedimentos tras un evento de lluvia simulada.
También se han realizado estudios para evaluar la aplicabilidad de B. bituminosa como
vegetacion arbustiva natural que participa en la reduccién de la erosion del suelo,
como por ejemplo tras incendios espontaneos (Andreu y col., 1995), jugando ademas

un papel importante debido a su capacidad fijadora de N,.

1.5.2. Suelos contaminados por MPs

Los suelos antropogénicos estan caracterizados por una gran heterogeneidad,
valores extremos de densidad, basta textura, alta permeabilidad al agua, generalmente
alto pH, escasez de nutrientes, y presencia de contaminantes (Cardinale y col., 2010).
La contaminacién del suelo consiste en la acumulacién de sustancias tdéxicas en
concentraciones que modifican negativamente sus propiedades, causando la pérdida

parcial o total de la productividad del suelo.

Las propiedades fisicas, quimicas, y bioldgicas del suelo actian como un reactor
protector de otros medios mas sensibles frente a elementos contaminantes, a través
de su poder de amortiguacion o capacidad natural de depuracién de la contaminacion.
Desafortunadamente, el poder de amortiguacion del suelo no es ilimitado, y cuando se
rebasa, el suelo deja de actuar como sumidero eficaz de la contaminacion, llegando
incluso a convertirse en una fuente de contaminacién para los organismos del suelo y

para el medio circundante.
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Tabla 1.5.2.- Valor limite de concentracion de MPs en los suelos (ug g™ de PS) segun el
Real Decreto 1310/1990, de 29 de octubre (BOE nim. 262 de 01-11-1990), y la Ley Europea N2
L 181/6 Council Directive del 12 Junio 1986; BOE 2005).

Real Decreto 1310/1990. Ley Europea N2 L
181/6 Council
weosp < | i)
Cd 1 3 1.3
Cu 50 210 50-140
Ni 30 112 30-75
Pb 50 300 50-300
Zn 150 450 150-300
He 1 1,5 11,5
Cr 100 150 ]

El grado de contaminacién de un suelo no puede ser estimado exclusivamente a
partir de los valores totales de los contaminantes frente a determinados valores de
referencia. Al hablar de contaminacién por MPs hay que tener en cuenta su
especiacion (Mulligan y col., 2001; Bernal y col.,, 2007), la cual determina
decisivamente su distribucién, movilidad en el suelo y agua, y su biodisponibilidad y
toxicidad. La biodisponibilidad de un metal esta determinada por la competencia entre
el sistema radicular de la planta, la solucién del suelo y la fase sélida del suelo (Sposito,
1989). En términos practicos, la biodisponibolidad se expresa como las
concentraciones obtenidas mediante el uso de diversos extractantes capaces de
adquirir las distintas fracciones en funcion de su grado de disponibilidad para las
plantas (McGrath y Cegarra, 1992), como son el agua (extracciéon del agua de poro),
diluciones de sales neutrales (CaCl,, NaNO3s), EDTA, DTPA, etc. La determinacidn de las
distintas fracciones de MPs en el suelo se ve muy influenciada por las condiciones
fisico-quimicas del suelo, como el pH y el potencial rédox. A alto pH, la solubilidad e los
MPs es baja, pero la de As es mayor. Por otro lado, los constituyentes orgdanicos e
inorgdnicos del suelo condicionan los mecanismos de retencién de MPs por adsorcion,
complejaciéon y precipitacidén. Por ejemplo, el Cu muestra una elevada asociacién con la
MO, y el P y los éxidos y oxihidroxidos de Fe y Mn influyen sobre el As disponible
(Bernal y col., 2007; 2009).
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1.5.2.1. Llaantigua zona minera de La Unidn

En las zonas semiaridas, ademads de las dificultades que presentan las plantas
para desarrollarse en este tipo de ambientes, la presencia de elementos
contaminantes en concentraciones que puedan ser perjudiciales supone un factor que
afecta de forma directa a la vegetacidon, induciendo su degradacion, reducciéon del
numero de especies presentes en ese suelo, y mds frecuentemente la acumulacion de
contaminantes en las plantas. Un ejemplo de este tipo de situacién es la que se da en

la Sierra Minera de Cartagena-La Unidn en la Regién de Murcia.

Se trata de una formacién montafiosa que se extiende a lo largo de 25 km de
costa desde Cartagena hasta el Cabo de Palos, pasando por el término municipal de La
Unién. Forma parte de la Cordillera Bética, surgida en el Terciario durante la
denominada orogenia alpina por subduccion de la placa tecténica africana bajo la
europea. Hace unos siete millones de afos, numerosas erupciones volcdnicas (que
crearon las islas del Mar Menor y la Isla Grosa) generaron potentes procesos
hidrotermales en los que el agua, con minerales disueltos procedente del interior de la
tierra, precipitd estos minerales en las fallas y cavidades de la sierra creando ricos
filones minerales. De la transformacion estos minerales, como la galena, la blenda, la
pirita, la calcopirita y la magnetita, se han producido en diferentes épocas la extraccién

de grandes cantidades de hierro, plata, plomo, y zinc.

El control sobre estos recursos mineros fue una de las principales causas del
establecimiento de los cartagineses en el sur de Espafia y de la posterior ocupacién
romana (ciudad de Carthago Nova, actual Cartagena) hasta que a finales del siglo |
dejara de ser productiva. En el siglo XIX comenzd de nuevo la explotacién intensiva de
las minas de Cartagena y, con ella, empezd a desaparecer la antigua cubierta vegetal.
Este problema se agravd especialmente cuando, a partir de 1952, la empresa
Pefarroya generalizd la apertura de explotaciones a cielo abierto provocando graves
problemas medioambientales por la pérdida de suelo y la generacion de ingentes
cantidades de estériles. Dichos residuos eran vertidos en forma de fangos por la
empresa directamente al mar en la bahia de Portman

(http://www.portman.org.es/minfo.html 22/02/2012). Cuando se produjo el cese
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definitivo de la explotacién de las minas en 1990, habian desaparecido 50 Km? de
terreno convertidos en un estéril paisaje lunar, una bahia completamente colmatada
por 33 millones de m? de residuos téxicos, una linea de costa gue habia avanzado 700
metros sobre el mar, y un fondo marino en el que los sedimentos cargados de MPs

llegaban hasta 12 kildmetros mar adentro.

Fotografia 1.5.2.1.- Paisaje de la Sierra Minera de La Unién desde El Llano del Beal
(izquierda) y zona boscosa afectada por un incendio (Agosto 2011) cerca de El Gorguel

(izquierda).

Por sus valores geoldgicos e histdrico-industriales, asi como por la intensa
transformacién del paisaje generada por la actividad minera, la sierra ha sido
declarada Bien de interés cultural (BIC) por Decreto de 30 de abril de 2009 del Consejo
de Gobierno de la Comunidad Auténoma de la Regidon de Murcia, con categoria de sitio
historico. A pesar del tremendo impacto ecolégico generado por las labores mineras, la
sierra conserva aun importantes valores naturales, por lo que fue protegida con las
categorias de Parque Natural y LIC (Lugar de Importancia Comunitaria), ha sido
propuesta su declaracion como reserva de la biosfera por la Unesco, y contiene a una
Zona de Especial Proteccién para las Aves (ZEPA). En ella confluyen especies de
diferentes procedencias que conforman uno de los patrimonios vegetales mas

importantes de la Peninsula Ibérica, incluyendo:

e |beroafricanismos como Tetraclinis articulata (ciprés de Cartagena), Maytenus
senegalensis (arto), Withania frutescens (oroval), Ziziphus lotus (azufaifo),
Periploca angustifolia (cornical), Caralluma europaea (chumberillo de lobo),

etc.

62

NOIDONAOYLNI



INTRODUCCION

63

Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de Bituminaria bituminosa... Domingo Martinez Fernandez

e Endemismos como la Narcissus tortifolius (varica de San José), Helianthemum
almeriense (jarilla) o Limonium insigne (siempreviva morada), y endemismos
exclusivos del Campo de Cartagena, como Cistus heterophyllus sp.
carthaginensis (jara de Cartagena), Limonium carthaginense (siempreviva de
Cartagena), Sideritis marmironensis (rabogato), y Teucrium carthaginense
(zamarrilla de Cartagena).

e Especies tipicas del bosque mediterraneo, como Pinus halepensis (pino
carrasco), Pistacia lentiscus (lentisco), Quercus coccifera (chaparra), Quercus

ilex (carrasca) o Chamaerops humilis (palmito).

1.5.2.2. Remediacion de suelos contaminados por MPs

La “fitorremediacion/fitorrecuperacion” de suelos contaminados es un
tratamiento natural, limpio y econdmico, basado en el uso conjunto de plantas,
enmiendas del suelo y técnicas agrondmicas, para eliminar, retener, o disminuir la
toxicidad de los contaminantes de suelo (Chaney y col., 1997). Se basa principalmente
en la reduccion de la biodisponibilidad de contaminantes en el suelo (Salt y col., 1998).
De acuerdo con Wenzel y col. (1999), se pueden distinguir seis procesos basicos por los
que las plantas pueden ser empleadas en la recuperacién de suelos y aguas
contaminadas, clasificadas como de contencion (fitoestabilizacién y fitoinmovilizacidn)
o eliminacion (fitoextraccién, fitodegradacion, fitotransformacion y rizofiltracién) de
contaminantes. Por otro lado, las propias plantas realizan una retencion del suelo por
sus raices, ya que evitan la erosion del suelo y la dispersidn de los contaminantes. A
este tipo de retencion fisica se le denomina fitoestabilizacién (Wenzel y col., 1999). La
fitoimmovilizacién, definida como retencién quimica, es la reduccidén de Ia
“disponibilidad” de los metales en el suelo, mediante adsorcién o absorcion,
precipitacion o quelacién en las raices o en la rizosfera (Bernal y col., 2007 pagina web
revistaecosistemas). Para fomentar este proceso se utilizan plantas y enmiendas para
alterar el estado fisicoquimico de los MPs en el suelo, reduciendo su movilidad y

disponibilidad para animales y plantas.



Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de Bituminaria bituminosa...

Domingo Martinez Fernandez

Tabla 1.5.2.2.a.- Definiciones de las principales técnicas usadas en fitorremediacién. En

marrén aparecen las técnicas de contencion, en azulado las de eliminacién, y en verde la

atenuacidn natural asistida (basado en Wenzel y col., 1997; Bernal y col., 2007).

Fitoinmovilizacion

Fitoestabilizacion

Fitoextraccion

Fitotransformacion

Fitodegradacion

Rizofiltracion

Atenuacién natural

asistida

Uso de plantas para reducir la biodisponibilidad de los contaminantes
por absorcidn o adsorcion, precipitacion o quelacién en la raiz o

rizosfera.

Estabilizacion fisica del suelo, para disminuir el riesgo de la

transferencia del contaminante via erosion o lavado.

Uso de plantas acumuladoras de contaminantes para retirarlos del

suelo al absorberlos y concentrarlos en la parte cosechable.

Conversién de un compuesto toxico en formas que no lo sean, en

ciertos casos formas volatiles (Fitovolatilizacién).

Uso de plantas y microorganismos asociados para degradar

contaminantes organicos.

Uso de raices para absorber y adsorber contaminantes del agua y de

otros afluentes acuosos.

Aceleracion del proceso natural de colonizacién de la flora endémica

mediante el uso de enmiendas.
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La recuperacidon de antiguos suelos mineros es a menudo muy complicada
debido a los desniveles del terreno, empeorado por una pobre retencién del agua, o
controversialmente, inundacién (Schnoor, 1997). Ademas, la heterogeneidad temporal
y espacial de factores como solubilidad de MPs y pH pueden inhibir fuertemente el
establecimiento de una cobertura vegetal (Clemente vy col., 2003). La ausencia de una
gran biomasa y de especies acumuladoras de MPs adaptadas a condiciones semidridas
hace que la fitoextraccién de MPs y As desde el suelo sea una opcién inviable para
regiones mediterrdneas. Debido a su capacidad para fijar N, atmosférico y mejorar la
fertilidad del lugar, las especies de la familia Fabaceae son particularmente de interés
para la revegetacidn de sitios contaminados, los cuales son normalmente muy pobres

en nutrientes (Tordoff y col., 2000; Frérot y col., 2006; Reichman, 2007).

Estas técnicas “bioldgicas” o “phyto” suelen ser mds limpias que las técnicas “in
situ” o “ex situ” fisicas (modificacion de la topografia superficial, incineracion,
tratamiento termal, electromigracidn, lavado, vitrificacion) y quimicas (neutralizacién,
precipitacion, intercambio de iones, lavado del suelo (Bernal y col., 2007)), ya que no
usan ningun reactivo quimico peligroso, no alteran negativamente el suelo, y son
bastante mds econdmicas, ademds de crear una superficie verde que da lugar a un
impacto visual positivo del paisaje. Sin embargo a veces la revegetacion es lenta y los
contaminantes del suelo quedan en el suelo (excepto en el caso de fitoextraccion).

Para llevar a cabo tareas fitoremediadoras “in situ”, es aconsejable utilizar
enmiendas organicas para mejorar las propiedades del suelo, principalmente debido a
gue aungue estas no disminuyan la concentracién de MPs en el suelo, reducen su
biodisponibilidad por su secuestro a fracciones asociadas a la MO (Clemente y col.,
2006a), carbonatos u 6xidos metdlicos, y por el efecto sobre el pH, potencial redox,
etc. (Bernal y col., 2007), ademds de mejorar las propiedades fisicas del suelo. Para ello
se pueden usar residuos organicos procedentes de agricultura o ganaderia, cuya
utilizacion y reciclado representa un problema a gran escala, dadas las grandes
cantidades producidas mundialmente, y cuya utilizacion supone un sistema de
revalorizacién de dichos productos. De manera aproximada, sélo en los EEUU se
generan diariamente 45,4 Mt de abono de vaca y 27 Mt de residuos a partir de

explotaciones porcinas (Walker y col., 1997). En la Regién de Murcia, unas 2100
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explotaciones ganaderas generan 9 millones de m> afio” de purin liquido (segun
“Estudio del aprovechamiento energético de la biomasa utilizando los resultados de
los proyectos SIOSE de la Regién de Murcia 2011) (SIOSE= Sistema de Informacién de

Ocupacion del Suelo de Espaiia).

Fotografias 1.5.2.2.- Compost de alperujo afiadido a un suelo contaminado en San

Ginés de la Jara (izquierda) y purin liquido de cerdo (derecha).

Otro residuo es el alperujo, residuo producido durante la extraccion de aceite
por sistemas de centrifugacion de dos fases, altamente rico en nutrientes,
especialmente K (Alburquerque y col., 2004, 2011). Este es generado en enormes
cantidades, especialmente en el drea Mediterrdnea, con una produccién anual en
Espana de 4 Mt (Probiogas Project 1 de agosto 2011). Sélo se producen 5,7 Mt de
compost a partir de los residuos que se generan en la UE, habiéndose calculado que se
podrian generar 24 Mt cada afio (EC DG Environment, 2004). Debido a su altos niveles
de polifenoles potencialmente fitotoxicos, el alperujo necesita ser tratado, como
puede ser mediante compostaje, antes de su aplicacién en el suelo (Bernal y col.,
2007). Este tipo de compost esta incluido en el grupo de enmiendas de mayor calidad
seguin la legislacién espafiola (Cd<0,7, Cu<70, Pb<45 y Zn<200 mg Kg)(BOE 2005) en
relacion a las concentraciones de MPs de compost y fertilizantes a partir de residuos.

A pesar de que las cantidades de MPs aportadas por ciertas enmiendas pudieran
ser elevadas para uso agicola, hay que tener en cuenta que estos pueden ser validos
en suelos cuyo problema es la altisima concentracién de estos MPs. Segln la siguiente
tabla, el compost y el purin utilizados en el Capitulo IV, podrian incluirse en la clase A

de productos fertilizantes para ser utilizables en la agricultura y jardineria espafiola.
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Tabla 1.5.2.2.b.- Limites de concentracion de MPs aplicables, segin la Orden
PRE/630/2011, de 23 de marzo, por la que se modifican los Anexos |, Il, lll, IV, V y VI del Real
Decreto 824/2005, de 8 de julio, sobre productos fertilizantes elaborados con residuos y otros

componentes organicos.

Sélidos: mg kg™ de materia seca
Liquidos: mg kg™

Clase A Clase B Clase C
Cadmio 0,7 2 3
Cobre 70 300 400
Niquel 25 90 100
Plomo 45 150 200
Zinc 200 500 1000
Mercurio 0,4 1,5 2,5
Cromo (total) 70 250 300
Cromo (VI) No detectable segin el método oficial

Los principales efectos de la MO aportada por enmiendas de este tipo en el suelo
son la formacion de agregados, aumento de la capacidad de campo (Water holding
capacity, WHC), incremento de la capacidad de cambio de cationes (CCC), formacién
de quelatos, oscurecimiento y calentamiento, reduccién de la densidad, aumento de la
capacidad tamponante, y aporte de nutrientes (Bernal y col., 2007). Pero el factor
clave de la utilizacidn de enmiendas es que su aplicacidon se ve reflejada positivamente
en la produccién de biomasa por parte de la flora, tanto por disminuir la
biodisponibilidad de contaminantes, como por el propio aporte de nutrientes y MO
(Bernal y col.,, 2007, 2009). Por lo tanto, la aplicacion de enmiendas mejora la
retencidn de suelo y evita la erosién de manera indirecta. En suelos contaminados, las
sustancias humicas del compost maduro forman complejos insolubles con los MPs,
reduciendo su biodisponibilidad para las plantas, mientras que la fraccién de acidos
fulvicos, proteinas, acidos orgdanicos y carbohigratos del purin de cerdo mantienen a
los MPs en la solucion mediante la formacion de compuestos érgano-metdlicos de bajo
peso molecular (Bernal y col., 2009).

La atenuacién natural, también llamada recuperacién pasiva o intrinseca, se
trata de un método de recuperacion de suelos y aguas contaminadas de bajo coste
(Mulligan y Yong, 2004), pero es un tratamiento mucho mas lento que los que utilizan

tecnologias ingenieriles (Mulligan y col., 2001). De acuerdo con la US EPA (1998), la
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atenuacién natural consiste en utilizar procesos naturales para contener la
propagacion de la contaminacién procedente de los vertidos quimicos y reducir la

concentracion y la cantidad de los agentes toxicos en las zonas contaminadas.

A pesar de sus numerosas ventajas, conviene ser consciente de los posibles
problemas asociados al uso de enmiendas (organicas o inorganicas) en suelos
contaminados:

a)La adicién de nutrientes minerales puede afectar significativamente a la
disponibilidad de MPs y As del suelo (Lorenz y col., 1994): la adicién de N, P y
K aumenta la disponibilidad de As (Woolson, 1972).

b)Movilizacion de contaminantes a corto (materia fresca de bajo grado de

humificacion) o largo plazo (descomposicién de complejos metalo-orgdnicos).

¢) Aumento de la salinidad (CE) debido al empleo de altas dosis de enmiendas.

En la rizosfera, las raices y la actividad microbiana pueden influir en la
movilidad de iones metalicos y su captura por plantas como consecuencia de
alteraciones del pH del suelo (Hinsinger y Courchesne, 2008). Este es un ejemplo del
papel fundamental de los microorganismos en la recuperaciéon de los suelos
contaminados. Por otro lado, la inoculacién de plantas leguminosas con una cepa de
bacteria fijadora tolerante a los contaminantes del suelo podria ser necesaria, ya que
en algunos suelos contaminados se ha visto que los rizobios son incapaces de formar
nddulos efectivos (McGrath y col., 1988) como sucede en suelos con alta
concentracion de As en los que se la infeccién de la raiz por la bacteria (Pajuelo y col.,
2008; Lafuente y col., 2010). Sin embargo, existen cepas de Rhizobium encontradas en
suelos contaminados y resistentes a MPs y/o As (Delorme y col., 2003; Carrasco y col.,
2005). También hay que tener en cuenta que los suelos contaminados son con
frecuencia pobres en P, por lo que la fijacion de N, podria estar limitada por un

suministro inadecuado de este elemento a los néddulos (Rotorn y Sindair, 2009).
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2. OBJETIVOS

El objetivo fundamental de esta tesis doctoral es el estudio y comparacién del
comportamiento de diferentes poblaciones y variedades de la especie Bituminaria
bituminosa frente a distintos estreses abidticos, especialmente sequia y altas
concentraciones de MPs. Se trata de una planta leguminosa de zonas con clima
Mediterrdneo, con usos tanto tradicionales como potenciales, y su aparicidn natural en

suelos contaminados por MPs y pobres en nutrientes justifica su estudio.

Todos los analisis llevados a cabo estan relacionados con la fisiologia vegetal,
habiéndose estudiado mecanismos fisioldgicos, anatémicos y morfoldgicos de la
adaptacion (tolerancia/resistencia) de B. bituminosa a los estreses ambientales a los
que estd expuesta en su entorno natural, en singular y simultdneamente. Para esto, se
estudiaron las respuestas de las plantas a sequia y MPs en ensayos a tres niveles
distintos de experimentacion: en disolucion nutritiva (cultivo hidropdnico), en macetas
con suelo, y en el campo a mayor escala. El cultivo hidropdnico permite el estudio de
los parametros fisioldgicos en condiciones controladas (estreses individualizados que
afectan a las raices), mientras que los ensayos en macetaen cdmara de cultivo pueden
considerarse como una escala piloto antes proceder al campo, donde las plantas estan
expuestas a la interaccion de distintos estreses abioticos (por ejemplo, MPs y/o sequia

con calor y alta intensidad luminica).

Para ello se llevardn a cabo en los siguientes objetivos:

a) Analizar las principales respuestas fisioldgicas para el mantenimiento del
crecimiento durante condiciones de sequia, con el fin de comprender a qué se deben
las diferencias entre cuatro poblaciones de B. bituminosa (variedades albomarginata y
crassiuscula procedentes de las Islas Canarias, y dos poblaciones peninsulares de la
variedad bituminosa) que previsiblemente muestren distinto comportamiento frente a
sequia por su distinto lugar de procedencia, con respecto a plantas control. Estos

ensayos se describen en Capitulos I, 11, y IlI.
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b) Estudiar la capacidad de supervivencia, desarrollo de biomasa radicular y
foliar, y absorcién y acumulacién de metales pesados por parte de plantas de B.
bituminosa en medios contaminados por dichos elementos (disolucién nutritiva y
suelos) para su potencial utilizacion en tareas fitorremediadoras, comparando
poblaciones procedentes de suelos limpio y contaminado por MPs. Estos ensayos se
describen en Capitulos IV, V y VI. Ya se ha estudiado el empleo de plantas arbustivas de
leguminosas propias de suelos mediterraneos para la rehabilitaciéon de suelos
degradados por la accién humana (Cardinale y col. 2010), ya que esta familia aporta la
ventaja adicional de poseer la capacidad de fijar N, atmosférico mediante relaciones
simbidticas con bacterias del suelo, lo que contribuiria al aumento de nutrientes
disponibles para otras especies, uno de los principales problemas de este tipo de
suelos (Tordoff y col., 2000; Walker y col. 2007). El compost y el purin son buenos
agentes para mejorar la estructura del suelo, situdndose en un nivel de aplicabilidad
mayor que otras enmiendas (Clarke y Stephen, 2011), por lo que también serd fruto de
estudio el efecto de dichas enmiendas del suelo sobre el crecimiento de B. bituminaria
en suelos contaminados por MPs.

¢) Comprobar cémo se ven afectadas las concentraciones de FCs en distintos
organos de B. bituminosa en funcién del estrés al que las plantas estén sometidas,

buscando aquellos que permitan estimular su acumulacién.

d) Considerar la posible mejora de la aplicabilidad de B. bituminosa mediante la
inoculacién con cepas de rizobios que le confieran ventajas frente a los dos anteriores
estreses. Este aspecto es especialmente novedoso, porque a pesar del interés en B.
bituminosa por distintos motivos, existe muy poca informacién en relaciéon con las
bacterias fijadoras del nitrégeno que forman nédulos en sus raices. Estos ensayos se

describen en el Capitulo VII.

Los resultados obtenidos no sélo serdn de interés estrictamente fisiolégico, sino
qgue se pretende que todos ellos puedan ampliar en parte el conocimiento de su
biologia, para su posterior aplicacidon en tareas ambientales (la revegetacion de suelos
contaminados, en zonas de clima semiarido), agricolas (produccion de forraje en

estaciones de escasez) y comerciales (produccion de FCs).
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3. MATERIAL Y METODOS

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se utilizaron plantas de diferentes
poblaciones y de distintas variedades de la especie Bituminaria bituminosa. Esta
terminologia resulta en ocasiones confusa, y distorsiona la identidad de cada
intrataxén, por lo que conviene recordar que existen tres variedades dentro de la
especie, con multiples poblaciones para cada una de ellas, habiéndose estudiado aqui
Unicamente una poblacion para las variedades albomarginata y crassiuscula, vy

diferentes poblaciones para la variedad bituminosa.

Tabla 3.- Poblaciones de B. bituminosa estudiadas en esta tesis doctoral.

Plantas origen Origen
de semillas
T2 media
Variedad (Posicion en Poblacién meses mas
Co-ordenadas Precipitacién Altitud
parcela Localidad friosy
(N, O) Anual (mm) (msnm)
experimental calurosos
IMIDA) (°c)
ENSAYOS SEQUIA
albomarginata  Fila 52-planta 4 Famara Lanzarote 29°07/,13°371 150-350 600 11,1/22,8
) ) Boca de Mt. Teide, R o
crassiuscula Fila33-planta 11 28°14',16°34' 165-500 2200 4,0/17,4
Tauce Tenerife
o . Llano del Llano del Beal, o o
bituminosa Fila7-planta 8 37°36°,00°47’ 200-400 300 9,7/26,1
Beal Murcia
. . i . Sierra Espunia, o o
bituminosa Fila9-planta 14 La Perdiz 37°52°,01°35’ 200-350 850 5,9/25,8
Murcia
ENSAYOS METALES PESADOS
bituminosa Semilla silvestre  Mijas LA Mijas, Malaga 36°35’,04°38’ 400-600 1000 6,1/28,1

. . o La Esperanza, o o
bituminosa Semilla silvestre  C2 37°37°,00°50’ 200-400 200 9,7/26,1

Murcia
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El material vegetal utilizado en todos los ensayos de esta tesis procedia de
semillas, recolectadas directamente de plantas localizadas en las propias poblaciones
estudiadas, o bien a partir de plantas cultivadas en la estacion experimental del IMIDA.
Estas ultimas fueron seleccionadas por su buen comportamiento frente a la sequia
estival y procedian de un cribado selectivo realizado anteriormente por el equipo de
Cultivos Alternativos, segin su distinto potencial para el forraje (biomasa producida

por planta entre mayo y septiembre 2005) (Correal y col., 2008).

Todas crecen vegetativamente en el otofio-invierno y florecen en la primavera,
excepto la variedad crassiuscula, que se comporta como un hemicriptofito con las
yemas de reemplazo a ras de suelo, que pierde las hojas en los inviernos frios (a 2200

m de altitud) y crece y florece durante primavera-verano.

3.1. Condiciones para los ensayos

Los suelos que fueron seleccionados para este trabajo fueron recogidos a partir
de tres lugares diferentes. El primero se trata de un suelo limpio de MPs, procedente
de la finca experimental de IMIDA, denominado como La Alberca (LA). Los otros son
dos suelos contaminados por MPs. El suelo Llano del Beal (LB) presenta mayores
concentraciones de MPs que el otro suelo contaminado San Ginés de la Jara (SG) (ver

tabla 3.1.a.).

Las enmiendas empleadas en la seccién de MPs se corresponden con un compost

de alperujo, un purin liquido de cerdo, cal y fertilizante inorgdnico (ver Tabla 3.1.b.).



Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de Bituminaria bituminosa... Domingo Martinez Ferndndez

Tabla 3.1.a.- Caracteristicas de los suelos empleados en los ensayos y su concentracion
de MPs totales (AST= American Soil Taxonomy (Soil Survey Staff, 2010); CCC= Capacidad de

cambio de cationes; CE= Conductividad Eléctrica).

La Alberca (LA) Llano del Beal (LB) San Ginés (SG)
Clasificacion (AST) Haplocalcid Xérico  Torriorthent Xérico  Petrocalcic Xérico
WHC (%) 34,9 32,7 40,8
Textura: Franco-arenosa Arenoso-franca Franco-arenosa
arena (> 0,02 mm) (%) 62,9 79,4 56,7
limo (0,002-0,02 mm) (%) 22,3 15,4 23,6
arcilla (< 0,002 mm) (%) 14,8 5,2 19,7
CCC (cmol Kg™) 8,45 6,90 14,1
pH (pasta saturada) 7,46 6,94 7,60
CE (1:5) (dS m™) 1,72 2,70 0,15
CaCo; (%) 23,7 2,12 19,51
N Total (g g™) 1,85 0,40 0,90
C Orgénico (pgg™) 14,1 1,30 22,5
As (ugg™) 15 664 65,4
cd (ugg?) - 19 <0,01
Cu(pgg™) 33 193 28
Fe (mgg?) 17 108 36
Mn (ug ™) 334 4073 6774
Pb (ugg™) 52 10188 651
Zn (nggh) 69 9686 632
P disponible (ug g'l) 6,76
K disponible (ug g”) 250,2
Na disponible (pugg™) 29,9
Ca disponible (ug g’l) 1460

Mg disponible (ug g’l) 263
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Tabla 3.2.b.- Caracteristicas de las enmiendas usadas en los ensayos con suelos
contaminados por MPs. El purin se analizé en estado fresco. MO = Materia Organica; COT =

Carbono Orgénico Total; NT = Nitrégeno Total.

Parametro Enmiendas
pH 8,83 (1:10 extracto acuoso) 7,76 - -
CE (dS m"l) 6,12 (1:10 extracto acuoso) 24,3 - -
Humedad (%) 11 97,37 0 -
CaCo; (%) 7 - - -
MO (%) 73,09 1,05 - -
Lignina (%) 38,72 - - -
cot 438,6(g Kg™) 11,21 (g™ - -
C hidrosoluble - 4,26 (g I'l) - -
C extraible - 4,36 (g ™) - -
NT 31,7 (g Kg™) 3,98 (g™ - -
N-NH," 119 (g Kg™") 3,15 (g 1™ - -
P total 4,95 (g Kg') 0,541 (g 1) - 57,9 (g Kg™)
CaO+ MgO (%) - - >95 -
MgO (%) - - <2,5 -
Finura (%)

>0,09 mm - - <1 -

>0,2 mm - - <0,1 -
K 43,4 (mgg™) 3,51 (gl - 71,4 (mgg™)
Ca 38,9 (mgg™) 0,69 (g1 - 5,49 (mg g )
Mg 7954 (ugg”) 382 (mg ™) - 2800 (ugg”)
Na 4998 (ngg’) 1067 (mg ™) - 3770 (ug g?)
S 6160 (ugg”) 342 (mg ™) - -
Fe 1620 (ugg™) 45,0 (mg ™) - 991,6 (ug g™)
Cu 48 (ugg") 12,1 (mgl") - 47,3 (ugg’)
Mn 92 (ugg’) 11,3 (mg1™) - 13,73 (ug g”)
Zn 141 (ug g™) 116 (mg I™) - 120,2 (ugg™)
Pb 36 (ugg’) 0,941 (mgl") - 0,78 (ugg")
cd nd <0,001 (mgl™") - 6,74 (ng g")
Al 1286 (ugg™) 15,0 (mg 1) - -
As 1,7 (ugg’) <0,01 (mgl") - 3,14 (ugg”)
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3.2.Determinaciones analiticas referentes a plantas

3.2.1. Biomasa

Tras un lavado con agua destilada, con el material vegetal se midio el Peso Fresco
(PF) de toda la parte aérea. A continuacién, se deshidrataron en una estufa a 65°C (2
dias) para posterior medida del Peso Seco (PS) y analisis de compuestos inorganicos.
Para muestras que iban a ser analizadas respecto compuestos organicos, se opté por la
utilizacion de un liofilizador. Una vez que las muestras estuvieron totalmente
deshidratadas, se molieron mediante un molinillo refrigerado, y se almacenaron en
tubos de 10 ml en el congelador hasta su posterior andlisis. Las muestras que fueron
expuestas a MPs, tanto hojas, como frutos o raices, fueron lavadas 1 minuto en
agitacion con 0,1% Tritén X100 y enjuagadas cuatro veces con agua destilada. Ademas,
en el caso de las raices, se sumergieron 30 s en 0,1 mM SrCl, para desplazar los MPs

del apoplasto (Lutts y col., 2004).

3.2.2. Tasa de Crecimiento Relativa (TCR)

La Tasa de Crecimiento Relativa (RGR = Relative Growth Rate) fue calculada
teniendo en cuenta el PS de la parte aérea en dos fechas diferentes, de modo que se
pudo calcular la cantidad de biomasa que cada planta es capaz de producir a partir de

un gramo de PS cada dia (g gPS dia™).

3.2.3. CCC (Capacidad de Cambio de Cationes)

Se lavan las raices en agua destilada y se incuban 1,0-1,2 g de raiz frescaen 1 M
NH4OAc 2 veces durante 3 minutos (10 ml por cada g de PF). A continuacidn se lavan
de nuevo 3 veces con agua destilada y se incuban 2 veces en 1 M KCl (10 ml por g PF),
dando un volumen final del extracto de 20 ml por g PF. Se lavan con otros 4 ml de KCl
y se enrasa en un matraz aforado de 25 ml. La CCC (mmol g™ PF raiz) se estimd tras la

determinacion del NH4 (Chamuah y Dey, 1982; Brautigam y col., 2007).
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3.2.4. Relaciones hidricas

3.2.4.1.Potencial hidrico del xilema de la hoja a mediodia (W)

Para la determinacién del W,, en bares se siguid el procedimiento descrito por
Walker y col. (2010), utilizando una camara de presion Scholander “PMS instrument 06
Corvallis, Oregon USA MODEL 600”. Este expresa la fuerza con la que la planta retiene
el agua. Una hoja elegida al azar de cada réplica de cada variedad y tratamiento, fue
aislada de la luz durante al menos dos horas antes de la medida (y al menos 2 h
después del alba) con bolsitas opacas para que el W,, de la hoja fuera el mismo que el
de la planta (McCuthen y Shackel, 1992). Dichas hojas fueron cortadas e introducidas
en la cdmara una a una con el peciolo hacia fuera ajustado herméticamente. Los datos
obtenidos en bares, registrados a la presién dada por el mandmetro justo cuando
aparece la primera gota de agua en el peciolo al administrar presion, fueron

transformados posteriormente a MPa (1bar =-0,1 MPa).

3.2.4.2.Potencial osmaético (Ws)

Una vez medido el W,, las mismas hojas usadas para la medida del W, se
mantuvieron en el congelador hasta que fueron utilizadas en la determinacién de la
presion osmética, en moles Kg™, con el osmémetro VAPRO 5520 (Wescor Inc., South
Logan, Utah, USA). Para la conversién de los datos desde moles Kg'1 en MPa se utilizo la

ecuacion de Van't Hoff:
Potencial osmético: Ws =-RTC
donde R = 8,32*10° (MPa m*/mol K )= 8,32* 10 (MPa |/mol K)
T =293K (20°C)
C=mo/V ; mo = medida en mmol Kg'1 del osmdémetro ; V = volumen.
> Ws = -(8,32* 10%)*293*(ns/1000) = -0,002438 * (osmdmetro en mmol Kg™)

3.2.4.3.Potencial de turgor (Wp)

El potencial de Turgor (W,) se obtuvo por diferencia entre el W, y W, (ver

introduccién seccion 1.4.1.): W, - W, - W,
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3.2.4.4. Contenido Relativo de Agua (CRA)

Tal y como se describe en Walker y col. 2010, para el calculo del CRA, se cortaron
discos de hoja de 8 mm de didmetro. Seis discos de superficie foliar fueron cortados y
pesados (PF) para cada una de las réplicas por tratamiento y poblacion. Estos se
introdujeron en agua MiliQ en placas Petri de 90 mm @ a 20°C con el haz hacia arriba y
el envés en contacto con el agua. Una vez trascurridas 24h, se midié el peso turgente
(PT) de los discos eliminando previamente el exceso de agua, y se introdujeron en una
estufa en tubos de vidrio de peso conocido a 60°C (24h) para la posterior
determinacién del PS. Una vez obtenidos estos tres pesos, se calcula el CRA con la

siguiente formula (Turner, 1981): CRA = [(PF-PS) / (PT-PS)] * 100

- °
™
° )
'
\\ - ,‘Q o
B 8¢
g o
r L ]
’ <

Fotografia 3.2.5.1.a.- Hojas de plantas de B. bituminosa aisladas de la luz durante
2h antes de la determinacién del W, (izquierda). Discos de hoja en agua Mili Q para la

determinacion del CRA (derecha).

Utilizando los valores de CRA y W,, se pudo calcular el Ajuste Osmotico (AO)

mediante la siguiente ecuacion (Ludlow y col., 1983):
AO = [W * (CRA/]-OO)] Tratamiento = [Ws * (CRA/]-OO)] Control

La contribucidn a dicho ajuste osmdtico de los cationes y principales osmolitos se
calculé a partir de sus concentaciones, teniendo en cuenta de nuevo la ecuacion de
Van’'t Hoff, y asumiendo que los solutos tienen un comportamiento osmético ideal

(Alarcény col., 1993).
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3.2.4.5.Area Foliar Especifica (AFE)

Se calculé usando el PS de los mismos discos de hoja del CRA de superficie

conocida (drea disco = 1t (4mm)? = 50,3 mm?). Asi el AFE se expresara en m? Kg'1 PS.
3.2.5. Nitrégeno y compuestos nitrogenados

3.2.5.1.Aminoacidos

Los AAs totales y el aminoacido prolina fueron extraidos segun Tiefert (1988),
mediante una extraccidon con 10ml de agua destilada a 100°C (1hora) en agitacién con
90-100 mg de materia liofilizada y molida en un tubo de vidrio de 25ml. Se dejaron
enfriar unos minutos y se cold por papel de filtro Whatman n° 2, a un tubo de plastico
de 10 ml apuntando el volumen para posterior cdlculo de concentracién. Para la
determinacién de AAs totales (Lee y Takahashi, 1966) se agita 150 ul del extracto (o

patrén) con 2,850 ml del reactivo (ninhidrina — glicerol — citrato): (NGC):
Reactivo NGC por muestra = + 0,75 ml de 1% ninhidrina (en TC)
+1,8 ml de glicerol
+ 0,3 ml de TC (por muestra/patron)
-2pH =6,0.
TC= Tampon citrato = + 5 ml de 0,5 M 4cido citrico
+ 45 ml de 0,5 M citrato sédico
+ enrasar a 100 ml con agua

- pH a 5,60 con 0,5 M acido citrico.

Tras 12 min a 100°C, se deja enfriar y se mide directamente la absorbancia a 570
nm en un espectrofotémetro de doble haz (HeAios UV Visible Spectrophotometer;
Thermo Electron Corporation, Cambridge, Reino Unido). Los patrones fueron 0, 0,2,

0,4,0,6,0,8y 1,0 mM de glicina.
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Para la prolina, se continud con el protocolo de determinacion de Bates y col.,
(1973): Para ello, 2 ml de extracto o de patrén (0-200 uM prolina) fueron introducidos
en un tubo de cristal de 25 ml, junto con 2 ml de ninhidrina acida y 2 ml de acido

acético glacial.
Ninhidrina acida = + 1,25 g de ninhidrina
+ 30 ml de acido acético glacial

+ 20 ml de 6M 4cido fosférico

Se agitan y se mantienen a 100°C durante 1 hora tapados con embudos y
canicas. Los tubos se meten en hielo y se afnaden 4ml de tolueno, y se agitan 10
segundos. La fase superior (tolueno) se transfiere a una cubeta de cuarzo de

espectrofotémetro. Se mide la absorbancia a 520 nm.

Para la determinacion de AAs en savia, esta se recolectd durante la
determinacion de L,, y fue congelada en nitrégeno liquido para la determinacion de la
concentracion de AAs en savia mediante cromatografia liquida (AccQ-Tag-ultra ultra-
performance liquid chromatography (UPLC), Acquity system (Waters, Milford, MA,

USA), equipado con un detector de fluorescencia (FLR).

3.2.5.2. Nitrégeno total

La concentracion de N se determind en un analizador elemental (EA Euro-Vector
S.a.P., Milan, ltaly) tras calibracidn con patrones de atropina, pesando 2-3 mg de

material vegetal en cdpsulas de estafio.

3.2.5.3. Amonio

Para la extraccion y determinacién del NH4" se siguid el protocolo expuesto en

Brautigam vy col. (2007). Se agitan 25 mg de material liofilizada en 2 ml de 100 mM HClI,
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durante 3 h. Se aflade 1 ml de cloroformo, se agita y centrifuga a 3000 g durante 10
min a 8°C. El sobrenadante se traspasa a un tubo Falcén de plastico de 15 ml con 50
mg de carbdn activo lavado con acido. Agitar rapidamente (10 s) y centrifugar a 18000
g durante 5 min a 8°C. Aiadir 100 ul del sobrenadante (o 100 pl de patrén (NH4),S04 en
100 mM HCI) en un tubo de cristal de 6 ml. Afiadir 400 pl del reactivo A (0,7813 g de
salicilato sédico, 2 mg nitroprusiato sédico, y agua destilada hasta 10 ml). Echar 200 pl
del reactivo C (citrato sédico 9,33 g en 100 ml H,0). Agregar 1,6 ml de H,0. Por ultimo,
echar 200 pl del reactivo B (0,5 g dicloroisocianurato sédico, 4 g NaOH, y agua
destilada hasta 100 ml) y agitar. Incubar 45 minutos en oscuridad. Medir absorbancia a
660 nm. El NH;" es de interés por su importancia en la tolerancia a sequia (Sdnchez-
Rodriguez y col., 2011). También hay que restar su concentracidn de la de los AAs, por

su interaccidn en la determinacion de los mismos (Lee y Takahashi, 1996).

3.2.6. Carbohidratos

3.2.6.1. Azucares libres

Para la extraccién y determinacion de azlcares y almiddn se recurrid al protocolo
descrito por Buysse y Merckx (1993). Para ello, a partir de 35-40 mg de material
vegetal (liofilizado y molido), se realizan dos extracciones con 5 ml de 60% etanol en
un tubo Falcén de 15ml (2 x 20min a 40°C en agitacion y centrifuga a 4500 x g 10 min a
20°C), transfiriendo el sobrenadante a un tubo de cristal de 25 ml para la
determinacion de los azucares libres. A los 10 ml de extracto en el tubo de cristal, se
aflade 5 ml de cloroformo, se agita bien y se centrifuga a 2700 x g durante 10 min, a
20°C. A 1 ml de la capa superior de cada muestra diluida 1:4 en etanol o 1 ml de patrén
(0-160 ppm glucosa - en 80% etanol) se traspasan a tubos de cristal de 25 ml. Se echan
entonces 0,69 ml de agua, 0,31 ml de 90% fenol y (por ultimo) 5 ml de acido sulfurico
95-97%. Se agita bien y se deja enfriar por lo menos 15 minutos antes de medir la

absorbancia a 490 nm.
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3.2.6.2. Almidon

El residuo final tras la extraccion de azUcares solubles se usa para la
determinacién del almiddn. Hay que transferirlo con 20 ml de 3% HCl a un tubo de
digestion, tapar con un embudo y una canica. Calentar a 125°C durante 3 horas,
enfriar, filtrar (papel Whatman n° 2) y enrasar a 20 ml con agua. Se aifade a un tubo de
cristal de 25 ml: 1 ml de patrén (0-160 ppm glucosa - en 3% HCI) o del extracto en 3%
HCI diluido x 5 (200 pl + 800 ul 3% HCI), 0,80 ml de agua, 0,20 ml de 90% fenol y (por
ultimo) 5 ml de acido sulfurico (95-97%) — dirigiendo el acido directamente a la
superficie de la mezcla. Se agita bien y se deja enfriar por lo menos 15 minutos antes

de medir la absorbancia a 490 nm.

3.2.7. Acidos organicos

Para la determinaciéon de acidos orgdnicos en material vegetal se realizé una
digestion acuosa con agua mili-Q (30 minutos en 4 ml), pesando cantidades conocidas
de material vegetal (40 mg PS) y sus concentraciones fueron calculadas tras realizar
rectas de calibrado con patrones conocidos en cromatografia liquida a alta presién
(Hernandez y col., 2009). Los extractos fueron centrifugados y pasados a través de
cartuchos Sep-pak C18 antes de ser analizados por HPLC asociado a espectrofotémetro
masas (HPLC-MS/MS). La separacién de acidos organicos se realizd usando un HPLC
(Agilent Series 1100, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU) equipado con una
columna analitica Prontosil C18 de 250 mm x 3 mm y 3 um de tamafio de particula
(Bischoff, Leonberg, Germany). La fase movil fue acido férmico al 0,1% (v/v) a un flujo
de 0,4 ml min™. El anélisis espectral fue llevado a cabo en un espectrémetro de masas
(G6410A de Agilent) equipado con una interfaz ESI operando en modo i6n negativo:
voltaje capilar de 4000V; presién nebulizador de 60 psi; flujo de gas de 11 | min™ a 350
°C. Las transiciones MS/MS fueron (m/z) 133->115 para malico, 191->111 para citrico,

173->71 para fumdrico y 117->73 para succinico.
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3.2.8. Furanocumarinas (FCs)

Para su determinacion se cuenta con colaboradores de la Universidad de Murcia
especializados en dicha actividad (Dr. J.A. del Rio, Facultad de Biologia, Departamento
de Biologia Vegetal (Fisiologia Vegetal)). De manera resumida, el procedimiento
consiste en digestiones con metanol y HCI. Se pesan 800 mg de MS triturada en tubos
de 30 ml graduados, y se realiza una primera digestién a 100°C en agitacidon con 14 ml
de metanol (MetOH) 50% en H,0 (+2 gotas de antiespumante) durante 30 min. Tras
restituir el volumen evaporado a 15 ml con MetOH 100 %, se filtra a través de papel de
filtro convencional. A continuacion se separaban dos partes del extracto para
determinar FCs no-hidrolizadas e hidrolizadas. Para las primeras, simplemente se pasa
2 ml del extracto a tubos nuevos con 2 ml de MetOH 50%, se agitan y se filtran a través
de un filtro de polipropileno, antes de pinchar en HPLC. Las FCs hidrolizadas fueron
determinadas pasando 5 ml de extracto en tubos de 20 ml con 1 ml de HCI 6N, 2h 100
°C en el bafio. Se restituye el volumen con MetOH 100% hasta 6 ml, diluir con 5 ml de
MetOH 50 %. Se agita y filtra por Cameo para cuantificar-identificar al psoraleno y
angelicina mediante HPLC-MS, con un cromatégrafo Jasco con columna analitica
LiChroCARTR C;5 (Agilent, Santa Clara, CA, EEUU), y con un tamaio de particula medio

de 5 um (250 x 4-mm i.d.) a 30 °C. Como solvente se utilizd una mezcla de acetonitrilo

y agua.

3.2.9. Conductividad hidraulica de las raices (L,)

De acuerdo con Carvajal y col. (2000), las raices fueron introducidas dentro de la
camara Scholander (modelo 600; PMS instruments Co., Corcallis, OR, USA), tras
eliminar la parte aérea de la planta, en medio liquido correspondiente para cada
tratamiento, de manera que la base del tallo quedara sujeta por una goma asomando
fuera de la cdmara. Las mediciones fueron realizadas usando presiones comprendidas
entre 0,1 — 0,5 MPa, a las cuales se generaba un rango de flujo de savia. Para facilitar la
recoleccion de savia, se colocd un capilar del mismo diametro que el tallo, y con una

aguja y una jeringuilla, se obtenian las diferentes cantidades de savia por unidad de
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tiempo. La savia fue pesada para cada presion en tubos Eppendorf de peso conocido.
L, fue calculado (mg g'PS h™* MPa™) como la pendiente de la recta resultante de

representar el flujo de savia (Jv) expresado en mg (g raiz PS)* h™ frente la presion.
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Figura 3.2.8.- Ejemplo en la determinacion de L, en la raiz de una planta.

3.2.10. Analisis elemental

La concentracién en cationes y P, MPs y As se determind por espectroscopia de
emisién Optica plasma inducido (ICP-OES) (modelo Varian Vista-MPX; Varian Ltd.,
Mugrave, Australia), tras digestion acida. Para ello se pesaron 100 mg (para Ca, Mg, K,
Na y P) 6 250 mg (para Cd, Cu, Fe, Mn, Pb, Zn y As) de material vegetal (o de suelo) en
un tubo de digestion de 50 ml. Se afiaden 3 ml de mezcla (2:1, por volumen) de 60%
acido nitrico y 60% &acido perclérico. Se dejan reaccionar 2 horas. Posteriormente
pasan 2 horas a 150°C y 1 hora a 210°C. Se enfrian y afiaden 5 ml de 7% HCI hasta un
volumen final de 10 ml. Se debe agitar bien y calentar a 60°C durante 30 minutos.
Entonces se enfria y se afiade agua MiliQ (10 ml para Ca, Mg, K, Na; 5 ml para MPs) y
se agitan, se acidifican con 60% HNO3 hasta una concentracién final de 0,5%. Para
comprobar la correcta medida mediante el ICP, se usaron patrones externos de
concentraciones conocidas (Reagecon, Shannon, Irlanda). Para cada andlisis, también
fue digerido un material de referencia (Bowen’s Kale; International Union of Pure and

Applied Chemistry, 1979).
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3.3. Suelos

3.3.1. Capacidad de campo o WHC (Water Holding Capacity)

La capacidad de campo expresa la cantidad de agua que puede llegar a retener el
suelo (Israelson y West, 1922). Para ello se pesa una cantidad conocida de suelo, y se
coloca en un recipiente con orificios para permitir el drenaje del agua que el suelo no
pueda retener. Los suelos se saturan con agua destilada por capilaridad, y se dejan
drenar durante 12h evitando el secado superficial. Tras ese tiempo, se pesa para
comprobar la humedad retenida por gramo de suelo (pérdida de peso de 10 g de
muestra humeda a 105°C durante 12 horas). El intervalo comprendido entre la
capacidad de campo y el punto de marchitez permanente (15 atm.) lo conocemos
como agua disponible. Mas alla del punto de marchitez el agua no estd accesible a las

plantas.
Fue calculado segun:
%WHC = (Contenido Real de H,0 en el suelo) / (Contenido Tedrico a WHC) x 100

El contenido de agua se determind gravimétricamente por diferencia de peso

tras introducir el suelo de cada maceta a 105°C hasta peso constante.

3.3.2. pH del suelo

Es suelo seco se satura en agua destilada hasta crear una pasta saturada, y a las
dos horas se mide el pH directamente utilizando el electrodo de un pH-metro (US

Salinity Laboratory Staff, 1954).

3.3.3. Elementos disponibles /asimilables en el suelo

Para la extraccién y determinacién del P se siguid el protocolo descrito por
Watanabe y Olsen (1965). Para ellos, se pesan 5 g de suelo seco y tamizado en una
botella de 1 |. Se afiade entonces carbdn activo (una cucharada) y 100 ml de NaHCO;

0,5M y se agita durante 45 minutos. Tras filtrar, se toman 5 ml y se mezclan en un
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matraz de 25 ml con otros 5 ml de molibdato amdnico en HCl (15g de Mo070,4(NH4)e
4H,0 + 300 ml de agua destilada + 342 ml de HCl 35%). Se agita hasta eliminar el
exceso de CO,, se afade un trozo de papel de estafio. Se forma entonces
fosfomolibdato aménico, de color azul, por lo que tras enrasar a 25 ml con agua
destilada, se mide en el espectrofotometro a 660 nm tras calibrar con patrones de

concentraciones de P conocidas.

Para determinar el K disponible en el suelo, se pesan 3 g suelo en 15 ml NaNO;
10 mM, 1 h. Se debe entonces centrigugar (12000 g) durante 5 minutos y se filtra por
papel lavado al acido: 7 ml del filtrado se acidificaran en un nuevo tubo con 54 pl de

acido nitrico 65%, y se mide en ICP-MS.

Todos los pardmetros se refieren a suelo secado a 105°C.

3.3.4. MPs asimilables (Extraccién con DTPA)

Extraccion de los metales con DTPA y determinacién por espectrofotometria de

absorcion atomica (Lindsay y Norvell, 1978).

El As disponible se extracté con NaHCO3 0,5 M (pH 8,5) (5 g suelo en 100 ml, 30

min.) (Lindsay y Norvell, 1969).

3.3.5. MPs disponibles (Extracciéon con CaCl,)

Los MPs considerados como “disponibles” fueron extraidos con 0,1 M CaCl, (3 g
suelo en 20 ml, durante 16 h) y con acido diethylenetriaminepentaacetico 5 mM + 0,1
M CaCl, + 100 mM triethanolamina (pH 7,3; DTPA; 10 g suelo en 20 ml, 2 h). Los
elementos extraidos fueron medidos por ICP-OES y determinacién por

espectrofotometria de absorcién atéomica.
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3.3.6. Nitrégeno total en suelo

Se analiza tras quemar la muestra a 1020°C y medir el CO, producido en un
analizador elemental, previa destruccion de carbonatos con acido clorhidrico (Navarro

y col., 1991).

3.4. Disoluciones nutritivas

3.4.1.Disolucidn nutritiva completa

Para lograr las concentraciones deseadas de Macronutrientes: (mM) 16 N, 6 K, 4
Ca, 2P, 15,1 Mg;yde Micronutrientes: (uM) 50 Cl, 25 B, 20 Fe, 2,0 Mn, 2,0 Zn, 0,5 Cu,
0,5 Mo, se prepard para conseguir las siguientes concentraciones:

4,0 mM Ca(NOs),; 4,0 mM KNOs; 2,0 mM NH4NOs; 2,0 mM KH,PO4; 1,0 mM
MgSO4; 25 pM H3BOs3; 2,0 pM MnSO,4; 2,0 pM ZnSO4; 0,5 pM CuSO4 0,1 puM
(NH4)6M070,4; 50 uM NaCl; 20 uM FeEDDHA. El pH se ajusté a 6,5 con 1M KOH (= 0,65
mM K') (basado en Hoagland y Arnon, 1938).

3.4.2.Disolucion nutritiva para ensayos con MPs

Para evitar posibles interacciones no deseadas entre algunos elementos de la
disolucién nutritiva y los MPs afiadidos a esta en altas cantidades, se recurrié a una
disolucién modificada, con un tampdn. Las concentraciones de los elementos

utilizados fueron las siguientes:

1,5 mM MES CgH13NO,4S; 0,45mM KOH; 0,4 mM Ca(NOs),; 0,2 mM MgSO,4; 1 mM
NH;NOs; 50 uM NacCl; 2 mM KNOs; 20 uM H3BOs; 20 uM KH,PO,4; 10 uM FeEDDHA; 2
UM MnSOy; 2 UM ZnS0Oy4; 0,2 UM CuSOy4; 0,1 uM (NH4)sMo07044. El pH se ajusté a 5,8
con 1M KOH.

Para comprobar que durante un tratamiento de exposicién a un determinado
MP, este no formara compuestos que redujeran su disponibilidad por debajo del 98%
en la disolucidn, se utilizé el sofware informatico Visual-Minteq versién 2.53 (CEAM,

EPA, US).
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3.4.3.Disolucidn nutritiva para ensayos con rizobios

Debido a que en los ensayos realizados con las bacterias fijadoras, se pretendia
evaluar el aporte de N por parte de las cepas nodulantes a la planta, fue necesario
utilizar medios con los que fertilizar el sustrato inerte que permitiera el aporte de
todos los elementos necesarios para el desarrollo de las plantas, y con o sin aporte de
N. Para ello, se utilizaron las dos disoluciones (-N y +N) con las concentraciones

detalladas en la siguiente tabla.

Tabla 3.4.3.- Concentraciones de las disoluciones empleadas en los ensayos con cepas

nodulantes.

Reactivo -N +N

CasSO, 2,0 mM 2,0 mM
KH,PO, 6,0 mM 6,0 mM
MgSO, 1,0 mM 1,0 mM
Ca(NOs), - 5,0 mM
NH4NO; - 1,0 mM
H3BO; 25 uM 25 uM
MnSO, 2,0 uMm 2,0 uM
ZnS0O, 2,0 uMm 2,0 uM
CuSO, 0,5 uM 0,5 pM
Na,MoO, 0,7 uM 0,7 uM
NacCl 50 uM 50 uM
FeEDDHA 20 uM 20 uM

3.5. Técnicas relacionadas con cepas nodulantes

3.5.1. Composicion medio YEM
La composicion del medio completo YEM (Yeast-extract-mannitol) es la siguiente:
1 g extracto de levadura; 10 g de manitol; 0,2 g MgS0g; 0,5 g K;HPOy4; 0,1 g de

NaCl; 15 g de agar microbiolégico; y hasta 1 | con H,O destilada, ajustando pH a 6,8-7,2
(Vincent ,1970).
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3.5.2.Composicion medio LA

La composicion del medio LA se basdé en la de un medio Lupin Agar (LA)

modificado segun Yates y col. (2007), conteniendo la siguiente composicién por litro:

5 g manitol; 5 g D-glucosa; 1,25 g extracto de levadura; 3,2 mM MgS0y4; 1,7 mM
NaCl; 1,4 mM CaCl,; 15 ¢g It agar; 100 uM K,HPO4; 100 uM KH,POy4; 18 uM FeS0y; 6 UM
Na;B407; 12 uM MnSOy; 0,76 UM ZnSOy4; 0,32 uM CuSOy; vy 0,54 UM Na;MoO,. El pH
fue ajustado a 6,8 con 0,1 M KOH.

3.5.3. REP-PCR

La extraccién del ADN total se realizd segin Sambrook y col. (1989). Los primers
usados fueron REP1R-I (5’-IIIICGICGICATCIGGC-3’) y REP2-I (5’-ICGICTTATCIGGCCTAC-
3’) (Roche Diagnostics S.L.) tal y como se detalla en el protocolo de Versalovic y col.
(1991). La reaccion de amplificacion se realizé tal y como se detalla en Rejili y col.
(2009), con 5 pl de muestra de ADN (aproximadamente 20 ng), 3 ul de Polimerasa
(Taq), tampdn (10x), 3 ul de DMSO (100%), 3 ul de deoxinucledtidos trifosfato (1,25
mM), 4 U de Taq ADN polimerasa (Sigma, Espaiia), 5 pul de MgCl, (7 mM), 1 ul de cada
primer (50 pmol), y 4,2 ul de agua milliQ. Las fases de la PCR fueron desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 6 min; 30 ciclos a 94°C / 1 min, 40°C / 1 min y 65°C / 8 min; y
extension final a 65°C / 16 min. El ADN amplificado fue separado en un gel de agarosa
1,2% (p/v), con bromuro de etidio (10 mg ml™) y fotografiado usando luz UV (260 nm).
El andlisis del patrén de bandas del Rep-PCR comparativo se realizé mediante el

software InfoQuest FP (Bio-Rad).

3.5.4. ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)

Para la amplificacion previa del 16S, se usaron los primers 41f (5'-
GCTCAGATTGAACGCTGGCG-3’) y 1488r (5'-CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC-3’) tal y
como se describe en Herrera-Cervera y col. (1999). Los fragmentos fueron observados

en un gel de agarosa 3% (p/v) (Pronadisa, Espafia) tras correrlo durante 2 h a 80 V. El
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analisis comparativo del patron de bandas de electroforesis de cada cepa vy la creacién
de los arboles fueron llevados a cabo con usando el método UPGMA del programa
GelCompar InfoQuest FP de Biorad tras un andlisis de correlaciéon de Pearson’s (Sneath

y Sokal, 1973; Rademaker y col., 1998).

3.5.5. Preparacion de suspension inoculante

Para la preparacidon de los indculos, a partir de los aislados en cultivo fresco,
incubados 3 dias en una estufa a 28°C en medio sélido YEM, se pasd una colonia de
cada aislado a un tubo Falcon de 15 ml con 3 ml de medio YEM liquido. Tras una nueva
incubacién en agitacion 3 dias en una estufa a 28°C, se comprobd que la densidad
Optica (DO600; A = 600 nm) fuera aproximadamente 1 (entre 0,9-1,4), sacando 1 ml a
una cubeta de espectrofotémetro, ya que una DO600 = 0,5 corresponde tedricamente
con 10® bacterias ml™ (Maatallah y col., 2002). Para lavar el medio liquido, se
centrifugd, se elimind el sobrenadante, y se resuspendié el pellet con 3 ml de suero
salino estéril (MgCl, 10 mM). Entonces se hizo una dilucién 1:10 con mas suero salino
para crear la suspensién inoculante. Para la inoculacién de las semillas, estas fueron
escarificadas por coccion a 100°C, se esterilizaron en cdmara de flujo laminar con lejia
al 30% durante 5 minutos y sucesivos lavados con agua estéril. Las semillas se
mantuvieron en oscuridad en placas Petri estériles a 25°C en camara controlada hasta

comienzo de germinacion (3 dias).

3.5.6. Identificacion de bacterias mediante 16S

3.5.6.1. Amplificacion de la regién 16S

Las bacterias identificadas siempre procedieron de cultivos frescos crecidos
durante 4 dias en medio LA (Yates y col., 2007) (ver seccidon 5.3.2. de Materiales y
Métodos). Usando una espatula esterilizada a la llama en el interior de la cdmara de
flujo laminar, se resuspendié al menos la mitad de la biomasa de una placa Petri en 1

ml de suero salino (0,89% NaCl) en tubos eppendorf estériles. Tras vortex, se
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centrifugaron a maxima velocidad durante 2 minutos. A continuacion se eliminé por
completo el sobrenadante, utilizando una micropipeta, se resuspendieron las bacterias
con 500 ul de agua esteril y se mantuvieron en frio. Se prepararon muestras sin
bacterias como control negativo en las reacciones de amplificacién. Como se partié de
un desarrollo bacteriano considerable, se obvié la comprobacién de la DO.

La mezcla de reaccion o MasterMIX de la PCR contenia por muestra: 1 ul
5xPolymersiation Buffer (Batch290803(Fisher)); 1,75 ml de MgCl, (50 mM) (Invitrogen);
0,5 ul de F primer (50 mM), FGPS1509 (20mer) Reeve 738488 (Gene Works): 5'-
AAGGAGGGGATCCAGCCGCA-3’; 0,5 pl de R primer (50 mM), FGPS6 (21mer)
Reeve738489 (Gene Works): 5-GGAGAGTTAGATCTTGGCTCA-3’; 6 unidades de Taq
DNA Polimerasa 500u (5u/pL) (Invitrogen); y H,O PCR (hasta 49 pl).

Siempre trabajando en una cabina de flujo laminar, a cada 49 pl de reaccion se le
afadié 1 ul de muestra. Se les dio un vortex para mezclar y se corrié la PCR en un
termociclador (iCycler Thermal Cycler 170-8720 (Bio-Rad)) con las siguientes fases:
94°C/5 minutos; 94°C/30 segundos; 55°C/30 segundos x 35 ciclos; 72°C/30 segundos;
72°C/7 minutos; 14°C hasta procesamiento. La comprobacion de la amplificacion se
realizé en gel de agarosa 1%. Para ello se preparan 100 ml de tampédn de electroforesis
TEx1 con 1 g de agarosa (Bio-Rad Laboratories Inc., Espaiia), y se afiaden 8,3 ul de
revelador SYBR®Safer (Sybrsafer DNA gel stain 10000x concentrado en DMSO;
Invitrogen) (2,5 ul 30 mI™ TE). El tampdn para correr el gel TEx1 se preparé a partir de
TAE 50x (20 ml TAE50x + 980 ml agua destilada). La composicion del Tampdn TAE50x
(por litro) es Tris base 242 g, acido acético glacial 57,1 ml, EDTA 18,612 g (pH 8,0). Para
su preparacion se disuelve el Tris en 600 ml de agua destilada, se anaden los demas
componentes y entonces el pH se ajusta a 8,0 con acido acético glacial. Entonces se

enrasa a 1l y se autoclava.

Para escalar el tamafio, se utilizo un GeneRuler™ 1000 pbs DNA Ladder
(Fermentas) a cada lado del gel. Para las muestras se afiaden entre 2 y 4 ul de tampén
de carga (6x LoadingDye Blue/Orange (Promega)) mezclado sobre un papel de parafilm

con 10 pl de producto de PCR. El gel se corre a 100 V durante 40 minutos.
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3.5.6.2. Preparacion para secuenciacion

Para ello se utilizaron sobre la zona amplificada (ver seccidn anterior), ademas de

dos primers externos (18F y 1492R), dos primers internos (800F y 820F):

18F 800F
——> ——>
—
<— <—
820F 1492R

Figura 3.5.6.2.- Diagrama de primers utilizados para la amplificacién por separado de

fragmentos del 16S de 1500 pb.

Estos primers fueron elegidos por su eficacia para amplificar fragmentos con
buena calidad. 18F y 1492R son dos primers que estan situados unas cuantas pares de
bases hacia el interior del fragmento de 1500 pb, para que asi la amplificacion
comience en el propio fragmento y no en posibles residuos de la amplificacion con los
16S Universal. Para esta amplificacion individual para cada primer, se usd una
MasterMix (1/2) con 4 pl Big Dye Terminator (DT); 1 ul Primer (3,2 um); 1 ul H,0 PCR; 4
ul muestra DNA purificado. Las condiciones de la PCR fueron: 96°C/2 minutos; 96°C/10
segundos; 50°C/10 segundos x25 ciclos; 60°C/4 minutos; 14°C infinito.

Después de la amplificacidn, se podria haber comprobado la amplificacién en un
gel, pero la propia secuenciacidn serviria para comprobarlo. Asi que se procedié a la
precipitacion con etanol antes de mandar a secuenciar. Para ello, para cada media
reaccion, se preparan tubos de 0,5 ml con 25 pl de etanol 100%. Se puede usar el
propio etanol para recoger del tubo de amplificacion 10 pl del producto de
amplificacién y se anade al tubo de 0,5 ml. Se anade 1 ul de 3M acetato sédico pH 5,2.
Se echa 1 ul de EDTA 125 mM. Se mezcla pipeteando arriba y abajo y dejar reposar a
temperatura ambiente 20 minutos. Tras centrifugar a la maxima velocidad durante 30
minutos, se descarta inmediatamente el sobrenadante usando una punta amarilla sin
que quede exceso de liquido. Entonces se resuspende en 125 pl de etanol 70%, se

vuelve a centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos a temperatura ambiente, y
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se descarta el sobrenadante y se deja boca abajo para secar. Entonces los tubos

estaban listos para ser enviados a al servicio de secuenciacioén.

Las secuencias obtenidas tras la secuenciacién fueron procesadas con el software
Geneious Basic 5.4.2 (Biomatters Ltd.) para conseguir el alineamiento de las cuatro
secuencias por cepa, y poder comparar la secuencia con la base de datos del NCBI

mediante BLAST.

3.6. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico para las comparaciones se realiz6 mediante el
programa informatico SPSS para Windows (Versién 11.5.1), por andlisis de varianza
(ANOVA). Como prueba post hoc, se recurrié al Test de Tukey para clasificar los datos
en grupos estadisticos significativamente diferentes mediante letras. Donde hacia falta
satisfacer las condiciones de homogeneidad de varianzas y de normalidad, se realizé
una transformacién arcseno (V(x/100)) para los datos expresados en forma de
porcentaje excepto en los casos donde todos los valores fueron entre 40 y 70%. Se usé
la trasformacién a logaritmo log(x) para las variables que no superaban el test de
normalidad de Kolmogorov-Sminorof. Se determiné la homogeneidad de las varianza
mediante la prueba de Levene (P > 0,05 = no significativo y por tanto homogeneidad
de wvarianzas). El analisis factorial, para determinar los efectos de los
tratamientos/parametros (tiempo, poblacidn, etc.) y sus interacciones (ver anexo), se

hizo con el modelo lineal general (GLM) univariante (suma de cuadrados: tipo Ill).

Para toda la parte experimental, se considera que existen diferencias
significativas siempre y cuando P < 0,05. Sin embargo, donde es posible, se especifican
los valores absolutos de la probabilidad P, con respecto a los efectos de los distintos

tratamientos, pardmetros y su iteracion.
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SECCION SEQUIA

Justificacion del estudio de B. bituminosa frente a sequia

El déficit hidrico es el principal factor ambiental adverso que afecta a la flora de
la zona mediterranea. B. bituminosa es capaz de desarrollarse de manera adecuada en
ambientes afectados por sequia, pero poco se sabe a cerca de los mecanismos y
procesos fisioldgicos que le permiten tolerar dicho factor ambiental. La existencia de
diferentes variedades y poblaciones sometidas a distintos grados de estrés hidrico
permite comparar las diferentes estrategias llevadas a cabo por cada una de ellas.
Todo ello ayudard a la seleccion de aquellas variedades en funcion del propdsito con el

que se pretenda cultivar en ambientes afectados por sequia.

La informacion mas relevante referente a la seccion de sequia (Capitulo |, Il 'y 1)
aparece en el articulo cientifico “The response of the leguminous fodder plant
Bituminaria bituminosa to water stress” (Martinez-Fernandez, D., Walker, D.J,,
Romero-Espinar, Martinez-Ballesta, M.C., Correal, E.), en Journal of Agronomy and

Crop Science (online: 9, Abril, 2012. DOI: 10.1111/j.1439-037X.2012.00515.x).
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4. CAPITULO I: Ensayo de sequia en maceta

4.1. Objetivos especificos

° Exponer poblaciones de diferentes variedades de B. bituminosa a estrés
hidrico en un ensayo de maceta, bajo condiciones controladas.

° Determinar la tolerancia relativa de dichas poblaciones, y la produccion de
biomasa aérea en relacion con plantas control (regadas).

° Comprobar qué mecanismos fisioldgicos demuestran la adaptacidn de las
plantas al estrés hidrico y que podrian explicar diferencias entre
poblaciones.

o Estudiar los efectos de la sequia sobre la sintesis y acumulacién de FCs en

plantas.
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4.2. Procedimientos ensayo sequia en maceta

Las plantas usadas incluyen las 3 variedades descritas para esta especie: var.
bituminosa (poblaciones Llano del Beal y La Perdiz, ambas de la Regidon de Murcia), var.
albomarginata (pob. Famara) y var. crassiuscula (pob. Boca de Tauce). Todas las
plantulas fueron generadas a partir de semillas cosechadas a partir de las plantas

madre cultivadas en el IMIDA (ver Tabla 3. en Materiales y Métodos).

El suelo utilizado en el ensayo en maceta provenia de la finca experimental del
IMIDA en La Alberca, descrito por Walker y col. 2007, y en la Tabla 3.1.a., donde
posteriormente se llevaria a cabo el ensayo de campo. El suelo fue recogido 17 dias
antes de la siembra (18/09/2007) a partir de tres puntos diferentes de la parcela,
mezclado y tamizado a través de un tamiz de 2 mm. Se repartié entonces en macetas

rectangulares de 1,5 | de volumen.

Las semillas fueron escarificadas mecanicamente por frotacién usando un papel
de lija, para conseguir deteriorar la cubierta y por lo tanto una mejor hidrataciéon de la
semilla alojada en su interior una vez realizada la siembra. El porcentaje de
germinacién mediante este procedimiento ronda el 30-40%. Fueron sembradas
(5/10/2007) a 2 cm de la superficie, repartiéndose 20 semillas por maceta, para
asegurar conseguir finalmente 8 plantas por recipiente justo antes de iniciar el
“tratamiento” (regar o no regar). Las macetas se introdujeron entonces en bandejas en
la cdmara de cultivo bajo condiciones controladas, con un foto-periodo de 11h luz y
una temperatura dia/noche inicial de 21/12°C respectivamente. Posteriormente, se
modificd el régimen de temperaturas a 23/19°C (25-10-2007). La densidad de flujo de
fotones (PAR) fue aproximadamente 200 pE m™ s a nivel de planta. La humedad
relativa se mantuvo en torno a 60% dia, y 70% noche. Las macetas fueron regadas con

agua destilada cada vez que fue necesario hasta el comienzo del tratamiento.
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Fotografias 4.2.a.- Macetas durante el ensayo de maceta (izquierda). Comparacién de

plantas de una maceta control con una no regada al final del ensayo (derecha).

Se distribuyeron las plantas en 20 macetas por poblacion, para conseguir diez
réplicas de cada poblacion por tratamiento. Es decir, cada maceta supuso una réplica,
con 8 plantas en cada una de ellas. Ademas, se recolectaron muestras a dos edades

diferentes (5 réplicas por poblacion).

A partir del dia 17 de noviembre de 2007 (42 dias desde la siembra), se comenzo
con el tratamiento de sequia. A partir de ese dia, Unicamente se regaron con agua
destilada las macetas control cuando fue preciso. El noveno dia de tratamiento supuso
el primer dia de analisis, realizdndose el segundo andlisis al dia 16 desde el inicio de la
sequia. En ambos dias de analisis se realizo la determinacion del W,,, Wy W, CRA, PFy
PS de la biomasa de la parte aérea, y recolectdndose el material vegetal de cada
maceta para su posterior andlisis. La cosecha del material vegetal se realizé cortando a
nivel de superficie, determinando el PF de las plantas de cada maceta. Seguidamente,
el material fue liofilizado, para la posterior determinacion de otros parametros:
contenido en azucares solubles y almiddn, prolina y aminoéacidos totales, NHs", N, P, y

los principales cationes.
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4.3. Resultados ensayo sequia en maceta

4.3.1. Suelo

La cantidad de agua presente en el suelo de cada maceta expresado como
%WHC, gravimétricamente y como el porcentaje del agua disponible para las plantas,
disminuyd drasticamente con el tratamiento de sequia, tanto a los 9 como a los 16 dias
desde el inicio del tratamiento, alcanzando todas los mismos niveles de sequia. El valor

mas bajo fue alcanzado en el suelo de las macetas de Llano del Beal (8,31% del WHC).

Tabla 4.3.1.- Contenido de agua del suelo de las macetas en el ensayo de sequia los dias
9 y 16 desde el ultimo riego para las plantas del tratamiento “sequia” (42 dias después de la
siembra). Los valores del %WHC fueron transformados previamente para el andlisis estadistico

(aseno (V(x/100))).

Poblacién Dia Tratamiento| %WHC gH,0 g'PS Suelo %H,0 disponible

Famara 9 Control 51,83 b 0,18 +0,00 b 89
9 Sequia 24,04 e 0,08+0,01e 14
16 Control 35,36 cd 0,12 +0,00 cd 44
16 Sequia 10,61 f 0,04 £0,00f 0

Llano del Beal 9 Control 64,18 a 0,22+0,02 a 100
9 Sequia 35,64 cd 0,12 +0,01 cd 45
16 Control 23,37 e 0,08+0,01e 12
16 Sequia 8,31f 0,03+0,00f 0

Boca de Tauce 9 Control 68,84 a 0,24+0,01a 100
9 Sequia 34,46 cd 0,12 +0,01 cd 42
16 Control 25,15 e 0,09+0,01e 17
16 Sequia 12,71 f 0,04 +0,01f 0

La Perdiz 9 Control 70,57 a 0,25+0,01a 100
9 Sequia 42,74 be 0,15+0,00 ¢ 64
16 Control 31,02 de 0,11 £ 0,01 de 33
16 Sequia 9,93 f 0,03+0,01f 0

Sig. <0,01 <0,01

Para ver el analisis factorial, ver Tabla A.1. en Anexo.
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4.3.2. Crecimiento de la parte aérea

Las diferencias entre plantas expuestas a sequia y las controles siempre fueron
mas acusadas en el segundo dia de analisis (Tabla y Figura 4.3.2.). Para la produccién
de biomasa fresca, ninguna poblacién experimentd una reduccion significativa (P <
0,05) con respecto a sus controles (g planta™) al noveno dia de tratamiento, pero todas
debieron frenar su crecimiento para el dia 16. Comparando Unicamente la produccién
de biomasa en condiciones control a dia 16, las accesiones canarias mostraron valores
mayores (12,41-10,87 gPF planta'l) que los alcanzados por las poblaciones murcianas
(9,98-6,34 gPF planta™), siguiendo el orden Famara>Boca de Tauce>Llano del Beal> La
Perdiz (diferencias significativas para La Perdiz). Exactamente el mismo orden aparece

bajo condiciones con sequia.

Tabla 4.3.2.a.- Biomasa fresca (g planta™) de las plantas del ensayo en maceta. Los
valores de % de MS fueron transformados (aseno (V(x/100))) para que cumplieran una

distribucion normal.

Poblacién Dia Tratamiento PF %MS
Famara 9 Control 7,83 £ 0,95 cde 16,01 cd
9 Sequia 8,44 + 0,31 bcd 15,48 cde
16 Control 12,41 +0,56 a 16,56 ¢
16 Sequia 6,58 + 0,50 defg 24,56 a
Llano del Beal 9 Control 6,72 + 0,86 defg 12,50 def
Sequia 6,73 £ 0,53 defg 11,79 f
16 Control 9,98 £ 0,21 abc 13,94 cdef
16 Sequia 4,80+0,33¢g 24,74 a
Boca de Tauce 9 Control 8,92 +0,42 bed 11,52 f
Sequia 9,64 + 1,01 bc 11,48 f
16 Control 10,87 + 0,58 ab 12,86 def
16 Sequia 7,57 £ 0,53 cdef 17,53 bc
Perdiz 9 Control 4,95+ 0,21 fg 11,17 f
Sequia 5,66 £ 0,22 efg 11,38 f
16 Control 6,34 £ 0,25 defg 12,07 ef
16 Sequia 436+0,13g 21,51 ab
Sig. <0,01 <0,01

Para ver el analisis factorial, ver Tabla A.2. en Anexo.
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Si se expresa el peso de la materia seca (datos no mostrados) como porcentaje
de las plantas control el dia 16, las poblaciones siguen el orden La Perdiz (122%) > Boca
de Tauce (96%) > Llano del Beal (86%) > Famara (79%), siendo La Perdiz la accesion
gue mejor mantuvo su PS en condiciones estresantes, incluso por encima de los
controles. Se vera en la siguiente seccidn que este orden fue practicamente opuesto
en el ensayo de campo. La Unica que sufrid un descenso significativo en su PS en
relacion con sus controles fue Famara, aunque con valores absolutos mads elevados
gue cualquier otra poblacién. Todas las variedades mostraron un incremento de %MS

como resultado de la exposicidon a sequia.

Para la tasa de crecimiento relativa (TCR), hay una disminucién entre los dias 9 y
16 sin riego en todas las variedades excepto La Perdiz (expresado como porcentaje del
TCR de las plantas control: reduccion del 64%, 28% y 34% en Famara, Llano del Beal y
Boca de Tauce, respectivamente, y un incremento del 16% en La Perdiz (ver Figura

4.3.2.).

3,0

0,12 i | EE Control

51 010 [ No regado

2,0 4

0,02 b

0,00

” bc b
1,5 - bed F LB BT LP be ci be

bede, cdef bcde
cdef,
1,0 defg cdefg
efg

efg
fg

0,5 1

Peso Seco de la Parte Aérea (g planta)

0,0 -

F LB BT LP F LB BT LP
Dia 9 Dia 16

Figura 4.3.2.- Peso seco de la biomasa de las plantas (P < 0,01) de cada poblacién de B.
bituminosa (F= Famara; LB= Llano del Beal; BT= Boca de Tauce; LP= La Perdiz) tras 9 y 16 dias
con (Control) o sin riego en el ensayo en maceta. La figura interior representa el TCR de las

cuatro poblaciones entre ambos dias. Para ver datos originales, consultar Tabla A.3. en Anexo.
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4.3.3. Area foliar especifica (AFE)

El AFE (expresado en PS) disminuy6 en el orden: Famara > Llano del Beal > Boca
de Tauce > La Perdiz, en cuanto al valor neto, sin relacion con la edad ni el tratamiento.
El AFE experimenté una disminucién frente a sequia, incluso en el primer dia de
analisis a los 9 dias, a excepcidén de Llano del Beal que lo aumentd a los 16 dias. Asi
que el mayor descenso del porcentaje del AFE coincidié con la mayor tolerancia a

sequia, con un 20% para la accesion La Perdiz.

4.3.4. Azucary solutos

El dia 9 en las plantas sin riego, no hubo cambios en la concentraciéon de
azucares solubles en el material vegetal por exposicidon a sequia, pero en el dia 16,
Llano del Beal, La Perdiz y Boca de Tauce mostraron incrementos en relacién a las
plantas regadas, y Famara un descenso. Para las cuatro poblaciones, la concentracién
de almiddén disminuyd desde el dia 9 al 16, especialmente para plantas control, de
modo que el dia 16 la concentracién de almidén fue ligeramente superior en las
plantas estresadas. La proporciéon de los carbohidratos (% residuos de glucosa)
presente como azucares solubles no se vio afectada significantemente por el estrés
hidrico, aunque podria destacarse que el dia 16 La Perdiz (la mas tolerante) mostro el
mayor aumento de este parametro, y Famara (la mas sensible) fue la Unica que
manifestd una reduccion. Todos los valores fueron mas altos el dia 16, debido a la

disminucion en el almiddn.
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Tabla 4.3.4 - Valores de AFE (m® Kg*P5) vy concentraciones de azucares y almiddn (g Kg*P5) para los dos dias de analisis del ensayo en maceta.

La ultima columna representa el % de azicar respectoala suma de azicar v almidan (residuos de glucosa): estos valores fueron transformados (aseno

(W[x/100))) antes del analisis estadistico.
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Poblacion Dia Tratamiento AFE Azicar Almiddn % de azlcar
Fomaro 8 Control 738308 199+ 23cd 62,9+ 41ab 22 ab
g Sequia 638+ 33bcd 223+ 35bcd 61,5+ 6,2ah 27 ab
16 Control 7244+ 3 0ab 303+x15a 50,04 4.53ah 44 a
16 Sequis 65,3+ 0,2abc 27,5+ 4,1 abcd 52,7+ 95ahb 34 ab
Llano del Beal O Control 65,6+ 14abc 215+ 0,5hbc BE24+55a 21 ab
g Sequia G54 4+ 1 4def 203+19cd 8l13+57a 20 ab
16 Control 54 8+ 1 2def 214+35cd 51,2+ 15,1 ah 29 ah
16 Sequia 61,1+ 18cde 37,0+ 3 83ahb 71,64 4,7ahb 35 ab
Boco de Touce 9 Control 6l7+ 1.8cde 153+19cd 747+ 8,0ab 17 b
9 Sequia 535+17ef 17,7+1,1cd 65,04 4,4 ah 21 ab
16 Control 62,5+0,7 cde 12E+209d 3B,3+39hb 25 ab
16 Sequia 54,3+ 2 6def 206+ 48 cd 44 9+ g 5ah 31 ab
Lo Perdiz g Control 54,0+ 009 ef 16,0+ 1,5cd 74,4+ 6,5ah 18 b
9 Sequia 370+16g 17,1+1,3cd 736+01ah 19 ah
16 Control 502+ 12f 127+26d 435412 13ab 27 ab
16 Sequia 401+ 16g 304+ 6,8abc 57,6407 ahb 35 ab
Sig. <0,01 <0,01 <(0,01 0,04
Para ver el anilisis factorial, vertabla A.4.en Anexos.
™~
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4.3.5. Compuestos nitrogenados

Al tratarse B. bituminosa de una leguminosa, su contenido en nitrégeno puede
darnos informacién de su capacidad para incorporar nitrogeno atmosférico. Tras la
cosecha, se comprobd la presencia de numerosos nddulos con apariencia activa (ver
Fotografias 1.3.2. en Introduccidn): esféricos, de color blanco-marréon con lenticelas
exteriormente, y color rojo-rosado en su interior. Sélo en La Perdiz hubo un descenso
significativo en la concentracidén de N en parte aérea tras 16 dias sin riego, pero el
contenido de N (concentracién x biomasa) no se vio afectado significativamente. En

ningun caso hubo efecto significativo de la sequia en la concentracidn tisular de NH,".

El dia 16 sin riego, todas las poblaciones aumentaron su contenido de prolina
unas 9-43 veces (Llano del Beal > La Perdiz > Famara >Boca de Tauce), alcanzando
valores en una de las réplicas de 60,3 pmol g'PS (20,9 mM en H,O de tejido) en la

poblacién del Llano del Beal.
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contenido de Prolina, en |a parte aérea de las plantas del ensayo en maceta.

Tabla 4.3.5.- Concentracion (%) y cantidad de N (mg planta®), y concentracion (umol g*PS) de NH:" y aminoacidos (excluyendo Pro) y

N (%) Conpidad ) NH.* AAs Pro
Poblacion Dia Tratamiento [N]*PS
Famara 9 Control 3,36 efgh 39,6+ 3,2 abcd 124+06b 297+26 1,02+0,13e
9 Sequia 3,35efg 440+ 3 5abc 15,1+103ab 378%+3,1 2,15+ 0,79 cde
16 Control 2,69h 555+3,73 17,0£273ab 30,5+£53 408+1,35¢c
16 Sequia 2,86gh 46,5+ 4,7 abc 206+36ab 204+111 21,58+288ab
Llanodel Beal 9 Control 3,80 cdef 319+53cd 15,3+ 0,63b 31,1+6,1 1,14+ 0,08de
9 Sequia 4,39 abc 35,0+ 3,0bcd 20,8+ 2,1ab 60,9+ 23,2 1,54+ 0,24 cde
16 Control 3,27 fgh 45,7+ 1 8abc 230+6,63b 184+89 1,41+0,10cde
16 Sequia 3,47 defg 41,2+ 2 6abcd 235+0,6ab 192+6,8 4905+5,793a
Boca de Tauce 9 Control 3,87 bcde 399+ 1,03abcd 147+0,3ab 38,2+7,2 1,05+0,04e
9 Sequia 3,80 cdef 423+ 5 3abcd 16,6+ 083ab 479+*96 145+ 0,16cde
16 Control 3,62 def 509+45ab 138+0,7b 359+456 1,65+ 0,24 cde
16 Sequia 3,15fgh 424+53abcd 17,3+0,83ab 53,8%13,3 961+183b
La Perdiz 9 Control 4,73 abc 26,1+1.4d 20,8+ 09ab 41676 1,68+ 0,28 cde
9 Sequia 491a 316+13cd 223+20ab 67,3195 3,26+0,91cd
16 Control 4973 38,2+ 1,53bcd 220+0,73ab 438+573 1,68+ 0,14 cde
16 Sequia 4,00 bcd 37,5+ 1,6bcd 258+20a 53,7+ 20,7 31,69+7683
Sig. <001 <001 <001 0,09 <0,01

Para ver el analisis factorial, vertabla A.6. en Anexos.
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4.3.6. Relaciones hidricas

En maceta, Famara fue la unica poblacién que ya habia disminuido su
contenido relativo de agua (CRA) a los 9 dias tras el cese del riego. El dia 16, todas
manifestaron una disminucion significativa del CRA, por debajo del 69%. El W,, no se
modificd significativamente el dia 9, pero se vio fuertemente reducido a los 16 dias
para todas las poblaciones. Llano del Beal alcanzé el menor W,, (-1,64 MPa), tanto en
valor neto como en relacion a su control. Famara fue la que presentd los valores mas
altos y mas cercanos a su control. De nuevo, Llano del Beal fue la que modificd mas su
W, aunque todas las demas también lo hicieran para el segundo dia de analisis. El W,
no disminuyd en ningun caso por debajo de los niveles de los controles. El W, el dia 9
fue significativamente mayor para Famara, y el dia 16 para Famara y La Perdiz, las dos
accesiones con el mayor AO (valores negativos). Destaca que Famara sea menos capaz
de modificar su W,,, mientas Llano del Beal es la que mas variacion experimenta. Por

, . . . . . L 110
esta razon se eligieron estas dos poblaciones para el posterior ensayo en hidropdnico.

En la medida de solutos, las mayores contribuciones al W, (ver Tabla 4.3.6.b.)
fueron de los cationes inorganicos, especialmente Ca y K, pero en plantas expuestas a

sequia su contribucién fue algo menor, mientras que la de azucares y AAs

incrementara. Frente a sequia, la contribucién al W, por parte del Ky del Mg aumenté

7

en Boca Tauce, disminuyd en Llano del Beal para los elementos Mg y Na, y en Famara
para Ky Mg. De todos los elementos que pudieron participar en el AO analizados (ver
tabla 4.3.6.b.), la prolina presenté modificaciones en su concentracion por la accién del
estrés mas severo, el segundo dia de ensayo. Participd con un bajo % sobre el

potencial osmdtico, con respecto a otros cationes organicos. Dicho cambio ocurrié en

e190ew ud ejnbas ;| 0N LIdVD

todas las poblaciones, aunque el andlisis de efectos intersujetos indica que cada
poblacion también respondié de manera diferente (ver tabla A.5 del Anexo), con Llano
del Beal con el mas elevado % de participacion, La Perdiz y Famara con % intermedios
(1,2 y 1,07, respectivamente), y Boca de Tauce con la menor participacion de la Pro en
el AO (0,42%). El hecho de que este efecto no se aprecie en la participacidn de los AAs
totales, indica que el aumento de la participacién de la prolina no depende de un
aumento generalizado de la liberacion de AAs hasta el citoplasma, sino de una

activacion en concreto para la prolina.
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que los W, v W, fueron transformados (log {-x)) para cumplir normalidad y homogeneidad de varianzas.

Tabla 4.3.6.a4.- Relaciones hidricas del las plantas del ensayo en maceta. Los valores de %CRA fueron transformados (gseno (vix,/100))), mientras

Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de B. bituminosa frente a sequia...

CRA W, W, W, AD
Poblacion Dia Tratamiento % MPa MPa MPa
Famaro o  Control G20a -0,28+ 0,03 cd -0,71+005¢ 0,43+007cd
O Bequia B2E¢C 02140014 -0,92+008¢c 071+007bc  -0,006ab
16 Control 01,5 ab -0,20+0,02d 0,86+ 008 cC 0,66 +0,09bcd
16 Sequia 60,1 d -0,32+007cd -163+0063 1,24+ 0,043 -0,194 ab
Llgno del Beal o Control 85,8 abc -0,33+0,03cd 0,78+ 003c 046+002cd
O Sequia 83,7 cC -0,35+ 0,04 cd 077+003c 042+005cd 0,029 3
16 Control B7,5abc 0,47+ 0,06bc 090+006cC 043+005cd
16 Eequia 463 e -l64+011a -1,97+x0053 0,32+014d 0,132 ab
Boco de Touce @  Control 89 4 abc 024+002d -0,75+002¢c 051+003cd
8 Sequia 01,0 sk -0,27+0,06d -0,75+003¢c 0,49+ 0,03 cd -0,015 3
16 Control B5 Qahc 0,33+ 0,04 cd -0,87+0,05¢C 0,55+0,09cd
16 Sequia 6ESd 0,74+ 0,000 -1,23+0,00b 049+011cd 0,075 a8
Lo Perdiz o Control 84,4 bc -0,30+ 0,04 cd -0,73+0,04c 043+006cd
O Eequia 83,2 ¢ 0,20+ 0,03 cd 0,770,022 c 048+004cd -0,018 8
16 Control 86,7 abc 0,31+ 003 cd -087+004¢ 057+004cd
16 Sequiz 503d 08220070 -1,82+x0,114a 1,00+ 0,08 ah 0307 b
Big.| =0,01 <001 < 0,01 <001 <{0,01

Para ver | andlisizs factorial, vertabla A.7. en Anexos.
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CAPITULO I: Sequia en maceta
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4.3.7. Nutrientes minerales

Cabe destacar del ensayo en maceta que Boca de Tauce experimentd un
ascenso significativo en la concentracién de Ca, Ky P el dia 16 sin riego, y que Llano del
Beal también pero el dia 9 para Ca, Mg, Na y P. Estos aumentos no pudieron haber
ocurrido Unicamente como consecuencia directa de la inhibicién del crecimiento en
funcidn de la cantidad/biomasa, lo que supondria que al bajar la biomasa, aumentara
la concentracién, ya que dicho efecto hubiera afectado a todos los elementos de la
misma manera. La concentracion de K no cambid por accién del tratamiento con
sequia en las poblaciones Famara y La Perdiz. Cuando se expresan las concentraciones
de cationes en mmol I'*H,0 tisular (datos mostrados en tabla A.9. del Anexo), se
aprecia un aumento en todos los cationes en todas las variedades el dia 16, quizas aun
mas exagerado por la propia deshidrataciéon de las hojas (CRA). Para el P, en Famara y

La Perdiz, la concentracion bajo con el tiempo.
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CAPITULO I: Sequia en maceta
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4.3.8. Furanocumarinas (FCs)

Aunque la tendencia general de la concentracion de psoraleno en la parte aérea
de las plantas fuera la de aumentar como resultado del estrés hidrico, no se
detectaron diferencias significativas por accién del tratamiento. Comparando las
poblaciones canarias con las peninsulares, la concentracién de psoraleno fue mads

elevada en las poblaciones canarias y mas baja en cuanto a la angelicina.

Tabla 4.3.8.- Contenido de las principales FCs (pg g'PS) el dia 16 desde el comienzo del
tratamiento de sequia, y el % de cada uno respecto el total de FCs. Los valores de % fueron

transformados (aseno (V(x/100))) para asegurar normalidad.

Poblacién Tratamiento Psoraleno Angelicina %Psoraleno %Angelicina
Famara Control 2703 +438ab 2162+372ab 56*2a 44+2c
Sequia 2834 +241a 1830+497ab 62+7a 38+6¢C
Llano de Beal ~ Control 1375+ 32c 2975+ 106 a 32t1c 68+t1a
Sequia 1672+ 216 ¢ 3052 +216 a 35+1c 65+2a
Boca de Tauce Control 1827+ 181 bc 1488+ 158b 55+4ab 45+ 4 be
Sequia 2170+ 60abc 1714+ 158 ab 56+3a 44 +3 ¢
La Perdiz Control 1199+ 126 ¢ 2827 +121ab  29%2c 71+2a
Sequia 1309+89c 2397 +453ab 37+ 7bc 63+7ab
Sig. <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Para ver el analisis factorial, ver Tabla A.10. en Anexo.
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5. CAPITULO IlI: Ensayo de sequia en parcela

5.1. Objetivos especificos

° Cultivar las mismas cuatro poblaciones de B. bituminosa del ensayo en
maceta en un ensayo de campo, donde estén expuestas no sélo al estrés
hidrico, sino a condiciones estivales reales, incluyendo altas temperaturas y
alta intensidad luminica.
° Determinar la tolerancia relativa de dichas poblaciones, como la
produccién de biomasa aérea en relacion con plantas control (regadas).
° Determinar los mecanismos fisiolégicos que demuestran la adaptacién de
las plantas al estrés hidrico y que expliquen posibles diferencias entre
poblaciones.
118

. Comparar el comportamiento de las plantas entre condiciones controladas

y de campo.
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5.2. Procedimientos ensayo sequia en parcela

Semillas de las mismas cuatro poblaciones del ensayo en maceta (ver Tabla 3. en
Materiales y Métodos) fueron sembradas el 28/02/2008 en macetas con suelo
tamizado (2 mm) procedente de la parcela (ver caracteristicas en Tabla 3.1.a.), donde
serian trasplantadas el 8/04/2008. Las macetas se mantuvieron en camara de cultivo
(11h luz/13h oscuridad, 23/19°C respectivamente, densidad de flujo de fotones fue
aproximadamente 200 uE m? s}, humedad relativa a 60%) hasta dos semanas antes de

su trasplante, para someter a las plantas a un proceso de aclimatacion en umbraculo.

El suelo de la parcela fue preparado mediante adicién de fertilizante sdlido
N:P:K 15:15:15 (130 Kg ha' = 23,4 g subparcela'l) y de sustrato universal tipo turba
(Kekkil3 Iberia S.L., Almeria, Espafia; N=120 mg I, P=90 mg I'*, K=50 mg I}, pH 5,5) con
una dosis de 16 g PS de sustrato pIanta'l. Las plantas fueron trasplantadas en cuatro
hileras segtin poblacién, creado ocho subparcelas o bloques de 1,8 m? (Im x 1,80m)
cada uno, de los cuales, cuatro serian controles con aporte de riego (en azul en el
diagrama), y los otros cuatro serian los bloques sin riego expuestos a la sequia natural
propia del verano (ver Figura 5.2.a.). Cada hilera estaba constituida por 8 plantas con
20 cm entre planta y planta, situada a 25 cm de la siguiente, y con 50 cm entre cada

bloque. Se regd a mano con agua convencional del grifo cada dos dias.

Figura 5.2.a.- Esquema de la disposicion y estructura del ensayo de campo. En azul los

blogues regados, y amarillos los no regados. Fotografia de uno de los bloques (izquierda).
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Tabla 5.2.a.- Andlisis por ICP del agua del grifo con el que se regaron las macetas (LD =

limite de deteccidn).

pH 8,8

CE 0,88dSm™
Ca 2,75 mM

K 0,06 MM
Mg 3,37 mM
Na 2,99 mM

P <LD

Cu <LD

Otros MPs <LD

Sesenta y cuatro dias desde el trasplante a suelo, el 11/6/08, se produjo un
evento de lluvia que supuso el ultimo aporte de agua para los bloques que se
someterian a estrés hidrico. El 16/6/2008 se midié la biomasa por peso fresco/seco de
la mitad de las plantas por hilera para utilizar ese valor como biomasa de partida de las
plantas, para la posterior comparacién del crecimiento de cada una de ellas respecto
de si misma mediante la medida del TCR entre los dias 5 y 35 desde el comienzo del
tratamiento de sequia. Para asegurar un correcto almacenamiento hasta Ia
determinaciéon del PF de la masa foliar, se transportaron las plantas al laboratorio lo
mas rapido posible en una nevera utilizando capas de papel himedo para mantener la

humedad (Ryser y col., 2008).

En los blogues con tratamiento control, se prosiguié con el riego de manera
rutinaria usando 4 | de agua por caballédn de plantas. Se tomaron tres muestras del
suelo por bloque antes de cada riego para determinar su contenido en agua (ver Figura

5.2.b.).

120
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Figura 5.2.b.- Contenido de agua en el suelo de las parcelas regadas (azul) y no regadas

(rojo).

Tabla 5.2.a.- Resumen de datos de la estacién meteoroldgica del IMIDA MU62 de la red

meteoroldgica del SIAM (situada a 30 m del ensayo) durante el desarrollo del ensayo en

parcela, medidas entre el 08/04/2008 (trasplante a campo) y el 16/07/2008 (ultima cosecha
121 de plantas).

Estacion: MU62

MUNICIPIO: Murcia PARAJE: La Alberca

Periodo: 08/04/2008 al 16/07/2008

ETO (mm) FAO 487
Horas de Sol (h) dia™ 10,9
Precipitacién (mm) 103,6
Radiacién Neta (W m™) dia™ 374,4
Velocidad Viento Media (m s™) 1,3
Temperatura Mdxima (°C) 27,2

Media (°C) 21,7

Minima (°C) 16,2
Humedad Relativa Mdéxima (%) 75,4

Media (%) 52,5

Minima (%) 30,7
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De manera simultdnea, se colocaron cuatro data-logger para registrar las
temperaturas a nivel de las plantas, colocandolo dos junto a plantas control y dos junto
a plantas no regadas. Los detectores registraron temperaturas maximas de 57,4°C, y
minimas de 18,4°C (ver Figura 5.2.c.). Ademas, uno de cada tipo se colocé a la sombra
de la planta, para comprobar cuanto disipa la temperatura la propia planta sobre el

suelo donde crecen sus raices, lo que reducira la tasa de evaporacion de agua.

60
55 —_— -
50 L4 S | _n
45 1A\ L ‘ ' ! | | i
ﬁ—m 1 \ ”‘l ‘hv ' ‘
40 h \ .. |
; |
o
30 \ | :
F_\

miviw \,a }H}r\

20
15
Control Luz No Reg Sombra
T2 Media Mediodia (12-15h) 41,7 28,7 46,7 38,4
T2 Media M3s Frias (4-7h) 20,9 23,6 21,1 23,2

Figura 5.2.c.- Ciclos de temperatura a los que estuvieron expuestas las plantas los 15

dias antes de la cosecha. Las temperaturas medias de cada data-logger aparecen en la tabla.

A los 23 dias desde la ultima lluvia se midid el W,, y el CRA, pero al no detectarse
potenciales muy negativos, se decidid esperar 12 dias mas para la cosecha de las
plantas. Finalmente, transcurridos 35 dias desde el ultimo evento de lluvia, se midié el
W,, CRA y se procedié a la determinacién de la biomasa por PF y PS. Todos los
pardmetros evaluados en el ensayo en campo (aminoacidos y azucares, relaciones
hidricas, cationes y P, y AFE) siguieron el mismo procedimiento que en el ensayo en
maceta. Ademas, se determind el P y K disponible para las plantas en el suelo
(extractables con 0,5 M NaHCOs y 10 mM NaNOs respectivamente, ver seccion 3.3.3.

en Materiales y Métodos).
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Tabla 5.2.b.- Resumen cronoldgico de las actuaciones que se realizaron para la ejecucion

del ensayo de sequia en parcela.

Dia

Fecha

Operacioén

Dia 0
Dia 1

Dia 5

Dia 12
Dia 19
Dia 23
Dia 34
Dia 35

28/02/2008

24/03/2008
08/04/2008
16/04/2008

11/06/2008
12/06/2008

16/06/2008

23/06/2008
30/6/2008

04/07/2008
15/07/2008
16/07/2008

Siembra semillas de las 4 poblaciones en maceta con suelo
tamizado 2mm.

25 semillas por maceta X 4 macetas X 4 poblaciones.

Traspaso al umbraculo de las macetas.

Trasplantacidn al campo de las 4 poblaciones en parcela IMIDA.
Adicién de 16 g Ps planta™ de sustrato universal Kekkil3
Fertilizacion N:P:K (15:15:15).

Riego con agua de riego cada 2 dias.

Llueve por ultima vez.

Retirada de malas hierbas a mano.

Primera toma de muestras de suelo para determinar contenido de
H,0.

Segunda toma de muestras de suelo.

Cosecha de plantas de cada poblacidn determinacién PFy PS> TCR
Riego de las parcelas Control con 4L por caballén = 20 L/parcela.
Desde entonces se riega 3 veces por semana las plantas control.
Tercera recogida de muestras de suelo.

Cuarta recogida de muestras de suelo, sélo de las no regadas.
Medida del P,, y CRA>AFE

Medida del P,, y CRA—> AFE

Cosecha de las plantas >TCR
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5.3. Resultados

5.3.1. Condiciones edaficas

Para comprobar que no aparecieran diferencias respecto a otros parametros al
haber aportado agua a los controles y no a los no regados, se analizaron parametros
como CE o la disponibilidad de N, P y K, sin que aparecieran diferencias al final del
ensayo a pesar de las sales afadidas en el agua de riego. Después de 30 dias, en las
subparcelas no regadas, el contenido gravimétrico de agua se redujo
significativamente (0,02 g H,0 g suelo™) comparado con el suelo control (0,06 g H,0 g

suelo™) (ver tabla a continuacién).

Tabla 5.3.1.- Caracteristicas del suelo (primeros 20 cm) al final del ensayo de campo en

parcela. Para cada bloque, tres submuestras fueron combinadas antes del analisis.

Tratamiento gH,0g %WHC % agua CE N total K Disponible P Disponible
suelo™ disponible (dSm™) (%) (ngg’soil) (ugg™ soil)
Control 0,06 17,39 30,7 3,08 0,12 48,1 37,3
Sequia 0,02 5,79 10,2 3,26 0,13 51,6 39,1
Sig. <0,01 <0,01 <0,01 >0,05  >0,05 >0,05 >0,05

5.3.2. Crecimiento de la parte aérea

La produccion de biomasa se vio reducida por la sequia en cada poblacidn.
Aunque la produccion de PS tras 35 dias sin regar se redujo un 35-53% respecto las
plantas regadas, los efectos no fueron significativos (P = 0,13) debido a la alta
variacion. Como en el ensayo de maceta, La Perdiz fue la poblaciéon con la menor
biomasa. Al ordenar el PS de las plantas sometidas a sequia en términos absolutos, de
importancia desde el punto de vista forrajero, este orden fue el mismo que en el
ensayo en maceta; Famara> Boca de Tauce =Llano del Beal> La Perdiz (ver Figura

5.3.2.).
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0,35
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m Control

0,307 [ No regado
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0,15
0,10
0,05

! [

251 ()

TCR (g g* PS dia?)

PS de la parte aérea (g planta™)

Famara Llano del Beal Boca de Tauce La Perdiz

Figura 5.3.2.- (A) Tasa de crecimiento relativa (TCR) de la parte aérea entre los dias 5y
35 del ensayo en la estacion experimental de IMIDA durante el verano de 2008. (B) Peso seco

de la parte aérea de las plantas a los 35 dias del comienzo del tratamiento.

Sin embargo, al expresar el PS de cada poblacién como % de sus control,
encontramos que Famara (65%) > Boca de Tauce (60%) > Llano del Beal (52%) > La
Perdiz (47%), con un orden practicamente opuesto al que aparecié en el ensayo de
maceta, de modo que aqui, las poblaciones de mayor biomasa redujeron menos su

produccién de PS que las mas pequefias.

Hubo una disminucion de la tasa de crecimiento relativo (Figura 5.3.2.A.) entre
los dias 5 y 35 (crecimiento) con el tratamiento, de 86, 84 y 75% para Famara, Llano
del Beal y Boca de Tauce, respectivamente, en comparacion con las plantas regadas.
Sin embargo, al determinar la TCR de las plantas expuestas a sequia de La Perdiz, dicho

parametro resultd ser negativo (-0,01), debido a la pérdida de hojas, un mecanismo de
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esta poblacién para reducir la pérdida de agua por transpiracion. Se pudo apreciar
también que las plantas de cada poblacion realizaban movimientos de sus hojas
durante las horas de mayor intensidad luminica para reducir la superficie foliar
expuesta, y reducir de este modo la pérdida de agua por evapotranspiracidon (ver
Fotografia 5.3.2.). Este efecto fue mucho mds aparente en las plantas que no recibian

aporte hidrico.

Tabla 5.3.2.- Peso fresco (g PF) y %MS planta™ al final del ensayo en parcela tras 35 dias

desde el comienzo del tratamiento (regar o no regar).

Poblacién Tratamiento PF(g) planta™ %MS
Famara Control 86,55 + 16,84 ab 20,34 ab
Sequia 42,87 + 3,58 ab 26,65 a
Llano del Beal Control 98,48 + 20,04 a 18,19 b
Sequia 37,11+12,76 b 25,17 ab
Boca de Tauce Control 83,36 + 14,50 ab 17,58 b 126
Sequia 40,03 + 10,23 ab 22,00 ab
La Perdiz Control 66,65 + 11,09 ab 15,89 b
Sequia 27,88+2,42 b 17,92 b
Sig. 0,004 0,001

Para ver el analisis factorial, ver tabla A.11. en Anexos.
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5.3.3. Area Foliar Especifica (AFE)

La sequia redujo la AFE en todas las poblaciones (no significativamente en La
Perdiz), de modo que el mayor porcentaje de reduccién encontrado (30%) coincide con
el mayor grado de tolerancia de Famara. Ademas, la reduccién debido al estrés hidrico

fue mas pronunciada que en maceta.

Las plantas presentaron hojas mas gruesas que las de maceta, con un AFE
cuatro o cinco veces mas bajo que las del ensayo de maceta. Para ambos ensayos, y
comparando el valor del AFE en las situaciones estresantes, el orden de las poblaciones
es el mismo: Famara> Llano del Beal> Boca de Tauce> La Perdiz, lo se correlaciona bien

con el orden de tolerancia en campo.

Tabla 5.3.3.- Area foliar especifica de las plantas del ensayo de campo para los dias 23 y

34 desde el comienzo del tratamiento.

AFE
Poblacién Dia Tratamiento m” Kg'PS
Famara 23 Control 13,6 £ 0,2 abc
23 Sequia 11,2 £ 0,2 cde
34 Control 15,5+0,7 a
34 Sequia 10,6 + 0,1 def
Llano del Beal 23 Control 11,2 +0,6 cde
23 Sequia 10,6 + 0,5 de
34 Control 14,3 +0,7 ab
34 Sequia 9,8+0,4 def
Boca de Tauce 23 Control 10,7 £ 0,7 de
23 Sequia 8,8+0,1ef
34 Control 12,4 +0,7 bcd
34 Sequia 9,5+0,5 ef
La Perdiz 23 Control 79+0,5f
23 Sequia 8,7+0,5 ef
34 Control 10,5 + 0,3 def
34 Sequia 8,7+0,2 ef
Sig. <0,01

Para ver el analisis factorial, ver tabla A.12. en anexos.
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5.3.4. Azucares y almidon

La sequia no modificd significativamente la concentracidon de azucar expresado
en PS (29-46 g Kg''), disminuyendo dicha concentracion en el orden Famara > Llano del
Beal > Boca de Tauce > La Perdiz, y con valores superiores que los observados en el
ensayo en maceta. En lugar de lo que paso en las macetas, el porcentaje de la glucosa
presente como azUcares solubles bajé frente a sequia en todas las poblaciones a
excepcion de La Perdiz. Aparecen incrementos significativos para concentraciones de
azlcares y almidon en el agua de los tejidos (mmol 1Y), lo cual es mas relevante para el
AO. El orden de acuerdo al incremento en la concentracion de azucar fue: Llano del
Beal (78%) > Famara (77%) > Boca de Tauce (55%) > La Perdiz (41%) (datos no
mostrados). La deshidratacidon del tejido (%MS) debido a la sequia siguid el mismo
orden, con Famara y Llano del Beal (32%)> Boca de Tauce (21%)> La Perdiz (13%). La
concentracion de almidén en la materia seca fue mas alta que en maceta y aumenté

con la sequia para Boca de Tauce.

Tabla 5.3.4.- Azlcar y almiddn, en parte aérea de cuatro poblaciones de B. bituminosa
crecidas en el campo durante 35 dias con o sin riego. La Ultima columna representa el % de
azlcar respecto a la suma de azucar y almidén (residuos de glucosa): estos valores fueron

transformados (aseno (V(x/100))) antes del analisis estadistico.

Azucar Almidon %AzUcar
Poblacién Tratamiento g Kg'PS g Kg'PS
Famara Control 42,8+2,3ab 86,4+8,1b 33,1a
Sequia 46,6+ 1,8a 112,7+9,4b 29,3 a
Llano del Beal Control 39,8+0,5ab 73,1+4,3b 35,3a
Sequia 40,7+2,1ab 111,6 +4,7 ab 26,7 ab
Boca de Tauce Control 32,8+3,1ab 97,0+4,1b 25,3 ab
Sequia 346 +3,8ab 154,0+14,0a 18,4 b
La Perdiz Control 28,7+4,1b 86,2+149b 24,9 ab
Sequia 28,9+3,6ab 91,3+14,1b 24,0 ab
Sig. <0,01 <0,01 <0,01

Para ver el analisis factorial, ver tabla A.13. en Anexos.
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5.3.5. Compuestos nitrogenados

En parcela, las plantas alcanzaron %N mads bajos que durante el ensayo en
maceta, pero sin diferencias entre si ni entre tratamientos (una media global de
2,98%). La ausencia de un cambio en los niveles de N demuestra que para Famara y
Llano del Beal, la inhibicidn del crecimiento provocada por la sequia no fue debido a
una deficiencia del N. La Perdiz es la poblacidn que consiguié mayores concentraciones
en ambos ensayos. El tratamiento causé sélo en Boca de Tauce una reduccion de la
concentracion de N, y en todas una disminucién en la cantidad de N en la parte aérea
por planta, siendo esta mas acusada en campo que en maceta. Para Famara y Llano del
Beal, las disminuciones en la cantidad del N fueron debidas a la reduccién en el
crecimiento mientras para Boca del Tauce y La Perdiz, fueron debidas a una
combinacién de disminuciones en la concentracion del N y en el crecimiento (58% para
La Perdiz, 49% para Boca de Tauce, 45% para Llano del Beal y 30% para Famara), ya

que Boca de Tauce y La Perdiz si que redujeron su %N.

A N ,}’ \;\." iR
A2 \\\:\\v \' '

Fotografia 5.3.5.- Cambio de la inclinacion foliar en plantas de B. bituminosa como
respuesta morfoldgica durante la exposicidon a sequia-calor. La fotografia muestra una de las
plantas de la variedad crassiuscula (poblacion Boca de Tauce) a medio dia durante el ensayo en
parcela de sequia (izquierda). Como en el ensayo en maceta, se encontraron numerosos
nodulos en las raices durante la cosecha, con aparente estado activo. Los nédulos eran
determinados esféricos, marrdn blanquecinos con lenticelas externamente, y rojo-rosados en

su interior (derecha).
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Las concentraciones de NH," fueron mas bajas que en maceta, con una tendencia
general a disminuir frente a sequia, apareciendo diferencias significacivas para dicho
descenso en Llano del Beal (Tabla 5.3.5.) debidas al tratamiento (Tabla A.13). La sequia
redujo la concentracion de AAs en todas las poblaciones, en relacién con sus
respectivos controles, excepto en Famara, siendo La Perdiz la poblacién que modifica
su contenido de AAs significativamente, disminuyendo desde 54,7 a 26,9 umol g'lPS.
Famara fue la Unica que aumentd sus niveles de prolina con el tratamiento por sequia,
aunque los valores alcanzados estuvieron muy por debajo de los alcanzados en

maceta.

5.3.6. Relaciones hidricas

En términos absolutos, el descenso del CRA fue mucho menor que en el ensayo
en maceta, reflejando una menos severa imposicion de la sequia a pesar de que los W,
fueron bastante mas bajos. El CRA se midié a los 23 y 35 dias desde el ultimo evento de

lluvia.

Las dos poblaciones canarias (Famara y Boca de Tauce) fueron mas tolerantes a
la sequia en términos de crecimiento, en relacién a sus controles, y mostraron los
menores descensos en sus W,. Sélo las dos poblaciones murcianas sufrieron
reducciones en sus W,, con valores muy negativos. Llano del Beal fue la Unica que
experimenté una reduccién del W,, el dia 23 desde el comienzo del tratamiento en
relacion a su control. Esta poblacion también presentd una inhibicién del crecimiento
coincidiendo con una reduccién de su W, (P > 0,05). Todas sufrieron modificaciones en
su W, tanto para el dia 18 como 30. No se detectaron diferencias significativas (P =
0,06) en los valores de AO, aunque, como en el ensayo en maceta, Famara y La Perdiz
mostraron el mayor AO (Tabla 5.3.6.). La caida en el W; fue similar en todas las
accesiones, y consecuentemente W, no se vio modificado por sequia para las
poblaciones murcianas (Llano del Beal y La Perdiz), pero incrementé para las dos

poblaciones canarias (Tabla 5.3.6.).
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5.3.7. Nutrientes minerales

En campo, al contrario que en maceta, la sequia provocd reducciones
significativas (40-60%) en las concentraciones tisulares de P para todas las poblaciones,
elemento que precisamente también disminuye significativamente su contribucién al
W, (% del W) en todas las poblaciones. La sequia causé una disminucién de la
concentracion tisular de K en Llano de Beal y Boca de Tauce, mientras que no se ve
modificada significativamente en las poblaciones Famara y La Perdiz, las dos que
tampoco modificaron su concentracion de K en el ensayo en maceta. El Ca sélo
disminuyd en La Perdiz, y el Mg en Llano del Beal. Los niveles de Na fueron muy bajos,

lo que refleja el caracter no salino de este suelo (CE 3,08-3,26 dS m'l; se considera

I
ua_, salino si su CE > 4).
~
‘8 Tabla 5.3.7.- Concentraciones en pmol g”'PS de los cationes mas relevantes y de P para
é plantas crecidas durante 35 dias con o sin riego en parcela.
Poblacién Tratamiento Ca K Mg Na P
Famara Control 438+26  305+42 bcd 149+4b 14,5+6,3 50,4 3,4 ab
Sequia 515+13 220+ 7cd 131+4b 61+1,1 27,6+0,1b
Llano del Beal Control 393+3 389+33ab 228 + 20 ab 6,812,7 59,8+3,5a
Sequia 414 +45 215+14d 189+ 16 bc <1 29,8+25b
133 Boca de Tauce Control 425+23 409+3ab 172 +5 bc 15,3+7,4 54,6+2,8a
Sequia 417 +15 262+5cd 139+16b <1 33,8+3,6 bc
La Perdiz Control 384+9 437 +26a 230+9ab 15,5+2,8 61,5+6,0a
Sequia 482 + 55 328 + 15 abc 267 +14 a 2,9+6,0 35,1+3,2 bc
Sig. 0,08 <0,01 <0,01 0,20 <0,01

Para ver el analisis factorial, ver tabla A.16. en Anexos.
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5.3.8. Furanocumarinas (FCs)

No aparecen diferencias significativas por la accidon del tratamiento ni entre
poblaciones. La proporcién entre ambas FCs es diferente entre poblaciones, de modo
que se observd una mayor tendencia de altos contenidos de angelicina que de

psoraleno en Famara.

Tabla 5.3.8.- El contenido de FCs (g g™PS) al final del ensayo de campo tras 35 dias con

o sin sequia.

Poblacién Tratamiento Psoraleno Angelicina

Famara Control 2694 + 337 3112 + 569
Sequia 1594 + 198 2065 + 528

Llano del Beal Control 3644 £ 645 1923 +939
Sequia 2495 £ 229 2275 £ 307

Boca de Tauce  Control 2239+ 841 2141 +£435
Sequia 3828 £ 51 3650+ 161

La Perdiz Control 1930 £ 360 2395 + 367 134
Sequia 3648 £+ 1179 2744 £ 528

Sig. 0,12 0,35

e|22.4ed ua enbas || 01N LIdVD
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6. CAPITULO llI: Ensayos de sequia en hidropdnico

6.1. Objetivos especificos

° Cultivar plantas de las dos poblaciones con comportamientos mas
diferentes de los anteriores ensayos en disolucién nutritiva, imponiendo
estrés hidrico mediante la adicidn de polietilenglicol (PEG) al medio liquido.

° Investigar el papel de las raices de B. bituminosa en la respuesta de las
plantas al estrés hidrico.

. Usar los resultados para explicar las respuestas de las plantas a sequia al

nivel de maceta y campo.

136
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Se llevaron a cabo dos ensayos en hidropdnico, en los que se evalué dos
poblaciones, Famara y Llano del Beal. Se seleccionaron estas dos poblaciones por su
comportamiento mas extremo entre si en los ensayos de maceta y parcela, y de
acuerdo a los potenciales hidricos y niveles de prolina alcanzados. Primero se realizd
un ensayo con el que se adquirieron las habilidades necesarias para la determinacién
de la conductividad hidraulica de las raices, L,. A continuacién, basicamente se repitio
el mismo ensayo, donde se midieron mds parametros fisiolégicos que ayudaran a

entender el comportamiento de L, del anterior estudio.

6.2. Primer ensayo en hidropdnico

El primer ensayo se llevé a cabo en el Centro de Edafologia y Biologia Aplicada
del Segura (CEBAS), instituto del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)
en Murcia. El trabajo se realizé en el Departamento de Nutriciéon Vegetal, con la ayuda
del grupo de investigaciéon de la Profesora de investigacién, Dra. Micaela Carvajal

Alcaraz.

Semillas de ambas poblaciones (ver Tabla 3.) fueron repartidas en macetas con
perlita, y 20 dias después se procedid a su traspaso a cultivo hidropdnico con medio
nutritivo liquido. En tres barrefios de 15 | se colocaron 12 plantas de cada variedad, con
oxigenacion mediante bombeo de burbujas de aire al medio liquido. Se utilizd
disolucién completa (ver seccion 3.4.1. en Materiales y Métodos), refrescandola una
vez a la semana. Las plantas fueron colocadas en una camara de cultivo del CEBAS-CSIC
con ambiente controlado, con una temperatura de 25/20°C dia/noche, una humedad
relativa dia/noche de 65/85% y un fotoperiodo de 16h. La densidad de flujo de fotones
(PAR) fue 400 uE m™ s, La luz fue aportada por combinacién de tubos fluorescentes
(Philips TLD 36 W/83, Sylvania F36 W/GRO) y lamparas (metal halide lamps Osram
HQL. T 400 W).

Se recurrid al polietilenglicol (PEG) para la imposicidon del estrés hidrico. Dicho
compuesto es un polimetro inerte no idnico, producido en un rango de peso

molecular, de cadena larga, HOCH,-(CH,-O-CH,),-CH,0H, que ha sido ampliamente
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utilizado para el mantenimiento experimental de medios liquidos a unos valores
determinados de W,, (Steuter, 1981). Se asume que el PEG de gran peso molecular no
penetra en las plantas, y de ahi su idoneidad como compuesto osmatico para el uso en
medio hidropdnico con raices (Michel y Kaufmann, 1973; Michel, 1983; Money, 1989).
Para este ensayo se utilizd concretamente PEG 8000 (pm 8000, Sigma-Aldrich, Madrid).

Tabla 6.2.a.- Andlisis por ICP de PEG disuelto en agua. LD= limite de deteccidn.

Elemento (uM) %PEG
4,5 9
Ca <LD <LD
K 24 46
Mg <LD <LD
Na 263 404
P <LD <LD
Cu <LD <LD
Otros MPs <LD <LD

Las disoluciones nutritivas (DNs) estaban bien aireadas para evitar posibles
efectos adversos sobre la disponibilidad de oxigeno, aunque dichos efectos se
observarian a concentraciones de PEG mas altas que las empleadas en este ensayo
(Verslues y col., 1998). Sélo se observaron algunos posibles sintomas de toxicidad por
absorcién de PEG en algunas plantas (presuntamente las que ya tenian danos en las
raices y por tanto habian perdido la selectividad de la membrana plasmatica). Los
resultados obtenidos a partir de dichas plantas dafiadas no fueron incluidos en esta

tesis.

138
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Tabla 6.2.b.- Determinacién de CE (uS) en las DNs usadas en los ensayos en hidropdnico,

en los dias tras su preparacion.

DN 100%
Dia Control +4,5 % PEG +9 % PEG
1 1780 1508 1277
2 1874 1504 1271
3 1776 1498 1259
6 1725 1455 1186
7 1722 1453 1185
8 1728 1459 1187

La reduccién de la CE en funcién de la concentraciéon de PEG se debe a la
adsorcién de cationes por el PEG, lo que podria suponer un problema en cuanto a los
nutrientes (Burnett y col.,, 2005), pero este efecto se compensd gracias a que la
disolucién nutritiva al 100% contiene nutrientes en exceso. Para otros nutrientes, el
unico efecto significativo fue un descenso de la concentracién de N en las raices de
Llano del Beal a 9% PEG (ver tabla 6.4.1.c.) pero sin que llegara a niveles de deficiencia,
y sin que se apreciara disminucion en el crecimiento (PS) (sélo sobe PF, indicando

Unicamente efectos sobre la absorcidn de agua).

A los 20 dias tras el trasplante, se comenzé a afiadir PEG 8000 a los barreiios con
medio nutritivo, de modo que la concentracion aumentara un 0,75% y 1,5%/dia
durante 6 dias, hasta alcanzar su concentracion definitiva, de modo que se midié la
conductividad hidrica de las raices (L,) de las plantas a 4,5%, y 9% PEG. Se decidid por
una imposicién gradual del estrés hidrico para simular las condiciones con las que la
sequia se impone de manera natural en campo. Las concentraciones elegidas fueron
0% PEG (W=-0,07 MPa), 4,5% PEG (W=-0,13MPa) y 9% PEG (W= -0,25 MPa, equivalente
a un potencial creado por 40 mM NaCl). A las 24h tras alcanzar las concentraciones
deseadas de 4,5% y 9%, se procedio a la cosecha y determinacién de L. El andlisis de la
Lo se determind en todas las plantas, en varias tandas de tres plantas cada una,
constituyendo cada tanda una réplica. El material vegetal de cada réplica se conservo
para el posterior andlisis de PF, PS, y compuestos nitrogenados tras liofilizacion y

molido, tanto de parte aérea como de raiz.



Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de B. bituminosa frente a sequia... Domingo Martinez Ferndndez

Fotografia 6.2.- Plantas durante el primer ensayo en hidropdnico con PEG.

140

6.3. Segundo ensayo en hidropdnico

Semillas de las dos mismas poblaciones usadas en el anterior ensayo fueron

sembradas en macetas con perlita, y de nuevo, tras 20 dias, se pasaron a cultivo

hidropdnico en barrefios de 1,5 | (6 barrefios por tratamiento), con 5 plantas en cada
uno. El ensayo se llevé a cabo en camara de cultivo del IMIDA, con 11 h luz a 23/19°C.
La densidad de flujo de fotones fue aproximadamente 200 pE m? s™. La humedad

relativa se mantuvo en torno al 60%.

El tratamiento con PEG comenzd a instaurarse tras 16 dias en cultivo

od1uodouply ua enbas ||| 01NLIdVD

hidropdnico, aumentando un 0,75% y 1,5% cada dia hasta alcanzar la concentracién
definitiva de 4,5 y 9%PEG respectivamente. Se analizaron las relaciones hidricas de las
plantas para comprobar el efecto del tratamiento a las 24 h de alcanzar la
concentracion deseada, y se cosecharon las plantas para determinar el PF, PS tras
liofilizacién de la parte aérea y raices. Posteriormente se realizaron las extracciones y

determinaciones de compuestos nitrogenados, azucares y almidon.



SECCION SEQUIA

141

Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de B. bituminosa frente a sequia... Domingo Martinez Fernandez

6.4. Resultados ensayos de sequia en hidropdnico

6.4.1. Crecimiento

Tanto la poblacion Famara como Llano del Beal redujeron su biomasa aérea en
peso fresco tras exposicion a PEG, de modo que a medida que aumentd la
concentracion de PEG en el medio liquido, menor fue la biomasa, presentando Famara
siempre valores mas altos y mds cercanos a su control (a 9% PEG, Famara tuvo un 58%,
y Llano del Beal un 46% de biomasa fresca respecto a sus controles). Para la biomasa
en PS, no aparecieron diferencias respecto al control, indicando el efecto del PEG

Unicamente sobre la absorcion de agua (Tabla 6.4.1.b.).

Al comparar el PF de las plantas control de ambas poblaciones, Llano del Beal
siempre presentd un sistema radicular mayor. Sin embargo, durante el tratamiento
con PEG, las raices de la poblacién Llano del Beal presentaron menor PF que sus
controles en comparacién con Famara. Frecuentemente frente al estrés hidrico hay un
aumento en la relacién R:PA, una adaptacién para maximizar la tasa de captura de
agua, mostrando de nuevo Llano del Beal valores superiores en dicha relacién. Fue
posible comprobar que Llano del Beal siempre tuvo mas raiz por unidad de parte aérea
que Famara, aunque Famara alcanzé una mayor biomasa. Hubo distinto efecto del
tratamiento para el PS. Las plantas de la poblacién Famara a 9% PEG aumentaron mas
su proporcion de raiz (un incremento del 52%) que Llano del Beal (incremento del

28%).

El tratamiento con PEG en el medio nutritivo provocd un descenso en la L, en
ambas poblaciones. En situaciones control y estrés intermedio (4,5% PEG), la poblacién
Famara presenté mayor Lo que Llano del Beal (P > 0,05), pero bajo condiciones mas
estresantes, esta diferencia desaparecié por completo. La sensibilidad de la Ly a valores

mas bajos del W,, externo fue muy parecida en las dos poblaciones.
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Tabla 6.4.1.b.- Crecimiento, azucares y almiddn de la parte aérea y de las raices de las

plantas de las dos poblaciones que fueron usadas en el ensayo de estrés hidrico en

hidropdnico llevado a cabo en el IMIDA.

Para ver el analisis factorial, consultar tabla A.18. en Anexo.

Parte Aérea g PFplanta’  gPSplanta™ Azlcar Almiddn
Poblacién Tratamiento g Kg'PS g Kg'PS
Famara Control 1,76 +0,24a 0,26+0,03a 22,0+x1,7bc 75,0%+5,2a
4,5%PEG 1,73+0,16a 0,28+0,03a 29,6+3,0ab 70,6+6,5ab
9%PEG 1,03+0,06 bc 0,21+0,01ab 33,8+29a 62,8 + 4,6 abc
Llano del Beal Control 1,36 +0,24ab 0,18+0,03ab 19,9+1,7c 55,4 £ 3,2 abc
4,5%PEG 0,87+0,06 bc 0,15+0,01b 236+1,7bc 47,9%6,5¢
9%PEG 0,64+0,11c¢ 0,16+0,02b 209+1,2bc 48,9+4,0bc
< Sig. <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
3
2 Raiz g PFplanta’  gPSplanta™ Azlcar Almidén
‘8 Poblacién Tratamiento g Kg'PsS g Kg'PS
é Famara Control 0,95 + 0,09 0,13+0,01 20,2+2,2b 53,7%+3,5
4,5%PEG 0,92 + 0,06 0,14+0,01 33,4%3,1a 49,5+2,8
9%PEG 0,78 £ 0,06 0,14+0,01 22,3+1,6abc 455+4,0
Llano del Beal Control 1,26 £0,21 0,13+0,01 11,9+0,8c 54,1+5,8
4,5%PEG 0,87 £ 0,08 0,12+0,01 259+5,1ab 48,756
9%PEG 0,81+0,11 0,13+0,01 11,4+25c 40,8+2,8
143 Sig. 0,07 0,68 <0,01 0,26
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Tabla 6.4.1.c.- Compuestos nitrogenados de la parte aérea y de las raices-de las plantas

usadas en el ensayo de estrés hidrico en hidropdnico llevado a cabo en el IMIDA. El %N fue

transformado (aseno (V(x/100))). En esta tabla, los valores de AAs incluyen los de NH,".

Parte Aérea N NH," AAs Pro
Poblacién Tratamiento % umol g'PS pmol g'PS pmol g'PS
Famara Control B,14+0,06b 18,8+1,4c 30,5+2,1bcd 2,18+1,00b
4,5%PEG 2,99+0,11b 21,2+2,0c 25,9 +4,6 cd 10,98 +4,15b
9%PEG B,25+0,07b 33,3+3,7bc  17,1+2,1d 33,01+2,19a
Llano del Beal Control 4,86+0,30a 33,1+3,5bc 60,9%7,3ab 3,02+0,60b
4,5%PEG 4,61+0,13a 435+49b 56,1+7,7abc 30,62t4,12a
9%PEG 4,74+0,16 a 63,4+0,8a 742+12,5a 39,96 +5,09 a
Sig. <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Raiz N NH," AAs Pro
Poblacién Tratamiento % umol g'PS umol g™'PS umol g™'PS
Famara Control 3,86+0,12bc 38,1%2,2c 78,0+2,7b 1,05+ 0,06 ¢ 144
4,5%PEG [3,77+0,07bc 485+3,6bc 92,2+7,0ab 3,83+1,01bc
9%PEG 3,74+0,11bc 65915,4a 102,3+8,4ab 9,95+2,13a
Llano del Beal Control 4,56 +0,12 a 52,5+2,3abc 99,3%+6,4ab 1,51 +0,20 bc
4,5%PEG |4,29+0,15ab 629+19ab 115,3+6,5a 6,17 £ 0,58 ab
9%PEG 3,71 10,16 ¢ 658+4,9a 93,9+9,5ab 6,24 £1,17 ab
Sig. <0,01 <0,01 0,02 <0,01

Para ver el analisis factorial, consultar tabla A.19. en Anexo.
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6.4.2. Azucary almidén

Un aumento del azucar en la parte aérea de Famara aparecié con el
tratamiento con PEG en el segundo ensayo en hidropdnico. El aumento del azlcar en
las raices fue significativo para ambas variedades, aunque sélo a 4,5% PEG. La
concentracion del almiddn disminuyd en todos los casos debido a la exposicion al PEG,

pero nunca significativamente.

6.4.3. Compuestos nitrogenados

Durante los ensayos en hidropénico, no se observd la aparicién de nddulos en
las raices de las plantas, de modo que el nitrégeno de las plantas procedia Unicamente
de las DNs. Las concentraciones de N en PA y en raices resultaron ser diferentes entre
las raices de Llano del Beal expuestas a 9% PEG (3,71% N) y la de los controles (4,56%
N). Dada la alta concentracion del N en la disolucidon nutritiva (16 mM), hay que
suponer estos niveles en las plantas representan una acumulacién de lujo, es decir por

encima de sus necesidades.

La concentracién de NH," en el primer ensayo aumentd en la parte aérea de
Llano del Beal tras la exposicidon a PEG, y también aumentd en raiz durante el estrés
mas severo. En el segundo ensayo, la concentracién fue proporcional al estrés hidrico.
Mientras que Famara tiende a bajar su concentracion de AAs, (en ambos ensayos),
Llano del Beal tiende a aumentar sus niveles de AAs. Famara aumentd sus niveles de
prolina en parte aérea (significativo) en las condiciones mas extremas (los resultados
del CEBAS parecen mas esclarecedores), pero mantuvo los niveles del control en estrés
intermedio. Llano del Beal por el contrario, aumentd su concentracién de prolina
significativamente con la concentracion de PEG en el medio de cultivo. A 4,5% PEG,
Llano del Beal ya habia comenzado a acumular prolina en su parte aérea. Esto puede
significar que, para un mismo potencial hidrico en el medio externo, Llano del Beal
padece mas estrés que Famara. La exposicién a PEG provocd acumulacién significativa
de Pro en las raices de ambas variedades, aunque fue mucho mas modesta que en la

PA.
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6.4.4. Relaciones hidricas

La poblacién Llano del Beal redujo su CRA a 9% PEG, desde 85 a 69%, mientras
que Famara mostré descensos mas suaves. En los tres ensayos de sequia en maceta,
parcela e hidropdnico, Llano del Beal fue la poblacion que alcanzé los menores
porcentajes del CRA. En campo y en hidropdnico, Famara fue la que menos modificé

su CRA.

Ni Famara ni Llano del Beal modificaron su W,,. Los valores alcanzados fueron
mucho menos negativos que en maceta para Llano del Beal, y mucho menos negativos
que en el ensayo en campo para ambas especies. En hidropdnico, aparecen
modificaciones del W, realizando Llano del Beal una mayor modificaciéon. Sus W,

siempre fueron iguales o superiores a los de los controles, lo que implica AO.

Tabla 6.4.4.- Relaciones hidricas de las plantas cultivadas en el ensayo en hidropénico

llevado a cabo en el IMIDA.

IMIDA CRA W, W, W,

Poblacién Tratamiento % MPa MPa MPa

Famara Control 86,4+4,07 -0,29+0,03 -1,03+0,06ab 0,74+ 0,05 bc
4,5%PEG 84,2+2,73 -0,27+0,01 -0,98+0,03a 0,71+0,02¢
9%PEG 739+7,41 -0,29+0,03 -1,35+0,09bc 1,06 +0,09 ab

Llano de Beal  Control 84,8+2,23 -0,29+0,04 -0,92+0,02a 0,64+0,03¢c
4,5%PEG 82,5+5,57 -0,23+0,03 -1,04+0,05ab 0,82+0,03 bc
9%PEG 69,4+4,72 -0,31+0,04 -1,60+0,16¢c 1,29+0,13a

Sig. 0,08 0,54 <0,01 <0,01

Para ver el analisis factorial, consultar tabla A.20. en Anexo.
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7. DISCUSION SEQUIA

La interpretaciéon conjunta de los resultados procedentes de los tres niveles de
experimentacién otorga una vision globalizadora del comportamiento de B. bituminosa
frente a sequia. Cada ensayo permite aislar factores, o a combinarlos, favoreciendo el
analisis de la respuesta frente a sequia desde diferentes puntos de vista. Algunos
resultados pudieron llegar a ser incluso contradictorios, lo que refleja la necesidad de
analizar e interpretar como la especie estudiada es capaz de combatir el déficit hidrico

en condiciones reales.

Hay algunos factores que pudieron haber contribuido a las diferencias en el
orden de tolerancia (% de biomasa aérea respecto del control y TCR) entre el ensayo
en maceta (La Perdiz > Boca de Tauce > Llano del Beal > Famara) y el de campo
(Famara > Boca de Tauce > Llano del Beal > La Perdiz), los cuales dificultaron la
separacion de los efectos causados por depravacién de agua de manera
individualizada. El ensayo de campo implica la exposicidn simultdnea de las plantas no
s6lo frente al tratamiento con sequia, sino también a altas temperaturas y altas
intensidades luminicas. Esto, junto a la mayor duracién del ensayo de campo (30 dias
sin riego alguno), propicié un mayor descenso del crecimiento, aunque la velocidad de
la imposicion de sequia fue mayor en maceta debido al volumen limitado donde se

desarrollan las raices.

7.1. Crecimiento y cambios morfologicos

Cuando una planta esta expuesta a sequia, se ponen en marcha mecanismos que
aceleran su ciclo de crecimiento (evasidon de la sequia) e/o intentan maximizar la
absorcién de agua por las raices y minimizar su pérdida por la parte aérea, a través de

modificaciones anatémicas y morfoldgicas (evitar el estrés interno).
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7.1.1. Crecimiento relativo de las raices y la parte aérea

En los dos ensayos en hidropdnico la relacién R:PA aumenté en ambas
variedades a medida que la concentracién externa de PEG aumentaba. Esta es una
respuesta comun a la escasez de agua (Chaves y col.,, 2002; Sanchez-Blanco y col.,
2009; Erice y col., 2010) y ayuda a minimizar la relacidon pérdida:captura de agua, a
través de expansion del sistema radicular para alcanzar zonas mas humedas en
profundidad (Khan y col., 2010), permitiendo la evitacién del estrés hidrico interno.
Yousfiy col. (2010), comparando Medicago truncatula Gaertn. y M. laciniata (L.) Miller,
demostraron que las dos poblaciones de M. laciniata fueron mas tolerantes a la
sequia, coincidiendo con su mayor relaciéon R:PA y mejor mantenimiento del CRA.
Cuando el sistema radicular aumenta para un mismo desarrollo de la parte aérea, el
aprovechamiento del agua con relacion a la evapotranspiracién se ve incrementado,
junto al cierre de los estomas tras sequia mediante sefalizacién con ABA. Este
fenédmeno ocurre también frente a sequia en otras especies de leguminosas como
Vicia faba L. (Khan y col.,, 2010) o Cicer arietinum L. (Kashiwagi y col., 2008). La
poblacién Famara, con mayor biomasa que Llano del Beal, consiguié un mejor
mantenimiento del crecimiento frente a estrés hidrico en los ensayos en hidropdnico,
gracias en parte, a que fue la que mas aumenté su relacién R:PA, como mecanismo de
adaptacidon morfolégica. Se podria concluir que las poblaciones de B. bituminosa con
mayor tamafo son potencialmente mas tolerantes cuando el crecimiento radicular no
estd limitado, por disponer de mas sistema radicular que les permita captar mas agua

(Whitmore y Whalley, 2009).

La pérdida de biomasa aérea (valores negativos de TCR) para las plantas de La
Perdiz en campo fue probablemente un medio para reducir la pérdida de agua (Erice y

col., 2010), o simplemente un sintoma de estrés.
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7.1.2.  Area foliar especifica (AFE)

Un reducido AFE ha sido relacionado con una elevada tolerancia a sequia por
parte de otros investigadores (Erice y col., 2010). Este pardmetro depende del grosor
de la hoja y de la densidad tisular (Meziane y Shipley, 2001), de manera que una mayor
densidad (como por un descenso del CRA) y un aumento del grosor (por ejemplo
debido a la acumulacién de almidén) causan una reduccion del AFE. En ambos ensayos,
las reducciones del AFE vinieron acompafiadas por disminuciones en el CRA (excepto
en Llano de Beal en el ensayo en maceta), lo que aumenta la densidad de la hoja. El
AFE de las plantas de B. bituminosa que fueron expuestas a sequia, fue menor que el

de las correspondientes plantas regadas.

Segun McMillen y McClendon (1983), en las hojas durante estrés hidrico sucede
un aumento del contenido energético de la célula, expresado como contenido en
moléculas con carbono. Esto se debe a que la reduccién del crecimiento sucede antes
qgue la inhibicion de la fotosintesis (McDowell, 2011), permitiendo la acumulacién de
fotoasimilados (azucares y almidoén). Este efecto pudo apreciarse en el ensayo en
parcela, pero quizds no se aprecie en maceta porque la concentracion de almidén fue
mas baja. Igualmente, nuestros resultados estan de acuerdo con Meziane y Shipley
(2001), que exponen que la tasa fotosintética y el contenido en N aumentan con el

AFE (hojas mas finas).

Un mayor grosor de la hoja (Rhizopoulou y Psaras, 2003) y menor AFE (Bell y col.,
2007; Erice y col., 2010) reducen la pérdida de agua, pero podrian también disminuir la
conductancia interna de CO, (Syvertsen y col., 1995) y reducir la tasa fotosintética neta
por g de PS de hoja (Meziane y Shipley, 2001). Existen sin embargo numerosos
estudios de los efectos positivos sobre la fotosintesis (Sims y col., 1998; Patsikka y col.,
2002), probablemente relacionados con un aumento en la densidad de cloroplastos
debido a una disminucién en el tamafo de las células (Munns y Tester, 2008). En el
ensayo de maceta, las plantas que experimentaron un mejor mantenimiento del
crecimiento presentaron los menores valores de AFE, lo que corrobora que la
tolerancia esta relacionada con menores valores de AFE (hojas mads gruesas). La

exposicidn a altas intensidades luminicas y altas temperaturas fueron los factores que
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mas condicionaron el AFE, teniendo las plantas del ensayo en campo valores de al
menos 4 veces por debajo de las crecidas en el ensayo de maceta, a pesar de su mayor
CRA. Las hojas gruesas protegen frente a fotoinhibicion (Patsikkd y col., 2002),
mostrando la adaptacion de B. bituminosa a las altas intensidades luminicas (Méndez y
col., 2000), aunque podria ser mas susceptible a incrementos excesivos de la
temperatura interna (Chaves y col., 2002). En maceta, las concentraciones mas altas de
fésforo, potasio y nitrégeno podrian haber contribuido a que el AFE llegue a valores

mas elevados (Meziane y Shipley, 2001).

En la literatura relacionada se ha podido comprobar que el AFE medio de 579
especies de herbaceas dicotiledéneas silvestres es de 26 m?kg™PS (Vile y col., 2005).
Las plantas de B. bituminosa utilizadas en el ensayo de campo tuvieron valores mas
bajos, entre 7,9 y 15,5, (mayor grosor), lo que la destaca como planta altamente
tolerante a sequia. Otras plantas de zonas aridas-desérticas del suroeste australiano
tienen valores entre 0,98-4,24 m*kg*PS (Mitchell y col., 2008), mientras Medrano v
col. (2009), encontraron valores de entre 4 y 18 m? Kg'1 para distintas especies

arbustivas Mediterraneas.

7.2. Compuestos nitrogenados

7.2.1. Nitrégenoy NH,"

Se pudo comprobar la presencia de numerosos nddulos con apariencia activa
(ver Fotografia 1.3.2.) tanto en el ensayo en maceta como en parcela, pero no en los
ensayos en hidropdénico. Los ndédulos eran determinados esféricos, marrén
blanquecinos con lenticelas externamente, y rojo-rosados en su interior. En un ensayo
de campo por Garcia-Camarero y col. (1998), la mayoria de la longitud y biomasa del
sistema radicular de B. bituminosa se encontré en los primeros 30 cm del suelo bajo
condiciones de baja pluviometria (<300 mm afio!), mientras que la biomasa de los
nddulos aparecia de manera uniforme entre las tres capas estudiadas (0-15, 15-30 y

30-45 cm).
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La sequia es un factor que inhibe de manera importante la fijacién de N en las
raices. Dicho estrés causa la disminucién de la tasa de infeccion por bacterias fijadoras
de N, disminucién de la permeabilidad por oxigeno de los ndédulos, descenso del
aporte de sustancias procedentes de la fotosintesis, y reduccion del aporte de agua al
floema de la planta hospedadora (Sanchez-Diaz y Aguirreolea, 1991; Serraj y col.,
1999). Un ejemplo concreto seria el de Kim y col. (2004), donde la sequia produjo una
reduccién en el N, incorporado (ademés de un aumento de Pro y NH,"), obteniendo un
30-40% menos en el contenido de N, en hojas en plantas de soja estresadas por sequia
(Streeter, 2003).

La concentracién de N (y de NH.", AAs y Pro) en las plantas crecidas en campo
fueron menores que las del ensayo en maceta. Esto no pudo deberse a un posible
descenso del aporte de fotoasimilados a los nddulos radiculares porque las
concentraciones de TNCs (azucares y almidén) fueron mas altas en campo que en
maceta (ni en el ensayo en hidropdénico), tal vez porque en la cdmara del ensayo en
maceta, la intensidad luminica estuvo por debajo del dptimo para la fotosintesis de B.
bituminosa (1500 pmol m™ s™'; Méndez y col., 2000). Sin embargo, la cantidad total de
carbohidratos disminuyd en el orden: Famara > Boca de Tauce > Llano del Beal >> La
Perdiz, el mismo orden de tolerancia en cuanto crecimiento y en cantidad de N por
planta.

Aunque la disminucion de la fijacién de N, no sea el principal responsable de la
inhibicidn del crecimiento durante sequia (Serraj y col., 1999), y Walker y col. (2007),
mostraron que una concentracion del 3,4-4% fue suficiente para el maximo
crecimiento de otras poblaciones de B. bituminosa, por lo que parece que La Perdiz
presenta un mayor requerimiento de N y eso pudo haber contribuido a su mayor
sensibilidad a la sequia en campo.

Las poblaciones estudiadas mostraron diferencias en la acumulacion de N y como
se vio afectada dicha acumulacién por la sequia. En campo, la cantidad de N
acumulada en las partes aéreas estuvo relacionada proporcionalmente con el
crecimiento, siendo La Perdiz la mas sensible y Famara la mas tolerante. La cantidad
de N acumulada en la parte aérea de las plantas cultivadas en campo disminuyé en
paralelo al W,, para plantas estresadas tras 35 dias (excepto para Boca de Tauce, donde

N bajd, pero no su W,,), lo que sugiere una reduccion del movimiento de agua a través
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de los nddulos de las plantas. La poblacién Famara sufrid menor disminucién de la
cantidad de N durante sequia, debido quizds a su mejor mantenimiento de su W,,
permitiendo el movimiento de agua desde la planta al nédulo por mas tiempo. Este
efecto pudo apreciarse mejor en el ensayo de campo.

En especies no fijadoras del N,, la acumulaciéon del NH," deriva de la
fotorrespiracidon (que aumenta bajo sequia) y de la reduccién del nitrato (NO3) a nitrito
(NO,) seguido por la reduccién del NO, a NH,* (Sdnchez-Rodriguez y col., 2011). La
concentracidon del NH;" aumentd (especialmente en Llano del Beal) en presencia del
PEG en hidropdnico (estrés hidrico y asimilacion del NO3’). En maceta también se
detecté un aumento, pero dicho aumento no fue tan alto (estrés hidrico mds intenso
segln los valores del CRA y la concentracidon de Pro, pero con fijacidon del N,). Sin
embargo, en el campo (estrés hidrico menos intenso y fijacion de N,) la concentracién
del NH;" disminuy6 frente a sequia. Segun Kim y col. (2004), la concentracién de NH,;"
aumentd en Trifolium repens L. (cultivada sin Rhizobium) bajo condiciones de estrés
hidrico, lo que respalda el aumento de NH; en el ensayo en maceta, aunque sin
diferencias significativas. Sdanchez-Rodriguez y col. (2011), encontraron un acenso en
las concentraciones de NH;" y N en la PA frente a sequia en la variedad mas tolerante
de la especie no fijadora Solanum lycopersicon L. (debido a mayor reduccion del NO3' y
mayor fotorespiracién), y un ascenso en las actividades de las enzimas para detoxificar
el NH,". Para B. bituminosa, la presencia de nédulos de apariencia sana indica que en
los ensayos de maceta y de campo, la acumulacién del NH," en las hojas se derivé de la
fotorrespiracién, mientras en hidropdnico, en ausencia de nédulos, la asimilacién del
NOs™ (mayoritariamente en raices, cuando la concentracion externa de N es elevada;
Andrews, 1986) tuvo que contribuir también a la mayor acumulacién del NH," en las
plantas cultivadas en disolucién nutritiva. Se ha demostrado que la concentracion de
NH," es proporcional a la de AAs, como por ejemplo, la de Pro en T. repens (Lee y col.,
2009). Como en campo no hubo un aumento tan exagerado de la acumulacién de Pro
ni una disminucion de los AAs totales frente a sequia, sdlo se pudo apreciar una ligera

disminucién del NH,".
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7.2.2. Aminoacidos

Siempre que se habla de la concentracion de AAs, este valor se refiere a la
concentracion de AAs excluyendo la prolina (AAs-Pro). En relacidén a la imposicion de la
sequia, la concentracion de AAs disminuye en el de campo, aunque no lo hace
significativamente para Famara. En el ensayo en hidropdnico tampoco, puede que

debido al alto suministro de N a la DN.

El aumento de la prolina en las plantas en maceta pudo entraiar para Boca de
Tauce y La Perdiz, un mejor mantenimiento del crecimiento, ya que, como en otras
especies durante falta de agua, la concentracion de AAs es mads elevada (Girousse y
col., 1996; Silva y col., 2010), para contribuir al AO en los distintos compartimientos
intracelulares (Bussis y Heineke, 1998). Walker y col. (2010), también encontraron
aumentos significativos en la concentracidn tisular de AAs en B. bituminosa expuesta a
temperaturas por debajo de cero. En campo se puede apreciar un descenso en la

concentracién de AAs, a excepcion de en Famara, la poblacién mas tolerante.

Se puede considerar la Pro como indicador del estado de las plantas frente a
estrés hidrico (Vendruscolo y col., 2007; Seki y col., 2007; Verbruggen y Hermans,
2008). Aunque la acumulacién de Pro sea una respuesta metabdlica comun en plantas
superiores durante déficit hidrico y salinidad (Barnett y Naylor, 1966; Boggess y col.,
1976; Jones y col., 1980), y a pesar de las numerosas funciones que se le otorgan a la
Pro (Stewart, 1981; Delauney y Verma, 1993; Verbruggen y Hermans, 2008), no esta
claro si es un mero sintoma o un respuesta activa para mantener el crecimiento
durante sequia. En los ensayos descritos en esta tesis, no habia relacién entre
tolerancia (biomasa) y concentracién de Pro, sino que la Pro sirvié como un indicador
de la perturbacion de las relaciones hidricas (CRA, Wy y W) tal como hicieron Lazcano-
Ferrat y Lovatt (1999), lannucci y col. (2000), y Lee y col. (2008). Se han demostrado
numerosas funciones intracelulares para la Pro (Ashraf y Foolad, 2007; Szabados y
Savouré, 2009). Sin embargo, una mayor acumulacién de Pro no esta siempre
correlacionada con la aclimatacion a sequia (mantenimiento de crecimiento). La
oxidacién de la Pro, por ejemplo, podria permitir una buena manera de recuperacién

después del res-establecimiento del riego tras sequia (Szabados y Savouré, 2009),
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mientras que Maggio y col. (2002), sugieren que esto podria formar parte del

metabolismo de regulacién que frena el crecimiento en plantas expuestas a sequia.

El hecho de que apareciera una concentracién tisular de Pro mas elevada en la
plantas del ensayo en maceta que en las crecidas en campo, podria explicarse de dos
maneras. Una posible explicacidn se basa en los niveles de CRA alcanzados en ambos
ensayos. En maceta, el CRA disminuyd hasta un 46-68% (relacionado con el limitado
suministro de agua dentro de la maceta y por tanto la mds rapida imposiciéon de
estrés), mientras que en el campo, los valores de CRA no pasaron por debajo de 71-
78%, como se puede observar en la Figura 7.2.2., por lo que puede que el nivel de
deshidratacién en el ensayo de campo sea insuficiente para estimular la acumulacién
de Pro. En otras especies de la misma familia y adaptadas a regiones semidridas (como
B. bituminosa), como Phaseolus vulgaris L. y P. acutifolius A. Gray (Lazcano-Ferrat y
Lovatt, 1999), o como Trifolium alexandrinum L. (lanucciy col., 2000), el umbral para el
rapido ascenso en la concentracién de Pro también se encuentra entre 70-75% del

CRA.

OObservada
< —Cubico
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40,00
20,007
0,00— T T
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Figura 7.2.2.- La concentracidén de prolina como funcién del CRA. La sintesis de prolina
no se ve incrementada hasta que se alcanzan unos valores de CRA por debajo de un

determinado umbral, en torno al 75% (datos procedentes del ensayo en maceta).

También se pudo apreciar este distinto comportamiento entre ensayos al hacer
la regresion lineal entre Pro y CRA, y obteniendo las ecuaciones de las rectas que

permiten predecir los valores tedricos de Pro para un determinado valor del CRA.
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Usando tales ecuaciones se pudo estimar que para un mismo valor de CRA, los valores

tedricos de Pro deberian haber sido menores en campo que en maceta.

Tabla 7.2.2.- Célculo de la concentracién tedrica de Pro a partir de la ecuacién de la recta

de la regresion lineal.

Maceta Pro =82,62 +(-0,93*CRA) 3,5 17,5 31,5

Parcela Pro =28,22 + (-0,3*CRA) 2,7 7,2 11,7

Otra posible explicacién para que en campo no se alcancen valores tan elevados
de Pro como en el ensayo de maceta, es que durante la exposicion a varios estreses,
como altas temperaturas y altas intensidades luminicas, no se alcanzan tan elevadas
concentraciones de prolina e incluso similares a las de los controles (Dobra y col.,
2010). Durante estas circunstancias las rutas de sintesis de prolina son desviadas hacia
otras rutas metabdlicas, como la sintesis de sacarosa (Rizhsky y col., 2004; Mittler,
2006; Shulaev y col., 2008), ya que en esta situaciéon la prolina puede presentar
fitotoxicidad al acumularse en las células (Nanjo y col., 2003). Esto se debe, segin
defienden Lv y col. (2011), a que la acumulacién de Pro bajo estrés por calor disminuye
la termotolerancia, probablemente por incremento en la produccién de ROS (via el
ciclo Pro/P5C e inhibicién de la sintesis de ABA y etileno). Asi, bajo condiciones de
combinacidon de estreses como calor y sequia, la acumulacion de prolina no es un
indicador apropiado de la tolerancia a estrés por sequia. Para el ensayo de campo, no
se aprecid un aumento de la concentracién de sacarosa en campo porque la
concentraciéon de azlcares ya era elevada incluso en los controles (ver seccién
azucares). La acumulacion de Pro en el segundo ensayo en hidropénico con PEG apoya
esta explicacion (accesion Famara: 33 pmol g™ Pro a un CRA=73,9%, Llano del Beal: 31
pmol g'1 Pro a un CRA=82,5%). Ademds, hay que considerar que, si la sintesis de Pro
ocurre para prevenir la acumulacién intracelular de NH4" por encima de niveles téxicos
durante la falta de agua (Lazcano-Ferrat y Lovatt, 1999; Kim y col., 2004), las
concentraciones mds bajas de NH," en plantas del ensayo de campo podrian haber

disminuido la necesidad de activar la sintesis y acumulacién de Pro.
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7.3. Azucares y almiddn

El resultado final de una larga exposicion a sequia puede ser la muerte de la
planta por la utilizacién del C durante la respiracion, un proceso que resulta acelerado
a temperaturas altas (McDowell, 2011). En nuestros ensayos, se estudio la respuesta a
corto-medio plazo a sequia (horas-semanas-primer mes). De acuerdo con McDowell
(2011), durante estas primeras fases (2-6 semanas), la inhibicién del crecimiento
sucede antes de la caida de la tasa fotosintética, lo que permite la acumulacién de
carbohidrdtos no estructurales (NSC), como azlcares y almidén, al disminuir su
demanda y continuar su sintesis. La sequia provocdé que la concentracién de (azucares
+ almiddén) aumentara el dia 16 en maceta y el dia 35 en campo. Sin embargo no
aparecié tal efecto en las poblaciones Famara en maceta, ni en La Perdiz en campo, lo

gue indica que debieron ocurrir efectos sobre la fotosintesis en dichas poblaciones.

Inicialmente, el cierre estomatico durante sequia causa una inhibicién de la tasa
de fotosintesis neta (A) al limitar la entrada de CO, y su difusion a través del meséfilo,
aunque posteriormente esta se ve afectada directamente por efectos sobre el aparato
fotosintético (Chaves y col., 2002; Medrano y col., 2009). Ha sido documentado que
dicho cierre estomatico también sucede en otras especies de leguminosas
mediterraneas cuando el W, se encuentra entre -1,0 y -1,5 MPa (Bell y col., 2007), lo
gue pudo haber sido el factor responsable para la mayor sensibilidad en campo de las
poblaciones Llano del Beal y La Perdiz. Méndez y col. (2000), mostraron que se
necesita un PAR de al menos 1500 pmol m™ s™ para la saturacion de A en plantas de B.
bituminosa, lo que indicaria que A pudo haber estado saturada en campo (2000 pumol
m?2s™?) pero no en el experimento en maceta (200 umol m™s™). Estos autores también
encontraron que A fue maxima entre 25-30°C, asi que A pudo haber sido mayor en la
camara de cultivo que en el campo donde la temperatura media mas elevada a nivel

de hoja fue de 30°C.

En el campo, tras 35 dias sin aporte de agua a las plantas no regadas, la sequia no
afectd a la concentracidn de azucares solubles en la parte aérea, aunque esta fue mas
elevada que en el ensayo de maceta, seguramente como mecanismo de proteccién
contra las elevadas temperaturas (Guy y col., 2008). En el ensayo en maceta, las cuatro

variedades modificaron su contenido en azlcares libres de distinta manera por la
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accién de la sequia, siendo La Perdiz la que mayor aumento experimentd con un 2,4
veces la cantidad del control, luego Llano del Beal con 1,7, Tauce con 1,6, y Famara
gue fue la Unica que disminuyd su contenido en azucares. Los azucares solubles libres
incrementaron su concentracion en hojas durante estrés hidrico en plantas de muchas
especies, como por ejemplo Medicago sativa L. (Irigoyen vy col., 1992), Lupinus albus L.
(Pinheiro y col., 2001) y Phaseolus vulgaris L. (Cuellar- Ortiz y col.,, 2008). Durante
estrés hidrico, los azUcares participan en el AO, sefalizacién y proteccion de la
membrana celular y macromoléculas (Bartels y Sunkar, 2005), y actian como fuente

de carbono durante recuperacién (Chaves y col., 2002).

En cuanto al almiddn, la literatura establece que el déficit hidrico, como casi
cualquier otro estrés, tiende a disminuir el estado energético de las células
consumiendo el almidén de las vacuolas (Bartels y Sunkar, 2005), de modo que los
azucares que se liberan al citoplasma proceden de su degradacién y no de la sintesis de
novo (Lee y col., 2008). Sin embargo, la disminucidon de almidén y el aumento de
azulcares Unicamente pudo percibirse en la poblacién Boca de Tauce en el ensayo de
maceta, donde la luz estuvo por debajo del dptimo para la fotosintesis (Méndez y col.,
2000). En parcela, donde la intensidad luminica estaba mas cerca del éptimo, hubo un
aumento significativo del almidén con la imposicidn de sequia, sin que se apreciaran
cambios en los niveles de azlcares, siendo La Perdiz la poblacidon mas sensible, y la que

menos aumento su contenido de almidon.

7.4. Nutrientes minerales

En este trabajo, todos los andlisis de elementos se refieren a nivel de tejido
vegetal aéreo (hojas y tallos). En el ensayo de maceta, a pesar del volumen de suelo
restringido, el descenso del crecimiento no pudo estar inducido por deficiencias de Ca,
K o P, ya que los valores estuvieron siempre por encima del rango de deficiencia
descrito de manera general por Marschner (1995), y para B. bituminosa por Walker y
col., (2007), Pang y col., (2010), con rangos de 214-282 (Ca), 82-103 (P), 680-852 (K), y
104-130 pmol g'PS (Na).
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En el campo, la sequia probablemente causd deficiencia de K (en poblaciones
Boca de Tauce y La Perdiz) o la empeord (Famara y Llano del Beal) (Marschner, 1995;
Walker y col., 2007). El K disponible (48-52 pg g suelo™) pudo haber sido deficiente
(Cooke, 1975; Sardans y col., 2008) pero no fue mds bajo en el suelo mas seco. La
poblacién Llano del Beal presentd en ambos ensayos una menor concentracion de K en
las plantas no regadas que en las control, por lo que fue la poblacién cuya nutricién se

vio mas perturbada por sequia.

En el estudio de Pang y col. (2010), 11 especies de leguminosas necesitaron una
concentracién de P total en el suelo de 12 pg g para alcanzar su maximo crecimiento,
de entre las cuales B. bituminosa resulto ser la especie con el menor requerimiento de
aporte de P externo, mientras que otras especies requieren concentraciones por

encima de 24 ug P g'lsuelo.

Para B. bituminosa, se requiere una concentracién de P en la parte aérea de 60-
100 umol g para un crecimiento maximo (Walker y col., 2007; Pang y col., 2010), de

modo que la sequia causé o intensifico la deficiencia de P en todas las poblaciones.

Las concentraciones tedricas de P disponible para las plantas en el suelo con o
sin riego (37 vs. 39 ug g suelo™) fueron adecuadas para el crecimiento (Sardans y col.,
2008), aunque la movilidad del P se vea disminuida en suelos secos (Sdnchez-Diaz y
Aguirreolea, 1991). Para el Ky P se encontraron resultados similares para Globularia
alypum vy Erica multiflora crecidas también en condiciones de sequia en climas
mediterraneos (Sardans y col., 2008) por reduccién del contenido de agua en el suelo,
capacidad fotosintética y fosfatasa de las raices — que redujeron la captura por parte
de la planta. La mayor reduccién en los niveles de P y K en las plantas de campo frente
a sequia pudo estar debido a una mayor reduccidn en la transpiracién y por lo tanto de
nutrientes en campo (Marschner, 1995; Sardans y col., 2008) debido a la mayor

reduccion del W,,.

Dada la relacidn entre L, y transpiracion (Maurel y col., 2010), se comprobd en
los ensayos en hidropdnico que como Famara tenia mayor L, (y L,*biomasa raices),
este mayor transporte de agua pudo haber ayudado a mantener su concentracién de

K, en comparacién con Llano del Beal. Yousfi y col. (2010), defienden sin embargo que
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la concentracion de K en MS aumenta frente a sequia en un ensayo en maceta al
comparar dos poblaciones de Medicago sp., hecho que sélo ocurrié en Boca de Tauce

en maceta.

Las células necesitan Ca en concentraciones cercanas a 380 umol g™, distribuido
en el citoplasma, pared celular y membrana plasmatica (apoplasto). Lo que sobra se
guarda en la vacuola y reticulo endoplasmatico. Con los valores presentes en plantas
de ambos ensayos, los niveles no suponen deficiencia en ningun caso (por encima de
1,6%) (Mengel y Kirkby, 2001). Para Mg, a pesar de una disminucion de su
concentracién en parcela en plantas en sequia, todos los valores (~0,3% = 130 umolg™)
estaban por encima del limite de deficiencia (0,1-0,2%; Mengel y Kirkby, 2001).
Probablemente el Na no tenga papel como nutriente en B. bituminosa, y sélo actua
como posible osmolito, aunque no alcanzé grandes concentraciones. Las diferencias en
parcela en la concentracién de Na, aunque no fueron significativas, se pudieron deber

a que el riego de los controles se realizd con agua del grifo.

7.5. Relaciones hidricas

Cuando las plantas detectan una reduccién en el suministro de agua (descenso
del W,, del suelo), suceden el ellas una serie de mecanismos que intentan amortiguar
los efectos perjudiciales que la sequia puede causar a largo plazo. Durante las primeras
fases, se estimula inmediatamente la sintesis de ABA, para mediar la primera
respuesta sefializadora, lo que ordena el cierre de los estomas. Entonces puede que
comience a realizarse AQ, y toda una serie de mecanismos (ver Introduccion 1.4.1.)
que dependen de la intensidad y duracién del estrés hidrico. Entre todos los
parametros determinados para evaluar los mecanismos relacionados con las relaciones

hidricas, el CRA, W,, W, W,y AO, AFE, R:PA conciernen respuestas de evitacion.

Comparando los porcentajes del CRA de los ensayos, se ve que en parcela no se
alcanzaron porcentajes tan bajos como en maceta. El estrés hidrico se impuso mas
fuertemente (y mas rapidamente) en maceta, aunque hubo ajuste osmético, ya que el

W, no disminuyod.
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La disminucién del L, de las raices durante estrés hidrico tiene repercusiones en
otros procesos fisioldgicos, como una disminucién del CRA de una planta (Parent y col.,
2009) por su accidn en parte sobre las acuoporinas de las raices (Vandeleur y col.,
2009; Parent y col., 2009). La reduccion de L, puede ser considerada como una ayuda
para restringir la pérdida de agua durante la noche en suelos secos, y como
mecanismo para proteger la funcionalidad de las raices, y de ahi facilitar la reactivacion
del crecimiento una vez que el suelo vuelva a estar himedo (Maurel y col., 2010). La L,
es una funcion lineal del gradiente entre W, de la savia del xilema y el medio externo,
en condiciones fisioldgicas (Carvajal y col., 2000). Famara transporté el agua desde el
suelo a la planta con mayor velocidad, pero dicho rendimiento se ve mas inhibido por
la sequia que en Llano del Beal, la cual consigue mantener una tasa de trasporte mas
cercana a la de sus controles. Llano del Beal, aunque siempre con valores mas bajos,
consigue mantener su L, sin inhibirlo tanto como Famara, para absorber todo el agua
posible sin intentar evitar la sequia (resistencia). La mayor capacidad de la accesién
Famara para evitar el estrés interno causado por sequia (mejor mantenimiento de las
relaciones hidrica: CRA y W,,) y el mantenimiento del crecimiento, debidé estar
favorecido, ademas de por un mayor desarrollo radicular con el que alcanzar zonas
mas profundas del suelo (en comparaciéon con Llano del Beal), por su mayor L, a
mayores W,, externos (Maurel y col., 2010). Ademss, las plantas capaces de mantener
su L, y por lo tanto su transpiracién (Maurel y col., 2010) consiguen también evitar
mejor los efectos inhibidores sobre el aparato fotosintético (Reynolds-Henne y col.,

2010).

Al comparar los valores de W,, de las plantas de ambos ensayos, se observa
incluso que los de los controles en campo ya son mas negativos que algunos de los
alcanzados en maceta, con potenciales muy negativos en campo (cercanos a -2 MPa en
las plantas tratadas). Se podria decir entonces que las hojas de B. bituminosa pudieron
resistir unas condiciones mas adversas en campo, gracias en parte a la mas lenta

imposicién del estrés hidrico.

Cuando los mecanismos de evitacidn no consiguen contrarrestar los efectos
perjudiciales que supone la sequia, se ponen en marcha otros que consigan tolerarla.

Por eso, cuando se alcanza un cierto nivel de reduccidon en el W,, el AO intenta
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disminuir el W para mantener el W,. B. bituminosa es una planta glicéfita, y como tal,
su AO implica la sintesis y acumulacién de osmolitos organicos a expensas del
crecimiento, como Pro, otros AAs, acidos organicos y azucares solubles (Bussis y
Heineke, 1998; Lazcano-Ferrat y Lovatt, 1999; Bartels y Sunkar, 2005). Su capacidad
para el AO se refleja en el hecho de que en ninguin ensayo se produjo una caida del W,,.
Que todos los valores en el AO fueran negativos, implica que se realizé un activo AO, y
es por esto por lo que el W, se mantuvo siempre por encima de niveles que

permitieran el crecimiento (Nonami, 1998).

La literatura relaciona los azlcares libres con el AO, como en Sanchez y col.
(1998), donde la estimulacion de los niveles de azlucares inducidos por sequia fue
proporcional al AO en otra especie de la misma familia, Pisum satuvum L. Esto puede
comprobarse por ejemplo con La Perdiz, la poblacién que mds AO realizé en maceta el
ultimo dia, siendo por lo tanto la que mas aumentd sus niveles de azucares libres
respecto su control. Podria pensarse que la prolina participa cémo osmolito (R* = 0,80
regresion Pro-W;), activamente en la regulacién del potencial osmético. En el campo, la
contribucién de Pro al AO fue mayor en las plantas expuestas a sequia que en plantas
regadas (control), con una contribucion al W, de 0,36% y 0,14% respectivamente. Estos
valores son bastante bajos, pero si se asume que su acumulacién se realiza casi
exclusivamente en citoplasma (2-5% del volumen total celular (Biissis y Heineke,
1998)) actuando como osmolito compatible que no interfiere en procesos bioquimicos
a concentraciones muy elevadas (Ashraf y Foolad, 2007), puede haber una
contribucién significativa en el AO para mantener el equilibrio osmético a través de la
membrana de la vacuola, dando concentraciones citoplasmaticas de Pro de hasta 142,
326, 184 y 43 mM para las plantas en maceta de Famara, Llano del Beal, La Perdiz y

Boca de Tauce, respectivamente.

Las concentraciones en el citoplasma de elementos minerales son controladas
dentro de rangos éptimos (por ejemplo el K" entre 100-150 mM, segtiin Walker y col.,
(1996), pero sus concentraciones en la vacuola son proporcionales al suministro
externo. Walker y col. (2010) encontraron que, durante la aclimatacién a bajas
temperaturas, B. bituminosa acumuld predominantemente azlcares solubles vy

cationes (y de ahi que también acumule osmolitos anidnicos) para disminuir su W;. Los
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acidos orgdnicos, hexosas y AAs, se encuentran principalmente en vacuola, mientras
que la sacarosa también puede encontrarse, aunque en menor medida, en el
citoplasma (Bissis y Heineke, 1998; Nadwodnik y Lohaus, 2008). Los principales acidos
organicos acumulados por B. bituminosa son citrico, fumarico, malico y succinico
(Martinez-Fernandez y Walker, 2011). Siempre hay que tener en cuenta que el W, se
determind para la savia total del tejido, y por lo tanto las contribuciones de los
distintos osmolitos no tienen en cuenta ni los volumenes relativos de la vacuola y el
citoplasma, ni sus distribuciones entre los diferentes compartimentos intracelulares

(vacuola= 90%, citoplasma= 2-5% del volumen total).

En el ensayo en maceta, las principales contribuciones al W, fueron debidas a
cationes inorganicos (especialmente Ca y K) pero en plantas expuestas a sequia, sus
contribuciones se vieron reemplazadas por las de azlcares y AAs. Este hecho también
fue encontrado por Silva y col. (2010), cuando expusieron plantas de Jatropha curcas L.
a situaciones de sequia, encontrando que la contribucién del K y Na disminuye, vy
aumenta para azucares solubles. En la generacidon del W, de las plantas crecidas en
campo, hubo mas implicacién de azlcares que de cationes inorganicos, pero la sequia
disminuyd significativamente la contribucién del K al W, siendo ademas la Pro el Unico

soluto que muestra un incremento de concentracién.

Las células podran seguir creciendo (expansién por la acumulacién de agua vy
minerales), hasta que la sequia provoque un descenso en el W, por debajo de un
determinado limite, tras el cual la célula no pueda mantener su crecimiento (Nonami,
1998). Maurel y col. (2010), encontraron que la disminucion de L, en plantas de Zea
mays L., también coincidia con una caida del W, y por tanto del crecimiento. En el
primer ensayo en hidropdnico, la exposicion a PEG causé un descenso agudo de L,
mientras se conseguia mantener el crecimiento. En el otro ensayo se comprobé que a
9% PEG no se produce alteracion del W,, pero si un descenso del W, por lo que
también un aumento en el W, indicando que B. bituminosa consigue tolerar el estrés

interno.

En relacion con las plantas control, W, aumenté significativamente para las

accesiones Famara y La Perdiz en maceta y para Famara y Boca de Tauce en el ensayo
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de campo. Kusaka y col. (2005) también encontré este efecto en dos cultivares de
Pennisetum glaucum (L.) Leeke tolerantes a sequia. Sin embargo, pueden ocurrir otros
sucesos que enmascaren dicho efecto, como cambios en la pared celular, disminucién
del tamafio celular, o pérdida del gradiente de W,, entre las células a pleno crecimiento
y células estomaticas (Henson y col., 1983; Nonami, 1998; Sanchez-Blanco y col.,
2009). Podria pensarse que no se detectd un descenso del W, pero si del crecimiento
debido a que la inhibicidn del crecimiento no esta relacionada con la pérdida de turgor
durante las primeras fases de exposicion a la sequia, sino al propio colapso del

gradiente de potencial hidrico necesario para el crecimiento (Nonami y Boyer, 1989).

Al analizar entonces el crecimiento en funcion de las relaciones hidricas, resulta
l6égico pensar que cuanto mayor sea una planta, mas cantidad de agua necesita, por lo
que las variedades con mayor biomasa deberian haberse visto obligadas a realizar una
mayor extraccion de agua a partir del suelo. En el ensayo en maceta, a los 9 dias desde
el inicio del tratamiento, Famara (de mayor biomasa aérea) ya presentaba
aproximadamente la mitad de contenido de agua en el suelo que La Perdiz (0,08 y 0,15
gH,0 g* suelo respectivamente), teniendo Llano del Beal y Boca de Tauce valores
intermedios. Este hecho transmite una idea de la velocidad de extraccion de cada
poblacién y su efecto sobre el crecimiento. Ademads, en el ensayo en hidropdnico,
Famara presentd una conductividad hidraulica de las raices (L,) mas elevada que Llano
del Beal, donde la absorcidon de agua por plantas (L,*PS raiz) fue mayor para Famara
que para Llano del Beal (11,7 frente a 8,6 mg planta'lh'lMPa'l, lo que supone un 36%
mas elevada) en DN control (en ausencia de estrés hidrico). Su mas rapido consumo
del agua de la maceta (de volumen cerrado), la someteria entonces a un mayor déficit
hidrico antes que a las demas poblaciones, y por eso disminuyd mas su crecimiento
(TCR) en la ultima fase del ensayo. En los 2 ensayos en hidropdnico, el PFy PS de la PA
fueron mayores para Famara que para Llano del Beal (para la misma biomasa radical,
dando R:PA mas baja), por lo que la misma cantidad de raices (limitada por el volumen
de suelo 6 de DN) tuvo que suministrar agua a una biomasa aérea mayor. En campo,
también pudieron desarrollar raices mas largas con una arquitectura mas compleja,
con mayor superficie y hasta zonas mas profundas del suelo, lo que supone otra via de

evitacion del estrés hidrico (Khan y col., 2010; Maurel y col., 2010).
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En el campo, plantas que disponen de un mayor sistema radicular en las zonas
del suelo mds profundas y humedas podrian obtener mds eficientemente el agua
(Draye y col., 2010). Que Famara presentara raices mas profundas también explicaria
facilmente por qué extrae mas eficientemente el agua del suelo e inhibe menos su
crecimiento en campo (donde fue la mas tolerante en cuanto a crecimiento). Entonces
Famara transporta el agua desde el suelo a la planta con mayor velocidad
(comparando su L,*PS raiz con el de Llano del Beal en la DN control). Cuando se
comparan Llano del Beal y Boca de Tauce, las dos poblaciones con la misma cantidad
de agua disponible en maceta el dia 9, se comprueba que Boca de Tauce mantiene
mejor su crecimiento, porque parece evitar mejor el estrés interno. Este orden de

tolerancia también se mantiene en campo.

7.6. Furanocumarinas (FCs)

Al comparar las poblaciones procedentes de las Islas Canarias con las
poblaciones murcianas en el ensayo de maceta, se aprecia que los niveles de angelicina
son mas elevados en las peninsulares, los niveles de psoraleno mas elevados en las
poblaciones canarias y, en consecuencia, que la relacidn psoraleno:angelicina fue mas
alta en las canarias (Tabla 4.3.8.). Sin embargo, en el ensayo de parcela, la distribuciéon
de las FCs no fue tan clara. Los niveles de FCs fueron entonces mas elevados debido a
que el estrés impuesto fue mds extremo, a pesar de que los niveles de Pro no fueran
tan elevados como los de las plantas del ensayo en maceta. En ningun caso, no se pudo
apreciar un efecto significativo de estimulacion en la sintesis de FCs debido a la
variedad, pero se aprecia dicha tendencia en las poblaciones Boca de Tauce y La Perdiz

en el ensayo de campo.

El estrés hidrico supone una estimulacion de la sintesis de FCs (Bourgaud y col.,
2001). Dicho incremento de FCs puede colaborar en la defensa de la planta frente a la
infeccion de hongos via lesiones tisulares inducidas por deshidratacion (Santana y col.,

2004).
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7.7. Conclusiones

Teniendo en cuenta todo lo anterior, los resultados de estos tres ensayos indican
que Bituminaria bituminosa presenta caracteristicas que la catalogan como una
especie que posee una elevada resistencia constitutiva a la sequia, a través de
comparaciones cuantitativas de ciertos pardmetros con otras especies. Aunque B.
bituminosa tiende a escapar de la sequia estival mediante la pérdida de casi todas sus
hojas, las poblaciones mas tolerantes estaran mejor adaptadas para soportar periodos
secos, tanto en verano como durante el resto del afo, a través del mantenimiento de

sus relaciones hidricas — es decir, |a evitacion del estrés interno.

Las cuatro poblaciones presentan distinto grado de tolerancia a la sequia,
aunque todas son capaces de habitar zonas con escaso régimen de precipitaciones
(150-600 mm afio!). Los resultados sugieren que La Perdiz y Llano del Beal,
procedentes de Murcia (Sureste espafiol), a pesar de las escasas lluvias de esta zona
(<400 mm afio™), fueron las mas sensibles a sequia, e intentan tolerar el estrés interno
(segun la disminucién en su W) o, considerando su mayor sensibilidad del crecimiento
en el campo, podrian ser simplemente menos eficientes para evitar el estrés interno.
Las dos accesiones canarias mostraron similar comportamiento cuando fueron
expuestas a sequia, aunque tengan lugares de procedencia muy diferentes (Famara -
var. albomarginata — la cual escapa de la sequia durante veranos muy secos y
calurosos; y Boca de Tauce - var. crassiuscula — que se comporta como hemicriptofito,
escapando de inviernos frios creciendo durante veranos templados y mas humedos).
Estas parecieron mas adaptadas para evitar o posponer el estrés interno bajo sequia al
mantener mejor sus relaciones hidricas. Famara, de areas con pocas precipitaciones de
Lanzarote (<150 mm afio), alcanzé la mayor tasa de produccion de biomasa bajo
condiciones deficitarias de agua, y la menor inhibicién del crecimiento, comparado con
las de condiciones regadas, quizas debido a su AO y mayor L,, logrando mantener

mejor su CRAy W,,, lo que le permitid evitar asi el estrés interno.

Comparando resultados en maceta (T2 méx. 26-28°C) con las de campo (T2 max.
>35-50°C), destacan los cambios relativos al metabolismo nitrogenado vy el

metabolismo de hidratos de carbono. Parecié ser que la combinacién de sequia y altas
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temperaturas inhibe la acumulacién de AAs, NH," y prolina, favoreciendo la de

azucares solubles. Este fendmeno fue particularmente acusado en las poblaciones mas

tolerantes en campo.

En la seccion 12 (Conclusiones Generales) de esta Tesis se recogen
implicaciones de las conclusiones de esta secciéon de sequia, y su relevancia en sus

posibles usos agro-industriales.
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SECCION METALES PESADOS (MPs)

Justificacion del estudio de B. bituminosa frente a MPs

Los suelos contaminados por MPs de la antigua zona minera de La Unién (Murcia)
han generado una presion ecoldgica sobre las especies vegetales de la zona durante miles
de afios, lo que conlleva a la seleccién natural de aquellas capaces de tolerar elevadas
concentraciones de estos elementos perjudiciales. Para el establecimiento de una
cobertura vegetal en sitios contaminados de zonas semidridas, con el fin de estabilizar
fisicamente el suelo (Fitoestabilizaciéon) y minimizar su erosién y diseminacién de los
contaminantes (Méndez y Maier, 2008), es necesario contar con especies tolerantes a las
pobres condiciones del suelo (MPs, mala estructura, falta de nutrientes, salinidad, etc.), y
gue ademas estén adaptadas a sequia y altas temperaturas. Recurrir a las propias especies
de la zona no sélo resulta ser la manera mas evidente de encontrar las mas apropiadas
para dicho fin, sino que permite conservar intacta la estructura del ecosistema sin
introducir ninguna nueva especie que pueda alterar las comunidades floristicas vy
faunisticas de la zona. Es por eso por lo que se decidid experimentar con dos especies
presentes en los suelos contaminados estudiados. Entre la flora natural de la zona se
encuentra B. bituminosa, capaz de completar su ciclo biolégico con un porte similar al que
desarrolla en suelos limpios (Walker y col., 2007). Sin embargo, hasta la fecha no existen
estudios exhaustivos a cerca de los mecanismos de tolerancia que dicha especie desarrolla
frente a MPs. Por otro lado, resulta interesante e innovador comprobar el posible efecto
potenciador por parte de los MPs sobre la sintesis de FCs, ya que como otros estreses,
estos podrian promover una sobre-acumulacion en las plantas de estos compuestos de
interés farmacoldgico. La eleccion de las especies vegetales esta respaldada ademas por
ensayos anteriores (Correal y col., 2000), en los que se evalué la germinacion, crecimiento,
persistencia y reproduccion de un total de 98 especies diferentes en una balsa de estériles
restaurada en La Unidn, de entre las cuales, B. bituminosa y A. halimus fueron las Unicas
gue alcanzaron los maximos valores en todos los pardmetros evaluados. Otras especies del
género Atriplex también han sido investigadas recientemente en fitoremediacion (Méndez

y Maier, 2008), con resultados prometedores.
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8. CAPITULO IV: Ensayo en maceta con suelos
contaminados por MPs

8.1. Objetivos especificos

° Valorar la aplicabilidad de B. bituminosa para llevar a cabo tareas
fitorremediadoras en suelos contaminados, evaluando su germinacién,

supervivencia y crecimiento.

. Comprobar qué procedimiento (siembra o trasplante) resultaria mas

efectivo para el establecimiento de plantas en campo.

° Comparar el comportamiento de B. bituminosa frente a suelos

contaminados por MPs, con el de Atriplex halimus.

. Determinar la capacidad de enmiendas del suelo para promover la

supervivencia y el crecimiento de las especies estudiadas.

Los resultados mas relevantes de este Capitulo IV dieron como resultado el
articulo cientifico “The effects of soil amendments on the growth of Atriplex halimus
and Bituminaria bituminosa in heavy metal-contaminated soils” (Martinez-Fernandez,
D., Walker, D.J.), publicado en la revista Water, Air, and Soil Pollution 223, 63-72
(2012).
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8.2. Procedimientos del ensayo en maceta con MPs

Durante el afio 2009 se realizdé un ensayo en macetas en cdmara de cultivo. Los
suelos seleccionados fueron recogidos a partir de tres sitios de la Regién de Murcia
(Tabla 3.1. y Fotografia 9.2.). Dos de ellos de la zona contaminada por MPs de la Sierra
Minera en La Unidn, especificamente en las localidades de El Llano del Beal (LB)
(37°37°12,5” N, 0°50°13.5” O) y San Ginés de la Jara (SG) (37°38°22,3” N, 0°50'1,9” 0),
y otro suelo considerado control, a partir de una zona de cultivo limpia de MPs y con
altos niveles de N, P y K, en La Alberca (LA) (37°56°25,0” N, 1°08°5,1” O). El suelo fue
recogido de cinco puntos diferentes (primeros 30 cm), homogeneizado y tamizado a 4
mm para su distribucién en macetas de 250 ml. Las posteriores caracterizaciones

fueron realizadas tras un nuevo tamizado a 2 mm.

Ademads de analizar el efecto de las enmiendas sobre la supervivencia y
crecimiento de B. bituminosa, se empled otra especie, Atriplex halimus. Las semillas de
B. bituminosa (Walker y col., 2007) y A. halimus (Lutts y col., 2004) para este ensayo
fueron recolectadas a partir de plantas silvestres que crecen en la Sierra Minera, sobre
suelos contaminados por MPs. Dichas plantas de B. bituminosa pertenecen a la

variedad bituminosa (ver Tabla 3. en Materiales y Métodos).

Para cada especie, se establecieron cuatro tratamientos con el suelo LB:
control, compost (23,08 mg g suelo secado al aire; equivalente a 60 t ha™), purin
fresco de cerdo (23,07 pl g'lsuelo; 60 m> ha'l) y cal (0,91 mg g'1 suelo; 2,4 t ha'l). El
suelo SG recibi6 tres tratamientos: control, compost (11,54 mg g™ suelo, equivalente a
30t ha'l), y fertilizante mineral NPKS (0,5 mg g'1 suelo; =1,3t ha'l). El suelo LA no fue
tratado con ninguna enmienda, sino que fue usado como control para comparar el

crecimiento y concentracion elemental.
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Ensayo
Maceta
|
| | |
Tipo de Suelo Tipo de Planta
| |
| | | | | | | | | |
Llano La Alberca Atriplex Bituminaria
delBeal
{ Control { Control L Control Sembrado Sembrada
% Compost ﬁ % Compost Trasplantado Trasplantada

{ Purin % Fertilizante
% Cal

Figura 8.2.- Esquema del experimento en macetas con las especies A. halimus y B.

bituminosa en dos suelos contaminados y un suelo control.

Las dosis de compost y purin fueron elegidas con la intencidn de afiadir una
cantidad equivalente de N disponible para las plantas (inorganico y potentialmente-
mineralizable, calculado segtn Bernal y col. (1998) (150mg N inorganico kg™ compost),
afadiendo 76 y 79 ug N g'lsuelo a LB y SG respectivamente. La dosis de compost
afadida al suelo SG fue menor debido a que este suelo presenta mayor contenido en C
organico (tabla 3.1.). La cal contiene > 95% CaO + MgO, y fue usada con la intencién de
aumentar el pH sin la adiciéon de MO en el suelo LB hasta valores similares a los de SG.
La adicién de fertilizante supuso un aporte por m? de 6,15 mg Cu, 0,41 mg As, 0,88 mg
Cd, 129 mg Fe, 1,78 mg Mn, 0,10 mg Pb y 15,6 mg Zn. Para el compost, la adicién de 6
kg m supuso un aporte por m? de 288 mg Cu, 10,2 mg As, 9720 mg Fe, 552 mg Mn,
216 mg Pb y 846 mg Zn.

Todas las enmiendas utilizadas en este ensayo fueron aportadas por el Grupo de
Sostenibilidad de Sistemas Suelo-Planta del CEBAS-CSIC, elaboradas a partir de
residuos que son producidos en grandes cantidades en Espafa (ver Introduccién
Seccion 1.5.2.1.). El compost fue elaborado tras maduracién a partir de residuos de
almazara, usando como base el alperujo mezclado con estiércol de vaca (Alburquerque

col., 2004). El purin de cerdo fue afiadido a las macetas directamente después de su
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coleccién en una granja porcina murciana. El fertilizante fue del tipo sélido genérico N-
P-K-S 15:15:15:5 (5,7% NOs3, 9,3% NH;"; 15% P,0s; 15% K,0; 5% SOs) para afiadir
nutrientes minerales sin MO. Segun la composicion del fertilizante, la adicion de esta
enmienda supuso un aumento de 0,023 mg Ca, 0,001 mg As, 0,003 mg Cd, 0,496 mg
Fe, 0,006 mg Mn, <0,001 mg Pb y 0,060mg Zn por cada Kg de suelo. Tras mezclar y
devolver el suelo con su enmienda a las macetas (250 ml), estas se mantuvieron un
mes en la misma camara de cultivo donde se continuaria con el ensayo (fotoperiodo 11
h, PAR 200 HE m™s™, dia/noche 26/20°C, HR 60%), realizando riegos periédicos con
agua destilada, para que se produjeran interacciones suelo-enmienda hasta la
estabilizacién del suelo. El fertilizante y la cal se afiadirian el mismo dia de la
siembra/trasplante. Las macetas fueron distribuidas en cinco bloques (bandejas),
conteniendo cada uno una réplica (maceta) de cada tratamiento, distribuidas
arbitrariamente. Las semillas que fueron utilizadas habian sido recolectadas en la
Sierra Minera de la Unidn en Murcia, a partir de plantas silvestres en El Llano de Beal
(Walker y col., 2007) para B. bituminosa (variedad bituminosa poblacién Llano del Beal,
ver Tabla 3. en Materiales y Métodos), y de la Pefia del Aguila para A. halimus (Lutts y
col., 2004). Hay que tener en cuenta que si se pretende llevar a cabo tareas
fitorremediadoras, las plantas empleadas permaneceran en el ambiente tratado
durante tiempo mas que suficiente como para permitir su reproduccion y su cruce e
intercambio genético con otras plantas de la zona, por lo que al usar semillas de la
zona, no se invade con material fordneo que pueda desequilibrar el ecosistema que ya

exista.

Fotografia 8.2.- Uno de los cinco bloques durante el ensayo en maceta, con las plantas

de A. halimus en |la bandeja de la izquierda y de B. bituminosa a la derecha.
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Se llevaron a cabo dos procedimientos para establecer las plantas de A. halimus y
B. bituminosa: siembra directa y trasplante desde semillero. Para las plantas que serian
sembradas directamente en las macetas con suelo, fueron sembradas 100 semillas (0,5
g) de A. halimus o 50 de B. bituminosa por maceta. Tras determinar el porcentaje de
germinaciéon de las semillas en cada suelo, se eliminaron plantas hasta dejar 15 por
maceta. Para el trasplante, las semillas fueron crecidas en perlita durante 60 (A.
halimus) o 30 dias (B. bituminosa) en camara de cultivo, y transcurrido ese tiempo se
trasplantaron 6 plantas de A. halimus o 15 de B. bituminosa a cada maceta
correspondiente. El riego se realizé con agua destilada, con la misma cantidad para

todas las macetas (40 ml por maceta cada 4-5 dias).

Las plantas de cada maceta fueron contadas, para determinar la supervivencia, y
cosechadas en un mismo evento de recoleccién, 51 (A. halimus) y 37 dias (B.
bituminosa) después de la siembra directa, o lo que es lo mismo, 30 (A. halimus) y 33
dias (B. bituminosa) tras el trasplante. La parte aérea fue lavada tres veces con agua
MiliQ, para eliminar posibles restos de suelo, antes de ser secada en un horno a 65°C
durante dos dias, para posteriormente molerla y determinar PS de la parte aérea y

concentracion de N, MPs y cationes (ver 3.2. Materiales y Métodos).

Por falta de material suficiente como para poder llevar a cabo los andlisis, no se
analizaron las plantas de A. halimus sembradas (ver Figura 8.3.1.). Los andlisis de
cationes, P, MPs y As en plantas y suelo de B. bituminosa trasplantadas no han sido
presentados en esta tesis porque (segun los valores de Fe, Pb etc.), sus hojas debieron
estar contaminadas con restos de suelo que hicieron que los valores encontrados tras

el analisis sean excesivamente elevados.

Tras la cosecha de las plantas, el suelo de cada maceta fue limpiado de raices,
homogeneizado y secado a temperatura ambiente. Se determind el pH de la pasta
saturada del suelo de cada maceta. Los MPs extraidos considerados como

“disponibles” fueron medidos por ICP-OES (ver 3.3.3. Materiales y Métodos).
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8.3. Resultados y discusion ensayo de maceta

8.3.1. Germinacidn, supervivencia y crecimiento

Considerando Unicamente el tratamiento control de los tres suelos, a pesar de
gue el suelo LA se trataba de un suelo no contaminado, el % de semillas germinadas de
B. bituminosa (17%) fue menor (P < 0,05) que en los otros dos suelos contaminados
(sin enmienda): 49% en LB y 76% en SG. De manera similar, su supervivencia también
fue menor en LA (63%), con un 89% en LB y 70% en SG. Esto indica que esta especie
tiene cualidades suficientes como para autopropagarse en suelos contaminados. Sin
embargo, no pudo detectarse efecto significativo de los tratamientos con enmiendas

sobre la germinacion y supervivencia de B. bituminosa.

En el caso de A. halimus en los tres suelos sin aporte de enmienda, la
germinacién fue muy baja en suelo LB (2,1%), y algo mayor (sin diferencias
significativas) en LA (8,4%). Sin embargo, las condiciones fisico-quimicas del suelo
moderadamente contaminado SG (menor CE) permitieron que la tasa de germinacién
fuera significativamente mas elevada (57%), por lo que en este suelo no seria
imprescindible llevar a cabo tareas de trasplante para instalar esta especie. Tras la
germinacion, la supervivencia fue muy elevada en los tres suelos, con un 86% en LA,
100% en LB y 92% en SG, lo que indica que resulta una especie bastante tolerante a

suelos con MPs.

Los resultados no indican una relacién entre el nivel de contaminacion y el
porcentaje de germinacién. Se ha comprobado que la germinacién y emergencia de las
semillas no estan tan inhibidas por la presencia de MPs en el suelo como su posterior
crecimiento (Jeliazkova y Craker, 2002; Wang y Zhou, 2005). Parece ser que otras
caracteristicas de los tres suelos, como podria ser la textura o presencia de
macroagregados, pudieron influir mas en la germinacién. El 90-100% de las plantas de
A. halimus que habian sido trasplantadas lograron sobrevivir hasta el momento final
del ensayo, mientras que para B. bituminosa, un 50-79% lo consiguieron, lo que
muestra la robustez de A. halimus, un factor a tener en cuenta para la manipulacién de

las plantas en futuros ensayos de campo.
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Tabla 8.3.1.a.- Parametros relacionados con el crecimiento y la supervivencia de la
plantas de B. bituminosa sembradas y trasplantadas a macetas en el ensayo de MPs. El andlisis
estadistico de los valores de germinacidn tuvo que ser realizado con valores transformados

(aseno (V(x/100))) para que cumplieran con la normalidad.

Suelo Tratamiento | %Germinacion %Supervivencia

Sembradas

LA Control 16,6 +8,2 b 62,5 +23,9

LB Control 48,6 +10,0 ab 89,4 15,0
Cal 48,6 £5,4 ab 89,8 £3,0
Compost 44,6 15,1 ab 79,4 £10,8
Purin 44,6 +4,6 ab 80,1 +12,8

SG Control 76,0 4£5,0 a 70,2 £17,8
Compost 64,0 +£7,5a 100,0 £0,0
Fertilizante (58,9 +15,4 ab 53,3+27,1

Sig. 0,005 0,37

Trasplantadas

LA Control 62,6 16,1

LB Control 71,1 £11,5 178
Cal 78,9 £4,4
Compost 50,1 +12,8
Purin 63,2 +13,8

SG Control 60,7 £19,8
Compost 63,1 +16,8
Fertilizante 59,0 £15,5

Sig. 0,90

Para ver el analisis factorial, consultar tabla A.23. en Anexos.
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Tabla 8.3.1.b.- Parametros relacionados con el crecimiento y la supervivencia de la
plantas de A. halimus sembradas y trasplantadas a macetas en el ensayo de MPs. El analisis
estadistico de los valores de germinacidn tuvo que ser realizado con valores transformados

(aseno (V(x/100))) para que cumplieran con la normalidad.

Para ver el analisis factorial, consultar tabla A.24. en Anexos.

Suelo  Tratamiento | %Germinacién %Supervivencia
Sembradas
Alberca Control 8,4+4,0b 85,6 9,9
LB Control 2,1+16b 100,0 £0,0
Cal 0,8+0,5b 53,3+29,1
- Compost 1,2+0,5b 90,0 10,0
8 Purin 0,4+0,1b 66,7 £33,3
S SG Control 57,5+11,8a 92,5 4,6
= Compost 72983a 88,080
E Fertilizante 51,9104 a 69,0 £10,8
o Sig. <0,001 0,37
5 Trasplantadas
*8 Alberca Control 90,0 +6,7
N LB Control 100,0 +0,0
7 Cal 100,0 £0,0
Compost 100,0 £0,0
Purin 100,0 £0,0
SG Control 100,0 +0,0
Compost 100,0 £0,0
Fertilizante 92,7 £4,5
179 Sig. 0,08




Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de B. bituminosa frente a metales pesados... Domingo Martinez Fernandez

0.5 1 = Control
cal
04 I Compost

[ Purin
B Fertilizante
0,3
EDMS ab
02 - 2

A. halimus sembrado

0,0
0,5

o

0,4

0,3
DMS

A. halimus trasplantado

0,0

0,25

0,20

0,15 |:DMS
T

0,05

PS de Biomasa (g 10plantas)

180

B.bituminosa sembrado

0,25

0,20

0,15 |:DMS

0,10

0,05

B.bituminosa trasplantado

AL

Figura 8.3.1.- Biomasa de la parte aérea (g 10 plantas™) de Atriplex halimus, 51 dias
después de la siembra directa y 30 dias después del trasplante (después de 60 dias en perlita),

y de plantas de B. bituminosa, 37 dias tras la siembra directa y 33 dias tras el trasplante
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(después de 30 dias creciendo en perlita), en los tres suelos: el suelo no contaminado LA, el
altamente contaminado LB, y moderadamente contaminado SG. La cal fue afiadida al suelo el
mismo dia de la siembra o trasplante mientras que el compost y el purin se afadieron con un
mes de antelacion. DMS=Diferencia Menos Significativa (LSD). Los datos originales pueden

consultarse en Tabla A.21y A.22. en Anexos.
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El crecimiento de B. bituminosa tras la siembra directa en los suelos
contaminados no fue diferente al del suelo limpio LA. Sin embargo, en las plantas
trasplantadas en el suelo LB el crecimiento se redujo comparado con el del suelo LA,
sin que las enmiendas causaran incremento significativo en el crecimiento (Figura
8.2.1.). Esto inducia que la siembra directa es preferible al trasplante en el caso de
semillas de B. bituminosa, alcanzandose mayor % (no significativo) de supervivencia

para las sembradas.

Las plantas de A. halimus trasplantadas alcanzaron un mayor PS que las
sembradas en todos los casos (hay que tener en cuenta la diferencia de edad entre las
plantas sembradas y las trasplantadas). Su crecimiento fue mas pobre en los suelos no
enmendados que en el suelo limpio LA (con mas nutrientes), pero experimentd un
aumento significativo (P < 0,05) por la accién del compost en el suelo LB (Figura 8.3.1.),
destacando el compost como la enmienda mas efectiva que permitié alcanzar valores
similares de crecimiento que en el suelo limpio. Esta es la causa por la cual, ademas de
por su baja tasa de germinacién en este suelo, el trasplantarte y la adicién de compost
suponen para A. halimus la mejor opcién para trabajos a mayor escala en campo (ver

capitulo V).

Los valores elevados de CE del suelo LB (2,3 y 2,5 dS m™* para extractos 1:5 de
suelo control y enmendado con compost, respectivamente) podrian haber explicado la
falta de respuesta por parte de B. bituminosa a la aplicacién de compost en
comparacion con la mejor respuesta por parte del haléfito A. halimus, la cual es mas
comun en suelos salinos. En la siguiente seccidn se discuten el papel de los niveles de

nutrientes minerales y de As y los MPs en las plantas.
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8.3.2. Efecto de las enmiendas del suelo sobre Ia
disponibilidad de nutrientes minerales en suelo y su
incorporacion por las plantas

Las tablas 8.3.2.3. y 8.3.2.6. muestran que mientras ambos suelos contaminados
presentaron niveles de P y K que pudieron suponer deficiencia para las plantas
(Sardans y col., 2008), el compost incrementdé marcadamente la disponibilidad de K en
ambos suelos, mientras que el purin y el fertilizante no lo hicieron tanto. Esto se
tradujo un aumento considerable del K en la parte aérea de las plantas tras la
aplicacion del compost en ambos suelos contaminados. En el suelo SG, el compost
permitié entonces sélo un crecimiento ligeramente mayor, por la deficiencia de P (<70
umol g™) (Walker y col., 2007; Pang y col., 2009) mientras que para LB, a pesar de que
el compost también aumentd la disponibilidad de P significativamente, el crecimiento
estuvo restringido probablemente por los elevados niveles de As y Pb en hoja. EI N en
hojas de B. bituminosa en todos los suelos estuvo en el rango de suficiencia para esta

especie (Walker y col., 2007).

Las concentraciones de N, P y K en parte aérea de A. halimus fueron menores en
suelos contaminados, y mayores en suelo limpio, en orden LB < SG < LA (Tabla
8.3.3.3.). Unicamente el aporte de purin al suelo LB produjo un incremento (no
significativo) de la concentracion de N en parte aérea. La concentracién de N pudo
haber sido limitante del crecimiento en el suelo LB (Marschner, 1995). La
concentracion de P y K en la parte aérea mostraron un comportamiento similar,
incrementandose sdlo por la accién del compost en ambos suelos contaminados,
especialmente en LB. Una concentracidn foliar de K de 400-500 pmol g'1 es suficiente
para un crecimiento maximo de especies de Atriplex (Ramos y col.,, 2004),
necesitandose concentraciones superiores a 70 umol g'1 de P (Marschner, 1995). Por lo
tanto, los niveles de P y K en hoja en las plantas de los suelos LB y SG representaron
deficiencia, de modo que la adicién del compost fue la responsable de la estimulaciéon
del crecimiento de A. halimus debido directamente a la mejora de su estado nutritivo.
Unicamente A. halimus transplantado creciendo en suelo LB enmendado con compost
fue no deficiente en P, aunque su crecimiento pudo haber sido inhibido por la

disponibilidad de N.
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El mayor efecto del compost en los niveles de P y K en plantas y suelo LB, en
relacioén al purin, es debido a la mayor cantidad de nutrientes aportada (compost= 102
y 891; purin= 13 y 80, pg g suelo de P y K respectivamente): esto refleja la seleccién
de las dosis de las enmiendas segin su contenido en N disponible, una practica

agricola estdndar para minimizar el riesgo de la lixiviacién del nitrato.

La razon por la cual, en el suelo LB, el compost aumenta considerablemente la
concentracion de P en hojas de A. halimus sin aumentar demasiado su disponibilidad
en el suelo, pudo haber sido gracias a que el P es un elemento relativamente inmovil
en el suelo (no como K, que es muy movil) y por eso, para su captura resulta mas
importante la masa radicular que la cantidad de P en la solucién del suelo (Wild, 1988).
Farrell y Jones (2010), encontraron que la aplicaciéon de composts ricos en P (P total =
2,8-5,9 g g) a suelos deficientes en P (P extraible con 0,5 M NaHCO; = 3 pg g*) no

sirvié para aumentar la concentracion de P en la solucién soluble del suelo.



Domingo Martinez Fernandez

Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de B. bituminosa frente a metales pesados...

184

CAPITULO IV: Metales pesados en maceta
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Tabla 8.3.2.b.- Concentracion de MPs (pg gt) v macronutrientes (%N, y pmol g de P y K} en PS de plantas de A. halimus trasplantadas. Para Cd y

Zn, se usaron valores transformados (leg(x)) v (aseno (V(x/100))) para el N. Las concentraciones de As estuvieron por debajo del limite de deteccien del ICP

{equivalente a 0,4 pg gt PS). Para Cd, “-" = no detectable (= 0,02 pg gt PS).

Suelo  Tratamiento Cd Cu Fe Mn Fb Zn N P K

LB Control 2,372 8,740,7ab A83+90ab 724123 118+23ab 2444323 2,64+0,22c 6+1d 300+26c
Cal 1,67a 8,0+0,9bcd 6221732 60+9a 149+18a 213233 2,66x0,22c B+3d 298134c
Compost 2,35a 8,520,9bc 231+21c 61+10a 5818c 221243  2,60x0,46¢C 79163 430%50ab
Purin 2,443 8,640,1ab A438+95hb 73+13a 108425h 236+30a 3,08+0,12bc 8+2d 339450bc

5G Control - 6,4+0,9¢cd 188+43c 54+3a 10+3d S6+db 3,64+0,31b 26xdc 360+33abc
Compost - 6,1+0,5d 95+26c 52+1a 4+0d 46+3b 3,70+0,46b 53+6b 419+45ab
Fertilizante - 5,210,4 137+22c 49+3a B+2d 50+2b 4,00+0,35b 42+8b  353#41abc

LA Control 0,02b 10,720,7a 98112c 26x1b 4+0d 23t2c 5,42x0,15za 12ta 466t21a

Sig. | = 0,001 0,002 = 0,001 0,016 = 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,044
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8.3.3. Efecto de Ilas enmiendas del suelo sobre Ila
disponibilidad de As y MPs en suelo y su captura por las
plantas

La aplicacidn de cal tenia la intencién de aumentar el pH del suelo LB y permitir
la separacion de cualquier otro efecto por parte de enmiendas de tipo organico sobre
el pH (y consecuentemente la especiacion de metales) por su contenido en MO (Bernal
y col., 2007). Sin embargo, no se causd un cambio significativo sobre el pH del suelo, lo
qgue explica la ausencia de efecto de la cal sobre las plantas, disponibilidad de MPs, ni
sobre P o K en el suelo LB. Es mas, tampoco hubo efecto significativo sobre el pH con
cualquier otro tratamiento en el momento de la cosecha (7,5-7,6 para suelo LB, 7,6-

7,7 para suelo SG, y 7,8-7,9 para suelo LA).

Tabla 8.3.3.a.- Valores de pH de cada una de las combinaciones del ensayo en maceta

de MPs. No se detectaron diferencias significativas causadas por el tratamiento.

T cControl | Compost | cal | Purin | Fertiizante
LB

7,47 7,47 7,54 7,49

Bituminaria

7,60 7,66 7,54
sembrada
7,81
. o 7,50 7,43 7,50 7,48
Bituminaria 754 761 748
transplantada
7,86
- 7,46 7,47 7,56 7,52
Atriplex 7,66 7,60 7,57
sembrado
7,92
: 7,60 7,55 7,51 7,54
Atriplex 7,76 7,77 7,72
trasplantado
7,99

Las concentraciones de MPs extractadas con 0,1 M CaCl, o DTPA y de As
extraible con 0,5 M NaHCOs, han sido usadas para indicar la disponibilidad de esos
elementos para las plantas, estrechamente relacionadas con las concentraciones en

sus tejidos (McLaughlin y col., 2000; Walker y col., 2003, 2004; Clemente y col., 2005).
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La MO altamente humificada del compost, como los acidos humicos, tiene una
gran afinidad por los MPs, particularmente por Cu, Cd, Fe y Pb, pudiendo formar
compuestos estables insolubles. Por otro lado, los abonos animales y purines son ricos
en compuestos orgdnicos de bajo peso molecular que pueden formar complejos
organometalicos con los MPs, incrementando de ese modo su disponibilidad para las
plantas y extractabilidad con soluciones salinas como el CaCl, (Bernal y col., 2007;
2009). Se esperaba un mayor efecto del compost debido a que la adicién de MO fue 15
mg g para compost y 0,25 mg g™ para purin. Puesto que los niveles de Cu extractable
con 0,1 M CaCl, estuvo siempre por debajo del limite de deteccion del ICP
(aproximadamente 0,4 pg g suelo), las tablas muestran los valores de la fraccion de

Cu extractable con DTPA.

Los niveles de MPs y del As total y disponible descendieron en el orden LB > SG >
LA, siendo el contrario que para N, P y K. Las enmiendas organicas tuvieron poco
efecto en su disponibilidad en suelo (Tabla 8.3.3.b.). Un extracto acuoso podria haber
sido otra manera de determinar la disponibilidad de los metales, pero de la Fuente y
col. (2010), encontraron que el purin apenas afecta a la concentracién de metales
extractables con agua. Los Unicos efectos estadisticamente significativos (P < 0,05),

comparados con los suelos no enmendados, fueron:

e unincremento del Cu extractable con DTPA en el suelo LB, debido al purin para

A. halimus trasplantado.

e un descenso del Fe extractable con 0,1 M CaCl, tanto por accién del compost
como del purin para A. halimus trasplantado en el suelo LB, y un descenso no

significativo por accién del purin con B. bituminosa trasplantada.

e un incremento en el As extractable con 0,5 M NaHCOs; en compost para B.

bituminosa sembrada en suelo LB.

e un incremento del Mn extractable con 0,1 M CaCl, de las macetas con B.

bituminosa sembrada en el suelo LB.
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En cuanto al As, especialmente perjudicial para la familia de las leguminosas
(Walsh y col., 1977), la concentracién en hoja de B. bituminosa sembrada y cultivada
en suelo LB (> 3,5 ug g*) (Tabla 8.3.2.a.) fue probablemente fitotéxica (Chaney, 1989).
Este fue seguramente otro factor que limitd su crecimiento en este suelo. El compost
causé un aumento del P y As disponible, debido probablemente al desplazamiento del
As, de similitud quimica, desde sitios de absorcién en el suelo por los fosfatos
relacionados con el compost (Fitz y Wenzel, 2002). Cox (1995) sugiere que el As puede
sustituir al P en plantas, pero como no puede participar en el proceso de transferencia
de energia, desencadena en las plantas deficiencia y aumenta la captura de P. De
hecho existié correlacion positiva (R = 0,619; P = 0,004) entre las concentraciones de
As y P en hojas de B. bituminosa. Esto no sucedié en A. halimus debido a su mayor
capacidad para excluir As de sus partes aéreas, por lo que hubo una correlacién
positiva entre el crecimiento y la concentracion de P (Coeficiente Pearson, R = 0,567; P
= 0,001). En B. bituminosa, dicha correlacién fue negativa (R = -0,622; P < 0,001), tal y
como sucedié con Brassica napus L. en Carbonell-Barrachina y col. (1999). El mayor
tiempo de exposicion (37 dias) de B. bituminosa sembrada a los suelos contaminados,
en comparacién con las plantas trasplantadas de A. halimus (30 dias, después de
crecer 60 dias en perlita), no fue la razén para su mayor acumulacién de As, ya que en
ninguna de las cinco réplicas de A. halimus sembrado (crecido 51 dias en el suelo) el As
estuvo por encima del limite de deteccién (aproximadamente 0,4 ug g'l). Igualmente,
los niveles en A. halimus sembrado fueron similares o menores que los valores
correspondientes para A. halimus trasplantado. El compost usado en este ensayo, rico
en Py Fe, es capaz de inmovilizar Pb en el suelo (Bernal y col., 2007). Aunque no hubo
un efecto significativo del compost sobre el Pb disponible en el suelo LB, Ila
transferencia de Pb desde las raices a las partes altas pudo haberse visto reducida por
su precipitacidon como Pb1o(PO4)sCl, en la superficie de las raices (Cao y col., 2002). Las
concentraciones de Pb en hoja de plantas control de B. bituminosa (304 ug g'l) y A
halimus (118 ug g*) representaban toxicidad (Kabata-Pendias, 2001). Como la
aplicacién de compost redujo dichos valores hasta 58 pg g* en A. halimus, dicho
tratamiento ayudé a paliar la toxicidad causada por el Pb. En B. bituminosa, sin

embargo, ninglin tratamiento redujo la concentracién de Pb por debajo de 220 pg g™.
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Tabla 8.3.3.a.- Concentraciones de MPs disponibles en suelo (pg gt} (extraccion realizada con 0,1 M CaClz- para Cd, Fe, Mn, Pby Zn; con DTPA para
el Cu), Py As {con 0,5 M NaHCO:) v K (con 10 mM NzNO:), en el momento de la cosecha de las plantas de B. bituminoso sembradas directamente en el

suelo. Los valores de Fe, Ph, Zn, F y K, fueron transformados (log(X)). Para Cdy P,

g1t suelo, respectivamente).

a o

-" indica valores por debajo del limite de deteccién del ICP (0,1 v 0,02 pg

Suele  Tratamiento As Cd Cu Fe Mn Pb n P K
LE Control 0,75+0,21b 0,79+0,08 4,050,223 9,92+1.44a 1,48+0,16ab 3,330,382 9,34%1,03a - 27+3d
Cal 0,61+0,11b 0,70+0,05 3,94%0,22a 9,98+1.70a 1,3620,12b 3,2810,51a 8,5240,78a - 28+7d
Compost 2,600,392 0,70£0,04 3,80+0,132 8,47+1.01a 1,750,123 2,840,215 8,71+0,33a2 1,4#0,5c 3204412
Purin 0,58+0,12b 0,66+0,04 3,70#0,12a 7,03%1.83a 1,360,080 2, 73x0,47a 7,780,672 - A1+de
5G Control 0,36x0,06b - 0,88+0,04c 1,40+0,06 b 0,44+0,03c 0,03+0,00b 0,11+0,03b 2,630,4bc 18+2d
Compost 0,34+0,06b - 0,91+0,05c 1,27+0,16b  0,45%0,05c 0,05+0,01b 0,07+0,01b 4,920,6b 85+8b
Fertilizante 0,26%0,09b 0,90x0,04c  1,47+0,30b  0,46%0,07c 0,05+0,02b 0,07+0,00b 6,820,8b 25+3b
LA Control - - 1,41+0,05b 0,75+0,16¢ 0,3520,03c 0,0320,01b 0,02+0,00c 64,6%6,68 390+32a
Sig. = 0,001 0,450 < 0,001 = 0,001 < 0,001 = 0,001 < 0,001 < 0,001 = 0,001
o
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La adicién del compost al suelo LB causé una reduccion significativa del Fe
disponible y de la concentracién de Fe en hojas de A. halimus, desde 483 (control) a
231 pg g, lo que ayudd a promover el crecimiento (Marschner, 1995). El purin de
cerdo también redujo la disponibilidad de Fe (Tabla 8.3.3.4.), pero no tanto como el
compost, de modo que sélo pudo evidenciarse una pequeiia reducciéon del Fe en A.

halimus.

Para ambas especies, las concentraciones de Mn en parte aérea de plantas
crecidas sobre suelo contaminado estuvieron dentro del rango de suficiencia, y podian
haber llegado a la deficiencia (< 30 pg g) en el suelo LA (Kabata-Pendias, 2001). A
pesar de la elevadisima concentraciéon de Zn total en el suelo LB, ambas especies
fueron capaces de excluir Zn de sus partes aéreas, manteniendo su concentracion por

debajo de niveles téxicos (Davis y Beckett, 1978; Lutts y col., 2004).

Tanto para B. bituminosa como A. halimus, no hubo efecto de las enmiendas
sobre las concentraciones de Cd y Cu, las cuales permanecieron por debajo de 11y 2,5
ug g, respectivamente, indicando una ausencia de fitotoxicidad (Davis y Beckett,
1978; Balsberg Pahlsson, 1989; Lutts y col., 2004; Méndez y col., 2007; Manousaki y
Kalogerakis, 2009). La formacién de especies CdCl,>" en el suelo salino LB pudo haber
restringido la captura de Cd por parte de las plantas (Lefévre y col., 2009). De nuevo, la
capacidad de A. halimus para excluir el As y MPs en sus partes aéreas, visto aqui y en

Manousaki y Kalogerakis (2009), confirma su alto potencial para fitoestabilizacion.

Marqués y col. (2005), describen cémo la aplicacion de lodos de depuradora y/o
el cultivo de A. halimus disminuye la erosidon inducida por la lluvia y por lo tanto la
propagacion de contaminantes. En el suelo SG, la capacidad del compost para
incrementar el crecimiento de A. halimus sin alterar significativamente Ia
concentracion de MPs, indica que los valores medidos de Mn, Pb y Zn en hoja no
fueron fitotdxicos. De este modo, la cantidad de nutrientes del suelo es lo que limita el
crecimiento de A. halimus tanto o mas que la toxicidad de MPs, aunque la
concentracion total de Pb y Zn esté por encima de los limites establecidos por la Unién
Europea para suelos agricolas: 50/300 y 150/300 (pH 6/7) para Pb y Zn,

respectivamente (Council of the European Communities, 1986).
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8.4. Conclusiones ensayo maceta MPs

Este ensayo demuestra el potencial del uso conjunto de compost y A. halimus
para estrategias fitorremediadoras (fitoestabilizacidn). Su crecimiento estaba inhibido
en los suelos contaminados sin enmienda, debido aparentemente a la deficiencia de N,
Py K, y empeorado en suelo LB por la toxicidad de Pb. Es por eso por lo que el aporte
de compost favorecié su crecimiento, ya que éste no sélo aporté gran cantidad de Ky
P, sino que hizo disminuir la concentracion de Pb en sus hojas. No se pudo detectar un
efecto significativo de los tratamientos del suelo sobre el crecimiento de B.
bituminosa, ni siquiera con el gran aporte de K por parte del compost, debido quizas a
los altos niveles de As y Pb en sus tejidos y a la elevada salinidad del suelo LB, un estrés
que la especie halofita A. halimus tolera. La siembra directa permite una mayor
supervivencia y producciéon de biomasa tras el establecimiento de plantas de B.
bituminosa en suelos contaminados, mientras que el trasplante resultd ser mas
adecuado para A. halimus. Por lo tanto, es importante tener en cuenta dichas
consideraciones durante futuros ensayos y posibles técnicas para la fitoestabilizacién

de suelos contaminados.
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9. CAPITULO V: Ensayos en parcela con suelos

contaminados por MPs

9.1. Objetivos especificos

° Comprobar la supervivencia y crecimiento de B. bituminosa frente a los
mismos suelos contaminados que en el anterior capitulo, pero en
condiciones climatoldgicas reales, donde se dan otros estreses abidticos
como la sequia, las altas y bajas temperaturas, o interacciéon con otras
especies, etc. Para ello también se evaluara otra especie tolerante a MPs y

propia de zonas semidridas, Atriplex halimus.

° Realizar un ensayo a largo plazo, con el que se pueda comprobar la
evolucién y perennidad de las plantas establecidas en suelo contaminado,
asi como su capacidad para producir semillas y permitir una

autopropagacion de la especie.

. Comprobar el efecto que tiene la presencia de las plantas sobre la

biodisponibilidad de MPs en el suelo a corto-medio y largo plazo.

° Estudiar el efecto de enmiendas del suelo sobre el crecimiento de las

plantas crecidas in situ en suelos contaminados.

Parte de los resultados de este Capitulo V han sido recogidos en los articulos
“The use of a halophytic plant species and organic amendments for the remediation of
a trace elements-contaminated soil under semi-arid conditions” (Clemente, R., Walker,
D.J., Pardo, T., Martinez-Fernandez, D., Bernal, M.P.) en Journal of Hazardous Materials
223-224, 63-71 (2012); vy “Phytostabilisation with native plants of a heavy metal-
contaminated soil and natural attenuation by vegetation succession” (Pardo, T.,
Martinez-Fernandez, D., Clemente, R., Bernal, M.P., Walker, D.J.), actualmente en

redaccion.

194

e|doJed ua sopesad sa|eIdN A O1NLIdVD




SECCION METALES PESADOS

195

Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de B. bituminosa frente a metales pesados... Domingo Martinez Fernandez

9.2. Procedimientos de los ensayos

Para la realizacién de los ensayos de campo, como en el anterior capitulo y en
vista de los resultados, se empled ademas de B. bituminosa, a la especie Atriplex
halimus, capaz de crecer de manera natural en la zona de estudio. Se llevaron a cabo
dos ensayos de campo en la Sierra Minera de la Unidn, directamente sobre las zonas a
partir de las cuales se obtuvo el suelo empleado en el anterior ensayo en maceta (ver
Capitulo 1V): uno con altos niveles de MPs en el Llano del Beal (LB), y otro con un nivel
de contaminacion mdas moderado en San Ginés de la Jara (SG). Para la parte
experimental de este capitulo se contd con la colaboracion de la Profesora de
Investigacion, Dra. M. Pilar Bernal, y el Dr. Rafael Clemente, del equipo PhytoRec-
Tecnologias Ambientales del Grupo de Sostenibilidad del sistema Suelo-Planta del
CEBAS-CSIC, encargandose del efecto que las enmiendas y la rizosfera de dichas

plantas ejercieron sobre el suelo y la biodisponibilidad de MPs.

. s B

Estrecho de '

SanGinés 9

Fotografias 9.2.- Mapas que ilustran la situacion de los ensayos a nivel europeo,
espafol, y en la Region de Murcia. El mapa inferior muestra la ubicacidn de los dos ensayos en

las localidades de San Ginés de la Jara (SG) y en El Llano del Beal (LB)(a partir de GoogleMap).
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Tabla 9.2.- Informe agro-meteorolégico de tres afios recogidos por la estacion

meteoroldgica de Roche, la mas proxima a las parcelas (37° 37' 41,35"N; 0° 4' 8,73"0).

Otono  Invierno | Primavera Verano

ETO (mm) mes™ FAO 58,1 51,7 135,4 159,9
Horas de Sol (h) dia™ 7,2 7,7 10,8 11,3
Precipitacion (mm) mes™ 46,1 47,2 13,9 36,2
Velocidad Viento Media (m/s) 2,0 1,9 2,2 2,3
Temperatura Maxima (°C) 23,3 17,9 28,7 32,8
Media (°C) 14,8 9,8 18,6 24,8
Minima (°C) 5,9 2,4 10,7 17,9
Humedad Maxima (%) 96,3 82,0 94,5 95,1
Media (%) 71,5 61,4 67,4 69,5
Minima (%) 27,1 23,3 21,5 27,1
ETO (mm) afio™ FAO 1283 1313 1195 1201
Precipitacién (mm) afio™ 337,2 525,4 351,6 242,0
Radiacion Neta (w m™) dia™ 210,2 214,1 200,6 202,6 196

La estructura del cuadro de cultivo fue el mismo en ambos ensayos (ver Figuras

9.2. 1. para SG y 9.3.2.1. para LB). Los tratamientos se distribuian en 12 parcelas de 3

m x 1 m, subdivididas en tres subparcelas de 1 m? cada una. Entre cada parcela se dejé
un pasillo de 0,5 m. Se establecieron 3 tratamientos por ensayo, con 4 réplicas cada

uno.

Las semillas que fueron utilizadas habian sido recolectadas en la Sierra Minera de
la Unién en Murcia, a partir de plantas silvestres en El Llano de Beal (Walker y col.,
2007) para B. bituminosa (variedad bituminosa poblacion Llano del Beal, ver Tabla 3.

en Materiales y Métodos), y de la Pefia del Aguila para A. halimus (Lutts y col., 2004).
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9.2.1. En San Ginés de la Jara (SG)

El suelo de la localidad de San Ginés de la Jara (SG), dentro de la zona de
influencia y proximo a la Sierra Minera de La Unién (Murcia), no ha estado
directamente afectado por la actividad minera, pero sus concentraciones de metales
(ver Tabla 3.1.) imposibilitan que en él se realicen actividades agricolas (pH=7,6; Zn=
632; Pb= 651 mg kg™) (Council of the European Communities, 1986; BOE 2005b). El
ensayo estaba localizado especificamente en las coordenadas 37°38°22,3” N, 0°50°1,9”

0.

Las 12 parcelas se dividieron en tres zonas, una “Sin Planta” (S), otra con plantas
de B. bituminosa (B) y la tercera con A. halimus (A) (ver Figura 9.2.). Se aplicaron los
tratamientos control, compost maduro y fertilizante mineral (ver caracteristicas en
Tabla 3.2.). El compost se afiadid a las parcelas correspondientes el 30/10/2008, con la
misma dosis empleada en el ensayo de maceta, 9 Kg de compost seco por parcela (18
Kg de compost fresco) (equivalente a 30 t ha™) (contiene 150 mg N inorganico Kg* de
compost). El fertilizante N:P:K (15:15:15) se afadio el 10/12/2008 echando 390 g por
parcela (equivalente a 1,3 t ha™), para igualar la dosis de N inorganico aportado por el

compost (ambos aportaron 195 Kg ha™ N inorganico disponible).

als[s] [als]e]
B|S|A

Figura 9.2.1.- Diagrama de la estructura del ensayo de campo en San Ginés de la Jara.
Los colores representan los tratamientos de suelo, y las letras a la especie establecida en cada

subparcela (Control, , , A= A. halimus, B= B. bituminosa, S= Sin Planta).
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Fotografias 9.2.1.- Parcela donde se llevd a cabo el ensayo de MPs en San Ginés de la
Jara (La Unidn, Murcia) (izquierda). A la derecha se muestra un detalle de plantas de B.

bituminosa durante el ensayo.

A. halimus se sembrd en alveolos el 25/08/2008 en una mezcla de suelo SG vy
perlita (10%-90%) mientras B. bituminosa se sembré el 15/10/2008 en turba:perlita
3:1. Se mantuvieron en camara de cultivo (12-h de luz a 27°C y 22°C en oscuridad)
hasta que se pasaron a umbraculo para endurecerlas y mejorar su resistencia a las
condiciones climaticas reales 3 semanas antes del trasplante para A. halimus, y 15 dias
para B. bituminosa. El 25/11/2008, en cada subparcela en campo se establecieron
inicialmente 16 plantas de A. halimus y 18 de B. bituminosa por subparcela. Todas las
parcelas (con o sin plantas) fueron regadas (4 | m™) tres veces con agua del grifo (pH
8,8; 2,75 mM Ca, 0,06 mM K, 3,37 mM Mg, 2,99 mM Na; CE= 0,88 dS m'l) en el

momento del trasplante y al primer y segundo mes.

La produccién de biomasa superficial fue determinada cortando 3 plantas tipicas
por subparcela. Las muestras de hoja fueron recogidas en varios eventos. En mayo del
2010, frutos maduros también fueron recolectados de las plantas. El material siempre
fue enjuagado con agua destilada, lavado con 0,1% Tritén durante 1 min para eliminar
la posible deposicion de suelo, y entonces enjuagados cuatro veces mas con agua
destilada. El material fue secado en horno (65°C, 3 dias) y molido hasta polvo fino. El
analisis elemental fue realizado tal y como se describe en la seccién 3.2. en Materiales
y Métodos Los eventos de cosecha se realizaron a distintas fechas (14/04/2009 = 4

meses, 26/03/2010 = 16 meses, y 2/12/2010 = 24 meses).
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9.2.2. En Llano del Beal (LB)

Este suelo se encuentra cerca de la localidad El Llano del Beal (LB), junto a una
escombrera de residuos mineros de La Unidn (Murcia), concretamente en las
coordenadas 37° 37’ 12,40” N, 0° 50’ 13,51” O. Es una zona mas dramaticamente
afectada por la actividad minera, por lo que el suelo estd muy alterado y se puede
considerar mas bien una mezcla de suelo con residuos mineros sin desarrollo edafico
(ver Tabla 3.1.). Su concentracién de MPs es muy elevada (pH=6,2; Zn= 9686; Pb=
10188 pg g), y la CE es unas 10 veces superior a la de San Ginés de la Jara, lo que

condicioné el desarrollo de las plantas.

Se aplicaron dos enmiendas organicas (30/10/2008): un compost maduro con
una dosis de 18 Kg de compost seco por parcela (36 Kg de compost fresco por parcela)
equivalente a 60 t ha™, y purin fresco de cerdo (18 | por parcela = 60 m*® ha),
manteniendo el resto de parcelas como control sin enmienda. Todas las parcelas
control se enmendaron con cal previamente (2,3 t ha' = 700 g por parcela)
(11/11/2008) a fin de ajustar los valores de pH a los adecuados para el crecimiento

vegetal.

Se sembrd A. halimus el 25/08/2008 en 90% perlita, 10% suelo SG. Para B.
bituminosa, la siembra se realizd el 29/10/2008 en macetas con suelo La Alberca
recogido del IMIDA (detalles de ambos suelos en Tabla 3.1.). Se mantuvieron en la
camara de cultivo (12-h de luz a 27°Cy 22°C en oscuridad) hasta el 7/11/2008, cuando
se saco las plantas al umbraculo y 20 dias después, se trasplantaron en las subparcelas
correspondientes en El Llano del Beal. Se establecieron inicialmente 16 plantas de A.
halimus por subparcela, con (AB) y sin (A) 20 plantas iniciales de B. bituminosa. El
propésito fue determinar la interaccidon entre las dos especies resultado de la fijacién
de nitrégeno por parte de B. bituminosa y el transporte de agua desde capas humedas

a la superficie (“hydraulic lift”) por parte de A. halimus.

En este ensayo se realizaron los eventos de cosecha a la misma fecha que en el
anterior ensayo en SG (4 meses (16/04/2009: A. halimus + B. bituminosa), 16 meses
(12/04/2010: A. halimus + B. bituminosa), 24 meses (16/12/2010: hojas y frutos de A.

halimus).
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9.2.3. Determinacion de la cobertura vegetal

En ambos ensayos de campo, la estimacion de la cobertura sirvié como medida
no destructiva e indirecta de la biomasa en sistemas aridos (Flombaum y Sala 2009).
Para ello, se fotografié cada subparcela de 1m? desde una vista sagital. Cada imagen
fue tratada con Adobe Photoshop CS3 (v10.0) para convertir las partes
correspondientes de las plantas en manchas de color negro, y el suelo en un fondo
blanco. Entonces, las imagenes fueron procesadas mediante el software de dominio
publico Image) 1.42q (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA) para
determinar los cm? de plantas por m?, lo que sirvio para estimar la cobertura en % que

suponian las manchas negras sobre el fondo blanco.

Figura 9.2.3.- Imagenes de fotografias originales de subparcelas con B. bituminosa
(izquierda) y A. halimus (derecha) y su correspondientes resultados tras la manipulacién para

la medida de la cobertura mediante Imagel.

9.3. Resultados y discusion de los ensayos en parcela

El crecimiento resultdé ser diferencial en ambos suelos. En el suelo de SG, la
especie B. bituminosa se desarrollé con normalidad, mientras que A. halimus no llegé a
alcanzar un porte relevante. Sin embargo, para el suelo de LB, sélo algunas plantas de
B. bituminosa alcanzaron una biomasa considerable mientras que las de A. halimus si
gue crecieron adecuadamente. Por eso, los resultados de ambos ensayos proceden
basicamente de los estudios realizados con una especie, con B. bituminosa en SG, y A.

halimus en LB.
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9.3.1. Ensayo en San Ginés de la Jara (SG)

9.3.1.1. Crecimiento de las plantas

De manera general, las enmiendas consiguieron mejorar la respuesta por parte
de las plantas. Una vez pasado un tiempo para no tener en cuenta aquellas plantas que
murieron como consecuencia del trasplante, la supervivencia de B. bituminosa,
expresada como porcentaje de las plantas iniciales, fue del 86% para las establecidas
en las parcelas control, 94% con compost, y 84% con fertilizante (periodo entre el
2/12/2009 y el 26/03/2010). Sin embargo, apenas unas cuantas plantas de A. halimus
lograron crecer y desarrollarse adecuadamente, quizds debido a la orientacién y la
proximidad de una colina que pudo limitar las horas de luz necesarias para A. halimus
durante el otofio e invierno. Aunque segun Le Houérou (1992), el crecimiento de A.
halimus (subsp. halimus) es pobre en suelos arenosos, en este ensayo crecié mejor en
el suelo LB (arenoso-franca, 79% arena) que en SG (franco-arenosa, 57% arena). La
salinidad del suelo LB pudo favorecer el crecimiento de esta especie haléfila. Aunque
aparecié una estimulacién del crecimiento por el efecto del compost (Tabla 9.3.1.), la
falta de réplicas con plantas de A. halimus impidié un analisis estadistico con esta

especie.

Para B. bituminosa, la produccién de biomasa (PS por parcela) y la cobertura
fueron mayores con compost (aunque P = 0,14; Tabla 9.3.1.1.). La cobertura es
importante desde el punto de vista de la erosién (Marqués y col., 2007; Andreu y col.,
1995) y retencién del suelo, lo que ayuda a frenar la diseminacién de los MPs desde el

suelo.
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Figura 9.3.1.1.- Regresion de linea de tendencia general para los datos de cobertura y PS
de las plantas de SG a los 12 meses desde el trasplante (R?=0,76; Ecuacién de la recta y =

0,730x + 498,9; P < 0,01).

La evidente relacion entre el PS de las plantas y la cobertura ya ha sido utilizada
como medida no destructiva de la biomasa (Flombaum y Sala, 2009). Ya que una parte
importante de las hojas de B. bituminosa se pierden tras la floracion, este hecho podria
suponer que la mejora del crecimiento por el compost implicaria también un
enriquecimiento del C orgdnico del suelo cuando estas se incorporen de nuevo al
suelo, como se ha demostrado para otras especies de leguminosas arbustivas
mediterraneas (Alegre y col., 2004). La importancia de una cobertura vegetal radica en
su capacidad para reducir la erosidon, como la debida a la pérdida de sedimentos
arrastrados por el agua tras eventos lluviosos, y ha sido demostrada en multitud de
ocasiones, incluyendo condiciones semiaridas como las que se dan en el lugar donde
se desarrollé el ensayo de MPs (Marqués y col.,, 2007; Moreno-de las Heras y col.,

2009).
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Figura 9.3.1.1.- Diagrama representando las 12 parcelas del ensayo en SG. En cada una
de las 36 subparcelas, aparece la imagen con la que fue estimada la cobertura de las plantas
que crecian en ella a los 12 meses tras el trasplante, en diciembre 2009. En este ensayo
Unicamente se determind la biomasa de manera indirecta mediante la estimacidon de la
cobertura en una ocasion, ya que a partir de esa fecha, el crecimiento de las plantas consistié
basicamente en un endurecimiento de las partes verdes y formacion de tallos verticales
portadores de inflorescencias, lo que no se tradujo en un aumento considerable de la

cobertura.

Tabla 9.3.1.1.- Cobertura (12 meses desde el trasplante) y PS de parte aérea (16
meses) de las plantas de B. bituminosa y A. halimus, para los tres tratamientos (n = 4). Los
valores de cobertura total fueron trasformados (log(x)) para que cumplieran con la
normalidad. Los valores de A. halimus no muestran error ni estadistica alguna porque en
muchos casos Unicamente existia una réplica analizable. Los valores de cada columna con

diferentes letras son significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo al test de Tukey.

Cobertura PS PS total
Tratamiento % cm’planta™ g planta™ g subparcela™
B. bituminosa  Control 6,2+1,8 117,7+54,8 7,5+2,8 39,0+13,9b
Compost 16,6+0,5 219,5+76,0 19,045,6 135,7+37,4a
Fertilizante 8,7+1,0 105,3+30,6 8,613,1 52,5+5,3ab
Sig. 0,14 0,31 0,14 0,03
A. halimus Control 0,16 17,2 0,83 1,67
Compost 1,35 52,0 4,44 21,77
Fertilizante 0,81 40,9 1,86 4,46
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9.3.1.2. Composicion mineral de los tejidos vegetales de B.

bituminosa

Para los primeros analisis de los minerales tisulares en hojas de las plantas a los 4
meses desde el trasplante, los efectos significativos (P < 0,05) de las enmiendas
consistieron Unicamente en un aumento del P tisular y un descenso del Ca, debido a la
aplicacion del compost (Tabla 9.3.2.). La caida en los niveles de Na en el segundo afio
podrian haberse relacionado con el aumento del K en suelo, teniendo en cuenta el
antagonismo entre estos dos elementos con respeto a su absorcidn y transporte

(Marschner, 1995).

Una deficiencia de P, que en B. bituminosa se manifiesta a partir de un P tisular
por debajo de 80-100 umol g'1 (Walker y col., 2007; Pang y col., 2010) se traduce como
un descenso del area foliar, tanto por el nimero de hojas como por la superficie
(Marschner, 1995). La relacién N:P (ambas concentraciones expresadas en ug g'l) (alos
4 meses desde el trasplante) fue 15,5, 12,7 y 17,6 para plantas de los tratamientos
control, compost y fertilizante, respectivamente, indicando que el compost suministré
relativamente mads P que N. Los recientes trabajos que Pang y col. (2010) han realizado
con la var. albomarginata de B. bituminosa, indican que valores N:P por encima de 20
estan asociados con una deficiencia de P e inhibicidon del crecimiento, mientras valores
inferiores a 15 (P > 80-100 umol g en las hojas) se dan durante crecimiento maximo.
Todos estos datos indican que el suministro de P por el compost estimulé el
crecimiento de B. bituminosa en suelo SG en comparaciéon con el control, y que la
incorporacion desde esta enmienda rica en P al suelo y de alli a las plantas ocurrié
principalmente durante el primer ano. La dosis de compost empleada ayudaria por lo
tanto a la estimulacidon inicial del crecimiento cuando la planta se encuentra mas
indefensa en el suelo, consumiéndose sus nutrientes para el segundo ano, pero para
cuando la planta ya dispondra de un sistema radicular mas amplio con el que abarcar

un mayor volumen de suelo en busca de agua y nutrientes.

Tras el analisis factorial, la concentracién de la mayoria de elementos minerales
parece depender mas del tiempo que del tratamiento, a excepcion del P, que no
depende del tiempo y si del tratamiento, lo que lo destaca como principal responsable

de la estimulacién del crecimiento tras la adicién de compost.
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Tabla 9.3.1.2.a.- Concentraciones de cationes principales y P (umol g* PS), N (%), MPs y As (ug g* PS) en las hojas de 5. bituminoso crecida en el

ensayo de campo en el suelo de SG durante tres eventos de cosecha (14-4-2009 3 los 4 meses, 26-3-2010 a los 16 meses, y el 2-12-2010 a los 24 meses

desde el trasplante). Los valores de Fe a los 4 meses tuvieron que ser transformados para que se cumpliera la homocedasticidad de varianzas durante el

analisis de ANOVA. “-" significa que |as concentraciones tisulares imposibilitaron superar el limite de deteccion del ICP (< 0,2 ug g* PS para As; <0,01 pg g*

PS para Cd). Los valores de cada columna y cada fecha con diferentes letras son significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo al test de Tukey. Se

muestra el analisis factorial en las Gltimas 3 filas para los factores tiempo y tratamiento.

4 meses Ca K Mg Na P As Cd Cu Fe Mn Pb Zn %N
Control 295215b 1596 1301 13,4#13 588247b 0,3820,1 0,0120,0 6,84+0,43 320:1 75,0244 3,5520,7 38,1%2, 3,83x04
Compost 252#7a  159%2 1259 114#06 76,624,1a 0,3120,1 0,0320,0 8,65+0,59 23222 82,6292 3,45:13 43624, 414204
Fertilizante 320:10ab 16229 13729 12,2:0,6 62,8#4,0ab 041200 0,0320,0 7,6520,34 32029 76,626,2 3,28:81,0 38,92, 4,70:0,2
Sig. 0,01 0,55 0,74 0,38 0,04 0,86 0,66 0,07 0,49 0,72 0,98 0,41 0,33
16 meses
Control 187:8ab 241#17 8523 1620,1b 67,2#39 - - 13,28+0,64 195%#1 g89,7+5,2 2,13%0,1 40,5*#3, 5,1020,0
Compost 160£11b 246x28 825 1,7%0,4a 83,1242 - - 1440%1,31a 158:6 87,3%6,9 2,10:0,4 36,91, 4,73%0,2
Fertilizante 222+#17a 239%11 B85%5 2,5%0,1a 67,3347 - - 11,10:0,50 b 232%#4 95,9+10, 20309 38,9%4, 5,40%0,2
Sig. 0,02 0,58 0,88 0,05 0,04 0,04 0,27 0,73 0,99 0,75 0,11
24 meses
Control 357#36 245216 135#1 26:#0,2 64,1#135 0,55%0,3 0,12:0,0 6,06:0,51b 179%1 950,7#11, 245:0,3 43,2#2, 4,1520,2
Compost 262#12  325%11 1408 7,024 77,1270 15106 0,13:00 7,28+0,11ab 19121 87,5#53 321214 42935 436201
Fertilizante 33126 28735 136+1 3,2#0,3 748+47 1,31:0,6 0,1320,0 7,650,463 16721 94811 1500,5 47,3%3, 4,33:x0,0
Sig. 0,08 0,00 0,57 0,12 0,59 0,48 0,93 0,05 0,57 0,79 0,59 0,70 0,57
Sig. <0,01 <0,01 <001 <0,01 0,17 0,23 <0,01 <0,01 0,03 0,44 0,74 0,52 0,01
Tiempo| <0,01 <0,01 <001 <001 0,40 0,05 <0,01 <0,01 <0,01 0,06 0,17 0,14 <0,01
Tratamiento <0,01 0,08 0,87 0,56 0,02 0,52 0,68 0,02 0,31 0,78 0,75 0,93 0,10
Tiempo*Tratamiento 0,35 0,07 0,57 0,03 0,83 0,48 0,93 0,03 0,55 0,85 0,96 0,59 0,45
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Al arrancar plantas el 22/02/2011, no habia nddulos visibles en las raices
(mientras que en el otro suelo LB si que se encontraron). Para B. bituminosa, el rango
de N tisular de suficiencia esta entre 2,5y 3,7% (Walker y col., 2007; Pang y col., 2010).
Como en el Capitulo IV, en el ensayo en maceta con los dos mismos suelos (LB y SG),
niveles de K por encima de 300 pmol g* en la hoja satisfacen las demandas de
crecimiento, por lo que no debid ocurrir en ningln caso deficiencia de N ni K en
plantas en SG. Estos resultados demuestran que esta especie es capaz de vivir en este
tipo de suelos pobres en nutrientes sin que estos elementos actien como factores
limitantes deficitarios. Los valores obtenidos del %N en las plantas de A. halimus
fueron de 3,35, 4,84 y 3,75 para los tratamientos Control, Compost y Fertilizante

respectivamente (datos no mostrados).

Cuando se calcula la cantidad de K que las plantas han absorbido desde el suelo
(biomasa x concentracién) dependiendo de cada tratamiento, se observa que aunque
el compost no cambié mucho las concentraciones de K, si que aumenté la cantidad
absorbida (1808, 4674, 2055 umol K pIanta'1 para control, compost y fertilizante
respectivamente), lo que permitidé que las plantas localizadas en las subparcelas
tratadas con compost alcanzaran una mayor biomasa, pudiendo estar limitada su

disponibilidad en los otros dos tratamientos.

Se comprobd que para los elementos minerales, su concentracién no resultd ser
una mera consecuencia del efecto de dilucién de cada elemento en la parte aérea de
las plantas, apareciendo mayores concentraciones en las plantas con menor PS y
menor en las de mayor biomasa. Aunque si que se pudo observar una reduccién de la
concentracion en algunos elementos como por ejemplo el Fe para las plantas con
mayor biomasa, si este efecto se debiera a la dilucién del elemento en una mayor
biomasa, el resto de minerales también deberian comportarse de la misma manera en
funcién del PS, pero no fue asi, por lo que debié haber inhibicion de su absorcién total.
Como ese efecto no ocurre con otros elementos como el Zn, debe de haber otro factor

aparte del efecto dilucidn.

206

e|224ed ua sopesad s3|e1d A ‘A OTNLIdYD




SECCION METALES PESADOS

207

Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de B. bituminosa frente a metales pesados... Domingo Martinez Fernandez

Los niveles del As estuvieron por debajo de las concentraciones fitotédxicas (> 3,5
ug g Chaney, 1989). De acuerdo con los resultados de Walker y col. (2007), los
niveles de Cu, Mn y Zn que representan suficiencia para B. bituminosa, MPs que actlan
como micronutrientes, son 6-10, 30-60 y 30-60 ug g'l, respectivamente. Para otros
miembros de la familia Fabaceae de climas templados, el crecimiento se ve inhibido a
partir de unas ciertas concentraciones de Cd, Cu, Mn y Pb en hoja, a partir de valores
que rondan los 3-10, 15-30, 100-800 y 100-200 pg g, respectivamente (Davis v
Beckett, 1978; MacNicol y Beckett, 1985; Balsberg Pahlsson, 1989; Meers y col., 2005),
por lo que el Unico elemento que pudo suponer cierta fitotoxicidad segun los valores
encontrados en hojas de B. bituminaria es el Mn. A pesar de que este suelo contiene
altos niveles de Zn, esta especie consigue crecer sin que aparezcan concentraciones
fitotoxicas en sus hojas, por lo que debe disponer de mecanismos para inhibir su
incorporaciéon, tal y como defiende Walker y col. (2007). De manera general, se
establece que una concentracién de Zn tisular por encima de 100-600 pg g*, segun la
especie, repercute negativamente en el crecimiento (Balsberg Pahlsson, 1989;
Sagardoy y col., 2009; Shi y Cai, 2009; Disante y col., 2010; Lefevre y col., 2010). En el
siguiente capitulo referente a ensayos en hidropénico (Capitulo VI), se podra ver que el
crecimiento de B. bituminosa no estuvo inhibido por una concentraciéon de Zn en la
parte aérea de 730 pg g™. Para un correcto crecimiento de B. bituminosa se requieren
concentraciones de Fe de la parte aérea en torno al 50-100 ug g'1 (Walker y col., 2007),
apareciendo sintomas de toxicidad por encima de 500 pg g (Marschner, 1995), por lo
gue aunque cerca del limite fitotdxico, los valores tisulares no debieron afectar

negativamente al crecimiento de B. bituminosa en el suelo SG.

El hecho de que el compost mejorara el crecimiento sin afectar las
concentraciones tisulares de los demas MPs, sugiere que sus concentraciones no
fueron toxicas en ninguno de los tres tratamientos, aunque las concentraciones de Pb
y Zn en este suelo estan por encima de los limites para suelos agricolas a pH 7 (Zn=

632; Pb= 651 pg g™*) (Council of the European Communities, 1986; BOE 2005b).
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Tabla 9.3.1.2.b.- Los pesos secos (g) de 100 semillas (incluyendo el pico) y las
concentraciones (ug g'l) de Cu, Fe, Mn, Pb y Zn en MS de semillas de B. bituminosa,
cosechadas en plantas del ensayo en suelo SG a los 18 meses tras el trasplante (Mayo 2010).
Las concentraciones de As y Cd estuvieron por debajo del limite de deteccién del ICP

(equivalente a 0,08 pg g~ en las semillas).

g 100semillas Cu Fe Mn Pb Zn
Control 1,24+0,10 |6,39+0,3 112,5+88 22,4+2 0,9+0,19 211
Compost 1,42+0,07 |5,85+0,1 61,4+30 19,4+2 0,54 £0,23 18,9+1
Fertilizante  1,16%+0,03 |5,11+0,5 40,66 18,53 0,89+0,19 18,5+1
Sig. 0,20 0,12 0,46 0,39 0,31 0,19

Un hecho importante a destacar fue el hecho de que las plantas de B. bituminosa
fueron capaces de completar su ciclo biolégico durante el ensayo, produciendo flores
con semilla fértil. El peso de las semillas no fue diferente dependiendo del
tratamiento. Con respeto a los niveles de MPs en semilla, la disminucién en el Fe
producido por el compost, aunque no significativo estadisticamente, refleja el efecto
del compost sobre este elemento en las hojas (Tabla 9.3.1.2.a.). La restriccion del
transporte de MPs a los frutos también limita sus movimientos a través de la cadena
tréfica, ya que las semillas de B. bituminosa son una fuente de alimento para algunos
insectos como las hormigas Messor barbarus L. (Oliveras y col., 2008). Conesa y col.,
(2009), encontraron que las plantas de Cicer arietinum L. (Fabaceae) crecidas en suelo
con residuos mineros en La Unidn (concentraciones totales: 8 ug g'l Cd, 26 pg g'1 Cu,
1310 ug g Pb y 2160 pg g™ Zn), presentaban en las semillas 0,5-0,9 ug g* Cd, 6-9 ug g
1cu, <1,3 pgg’Pb,y80-90 ug g* Zn. La comparacién de estos resultados con los de
B. bituminosa (Tabla 9.3.1.2.b.) crecida en el suelo SG (concentraciones totales: 28 ug
g Cu, <0,01 ugg'cd, 632 ug gt Zny 651 pg g Pb) indica que ambas especies realizan

una transferencia similar de Cu y Pb a sus semillas.
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Tabla 9.3.1.2.c.- Concentraciones de cationes principales y P {umol gt PS), N (%), As y MPs {ug g P5) en las hojas de A, holimus crecidas en el ensayo
de campo en el suelo de 5G durante dos eventos de cosecha (14-4-2009 a los 4 meses, 26-3-2010 a los 16 meses). “nd” significa no determinado porque no

habia material suficiente en dichas subparcelas. “-" significa que las concentraciones de Asy Cu tisulares impidieron que aparecieran valores por encima de

limite de deteccion del ICP. No se pudo realizar analisis ANOVA ya que en muchos casos, no se consiguieron tres replicas.

2009 Ca K Mg Na P N As Cd Cu Fe Mn Pb Zn
Control nd nd nd nd nd 3,35 nd nd nd nd nd nd nd
Compost 479 862 649 2426 273 4,84 058 0,18 12,3 511 214 815 132
Fertilizante 583 552 736 2239 136 3,75 048 0,24 10,3 58% 249 547 171
2010

Control SE0 983 526 1159 68 nd - - 10,1 659 243 7,65 124
Compost 414 942 605 1410 190 nd - - 12,1 38% 190 4,45 130
Fertilizante 639 249 677 1307 105 nd - - 87 611 220 5,00 134
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9.3.1.3. Composicion mineral de A. halimus

Las altas concentraciones de los cationes principales (Ca, Mg, Ky Na) en sus hojas
demuestran el caracter haldfito de A. halimus, a pesar de la mas baja salinidad (CE) de
este suelo con respecto al suelo LB. En las plantas control, la concentraciéon de P en la
segunda cosecha sugiere una deficiencia de este elemento (Marschner, 1995). El mal
rendimiento de A. halimus en este suelo no pudo deberse a concentraciones
fitotdxicas de MPs ya que esta especie consiguio crecer favorablemente en el suelo LB,
contaminado con mayores concentraciones de dichos elementos. Las Unicas
excepciones podrian ser el Fe y el Mn, ya que sus valores eran parecidos en ambos
suelos, y los rangos considerados fitotdxicos se encuentran por encima de 500 (Fe)y
100-1000 (Mn) pg g™ (Marschner, 1995), aunque es poco probable teniendo en cuenta

la alta tolerancia de A. halimus a los MPs.

9.3.1.4. El efecto de la presencia de plantas y de los tratamientos

sobre las propiedades del suelo

Durante el primer evento de muestreo, las parcelas tratadas con compost fueron
las que alcanzaron un mayor pH, lo que afectaria a la disponibilidad de MPs y As en el
suelo. Sin embargo, dicho efecto no volvid a detectarse en ninguno de los posteriores
muestreos. El aumento en la CE tras la incorporacién de las enmiendas, sobre todo el
compost (Tabla 9.3.1.4.), fue una mera consecuencia de su alto contenido sales (ver
caracteristicas en Tabla 3.2. en Capitulo lll). Un posible aumento en la salinidad del
suelo debido a la aplicacién excesiva de enmiendas es un factor que considerar en la
recuperaciéon de suelos degradados (Bernal y col., 1992). El andlisis factorial desvela
qgue el efecto sobre el N por parte de los tratamientos depende del tiempo
(Tiempo*Tratamiento sig. <0,01), de modo que sus mdaximos valores se alcanzaron a
los 12 meses, y a partir de entonces, sus niveles se igualaron con los encontrados en
los suelos control. Sin embargo, el efecto del compost sobre el %MO fue disminuyendo
mas paulatinamente, existiendo aun diferencias tras los 2 afios de ensayo,
directamente relacionado con la alta estabilidad contra la mineralizacién microbiana
de la MO aiiadida con el compost (Bernal y col., 1998). La presencia de B. bituminosa
aumenté el %MO, presuntamente debido a la incorporacién de hojas caidas y raices

muertas.
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Tabla 9.3.1.4.- Caracteristicas del suelo de San Ginés de la Jara para los tres tratamientos a 4, 12, 16 y 24 meses desde el trasplante. EI K (pg g?) fue

extraido con NaMQs 10 mM. Los MPs (ug gt) fueron extraidos con DTPA. Los demds pardmetros fueron analizados por el equipo Sostenibilidad Sistema

Suelo Planta del CEBAS-CSIC siguiendo procedimientos equivalentes a los que aparecen en Alburquerque y col. (2011}, v Pardo y col. {2011).

Facha Tratamiento Plants pH  CElpScml  NT[3) MO %) BCimgk=*) BM[mgks?l BLC/BM K As Cd Cu hn Fh Zn
4mesas  Contral Sin Plonta 776 112,38 0,18 1,23 256,10 48,20 G52 9,30 0,52 0,10 1,26 20,55 332,82 17,28
B bituminoso | 7,89 7Z,BB 0,14 1,52 208,55 41,75 5,07 7,55 0,56 0,09 1,18 0,68 34,18 15,17
Campost sin Planta 8,08 197,23 0,25 5,47 £39,15 107,50 5,95 253,50 0,50 0,09 1,25 35,26 41,44 20,31
Bhitumingsa | 8,08 213,10 0,23 6,85 553,10 35,30 5,75 251,70 0,59 0,1 1,34 34,71 44,59 25,58
sin Pianta 7,76 113,88 0,07 1,37 163,40 20,10 8,10 23,53 0,75 0,10 1,10 24,12 31,73 12,73
B.gitumingsa | 7,77 132,03 0,08 1,67 209,15 22,75 8,57 3855 0,77 0,1 1,20 25,33 29,89 141%
12 meses Cantral Sin Flanta 800 12153 0,17 1,85 239,25 21,01 7,78 2358 047 0,09 0,93 14,14 321,76 12,11
Bbituminoss | 7,98 126,58 0,10 1,43 233,85 29,31 7,60 2744 0,56 0,10 0,94 15,67 38,05 12,77
Compost Sin Plonta BO5 167,93 0,19 3,35 587,40 53,42 B,35 411,83 0,55 0,09 0,97 17,55 31,48  155E
Bhitumingss | B,01 188,25 0,24 6,09 538,20 78,67 7,95 457,75 0,62 0,13 1,14 21,71 3846 23,19
Fartilizantz  Sin Pianta B.04 110,73 0,08 1,29 134,00 14,41 9,05 67,96 0,65 0,09 0,94 16,96 25,88 10,77
Bhitumingss | 8,01 119,53 0,10 1,32 238,25 24,30 5,35 77,69 0,64 0,09 0,96 1647 26,31 1137
16 mesas Contral Sin Flanta BD04 101,15 0,13 0,95 222,03 3126 7,13 1575 0,52 0.1 078 11,57 3145 12,29
Ebitumingss | 8,02 101,55 0,14 1,22 218,58 30,58 7,15 15,94 0,55 0,11 0,80 12,55 37,95 12,51
Campast Sin Planta 7,95 15,15 0,20 2,69 452,73 58,40 8,12 311,50 0,57 0,1 0,90 15,81 35,30 15,21
B.bitumingss | B,01 155,20 0,24 2,97 469,39 59,63 B,05 313,05 0,59 0,15 0,97 15,58 38,28 18,62
Fartilizants  Sin Planta B,00 103,23 0,23 1,18 148,12 2441 574 53,38 0,54 0,10 0,84 12,24 25,61 9,88
Bhituminosa | 7,99 106,43 0,26 1,36 208,71 32,17 6,52 61,67 0,55 0,11 0,88 12,24 20,18 10,17
24 mezes Contral Sin Planta 795 13938 0,14 2,22 160,33 22,21 7,28 9,82 0,60 0,08 0,83 6,16 2476  £.98
Baitumingss | 7,93 124,98 0,13 2,17 188,78 26,85 7,1 9,40 0,68 0,10 0,28 5,79 35,31 9,03
Campast sin Flanta 7,97 150,08 0,17 3,05 382,65 53,28 7,19 109,43 0,76 0,08 0,65 5,21 29,03 12,14
Ebitumingss | 7,92 158,55 0,17 3,54 383,69 52,70 5,32 111,03 0,80 0,12 0,76 5,76 34,61 18,02
Fertilizantz  Sin Planta 7,95 107,65 0,07 1,15 114,48 16,54 5,88 20,59 0,61 0,05 0,64 4,57 17,74 5,27
Ebirumingss | 7,91 110,08 0,11 1,63 236,80 33,80 5,98 13,57 0,69 0,08 0,69 4,71 25,28 9,04
Tratzmiento | =001 <0,01 =001 <001 «0,01 <001 0,01 <001 047 0,61 0,39 =0,01 041 0,06
Plentz | 0,79 0,69 0,77 D,04 0,56 0,50 0,97 %001 0,50 0,40 0,35 0,45 0,48 0,40
Fecha |=001 0,01 0,01 0,01 0,23 004 =001 %001 0,50 0,69 =001 =001 0,84 0,34
Tratzmiento * Plantz | 0,55 0,06 0,34 0,11 0,52 0,67 0,18 0,92 0,57 0,26 0,65 0,98 0,97 0,72
Tratsmisnto * Fachs | <001 <0,01 =001 <0,01 0,63 0,16 <001 %001 0,94 1,00 0,70 %0,01 1,00 1,00
Plentz* Fechz [ 0,17 0,56 0,74 0,23 0,87 0,75 0,85 0,92 1,00 0,98 0,99 0,92 0,98 0,99
Trstamisnto * Plants * Fechs | 0,76 0,24 0,95 0,52 1,00 1,00 0,98 1,00 1,00 1,00 1,00 0,92 1,00 1,00

i
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Mientras que la enmienda inorgdnica no causd efecto sobre el carbono de la
biomasa microbiana (BC), ni el nitrégeno de la masa microbiana del suelo (BN), el
tratamiento con compost aumenté dichos parametros. El mismo efecto fue
encontrado por Alburquerque y col. (2011), al comparar el efecto del compost de
alperujo con un fertilizante mineral. Su relacién da un indice ecoldgico que expresa la
proporciéon de hongos y bacterias que crecen en el suelo (Anderson y Domsch, 1980;
Coyne, 2000; Pérez de Mora y col., 2006). Lo ideal, es que al afiadir una enmienda al
suelo, este factor no se vea alterado para no interferir en los sistemas ecoldgicos del
suelo. Si dicho factor se ve aumentado durante la aplicacién de alglun tratamiento, se
debe a un favorecimiento de la poblacién fungica del suelo, mientras que si este
disminuye, se habra visto estimulado el crecimiento bacteriano. De manera general, se
aprecia que la incorporacién de compost en este ensayo no afecté a las poblaciones
microbianas del suelo, mientras que el fertilizante si que causa cierto desequilibrio,
potenciando el crecimiento de hongos en relacion al de bacterias, principalmente en la
primera etapa del ensayo. Dicho efecto se reduce, e incluso se invierte transcurridos
dos anos desde el comienzo del ensayo. En este sentido, las poblaciones flngicas
parecen ser menos sensibles a los metales que las bacterias y su proliferacién pueden

ser favorecidas bajo estrés por MPs (Khan y Scullion, 2002; Rajapakshay col., 2004).
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9.3.2. Ensayo en Llano del Beal (LB)

9.3.2.1. Crecimiento de las plantas

Fotografias 9.3.2.1.- Vista general del ensayo al principio del ensayo, sin vegetacion
alrededor de la zona estudiada (izquierda). Manchas de contaminacion en el suelo (centro).

Entre algunas plantas de A. halimus, fue capaz de desarrollarse B. bituminosa (derecha).

A pesar de que en el ensayo en maceta ambas especies crecieron en el suelo LB,
B. bituminosa no crecid lo suficiente en todas las subparcelas (sélo en algunas con
compost), mientras que A. halimus fue capaz de desarrollar una gran biomasa en este
ensayo de campo. Esto imposibilitd que se pudiera realizar el andlisis estadistico
pertinente para B. bituminosa. Por ejemplo, 12 meses desde el trasplante, la
supervivencia media de B. bituminosa fue de 6, 19 y 13% en subparcelas control, con
compost, y con purin, respectivamente. Tras 6 meses de su establecimiento, las
plantas de A. halimus mostraron un crecimiento rapido en la zona donde se habia
aplicado purin de cerdo, con una cobertura vegetal del 17,5 % del area replantada
(media de subparcelas AB y A), y una de 12,6% en las tratadas con compost, muy
superior al 1,3 % de cobertura existente en el suelo sin enmienda (Figura 9.3.2.1. y
Tabla 9.3.2.1.a.). Entre abril y diciembre de 2009, se produjo la muerte de algunas
plantas de B. bituminosa, particularmente en suelo control, debido posiblemente a su
escaso tamafio durante la fuerte sequia estival. A los 12 meses desde el trasplante
(Diciembre 2009), las plantas de A. halimus ya cubrian mas de la mitad de la superficie
de cada subparcela (una media (A+AB) de 67,9% para el purin y de 55,4% para el
compost). En estas subparcelas, A. halimus fue capaz producir semillas en el los
inviernos de 2009-10 y 2010-11, que germinaron en las propias subparcelas. En
cambio las plantas crecidas en el suelo sin tratar tuvieron un crecimiento escaso, con

sintomas de toxicidad y deficiencia nutricional (Figura 9.3.2.1. y Tabla 9.3.2.1.).
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En el tercer afio del ensayo (2011), algunas plantas de B. bituminosa crecian
entre densos A. halimus en algunas subparcelas, a la vez que otras especies habian
colonizado el suelo entre las subparcelas, tal vez debido a una mejora en las
condiciones fisico-quimicas del suelo (presencia de raices y/o caida de hojas). También
pudo haber sucedido el fenémeno de “hydraulic lift” (Horton y Hart, 1998; Mufoz y
col., 2008), por el que agua podria haber ascendido desde capas hiumedas a través de

las raices de A. halimus.

Tabla 9.3.2.1.a.- Resumen de supervivencia y cobertura en las subparcelas A (A.
halimus) y AB (A. halimus con B. bituminosa) en LB. Los valores de cobertura fueron
transformados (aseno (V(x/100))) para asegurar normalidad. La supervivencia esta calculada en
funcién del nimero de plantas iniciales que se establecieron (20 para A y 16 para AB). En la
parte inferior de cada tabla se muestra el analisis factorial. Los valores de cada columna con

diferentes letras son significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo al test de Tukey.

A. halimus (A) Cobertura
Dia Tratamiento n2plantas Supervivencia % cm’planta™
16/04/2009 Control 13,5 67,5 1,43 b 14 b
Compost 15,7 78,7 10,05 ab 77 b
Purin 17,7 88,7 14,16 ab 103 b
02/12/2009 Control 11,7 58,7 14,00 ab 138 b
Compost 15,7 78,7 35,29 ab 252 ab
Purin 17,7 88,7 79,35 a 586 a
Sig. 0,01 0,00
Tiempo 0,01 0,00
Tratamiento 0,01 0,00
Tiempo*Tratamiento 0,51 0,21
A.halimus+B. bituminosa (AB) Cobertura
Dia Tratamiento n2plantas Supervivencia % cm?planta™
16/04/2009 Control 13,0 81,2 1,18 b 12b
Compost 15,2 95,3 15,23 ab 116 ab
Purin 14,5 90,6 20,66 ab 177 ab
02/12/2009 Control 10,7 67,2 13,19 ab 129 ab
Compost 14,7 92,2 75,47 a 575a
Purin 14,5 90,6 56,37 a 466 a
Sig. 0,01 0,01
Tiempo 0,02 0,00
Tratamiento 0,01 0,02
Tiempo*Tratamiento 0,35 0,59
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Figura 9.3.2.1.- Distribucién de la parcela establecida en El Llano del Beal (La Unidn,
Murcia) y cobertura (totalmente blanco = 0% cobertura; totalmente negro = 100%) estimada
en cada una de las subparcelas a los 4 meses (16/04/2009) y a los 12 meses (02/12/2009)
desde el transplante de B. bituminosa y A. halimus. Como se ve, debido a la heterogeneidad
del pH en el terreno, y por lo tanto variacion en la solubilidad de MPs, existen diferencias en el

desarrollo de las plantas incluso dentro de un mismo tratamiento.
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Tabla 9.3.2.1.b.- Produccién de biomasa por parte de las plantas de A. halimus en las
subparcelas de El Llano del Beal a los 12 meses desde el trasplante (A= A. halimus; AB= A.

halimus + B. bituminosa).

02/12/2009 Peso Peso total
Tratamiento Plantas Planta™ (g) por sub-parcela (g)
Control A 17,1 165,5
Control AB 11,2 123,5
Compost A 63,5 843,8
Compost AB 105,6 1380,5
Purin A 115,9 1579,8
Purin AB 148,1 1768,7

Sig. >0,05 >0,05

9.3.2.2. Composicion mineral de A. halimus

Al comparar el comportamiento de A. halimus crecido en este suelo, y los datos
del ensayo en maceta del capitulo anterior, y a pesar de que ambos ensayos no se
realizaron bajo las mismas condiciones, se observa que los niveles de MPs son de
manera general mas elevados en las hojas de A. halimus en campo, excepto para el Fe
y Pb. Esto indica que el ensayo de maceta, las plantas podian haber seguido
acumulando metales, a excepcién del Fe y Pb para los que ya alcanzaron el maximo de
acumulacién. En el campo, la exposicion mas prolongada de las plantas al suelo
contaminado podria permitir llegar a niveles mas altos que en plantas cultivadas bajo
condiciones controladas, debido a un mejor mantenimiento del equilibrio interno y
limitacion de la absorciéon de contaminantes y nutrientes que en solucidn nutritiva,

donde se fuerza al transporte de ciertos elementos disueltos en el medio.

El principal efecto de las enmiendas fue un aumento de la concentracién de Py
disminucion del Pb tisular en las hojas de aquellas plantas que habian recibido
compost, sin que se detectaran incrementos en las concentraciones de N, K, Mg, Na o
elementos traza. Las concentraciones de N y P de las plantas con compost fueron
disminuyendo significativamente con el transcurso del tiempo (P < 0,001) hasta los 2

afios de ensayo, desde 44,3 hasta 22,4 g N Kg'PS, y desde 125 hasta 48 g P Kg'PS,
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respectivamente. La concentracion de Mn tisular de las plantas con compost fue
mayor que la del resto de plantas. La concentracién de Zn en hoja aumentdé con el
tiempo, mientras que las de Fe (P < 0,01), As y Pb (P < 0,001) disminuyeron con el
trascurso del ensayo.

Aunque la cal no produjera un efecto significativo sobre el pH, se aprecia que los
niveles de As mas altos se dieron en el muestreo mas cercano a la incorporacién de
enmiendas, y especialmente para la cal. Dicho elemento presenta una movilidad
inversa a la mayoria del resto de MPs, apareciendo en formas mas biodisponibles

durante pH alcalino (Clemente y col., 2005).
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CAPITULO V: Metales pesados en parcela
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Tabla 9.3.2.2.b.- Concentraciones de As y MPs en frutos (pg g'Ps) de A, halimus. Los datos de Pb tuvieron que ser transformados (log(x)) para

cumplir con la homocedasticidad antes de la prueba de ANOVA. {“nd" = no determinado). Los frutos fueron recogidos a los 12, 15, 24 y 36 meses desde el

trasplante.

Fecha Tratamiento As cd Cu Fe Mn Ph Zn
12 meses Control 21,82 a 3,35 b 23,14 3zl 126 662 743 bed
Compost 844 b 3,26 b 12,62 1246 103 221 519 cd
Purin 6,32 b 4,14 b 14,10 1192 112 193 465 d
15 meses Cantrol nd nd nd nd nd nd nid
Compost 32,76 G,66 28,97 6720 240 1253 1232
Purin 31,72 7,00 43,81 5222 225 1032 1303
24 meses Control 3,80 b 8,82 ab 31,19 2104 138 277 1301 abc
Compaost 550 b 16,28 a 24,48 2440 337 331 1729 a
Purin 5,38 b 9,00 ab 15,28 2262 263 265 1376 ab
36 meses Control 7,09 8,05 10,46 3402 178 373 289
Compost 4,75 159,69 8,69 2346 405 260 1643
Purin 7,07 9,44 10,21 3455 240 341 1058
Sig.| 0,20 0,04 0,65 0,14 0,43 0,05 0,14
12 y 24 meses Sig.| =0,01 0,01 0,07 0,08 0,10 0,28 =0,01
Dia| =0,01 =0,01 0,07 0,34 0,03 0,99 <0,01
Tratamiento 0,04 0,26 0,04 0,18 0,47 0,21 0,46
Dia*Tratamiento 0,01 0,17 0,40 0,08 0,31 0,23 0,25

SOAVvS3ad SFTVLIIN NOIDD3S
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9.3.2.3. Composicion mineral de B. bituminosa

El 15/05/2009 se arrancé 5 plantas de B. bituminosa para comprobar la
presencia de nédulos en las raices, y conocer si es posible el crecimiento de bacterias
nodulantes en suelos tan contaminados como el estudiado. Efectivamente,
aparecieron ndédulos en todas las plantas extraidas, a partir de los cuales, fueron
aisladas las cepas E descritas en el Capitulo VII. Sin embargo, el andlisis del material
vegetal de dos subparcelas tratadas con compost cosechada en abril 2009 a los 4
meses del trasplante (en las demas subparcelas no hubo material suficiente para
analizar) demostré que la concentracién de N en MS fue tan sélo de 2,71%. Como la
concentracién de P fue de 42 umol g'l, los resultados del ensayo en maceta con los
suelos contaminados (Capitulo 1V), los de Walker y col. (2007), y Pang y col. (2010),

indican que estos dos nutrientes fueron deficientes en el suelo LB.

Las concentraciones de As (7,7 pg g ), Cd (3,3 pg g™), Fe (1253 pg g?), v Pb (285
ug g*) probablemente fueron fitotéxicas (Chaney, 1989; Marschner, 1995; Kabata-
Pendias, 2001). Sin embargo, los niveles de Cu (11,9 pg g*) y Mn (84 pg g) no
sugieren toxicidad (Marschner, 1995; Kabata-Pendias, 2001) y tampoco los del Zn (448
ug gl), segun los resultados del siguiente ensayo en hidropdnico (Capitulo V1),
demostrando una vez mas la habilidad de B. bituminosa para excluir/tolerar Zn frente

a altas concentraciones en el medio externo.
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9.4. Conclusiones de los ensayos en parcela

Los resultados de este capitulo confirman que la poblacién de B. bituminosa
estudiada en este capitulo es capaz de minimizar la acumulacién de Zn en sus hojas.
Sin embargo, se comporta como una planta bienal o perenne de corta vida, floreciendo
sélo una o dos veces antes de morir. Asi, podria considerarse esta poblacién como
apropiada para una etapa inicial en la revegetacién de suelos moderadamente
contaminados y con pH en el intervalo neutro-alcalino (pH 6,5-8,0), como por ejemplo,
el suelo de San Ginés de la Jara (SG). Se trata de una especie capaz de formar nédulos
con bacterias simbiontes que le permiten fijar nitrégeno atmosférico, tal y como se
comprobd que sucedia en el suelo del LB. No se encontraron nédulos en el suelo SG,
quizds por la escasez de otras plantas de B. bituminosa que sirvieran como

inoculadoras del ambiente que rodeaba las plantas cercanas.

El establecimiento de esta poblacidon en el suelo de El Llano del Beal no fue
satisfactorio, debido presumiblemente a la alta contaminacién de este suelo, la
heterogeneidad del pH (rango 5,5-7,8) y la salinidad (CE (extractos 1:5) = 2,36-3,84 dS
m™). Los resultados obtenidos con Atriplex halimus indican que esta especie es mas
apropiada para la fitoestabilizacion de suelos altamente contaminados en un medio-
largo plazo, especialmente en condiciones semiaridas como en Murcia, gracias a su
tolerancia a la salinidad y sequia. Su habilidad de crecer a pesar de acumular
concentraciones mas altas de MPs en sus tejidos demuestra su tolerancia interna,
aunqgue, dicha acumulacidon pueda considerarse un atributo negativo en cuanto la

fitoestabilizacion.

En el suelo SG, el compost mejord el crecimiento de B. bituminosa debido a un
aumento en el P de las hojas y posiblemente una disminucion en el Fe. Pudieron darse
otros efectos positivos en el suelo por el aporte de la MO (en relacién con el
fertilizante mineral), como la formacién de agregados que permitieran una mejor
aireacion y retencion de agua (Diaz y col.,, 1994), una fuente de C para
microorganismos con consecuente incremento de la biomasa microbiana y actividad
enzimatica (Medejon y col.,, 2001), o la capacidad tamponante de la MO para

minimizar las variaciones de pH del suelo (Bernal y col., 2007). De todas formas, hay
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gue tener en cuenta posibles efectos negativos de la aplicacidn de ciertas enmiendas
como las usadas en este ensayo, en relacidn a la movilidad y biodisponibilidad de los
MPs (Wenzel y col., 1999), o la presencia de alta concentracion de polifenoles

fitotdxicos que podrian movilizar ciertos metales (Clemente y col., 2006).

Los efectos de las enmiendas en el suelo LB (altamente contaminado y salino)
sélo pudieron ser aparentes en el crecimiento de plantas capaces de aguantar las
condiciones hostiles, en cuanto alta temperatura, sequia y salinidad de manera
simultdnea, como es en el caso de A. halimus, lo que la destaca como una especie
prometedora para estrategias para la recuperacion de suelos degradados mediante el

uso de plantas y enmiendas.
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10. CAPITULO VI: Ensayos en hidropdnico con MPs

10.1. Objetivos especificos de los ensayos en hidroponico
con MPs

° Estudiar cémo afecta la presencia de MPs a la germinacién y desarrollo
radicular de B. bituminosa en relacién a la parte aérea de dos poblaciones

procedentes de suelos contaminado y limpio de MPs.

) Determinar la eficiencia de exclusién de Zn frente a altas concentraciones

externas de este elemento.

. Estudiar los mecanismos de tolerancia que desarrollan las plantas de esta
especie frente a la exposicion de MPs a corto y a largo plazo.

224
. Comprobar los mecanismos fisiolégicos que demuestren la adaptacién de

las plantas a suelos contaminados y que podrian explicar diferencias entre
poblaciones.

° Comprobar la potencialidad de la especie en tareas fitoremediadoras de

suelos contaminados.

° Individualizar los efectos causados por MPs sobre la acumulacién de FCs.

La informacién mas relevante de este Capitulo VI fue publicada en el articulo
"Physiological responses of Bituminaria bituminosa to heavy metals” (Martinez-
Fernandez, D., Walker, D.J., Romero-Espinar, P., Flores Fernandez-Villamil, M.P., del

Rio, J.A.) en la revista Journal of Plant Physiology, 168, 2206—2211 (2011).
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10.2. Ensayo de germinacion: procedimiento y resultados

Para la comparacion de la respuesta frente a MPs se seleccionaron dos
poblaciones que pertenecen a la variedad bituminosa, mas comun en la Peninsula
Ibérica y la cuenca Mediterrdnea, pero de dos lugares con distinto nivel de MPs en
suelo, nombradas como C2 para la de suelo contaminado, y LA para el limpio. Las
semillas de C2 fueron recolectadas a partir de plantas silvestres que crecian en un
suelo contaminado por MPs cercano a la antigua zona minera de La Unidn
(coordenadas 37°37°12,5” N, 0°50°13,5” O). Las semillas de la poblacién LA procedian
de plantas que crecian en un suelo no contaminado en Mijas (Malaga; coordenadas
36°35’44”N, 4°38'14”0), con concentraciones totales (ug g*) de MPs de 0,3 Cd, 29 Cu,
35 Pb, 82 Zn (ver Tabla 3.1. en Materiales y Métodos). Estas semillas se usaron en

todos los ensayos descritos en este capitulo.

Para comprobar si la germinacién ya es una fase sensible a la concentracion
externa de MPs en el medio, se decidid realizar un test de germinacion con
concentraciones crecientes de Zn. Para ello, se colocaron semillas entre una doble
capa de papel de filtro en placa Petri, humedecidas con 4,5 ml de agua destilada que
contenian 0, 1,5, 15 o0 150 uM de ZnSO,. Se utilizaron 5 placas por tratamiento, con 20
semillas en cada una de ellas, y fueron mantenidas en oscuridad en una camara a 25°C.
Se realizé el recuento cada dia hasta llegar a un nimero constante de semillas
germinadas (el 9° dia). No se utilizé una solucién con ca®' (lo normal en ensayos de
germinacién) para evitar problemas de interferencia de dicho catién con el Zn, es

decir, para maximizar cualquier efecto del Zn.

Ningun tratamiento de las semillas con Zn en el agua afectd significativamente
respecto a los controles a la velocidad de germinacion (dias hasta la mitad del % final
de germinacién) ni al % final de geminacién. Este fue del 34-37% para C2 y 84-88%
para LA. La elevada germinacidn de LA indica que la ausencia de Ca®* en la solucién no

fue la responsable de la baja germinacién de C2.
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10.3. Ensayo en hidropodnico con tratamiento con Zn

10.3.1. Procedimientos

10.3.1.1. Procedencia de las semillas y obtencidn de plantulas

Fotografias 10.3.1.- Recipientes en los que se llevd a cabo los ensayos en hidropdnico
con las dos poblaciones de B. bituminosa en la cdmara de cultivo del IMIDA. A la derecha
aparece la cdmara Scholander con disolucidn nutritiva en la camara de presién lista para la

determinacion de L,.

Para mejorar la germinacion de las semillas, no se recurrid al escarificado
mecdnico ya que Luna y col. (2008), demostraron que calor aumenta
significativamente la tasa de germinacién de B. bituminosa mejor que otras técnicas,
por lo que se decidid utilizar esta técnica a partir de entonces. Las semillas fueron
sometidas a escarificacion mediante coccién, echando las semillas en agua a 100°C y
dejandolas en ella hasta enfriar. Al dia siguiente, se colocaron 20-25 semillas por
maceta con perlita. Para compensar las deferencias en la velocidad inicial del
crecimiento entre las poblaciones C2 y LA, este proceso se realizé con 12 dias de
diferencia entre ambas, ya que LA presenta semillas de mayor tamano que se
desarrollan mucho mas rapido que las de C2. Las plantulas se mantuvieron 14 dias en
perlita hasta que ambas poblaciones tuvieron el mismo aspecto y tamafo antes de

traspasarlas a cultivo hidropdnico.
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10.3.1.2. Condiciones de cultivo

Todo el ensayo se realizé en cdmara de cultivo bajo condiciones controladas
(25/20°C y HR= 65/85% dia/noche; 16 h de luz a 400 uE m'zs'l). Se utilizaron
recipientes de 1,7 | con disolucién completa (ver seccion 3.4.1. en Materiales vy
Métodos). Tras una semana, se comenzo a utilizar disolucion completa modificada y
diluida al 50%, pH=6,0 (tamponado con 2 mM MES-KOH), con 100 uM KH,PQO4 (ver
seccion 3.4.2. de Materiales y Métodos). La solucién fue aireada durante todo el
ensayo y remplazada cada tres dias. Al mes desde que las plantas fueron trasplantadas
a hidropdnico, se comenzd con el tratamiento con Zn, afiadiendo ZnSO,4 para conseguir
concentraciones externas ([Zn]ex) de 12 y 61 uM (0,8 y 4 mg I'l) en el medio liquido,
respectivamente. Dichas concentraciones fueron elegidas teniendo en cuenta el Zn
extractable con agua a partir de un suelo de una zona contaminada llamada C2
localizada en La Unidon (Walker y col., 2007). La disolucidon control presentd la
concentracion propia de la disolucién completa 50% (1 uM Zn). Se establecieron 6
recipientes para cada combinacidn poblacidén/tratamiento consideradas como réplicas,

con 5 plantulas cada uno.

A pesar de que a una disolucion se afadan grandes cantidades de una
sustancia, puede que este compuesto no se encuentre disponible, como sucede
también en el suelo, ya que este puede precipitar, o formar compuestos al reaccionar
con otros formando complejos que reduzcan su biodisponibilidad. Por eso, para
comprobar que en la disolucion el Zn afadido como sal se encontraba disponible para
las plantas, se empled el software gratuito Visual MINTEQ 2.53 (CEAM, EPA, USA), que
permite conocer la especiacion tedrica de compuestos que se generan en una
disolucién. A pH de 6,0, el Zn se encontraba en un porcentaje de 87,33, 87,29 y 87,08%

en forma libre Zn** para el control, 12 y 61 uM, respectivamente.
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10.3.1.3. Determinacidon de parametros vegetales relacionados

con la exposicidn a altas concentraciones externas de Zn

De las 5 plantulas de cada recipiente, una se utilizé para medir parametros a la
hora, otra plantula a la semana, y las 3 restantes a los 14 dias del inicio del

tratamiento.

Para comprobar el efecto sobre el crecimiento radicular, se realizd un test para
determinar el indice de Tolerancia (TI). Tras el comienzo del tratamiento, se determiné
su efecto a corto (1 h) y largo plazo (7 dias), realizando medidas de la tasa de
elongacion de la raiz principal. Para esta tarea se pintd una sefal a 30 mm del apice
con un rotulador permanente, y se comprobd la variacion de la longitud como
consecuencia del crecimiento a las 24 h midiendo la distancia al dpice. Sus unidades

son mm h™* (Walker y col., 1998).

La conductividad hidraulica del sistema radicular (L,) fue determinada para una
planta por recipiente usando una camara Scholander tal y como se describe en la
seccion 3.2.7. de Materiales y Métodos (ver también Fotografia 10.3.1.). La savia que
se iba recolectando durante la determinacién de L,, fue congelada en nitrégeno liquido
para la determinacién de la concentracion de AAs en savia (ver seccién 3.2.5.1. en
Materiales y Métodos). Esto resulta de interés debido a que algunos AAs participan en
la movilizacion y transporte de los metales a través del xilema (White y col., 1981). Tras
la determinacidn de L,, el mismo sistema radicular se utilizé para medir el CCC, segln
Chamuah y Dey (1982), tal como se describe en la seccidon 3.2.3. de Materiales y

Métodos.

El CRA, AFE, y el PF y PS de la biomasa aérea y radicular, fueron obtenidos
utilizando tres plantas de cada recipiente a los 14 dias desde el comienzo del
tratamiento, el dia de la cosecha final. Estos y otros pardmetros como
concentraciones de cationes, P y MPs, fueron determinados tal y como se describe en
Materiales y Métodos. El Zn extraible con agua, el P total y la concentracidon de acidos
organicos se determinaron con el fin de obtener informacién sobre las formas de Zn
existentes en las plantas. Para el Zn soluble en agua de la parte aérea (no hubo materia

seca radicular suficiente), se pesaron 100 mg PS y se mantuvieron en agitacién durante
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2 h con 10 ml de agua Mili-Q, antes de su posterior medicidon por ICP-OES (ver en
Materiales y Métodos). Como los ensayos en hidropdnico se enfocan en el nivel
fisioldgico, las concentraciones de los distintos elementos minerales en las plantas se
expresan en pmol g'1 PS, y no en pg g'1 PS como en los ensayos relacionados con

fitorremediacion.

La determinacién de la concentracion de acidos orgdnicos se llevd a cabo tal y

como se describe en la seccién 3.2.7. en Materiales y Métodos.
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10.3.2. Resultados

No hubo efecto significativo (P > 0,05) en el crecimiento de la parte aérea en la
poblacion C2 (Figura 10.3.2.a.) con el aumento de [Zn]ey, pero la exposicion de LA a 61
UM Zn si que redujo significativamente su crecimiento (un 50%) en relacién a las
plantas control. A 61 uM Zn, el PS de las raices (Figura 10.3.2.a.) fue menor para LA,
con una reduccion del 31%, mientras que para C2 no se detectd ninguna alteracion
significativa. Para la tasa de elongacién de la raiz durante periodos de 24-h tras 1 h'y
una semana del comienzo del tratamiento con diferentes tratamientos con Zn, se

detectd un efecto significativo por el tratamiento (P = 0,023) (Fig. 10.3.2.b.).

2,0

—

ab
15 ‘

1,0 -

0,5

0,0
0,6

0,5

Crecimiento [g PS maceta-1]

0,4

0,3

0,2 |

01Ff

0,0

Cc2 LA

Figura 10.3.2.a.- Valores medios de 6 réplicas para el desarrollo de la parte aérea (A) y
de las raices (B) de las poblaciones C2 (izquierda) y LA (derecha) de B. bituminosa tratadas 14
dias con . y [ uM de Zn respecto su control (blanco, 1 UM de Zn). Las letras muestran los
grupos significativamente diferentes (P < 0,05) de acuerdo con el test te Tukey. En la tabla A.21

de los anexos se pueden ver los datos de PF y PS.

La reduccidn de la tasa de elongacién a 61 uM en relacién a el control fue mayor
para LA (disminucion del 37% tras 1 h y 53% tras 1 semana) que para C2 (24% vy 31%),

de acuerdo con los resultados de biomasa (ver Figura 10.3.2.b.).
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0,0
Tiempo de exposicion 1h 7d
Poblacién Cc2 LA Cc2 LA

Figura 10.3.2.b.- Tasa de elongacién de las raices para las poblaciones C2 y LA medida
durante 24 htras 1 hy 7 d desde el comienzo del tratamiento con 1 (control), . y ¥l uM de

Zn en el medio liquido. Las letras muestran los grupos significativamente diferentes (P < 0,05)

SECCION METALES PESADOS

de acuerdo con el test te Tukey.

Tabla 10.3.2.a.- Valores medios de seis réplicas para la conductividad hidraulica de las

raices (Lo) (mg savia g™ PS raiz h™ MPa™) y del CCC (mmol (NH,),SO, g™ PF raiz), tras 7 dias

731 desde el comienzo del tratamiento con Zn, y de CRA y AFE (m? Kg PS™) tras 14 dias en el

momento de la cosecha de las plantas. Las tres ultimas filas muestran la significacién del

analisis factorial.

Poblacion Tratamiento Lo CCC % CRA AFE
c2 1 47,98+7,37a  4,71+2,35 91,33+3,44 63,3143,47 a
12 25,19+6,42 abc  3,49+1,17 85,31+3,90 51,45+3,76 abc
61 20,65+4,18 bc  7,38+5,06 81,09+4,67 43,16+1,85c
LA 1 38,55+5,60ab  4,34+0,54 93,63+2,15 59,71+3,65a
12 20,07+5,25bc  3,10+0,98 78,42+8,51 56,62+2,51 ab
61 10,1643,34¢  2,994#0,40 87,75%2,20 43,69+2,69 bc
Sig. <0,01 0,79 0,20 <0,01
Poblacion 0,07 0,38 0,86 0,78
Tratamiento <0,01 0,73 0,08 <0,01
Poblacién*Tratamiento 0,88 0,63 0,35 0,37
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La [Zn]ext provocd una reduccién (P = 0,01) del L, similar para la poblacion C2
(47% a 12 pM Zn y 57% a 61 uM Zn) y LA (48% y 74%), aunque los valores fueron
siempre mas altos en C2 (Tabla 10.3.2.a.). Una elevada [Zn]ey redujo el CRA en cierta
medida (P = 0,08) (Tabla 10.3.2.a.). El AFE se redujo significativamente a 61 uM Zn,
para ambas poblaciones (Tabla 10.3.2.a.). Las concentraciones de Zn en parte aérea y
raices incrementaron con [Zn]e, aunque sin diferencias significativas entre
poblaciones. Tampoco hubo deferencias en los valores del Zn extraible con agua entre
las dos poblaciones (Tabla 10.3.2.b.). A la elevada [Zn]ey, la concentracién de P en hoja

fue mayor en la poblacidn C2 que con 1 UM de [Zn]ext.

Tabla 10.3.2.b.- Concentraciones en parte aérea y raiz (umol g* PS) de Zn (total y
extraible con agua), Cu, Fe y Mn a la cosecha de B. bituminosa, tras 14 dias desde el comienzo

del tratamiento con Zn (1 uM Zn = Control).

Poblacion [Zn]ex Parte aérea Raiz
(UM) | Zngw  ZNuao Cu Fe Mn Zn Cu Fe Mn
C2 1|2,79¢c 1,17c 0,22c 1,31b 3,02b 34,0d 1,81bc 6,97a 19,72a

12| 7,14b 3,50a 0,36a 1,13b 4,77a 90,7bc 2,38ab 6,792 12,00b
61| 11,30 4,70a 0,27b 0,73c 3,69a 141,0a 2,50a 6,17a 3,89c

LA 1|3,13¢ 1,51c 0,26b 1,82a 3,21b 26,2d 1,71c 3,87c 14,24a
12| 6,46b 3,14b 0,29b 1,24b 4,50a 70,3c  2,15ab 4,06c 8,69b
61|9,76a 5,27a 0,26b 0,83c 4,48a 103,1a 2,23ab 4,57b 2,03d

Sig. | <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,01 <0,01 <0,01

Tabla 10.3.2.c.- Concentraciones de los principales acidos organicos (umol g PS) en la

parte aérea de B. bituminosa, tras 14 dias desde el comienzo del tratamiento con Zn (1 uM Zn

= Control).
Poblacion [Zn]ex (UM) |  Citrico Fumarico Malico Succinico
Cc2 1| 78,65cd 35,82c 47,43ab 16,71a
12| 94,04bcd 39,23c 56,19a 15,41ab
61| 73,53d 21,43d 59,65a 13,22ab
LA 1{104,29abc  48,13ab 33,97c 15,81ab
12| 141,14a 51,92a 37,70bc 13,69ab
61| 111,42ab 42,35bc 60,44a 11,90b

Sig.| <0,01 <0,01 <0,01 0,01
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Tabla 10.3.2.d.- Concentraciones de cationes (umol g™ PS) en parte aérea y raiz de B.

bituminosa, tras 14 dias desde el comienzo del tratamiento con Zn (1 uM Zn = Control).

[ZNn]ext Parte aérea Raiz
Poblacién (uM) | Ca K Mg Na P Ca K Mg Na P
Cc2 1463 449 227b 13,2abc 290ab 258b 484 69cd 23,9a 312c

12| 530 428 280a 19,0a 302a 218bc 490 73cd 24,1a 333bc
61| 486 448 222b 16,1ab 316a 158d 403 60d 18,0ab 424ab

LA 1482 458 174b 2,4d 26labc 3252 469 148a 22,2ab 471a
12| 545 445 184b 4,2cd 221c 251b 477 101b 16,8ab 457a
61| 482 514 179b 8,0bcd 237bc  174cd 439 83c 12,4b 509a
Sig.|0,41 0,47 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,65 <0,01 0,02 <0,01

En cuanto al comportamiento de los acidos orgdanicos, el mas abundante en las
hojas de B. bituminosa fue el acido citrico, y su concentracion fue mas alta en LA que
en C2 durante sobrexposicién a Zn. La concentracion de acido malico fue mayor (P <
0,05) en las hojas de los tratamiento control y 12 uM para la poblacién C2, pero dicho
efecto no se aprecia a la concentracion mas elevada (Tabla 10.3.2.c.). Los niveles de
acido fumarico fueron siempre mas elevados en la poblacién LA, mientras que los de
succinico no mostraron cambios ni entre poblaciones ni para tratamientos. Con
respeto a las concentraciones de los AAs en la savia del xilema frente a elevadas
niveles externos del Zn, no bajé la concentracién de ninguno con respeto al control,
indicando que los aumentos se deben (por lo menos en parte) a la bajada del Ly. Sin
embargo, destacan los aumentos en HIS, ARG, ASP, GLU y LEU (poblacién C2) y ASP,
GLU, ALA y PRO (poblacién LA). White y col. (1981), encontraron en la savia (recogida a
presién natural) del xilema de soja ([Zn]ex: de 0,52 mg ') y tomate ([Zn]ex de 5,2 mg 17)
concentraciones de AAs de hasta 917 uM (ASP). En comparacién, las concentraciones
de AAs en savia de B. bituminosa recogidas bajo presién fueron mas bajas (< 27 uM),
indicando una posible dilucién por la entrada de la DN y/o la ausencia de un papel para
AAs en este proceso, por lo que sélo se pueden interpretar los resultados como “semi-
cuantitativos”. Los compuestos organicos mas relacionados con el transporte de Zn en
el xilema son los acidos citrico y malico, al menos en soja y tomate (White y col., 1981;

Mullins y col., 1986).
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10.4. Ensayo en hidroponico con MPs y su efecto en la

sintesis de FCs

10.4.1. Procedimientos

Doce dias tras la siembra en macetas con perlita, plantulas de las mismas dos
poblaciones C2 y LA fueron transferidas a cultivo hidropdnico en contenedores de 1,7 |
(5 plantas por contenedor), con las mismas condiciones de cultivo que en el anterior
ensayo. La solucién nutritiva (pH 6,0, con 2mM MES-KOH) contenia 0,4 mM Ca(NOs),,
3,5 mM KNOs, 1,5 mM NH4NOs3, 5 uM KH,PO,4, 0,4 mM MgS0O,4, 20 uM H3BOs, 2 uM
MnSO4, 2 UM ZnSO4, 0,5 UM CuSO4, 0,1 pM (NH4)sM07024, 50 uM NaCl y 10 pM
FeEDDHA. La disolucidn fue aireada continuamente y remplazada cada 3-6 d. Un mes
después del trasplante, se instauraron los siguientes tratamientos: Control (con 0,2 uM
Cuy2 uM 2Zn), 4,4 uM -, 7,8 uM , o076 uM . La especiacion realizada con el
software informdtico Visual-Minteq version 2.53 mostré que el 99, 96 y 98% del Cd, Cu
y Zn, respectivamente, estaban presentes como iones de forma libre en la disolucién

nutritiva.

Los contenedores se distribuyeron en cuatro bloques con las distintas
combinaciones segln cada poblacién y tratamiento. Una vez que transcurrieron 11
dias tras el comienzo del tratamiento, se determinaron relaciones hidricas W,,, W, y
W,, AO y CRA de una planta por contenedor, segun seccion 3.2.4. en Materiales y
Métodos. Las plantas fueron cosechadas 21 dias desde el comienzo del tratamiento,
separando entre raices y parte aérea, y secando durante 2 dias a 60 °C, antes de pesar.
La determinacidn de prolina se realizd segun Bates y col. (1973), tal como se describe
en detalle en la seccidn 3.2.5. de Materiales y Métodos. Para la determinacién de FCs,
las hojas no fueron lavadas, asi que la concentracién total incluye las FCs de la
superficie. Para ello se extractaron a partir de material molido mediante el protocolo

especificado en la seccion 3.2.8. de Materiales y Métodos.
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10.4.2. Resultados

Tal y como muestra la Figura 10.4.2., las poblaciones respondieron de diferente
manera a cada uno de los MPs en el medio. El crecimiento de la parte aérea se vio
reducido significativamente para la poblacién C2 Unicamente para el tratamiento con
4,4 uM Cd, mientras que LA lo redujo sélo para el tratamiento con 76 uM Zn. En
cuanto al desarrollo radicular, mientras que C2 resulté ser insensible, el crecimiento de
la biomasa radicular de LA estuvo inhibida aproximadamente un 40% respecto su

control por el tratamiento con cada MPs (4,4 uM Cd, 7,8 uM Cu y 76 uM Zn).
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Figura 10.4.2.- Crecimiento de la parte aérea (A) y raiz (B) en las poblaciones C2 y LA de
B. bituminosa tras 21 dias de cultivo en hidroponia en las cuatro disoluciones: Con= Control
(0,2 uM Cu y 2 uM Zn), (4,4 uM Cd), (7,8 UM Cu) vy (76 UM Zn). Los valores
corresponden a la media de 4 réplicas. Las letras muestran los subconjuntos significativamente

diferentes (P < 0,05) segun el test de Tukey.
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Tabla 10.4.2.a.- Relaciones hidricas tras 11 dias desde el establecimiento del
tratamiento con cada unos de los tres MPs. Los valores negativos del AO indican que se realizé
ajuste osmético. Las letras muestran los subconjuntos significativamente diferentes (P < 0,05)

segln el test de Tukey.

Poblacion Tratamiento v, W, W, AO CRA
(MPa) (MPa) (MPa)  (MPa) (%)
Cc2 Control -0,128a -0,953a 0,825 abc 94,1a
Cd -0,378 ab -1,356 b 0,978 abc -0,206 81,3c
Cu -0,394ab -1,278 b 0,884 abc -0,299 93,6a
Zn -0,539b -1,300b 0,761bc -0,305 92,5a
LA Control -0,205a -1,180b 0,975 abc 91,0 ab
Cd -0,151a -1,288b 1,137a -0,085 90,0 abc
Cu -0,579b -1,264b 0,685c 0,018 83,5bc
Zn -0,155a -1,212b 1,057ab -0,019 90,2 abc
Sig. <0,01 <0,01 <0,01 0,09 <0,01

236
Tabla 10.4.2.b.- Concentracién en parte aérea y en raiz de Pro y FCs, tras 21 dias desde

el comienzo del tratamiento con los tres MPs en la solucion nutritiva. Las letras muestran los

subconjuntos significativamente diferentes (P < 0,05) segun el test de Tukey.

Poblacién Tratamiento Pro (umol g) Psoraleno (pg g?) Angelicina (pg g™)
Parte Aérea  Raiz Parte Aérea Raiz Parte Aérea Raiz Q
C2 Control 9,9d 42 b 1838 bcd 1080 b 281c 171c g
Cd 40,9 ab 16,9 a 3123 a 1671a 662 bc 348 c g
Cu 33,1b 7,9 ab 2311 b 1778 a 525 ¢ 475 ¢ <
Zn 49,0 a 15,1a 2175 bc 2154 a 237 c 350c Z
@
Q
LA Control 7,6d 44b 1336d 657 c 1328 ab 1658 b 3
Cd 34,5d 10,4 ab 1372d 642 c 1960 a 1932 ab E
Cu 15,1d 16,3 a 1676 cd 997 b 1870 a 2522 a %)_
Zn 24,5c¢ 55b 1330d 666 c 1912 a 1963 ab -
Sig. <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 ;—
Q.
La Tabla 10.4.2.a. muestra que para la poblacion C2, los tres MPs causan AO, g

pero que en el caso del Cd, no evitd un descenso del CRA. Para LA, si hubo AO, fue muy
pequefio (lo que pudo haber contribuido a la inhibicidn del crecimiento como sucede

en el experimento anterior con Zn) y Cu disminuy6 Wy, W,y CRA.
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El tratamiento con Cd o Zn causé un incremento significativo en la concentracién
de prolina en parte aérea en ambas poblaciones (Tabla 10.4.2.b.), pero el Cu sdlo
disparo la sintesis de prolina en C2. Respecto la concentracién de prolina en raiz, esta
se vio incrementada durante la presencia de Cd y Zn en la poblacién C2, y bajo la
accién de Cu para LA. El efecto de la exposicién a altas concentraciones de MPs en la
soluciéon nutritiva sobre la acumulacion de FCs (Tabla 10.4.2.b.) depende de la
poblacién y metal. Asi en la parte aérea, sélo la exposicidon a Cd provocd un aumento
(del 70%) de la concentracién de psoraleno en la poblacion C2, mientras que para la
poblacion LA, no se detectaron efectos significativos con ninglin MPs. La concentracién
de angelicina en parte aérea no se vio afectada en ningln caso por la presencia de MPs
en la solucién nutritiva. Otro comportamiento bien distinto se observé en raiz, ya que
la acumulacion de psoraleno se vio estimulada por los tres MPs en la poblacién C2
(Tabla 10.4.2.b.), pero unicamente Cu tuvo un efecto significativo sobre la poblacion LA
(P < 0,05). La angelicina radicular fue generalmente incrementada por MPs, pero con

diferencias significativas sélo para LA con Cu.
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10.5. Discusion ensayos

10.5.1. Germinacion: el efecto del Zn

El test de germinacién demuestra que las semillas de B. bituminosa son capaces
de germinar incluso en suelos altamente contaminados con Zn, ya que no hubo ningun
efecto sobre la velocidad ni porcentaje de germinacién. Hay que tener en cuenta que
en estos suelos las concentraciones de Zn extraible con agua rara vez superan 150 uM.
Aunque el posterior crecimiento de las plantulas no sea tan sensible como la primera
fase de germinacion (Kranner y Colville, 2011), se ha encontrado que otras especies
reducen drdsticamente su tasa de germinacidn en presencia de concentraciones de Zn
similares a las usadas en este test. Segin Kranner y Colville (2011), la quelacién de los
MPs de la disolucion de suelo mediante ferritinas, metaloproteinas o acido fitico
podrian ser los responsables de la proteccidn de las semillas frente a MPs. La poblacién
C2 presentd un menor porcentaje de germinacion que LA, a pesar de que procedian de
suelo contaminado, debido seguramente a que este tipo de suelo es normalmente
escaso en nutrientes, ya que las concentraciones de MPs en las semillas fueron muy

bajas (Cd 0,11, Cu<7,5, Fe <71, Mn<13,Pb<1,3,Zn <41 pgg?).

10.5.2. Crecimiento: el efecto del Zn

Mientras que una concentracién de Zn de 9,76 umol g'1 en los tejidos se pudo
asociar a una inhibicidon del crecimiento de la parte aérea de LA, para C2 no hubo
efecto en el crecimiento a 11,29 pumol g*. Generalmente, la inhibicién del crecimiento
de la parte aérea sucede a partir de concentraciones de Zn por encima de 1,5-10 umol
g seguin las especies, tiempo de exposicion y otros factores (Balsberg Pahlsson, 1989;
Sagardoy y col., 2009; Shi y Cai, 2009; Disante y col.,, 2010; Lefévre y col., 2010).
Respecto a la biomasa radicular (PS), aunque en las raices de C2 se alcanzara una
concentracion de Zn en raiz por encima de 141 umol g'l, su crecimiento radicular no se
vio afectado. En la poblacién LA, sin embargo, una concentracién menor (103 pmol g?)
bastd para reducir un 31% su crecimiento radicular. Otros autores establecen que el
crecimiento radicular (biomasa) se ve afectado cuando la concentracion tisular de Zn
sobrepasa los 4-45 umol g™* (Sagardoy y col., 2009; Disante y col., 2010; Lefévre y col.,
2010).
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En el ensayo en hidropdnico con Zn, sélo la poblacion LA experimentd una
frenada de su tasa de elongacion radicular a 61 UM Zn. De acuerdo con Disante y col.
(2010), la tasa de elongacién radicular de diferentes especies mediterraneas se ve
afectada con concentraciones [Zn]ex = 10 uM, mientras que Lefére y col. (2010),
encontraron que una exposicién de 10 uM Zn durante 14 d sobre plantas de
Zygophyllum fabago L., originario de sitios contaminados de Murcia, no afecta a la
velocidad de crecimiento de la raiz (100 uM Zn supusieron una reduccién del 60-80%).
Los resultados de ambos ensayos actuales junto con los de trabajos anteriores
sugieren una resistencia constitutiva de B. bituminosa al Zn externo, especialmente
para la poblacién del sitio contaminado C2, la cual posee un alto grado de tolerancia a
Zn interno sin presentar una gran capacidad para excluir Zn. De manera similar, para
Silene vulgaris (Moench) Garcke, la tolerancia a Zn no estuvo asociada con su exclusién
(Harmens y col., 1993). Lefévre y col. (2010), encontraron que la capacidad de Z
fabago para excluir Zn en un ensayo en hidropdnico no estuvo relacionado con los

niveles naturales de Zn en suelo.

10.5.3. Cambios fisioldgicos causados por exposicion a Zn

La explicacién de las diferencias en el crecimiento de ambas poblaciones B.
bituminosa se podria encontrar en la distinta capacidad para acumular o secuestrar Zn
en el interior de la planta en formas insolubles con P, como el fitato, el almacén
natural de P (Broadley y col., 2007; Alloway, 2008). A elevadas [Zn]ey, la concentracién
de P en la parte aérea fue mayor en la poblaciéon C2 (Tabla 10.3.2.d.), pero no hubo
una relacién obvia entre el P y el Zn insoluble en agua. No hubo diferencias entre las
poblaciones estudiadas con respecto al Zn extraible con agua (Zn®* libre y unido a
complejos orgdnicos de bajo peso molecular), la fraccién mds fisiolégicamente activa
en el tejido de plantas (Alloway, 2008). Otro mecanismo de detoxificacién de Zn es la
guelacién en el interior de la vacuola, con iones organicos como el malato, oxalato y
citrato (Broadley y col.,, 2007). Aunque el acido citrico fue el acido organico mas
abundante en las hojas de B. bituminosa, su concentraciéon fue mayor en la poblacién
mas sensible LA. Para ambas poblaciones, no parece estar relacionado con tolerancia
ya gque su concentracién a 61 UM Zn en el medio no fue mayor que en los controles.

Las concentraciones de dacido fumarico y de los acidos organicos totales también
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fueron mas elevadas en las hojas de la poblacidn LA, especialmente a la mayor [Zn]ey.
Harmens y col. (1994), también encontraron el mismo efecto en una poblacién
sensible de S. vulgaris en comparacién con otra mas tolerante. Teniendo en cuenta el
papel de los acidos orgdnicos en el transporte de Zn hacia el interior de la vacuola
(Harmens y col., 1993), esto sugiere que los genotipos mads tolerantes pueden ser
capaces de restringir mejor la liberacién del exceso de Zn hacia el citoplasma, y de ahi
la reduccién de la sintesis de los acidos organicos necesarios, o que poseen otros
mecanismos de transporte del Zn. La ausencia de mayores contrastes en las
concentraciones de Zn y dcidos organicos en los tejidos, sugiere que la diferencia entre
las dos poblaciones de B. bituminosa puede tener que ver con las células/tejidos en los
que se acumula Zn (Klpper y col., 2000), y radicar en lugares de accion externos para
el Zn, como pueda ser la superficie de las raices o la pared celular, interfiriendo en la
captura y transporte de nutrientes minerales y agua (Balsberg Pahlsson, 1989; Barceld
y Poschienrieder, 1990; Broadley y col., 2007; Shi y Cai, 2009). Sin embargo, para B.

bituminosa, no hubo una relacién clara entre el CCC radicular y la [Zn]ext.

Los niveles de Fe en hoja cayeron proporcionalmente con el aumento de la
[Zn]ex: (Tabla 10.3.2.b.). Aunque las concentraciones a 1 y 12 uM Zn representen
suficiencia (Walker y col., 2007), a 61 uM Zn el Fe pudo haber sido deficiente en ambas
poblaciones, un efecto comun a elevadas [Zn]ex (Broadley y col., 2007). La falta de
efecto del [Zn]ey sobre la concentracdn de Fe de las raices sugiere una inhibicién del
transporte de Fe desde la raiz al tallo y hojas. La elevada [Zn]ey redujo los niveles de
Mn en raiz (Tabla 10.3.2.b.), algo que sucede frecuentemente (Broadley y col., 2007;
Sagardoy y col., 2009) pero sin embargo aumenté la concentracién de Mn en hojas.
Para ambas poblaciones, no hubo una relacién obvia entre la inhibiciéon del
crecimiento y la concentracion de Mn en hoja. De acuerdo con los resultados de
Walker y col. (2007), 1,0-1,6 umol Mn g'1 representan suficiencia para B. bituminosa, y
para otras especies de las fabaceas, la toxicidad ocurre a partir de [Mn] > 1,8-15 umol
g'l (MacNicol y Beckett, 1985). Los descensos de la concentracién de Ca en raiz (Tabla
10.3.2.b.) pueden haber sido debidos a un desplazamiento debido al Zn, mientras que
el incremento del P en raiz en la poblacidon C2 pudo representar un mecanismo de

inmovilizacion del Zn (Alloway, 2008).
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Durante periodos de exposicién prolongados (= 3 dias) al estrés, las plantas
pueden experimentar cambios en su morfologia o crecimiento que afectan
significativamente a su transporte de agua (Javot y Maurel, 2002). Por ejemplo, el Zn
puede estimular la lignificacion de las raices y reducir el didmetro de los vasos del
xilema (Barcel6 y Poschienrieder, 1990). A los 7 dias de tratamiento, la [Zn]ex provocéd
una reduccién del Ly similar para la poblaciéon C2 (47% a 12 uM Zny 57% a 61 uM Zn) y
LA (48% y 74%), aunque sus valores fueron siempre mas altos en C2 (Tabla 10.3.2.a.).
Esto debidé de contribuir a la reduccién del crecimiento, ya que existe una relacién
positiva entre L, y turgor celular en la zona de elongacién de la hoja, CRA,
conductancia estomatica y PS de la parte aérea (Maurel y col., 2010), asi que la mayor
Lo de C2 a 61 uM Zn pudo haber contribuido a su mejor mantenimiento del
crecimiento. Tazawa y col. (1996), encontraron que la exposicidon de Chara corallina
Klein ex Willd. a 5 mM Zn, hace disminuir la Ly a través de la membrana plasmatica un
80%, lo que algunos autores atribuyen a una posible interaccién entre Zn y grupos tiol
de las acuoporinas. La ausencia de un efecto significativo sobre L, tras 1h de exposicién
a la concentracién elevada (datos no mostrados) (antes de detectar cambios
morfoldgicos) sugiere que para B. bituminosa, las acuoporinas sensibles al Zn no
contribuyen demasiado sobre Ly, o que las concentraciones usadas en el ensayo (mas
realistas en funcidon de los extractos acuosos del suelo contaminado C2) fueron

inefectivas.

El AFE se redujo significativamente a 61 UM Zn, para ambas poblaciones (Tabla
10.3.2.a.). Resultados similares fueron demostrados para Arachis hypogea (Shi y Cai,
2009) y Populus x euramericana (Dode) Guinier (Di Baccio y col., 2010). Valores mas
bajos de AFE representan una adaptacion al estrés hidrico, provocado aqui por Zn, el
cual bajé también el CRA y Ly, aunque esta reduccién del AFE pueda causar también

una reduccién de la tasa fotosintética neta (Meziane y Shipley, 2001).
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10.5.4. Efectos de MPs sobre relaciones hidricas y la

acumulacion de FCs

Existen numerosas referencias en las que se habla de la estimulaciéon de la
sintesis de prolina por la presencia de concentraciones elevadas de MPs, como casi
cualquier otro estrés (Sharma y Dietz, 2006). En este ensayo en hidropdnico, aunque la
poblacién C2 manifestd un incremento de Pro tisular coincidente con el AO, lo que
indica que su acumulacién en el citosol debié contribuir al mantenimiento del
equilibrio osmético a través del tonoplasto, su acumulacién en raices y hojas no parece
tener demasiada relacién con el mantenimiento del crecimiento de B. bituminaria,
como se discutid en la secciéon de sequia. Esto sugiere un papel en metabolismo y

crecimiento durante la recuperacion tras un estrés (Hare y Cress, 1997).

Trabajos previos han mostrado que el Zn causa disrupcién de las relaciones
hidricas, como también lo hacen el Cd y Cu (Barcelé y Poschienrieder, 1990; Lefévre y
col., 2010) y de manera general, dicha disrupcién a su vez estimula la acumulacion de
FCs (Bourgaud y col.,, 1992, 2001). Los incrementos de los niveles de FCs bajo
tratamientos con MPs, particularmente si estas perturban las relaciones hidricas y el
crecimiento, podrian fortalecer la defensa quimica de B. bituminosa contra invasiones
por hongos o herbivoros de las plantas estresadas, ya que las FCs actian como toxinas
gue se activan en presencia de luz UV (Lee y Berenbaum, 1990; Berdegué y col., 1997;
Calcagno y col., 2002; Ciangrogna y col., 2002; Larbat y col., 2007). Para la poblacién
C2, el Unico efecto significativo en la concentracién tisular de psoraleno fue provocado
por la exposicion a 4,4 uM Cd, la cual también afecté al PS de la parte aérea, al W, y al
CRA. La exposicidon a elevadas niveles de Cu y Zn también afectd a las relaciones
hidricas y aumentaron la concentracion de psoraleno en raiz. Para la poblacién LA, un
descenso significativo en el W,, causado por 7,8 uM Cu causdé un aumento de los
niveles de psoraleno y angelicina en raiz. La relacion psoraleno:angelicina en las dos
poblaciones de B. bituminosa fue bastante diferente, lo que estd causado por la
presion de insectos herbivoros a la que haya estado sometida cada poblacién
(Calcagno y col., 2002), pero no estuvo afectada por la presencia de MPs. Para la
poblacién C2, dicha relacion en parte aérea y raices fue de 3,7-6,3 y 4,4-9,2

respectivamente, y de 0,3-0,4- y 0,7-1,0 para LA.
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10.6. Conclusiones ensayos en hidropdnico con MPs

Los resultados obtenidos in vitro, empleando altas concentraciones de Zn
soluble, demuestran que B. bituminosa es capaz de germinar en suelos altamente
contaminados con Zn disuelto sin que se vea afectada ni su velocidad ni porcentaje de

germinacidn, lo que permite el establecimiento de esta especie en este tipo de suelos.

B. bituminosa posee una alta tolerancia al Zn, en comparacién con otras
especies, sobre todo la poblacion C2 (menos sensible a altos niveles de Zn, tanto en la
solucién nutritiva como en sus tejidos), procedente de un suelo contaminado por MPs
cercano a la antigua zona minera de La Unidn, de la cual podria decirse que posee

resistencia.

De los parametros fisioldgicos investigados (Zn total y extraible con agua, microy
macronutrientes, acidos organicos, CCC radicular y relaciones hidricas), ninguno puede

explicar totalmente la mayor tolerancia de la poblacién C2.

La presencia de distintos MPs en el medio afecta de diferente manera a las
relaciones hidricas, y a su vez a la acumulacion de FCs. Sin embargo, en las dos
poblaciones estudiadas, la relacién psoraleno:angelicina no se ve afectada por la

exposicidon a MPs indicando que es un cardacter constitutivo.
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Justificacion del estudio de las cepas nodulantes de B. bituminosa.

Durante el transcurso de los trabajos experimentales de esta tesis, surgid la
necesidad de conocer en qué medida el crecimiento de B. bituminosa se ve afectado
por la fijacién de nitrégeno atmosférico a través de los nédulos que aparecen en sus
raices. Ademas, encontrar alguna(s) cepa(s) que posea(n) tolerancia a los MPs y
pudiera(n) favorecer la tolerancia de las plantas huéspedes se convirtié en una nueva

meta fundamental.

Las experiencias para este fin se pueden separar en varias etapas relacionadas
con su aislamiento, caracterizacion, e identificacién. La mayoria de los procedimientos
iniciales de aislamiento fueron llevados a cabo en la Estacion Experimental del Zaidin
(EEZ-CSIC) en Granada, en el equipo Interacciones Planta-Bacteria del departamento
de Microbiologia del Suelo y Sistemas Simbidticos, junto a la Dra. Maria José Lorite
Ortega y el Dr. Juan Sanjuan Pinilla. En el IMIDA se realizaron los ensayos de
infectividad y caracterizacion. Finalmente, la identificacion de cada cepa fue realizada
en el Center for Rhizobium Studies (CRS) de la Universidad de Murdoch, en Perth,
Australia, durante la realizacidon de una estancia de tres meses en colaboracién con Dr.

Ron Yates.
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11. CAPITULO VII: Cepas nodulantes de B. bituminosa

11.1. Objetivos especificos

° Obtener a partir de los propios nddulos de las raices de B. bituminaria,
tanto de suelo limpio como contaminado por MPs, una coleccion de cepas

nodulantes fijadoras de N.

. Caracterizar dicha coleccién, en cuanto a tipo, capacidad para infectar
raices, actividad, fijacion de nitrégeno, y tolerancia a MPs, para poder
llevar a cabo una seleccidén de las cepas mds convenientes para cada tipo

de suelo.

° Identificar las cepas para su comparacion con otras de diferente

procedencia o tipo.

. Almacenar la coleccién de cepas para posterior uso en futuros cultivos de
B. bituminosa, herramienta muy util tanto en suelos agricolas como en

suelos degradados por actividad antrépica.
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11.2. Aislamiento a partir de nédulos de raices de B.
bituminosa

Para conseguir aislar diferentes tipos de bacterias nodulantes, se decidié tomar
muestras de raices con nddulos procedentes de distintos lugares de Murcia. Ademas,
se solicitd a colaboradores Australianos que nos proveyeran de cepas existentes en las
raices de B. bituminosa con las que ellos trabajan, para su estudio simultaneo. Las

plantas en las que se logré encontrar nédulos activos fueron:

e Plantas que crecian sobre suelo contaminado, en El Llano del Beal, en la
zona minera de La Esperanza, La Unién, Murcia (descrito en Tabla 3.1. de
Materiales y Métodos) de modo que las cepas que se aislaron de estas

plantas fueron denominadas como LB.

SECCION RIZOBIOS

e Plantas cultivadas en la estacion experimental del IMIDA en La Alberca
(descrito en Tabla 3.1. de Materiales y Métodos). Las cepas aisladas desde

este suelo limpio de MPs se denominaron como A.

e Plantas del ensayo de MPs en parcela de El Llano del Beal (ver Capitulo V),

las que se denominarian como E.

249

Fotografias 11.2.a. Nddulos en las raices de B. bituminosa procedentes de la estacién
experimental del IMIDA (izquierda) y de plantas crecidas en el ensayo de MPs en parcela con
suelo contaminado (derecha). Las plantas fueron transportadas en bolsas herméticas (centro)
para mantener la humedad y asegurar la supervivencia de las bacterias en el interior de los

nodulos hasta su posterior aislamiento.
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Las plantas fueron recogidas completas con la mayor cantidad de sistema
radicular posible (19/05/2009) y conservadas en bolsas para mantener la humedad. Se
eligieron plantas sin flores, para aumentar la posibilidad de encontrar nédulos activos,
ya que una vez que las plantas florecen, interrumpen el suministro de azucares a los
nddulos y estos se aletargan. Las plantas se llevaron a la EEZ-CSIC, donde se aislaron
diferentes cepas en cultivo puro. Para ello, pequefias porciones de raiz de cada
poblacién fueron cortadas con sus noddulos, eligiendo preferentemente los
determinados (esféricos), metidos en tubos Eppendorf y esterilizados en superficie por
inmersiéon en HgCl 0,25% (900 pl H,O + 100 ul HgCl 2,5%) durante 5 minutos en
agitacién. Dentro de la cdmara de flujo, se realizaron 7-8 lavados con agua estéril. En la
tapa de una placa Petri, cada nddulo se trituré con una varilla de vidrio individual
previamente esterilizada, sembrandose una porcién del triturado con la misma varilla
sobre medio completo YEM (Vincent, 1970) (ver seccién 3.5.1. de Materiales y

Métodos) en placa Petri. Se dejaron entonces crecer en una estufa a 28°C.

Fotografias 11.2.b.- Detalle de nddulos (izquierda), siembra (centro) y coleccién de

cultivos puros de cepas nodulantes en medio YEM tras 4-5 dias a 28°C (derecha).

A partir de los nddulos iniciales, se aislaron un total de 33 cepas (LB1-8; A1-12;
E1-13), capaces de crecer en medio sélido YEM, de las cuales 13 fueron
fenotipicamente diferentes. Las cepas mostraban un crecimiento moderado, formando
colonias blanquecinas a partir del tercer dia de cultivo a 28°C. Tras realizar
individualizaciones sucesivas hasta cultivo puro de cada cepa, se realizé un andlisis de
estas 13 cepas mediante amplificacion por PCR de elementos palindrémicos
extragénicos repetitivos (REP-PCR), un tipo de PCR que emplea oligonucledtidos
cebadores (“primers”) disefiados para hibridar con secuencias repetidas intercaladas
en diferentes regiones del genoma, lo que genera un patrén de bandas exclusivo de

cada cepa. El objetivo de los marcadores moleculares fue definir la relacidon existente
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entre los aislamientos obtenidos, creando grupos relacionados por el hecho de
descender de la misma bacteria ancestral comun. Se incluyd en este andlisis una cepa
nodulante de B. bituminosa conocida (Yates y col., 2009) originaria de las islas canarias,
y cedida por los colaboradores del CRS, un Mesorhizobium ciceri identificada como
WSM4083 (Pang y col.,, 2009). Los detalles para la realizacion del REP-PCR se

especifican en la seccién 3.5.2. de Materiales y Métodos.
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Figura 11.2.a.- Resultado del REP-PCR, en el que se aprecia el patrén de bandas
identificativo de cada cepa. Las cepas relacionadas poseen un nivel de similitud entre sus
genotipos y fenotipos significativamente superior al que se encontraria entre aislamientos no
relacionados de la misma especie seleccionados arbitrariamente. La escala muestra el

porcentaje de similitud de las bacterias.

Tras esto, se realizd un analisis de los fragmentos de restriccién de genes ARN
ribosomal 16S (ARDRA = Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) con las
enzimas endonucleasas Hinfl y Mspl (Fermentas) (ver seccidon 3.5.3. de Materiales y
Métodos). Se excluyeron de este andlisis las cepas LB8 y A8 por resultar similares a E5
y LB2, respectivamente, segun el REP-PCR (ver Figura 11.2.2.).

Como era de esperar, la cepa aportada por los colaboradores australianos
(Mesorhizobium ciceri WSM4083) aparecid muy relacionada con una bacteria del
mismo género (Mesorhizobium loti NZP2311), lo que sirvié como control. La mayoria
de los aislados de B. bituminosa formaron un grupo homogéneo, del que quedaban

excluidas las cepas LB62, E6 y LB11, que ademas eran diferentes entre si.
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1-Mspl+Hinfl
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Figura 11.2.b.- ARDRA de las cepas aisladas de B. bituminosa. Se incluyeron dos cepas de
referencia control (Mesorhizobium loti NZP2311 y Bradyrhizobium japonicum USDA 100),
ademas de la cepa australiana M. ciceri WSM4083. La escala muestra el porcentaje de similitud

entre los perfiles obtenidos.

Tras los estudios genéticos, las cepas fueron reactivadas en medio liquido y
pasadas a criotubos con glicerol para su posterior almacenamiento a -80°C. Asi, la
colecciéon de cepas donde se buscarian los candidatos mas efectivos para nuestros

fines estuvo formada por:

e LB1, LB2, LB5, LB8, LB10, LB11, LB6.1, LB6.2 aislados a partir de plantas

del Llano del Beal.

e A3y A8 a partir de plantas de la estacidon experimental del IMIDA, en La

Alberca.

e E5, E6 y E9 obtenidas desde raices de plantas del Ensayo de MPs en

parcela (ver Capitulo V).

e Mesorhizobium ciceri WSM4083 aportada por los colaboradores

australianos del CRS de la Universidad de Murdoch (Yates y col., 2009).
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11.3. Caracterizacion inicial tras inoculacion de plantas

Existen numerosas referencias bibliograficas acerca de la inoculacion de
leguminosas con bacterias formadoras de nddulos fijadores de N, valoradas
satisfactoriamente por su aplicabilidad en suelos degradados por acciéon antrépica,
consiguiendo mejorar el crecimiento de las plantas con un reducido coste (Cardinale y
col., 2010). Para evaluar el papel de la simbiosis entre las bacterias nodulantes y B.
bituminosa, se llevaron a cabo varios ensayos. Dos ensayos previos permitieron
desarrollar protocolos eficientes para la inoculacion de plantas de B. bituminosa, asi
como la correcta seleccion de los medios fisicos para realizar un tercer y definitivo
ensayo. La dinamica en todos ellos fue la misma, pero modificando en cada uno las
condiciones para favorecer la formacion de nddulos. Se establecian siempre tres

tratamientos generales:
e Plantas no inoculadas (-R) y sin aporte de nitrégeno (-N) = (-R-N)
e Plantas no inoculadas (-R) con aporte de nitrégeno (+N) = (-R+N)
e Plantas inoculadas (+R) y sin aporte de nitréogeno(-N) = (+R-N)

Los parametros que sirvieron para estimar la participacion de las cepas
bacterianas simbiontes fueron el nimero de ndédulos, el aporte de nitrégeno a la

planta, y su consecuente desarrollo de la biomasa.

11.3.1. Ensayo de infectividad y eficiencia en perlita

Se analizd la capacidad de infectividad y nodulacidon de las cepas aisladas. Para
ello se utilizaron semillas de la poblacién del Llano del Beal de B. bituminosa recogidas
desde plantas silvestres en 2010 (ver Tabla 3. en Materiales y Métodos), procedentes
del mismo lugar que las cepas LB. Se utilizaron diez cepas diferentes, seleccionadas
entre las 14 totales tras la eliminacion de las cepas que no mostraron una gran
capacidad para infectar y nodular en dos ensayos preliminares. Se establecieron 4

réplicas por combinacién de tratamiento con macetas de 250 ml.
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-N-R -N+R

1 1 LB1 LB1 LB1 LB1
2 2 LB2 LB2 LB2 LB2
3 3 LB10 LB10 LB10 LB10
4 4 LB11 LB11 LB11 LB11
LB62 LB62 LB62 LB62

A8 A8 A8 A8

E5 E5 E5 E5

E6 E6 E6 E6

E9 E9 E9 E9

WSM4083 WSM4083 WSM4083 WSM4083

Figura 11.3.1.- Diagrama del ensayo de infectividad y efectividad de las cepas aisladas en

raices de B. bituminaria. Las macetas fueron recolocadas al azar durante el experimento.

La inoculacién se realizé sumergiendo la radicula de las semillas germinadas
(plantulas o brotes) directamente en la suspension de bacterias (ver seccidén 3.5.4. en
Materiales y Métodos). Las plantulas que no fueron inoculadas, fueron procesadas de
la misma manera utilizando solucién salina estéril en lugar de la suspensidn bacteriana.
A continuacion, 6 semillas fueron trasplantadas por maceta cerca de un mechero de
llama. Las macetas donde se realizaron los ensayos habian sido autoclavadas, con
perlita lavada intensamente con agua destilada para eliminar el N, ya que este inhibe
la nodulacién (Goergen y col.,, 2009). Las plantas fueron cultivadas en cdmara de
cultivo, efectuando riegos con disolucion nutritiva (ver en Tabla 3.5. Materiales y

Métodos) suplementada con nitrégeno (+N) (5 mM Ca(NOs); + 1 mM NH4NOs) o sin él

(-N) segun tratamiento.

Fotografias 11.3.1.- Semillas germinadas en la suspension inoculante antes de ser
trasplantadas a las macetas con perlita lavada (izquierda). Comparacién de crecimiento visual
de las plantas inoculadas con la cepa LB11 colocadas entre los dos controles (+N-R, a la
izquierda de las cuatro macetas inoculadas, y —N-R a la derecha). Nédulo cosechado y cortado

por la mitad para comprobar que se trataba de nddulos activos, con color rojo en su interior.
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Transcurridos 60 dias en cdmara de cultivo (25/20°C y HR = 65/85% dia/noche;
16 h de luz a 400 pE m? s, se determind el PF y PS de la parte aérea por planta,
numero de nodulos por maceta, y %N. Al final del ensayo, el contenido en N de la
perlita fue de 0,181 mg N g'1 para las +N-R, y de 0,003 mg N g'1 para el resto. Los
nddulos fueron recolectados y procesados como los nédulos iniciales, hasta conseguir

cultivos puros a partir de cada uno de ellos.

Tabla 11.3.1.- Biomasa aérea (PS planta™) de las plantas cultivadas 60 dias en camara de
cultivo tras inoculacién con aislados, su produccion de nddulos y aporte de nitrégeno a la
planta (%N en el PS). La ultima columna muestra la cantidad de N por planta, calculada a partir
de los datos anteriores. Los valores del %N tuvieron que ser transformados (aseno (V(x/100)))
para que cumplieran con la normalidad. Las letras muestran los subconjuntos

significativamente diferentes (P < 0,05) segun el test de Tukey.

Tratamiento| gPS planta™ N° nddulos %N N*PS (mg)
LB1 0,13+0,03 bcd 19 2,62+0,61 ab 3,4
LB2 0,20+0,10 bcd 27 2,85+0,37 a 5,7
LB10 0,15+0,04 bcd 24 3,41+0,25 a 51
LB11 0,53+0,16 bc 73 4,27+0,16 a 22,6
LB62 0,18+0,05 bcd 27 3,24+0,40 a 5,8
A8 0,15+0,03 bcd 34 3,28+0,25 a 4,9
E5 0,10+0,03 cd 26 2,67+0,42 a 2,7
E6 0,12+0,06 bcd 22 3,22+0,44 a 3,9
E9 0,15+0,06 bcd 36 3,27+0,29 a 4,9
WSM4083 0,56%0,13 b 68 4,30%+0,12 a 24,1
+N-R 1,46+0,17 a 0 4,10+0,35 a 59,9
-N-R 0,05+0,02 d 0 1,54+0,06 b 0,8
Sig. <0,01 <0,01

Todos los aislados fueron capaces de infectar las raices y formar nédulos, sin que
apareciera ningun nédulo en las macetas control, lo que demuestra que se
mantuvieron condiciones axénicas para no causar contaminaciones. Aunque la
presencia de nédulos no permitié que se alcanzaron los niveles de N de los controles
fertilizados, estos aportaron N a la planta hasta valores de %N similares, lo que
permitid una estimulacion del crecimiento respecto a los controles no fertilizados con
N (-N-R). Estas diferencias soélo fueron evidentes significativamente en el caso de LB11

y WSM4083. Para hacer mas evidente el efecto de los nédulos en el aporte de N, se
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calculé la cantidad total de N existente en el peso final, lo que muestra que dicha

cantidad es proporcional al nUmero de nédulos.

Un paso imprescindible para concluir este ensayo fue el de asegurar que las
cepas reaisladas fueran las mismas que con las que se inocularon las semillas,
mediante un nuevo REP-PCR simultaneo junto con los aislados originales. Este fue el fin
por el cual se reaislaron las cepas a partir de los nédulos obtenidos del ensayo. Sin
embargo, al realizar dicho andlisis en la EEZ, se observaron patrones de bandas
diferentes que imposibilitaron confirmar dicho hecho. Desafortunadamente, debieron
ocurrir contaminaciones durante el reaislado de las bacterias, o durante su purificacién
hasta cultivo puro, o incluso durante el traslado a la EEZ desde el IMIDA, algo
sospechable debido a que la velocidad de crecimiento de las cepas se vio
incrementado a medida que se recultivaban para conseguir cultivo puro. Aunque las
cepas originales tardaban unos 3 dias en formar colonias, tras el reaislamiento y
purificacién a partir de los nddulos del ensayo de infectividad, se seleccionaron otras
cepas capaces de desarrollar colonias en 24 h, pudiéndose haber perdido las
verdaderas cepas durante el proceso de reaislamiento y purificacion. Mas detalles se

comentan en la siguiente seccidn.

11.4. Identificacion mediante secuenciacion de genes

rRNA 16S

El siguiente paso logico fue el de llevar a cabo la identificacién de cada cepa
original. Para ello se recurrio, mediante tecnologia BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul y col., 1990), a la comparacién por homologia de la secuencia del
gen 16S del ARNr, gracias a que se trata de una region con sitios de unién a primers
altamente conservados, y con secuencias génicas que contienen zonas hipervariables
gue pueden ser usadas como firma especifica de cada especie para la identificacién de
bacterias. Toda esta fase se realizé en el Center for Rhizobium Studies (CRS) de la

Universidad de Murdoch, con la colaboracidon de todo su equipo y bajo la supervisiéon
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del Dr. Ron Yates (Australia). Las bacterias analizadas procedian de una doble copia de
los Criotubos de las cepas, que fueron introducidos en Australia gracias a un Permiso
de Importacién de Material de Cuarentena especifico de material bioldgico

(Quarentine Act 1908 Section 13 2AA).

Como referencia y testigo de que la amplificacién e identificacién fue realizada
correctamente, se empled en todas las fases la muestra control conocida WSM4083
cedida por los colaboradores del CRS, Mesorhizobium ciceri (Yates y col., 2007). De
manera adicional, y sélo para este ultimo paso, se realizé la identificacion de dos cepas
procedentes de lItalia, también obtenidas a partir de nédulos de raices de B.

bituminosa, nombradas como Hy 17, cedidas por un colaborador del CRS.

Tras intentar la amplificacidn con varias parejas de oligonucledtidos (FGPS1509 y
FGPS6; 1540R y 20F; 16S UniversalR y 16S UniversalF), la mejor amplificacion de
fragmentos de aproximadamente 1500 pb fue la alcanzada con los primers 16S

Universal (Figura 11.4.a.).

Figura 11.4.a.- Revelado del gel de la amplificacion mediante los primers 16SUniversal.
Se consiguid amplificacion de un fragmento de aproximadamente 1500 pb usando 16S

Universal en todas las cepas excepto en E5.

Para LB8, como aparecieron dos bandas, se procedié a la purificacion del gel a
partir Unicamente del fragmento de 1500 pb. Para el resto se procedid a la purificacién
usando directamente los productos de la amplificacién por PCR, usando en ambos
casos el QlAquick Spin Handbook kit, siguiendo las instrucciones detalladas en el
protocolo del fabricante. Una vez purificado el fragmento de 1500 pb, tanto a partir de

la banda del gel como del producto de PCR, se procedié a volver a amplificar, pero
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usando un sélo primer por separado, para mandar a secuenciar (ver seccién 3.5.6.2.).
En los resultados de la secuenciacién se pudo comprobar que los primers funcionaron
satisfactoriamente. Los cuatro negativos que fueron incluidos desde el principio del

proceso resultaron negativos, lo que confirmd la ausencia de posible contaminacion.

AGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCOCAAACT i mswva?r; et Tiee tormty Bones Corv | S
360 300 370 B

el At T ) S —

AN s N AN AW
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/ . | i ERe PTake /i @
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GCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGT

4‘30 4{?0 46‘0 47ID

A
I\ .u‘.- 4 p,,

TGTAAAGC TCTTTCACCGATGAAGATAATGACGGTAGTCGGAG
480 400 600 510

——————

/ I| A
AAGAAGCCCCGGCTAACTICGIGCCAGOAGCCGOCETAATACG e
520 530 540 550

Figura 11.4.b.- Secuencia tratada con el programa Geneious (izquierda) para su
posterior alineamiento y creacién de secuencia (derecha) para la comparacién por BLAST.

La comparacion de la similitud de secuencias 16S entre 2 bacterias es indicativa
de que pertenecen al mismo género (incluso cuando la secuencia 16S obtenida sea
100% idéntica a las de otras cepas, esta no tienen por qué pertenecer a la misma
especie). Por lo tanto, la comparacién dio como resultado la identificacién de las cepas
a nivel de género, detallandose a continuacién las cepas que presentaron la mayor
similitud con la regién del 16S amplificada (homologia con dicha cepa mostrada entre
paréntesis). Tras esto, las cepas fueron introducidas en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information) (ver enlace), incluyendo informacién

en cuanto a su procedencia, tipo de suelo, planta huésped, etc.
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Tabla 11.4.a.- Identificacion de cada aislado junto a la cepa del NCBI con la que mostré

mayor homologia de la secuencia 16S.

Aislado Cepa con mayor similitud de secuencia 16S (% homologia)

LB5 = Rhizobium sp. UMR7378 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (100%)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JN378712.1

LB8 = Rhizobium sp. UMR7378 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (99,2%);

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/IN378713.1

LB10 = Rhizobium sp. UMR7378 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (99%);

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/IN378714.1

LB11 = Rhizobium sp. QT7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (100%);

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/IN378715.1

A8 = Rhizobium sp. UMR7378 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (99,1%);

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/IN378709.1

E5 = Rhizobium sp. UMR7378 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (100%);

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/IN378710.1

E6 = Rhizobium sp. OS-B19 partial 16S rRNA gene, strain 0S-B19 (100%);

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF927718.1

WSM4083 = Mesorhizobium sp. S658 16S ribosomal RNA gene, (96%)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ500625.1

H = Rhizobium sp. UMR7378 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (99,2%);

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JN378711.1

17 = Phyllobacterium trifolii strain ZY16-1 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence (100%); http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/343200074
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Las muestras que fueron identificadas fueron almacenadas e incluidas en la

coleccion de bacterias nodulantes de la Universidad de Murdoch.

[ |
‘»39

m:"“"
L RAAT

Q."*‘

L
b A SRR

Fotografias 11.4.a.- Criotubos a partir de los cuales se reactivaron las cepas estudiadas

(izquierda). Liofilizador (centro) y almacén de tubos con los aislados en el CRS (derecha).

Las cepas obtenidas a partir de los nddulos del ensayo de infectividad también
fueron analizadas, Unicamente para comprobar si se trataba de una contaminacién o
de si se habian seleccionado algunas cepas diferentes. La secuenciacion se realizd
siguiendo los mismos pasos descritos anteriormente, y los resultados de Ia
secuenciacion desvelaron que se trataba de una contaminacién por los siguientes

aislados.

Tabla 11.4.b.- Identificacién de cada aislado con la cepa del NCBI con la que mostrd

mayor homologia de la secuencia 16S.

Cepa origen  Cepa con mayor similitud de secuencia 16S (% homologia)

LB1 = Pseudomonas putida strain GM6 16S ribosomal RNA gene, (100% )

LB2 = Pseudomonas fluorescens strain BIT-18 16S ribosomal RNA gene, (99%)
LB5 = Pseudomonas koreensis strain MS200 16S ribosomal RNA gene, (100%)
LB8 = Pseudomonas sp. H9zhy partial 16S rRNA gene, strain H9zhy 100%
LB10 = Pseudomonas koreensis strain MS200 16S ribosomal RNA gene, (99%)
LB11 = Pseudomonas putida strain MK12S6 16S ribosomal RNA gene, (99%)
LB61 = Pseudomonas putida strain MK12S6 16S ribosomal RNA gene, (100%)
LB62 = Microbacterium foliorum strain 327 16S ribosomal RNA gene, (99%)

A3 = Pseudomonas koreensis strain MS200 16S ribosomal RNA gene, (100%)
A8 = Stenotrophomonas maltophilia strain QT24 16S ribosomal RNA gene, (100%)
E6 = Rhizobium sp. OS-B19 partial 16S rRNA gene, strain 0S-B19 100%

E9 = Pseudomonas fluorescens strain MS300 16S ribosomal RNA gene, (99%)

sajue|npou seda)



Tesis Doctoral Domingo Martinez Fernandez

11.5. Conclusiones

La nodulacion es un proceso afectado por sequia (Antolin y col., 2010) y las altas
concentraciones de MPs en el suelo (Gadd y Griffiths, 1978; Obbard y Jones, 2001;
Saeki y col., 2002). La presencia de MPs en el suelo actia como una presion selectiva
sobre las poblaciones de microorganismos que viven en él, lo que conduce a la
seleccion de microbios con una elevada tolerancia a metales, y normalmente también
a una baja diversidad en comparacion con lugares no contaminados (Baath y col.,
1998). Las leguminosas son una de las familias pioneras capaces de colonizar suelos
altamente contaminados por MPs (Carrasco y col., 2005), gracias en parte a su fuente
adicional de N procedente de la simbiosis con sus bacterias nodulantes, lo que les
permite sobrevivir en estos suelos pobres en nutrientes. Las bacterias también
participan en la biodisponibilidad de los MPs en la rizosfera (Gadd, 2004). Por todo
esto, resultd necesario identificar y caracterizar algunas bacterias capaces de aportar N
a plantas de B. bituminosa, lo que resulta muy relevante en las emergentes técnicas
que emplean la asociacién microbio-leguminosa para la fitorremediacién de suelos
degradados (Carrasco y col., 2005; Teng y col., 2011).

La comparacion de la secuencia 16S indica que las bacterias aisladas en los
trabajos de esta tesis pertenecen al género Rhizobium sp., por lo que se tratarian de
bacterias gram-negativas, de crecimiento intermedio-rdpido, habiéndose detectado
ciertas diferencias dependiendo de la procedencia y tipo de suelo (contaminado o no).
La identificacidon se relaciona perfectamente con el ARDRA, ya que todas las cepas cuya
mayor homologia se encontrd con Rhizobium sp. UMR7378, aparecen en el ARDRA con
un patron de bandas similar, y por lo tanto en el mismo conjunto, por lo que podria
decirse que proceden de un progenitor ancestral comun. Fuera de ese grupo aparecen
justamente LB11 y E6, cepas que presentan su mayor homologia con Rhizobium sp.
QT7 16S y Rhizobium sp. 0S-B19, respectivamente, por lo que podrian tratarse de

especies distintas.
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Figura 11.5.- Clasificacién de los aislados usando el arbol resultante del ARDRA vy la
identificacion realizada con la secuenciacidon del 16s. La escala muestra el porcentaje de

similitud de las bacterias.

Las cepas que pertenecen al mismo grupo en el ARDRA, seguramente pertenecen
al mismo género y especie, pero esta hipdtesis necesitaria ser confirmada con estudios
mas avanzados. Aunque la homologia de secuencia sea del 100%, resulta
practicamente imposible aislar la misma cepa a partir de dos lugares diferentes bajo
condiciones distintas, por lo que para una correcta identificacién serian necesarias
pruebas mas exhaustivas relacionadas con otros marcadores moleculares y cualidades

de las bacterias.

La informacién acerca de las cepas homdlogas en el NCBI es escueta. La cepa
Rhizobium sp. UMR7378 se trata de una bacteria aislada a partir de raices de Dalea
purpurea, una leguminosa que crece en el interior de EEUU. Tampoco aparece
informacién acerca de si el Rhizobium sp. QT7 16S o Rhizobium sp. 0OS-B19,
correspondidos con LB11 y E6 respectivamente, fueron aislados a partir de suelos
contaminados. En cuanto a las dos cepas italianas, H presenté gran homologia con el
tipo Rhizobium sp. UMR7378, por lo que el hecho de que un mismo tipo de bacteria, al
menos a nivel de género, sea aislado a partir de raices de B. bituminosa de distintas
partes del mundo, hace pensar que existe estrecha relacidn entre esa bacteria y la
planta hospedadora. Respecto a 17, esta presentd la mayor homologia de secuencia

con Phyllobacterium trifolii, especie que ha sido descrita por Valverde y col. (2005),
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como una especie bacteriana capaz de formar nddulos fijadores de N en plantas de
varios géneros de leguminosas (Trifolium y Lupinus), por lo que podria ser que dicha
especie también pueda hacerlo en raices de B. bituminosa y no fuera tan estricta para

lograr una simbiosis efectiva como otras especies de plantas hospedadoras.

La cepa originaria de canarias Mesorhizobium ciceri WSM4083, y el aislado LB11
(con gran homologia a Rhizobium sp. QT7 16S) fueron las mas eficientes fijando N en
el ensayo de infectividad, seguidas por las demds en el orden LB62, LB10, LB2, LB1, E6,
A8, E9 y E5, por lo que podria decirse que las cepas procedentes del suelo
contaminado en El Llano del Beal no son menos eficientes que las de suelo limpio (A8),
y que, todas las cepas que presentan gran homologia con la cepa Rhizobium sp.
UMR7378, y Rhizobium sp. OS-B19 (E6), parecen ser menos eficaces en la infectividad
e incorporacion de N que las dos primeras cepas. El aislado LB11 podria ser una cepa
aplicable en estos suelos, en el caso de que Mesorhizobium ciceri WSM4083 no fuera

tolerente a altas concentraciones de MPs.

Podria decirse entonces que en los suelos estudiados existe diversidad genética
de cepas que nodulan B. bituminosa, y que ademas existen diferencias en su
comportamiento simbidtico. Esto sugiere que podria hacerse una seleccién de las
mejores cepas para su uso como inoculantes en el futuro. Podria pensarse entonces
qgue B. bituminosa puede ser nodulada por bacterias pertenecientes a al menos 3
géneros diferentes dentro de la familia Rhizobiaceae: Mesorhizobium, Phylobacterium

y Rhizobium, y que basado en los datos del ARDRA, podrian ser incluso mas géneros.

La identificacion de las bacterias reaisladas a partir del ensayo de infectividad
(ver Tabla 11.4.b.) permitié saber que no se trataba de una contaminacién genérica,
sino de una seleccién hasta cultivo puro de otras bacterias de mas rapido crecimiento
a partir de cada una de ellas, sin que pudiera tratarse de una contaminacién
generalizada. Es por esto por lo que se encontré diferente patrén de bandas durante el
Rep-PCR en el EEZ al comparar las cepas iniciales y las reaisladas. Resulta muy habitual
la aparicion de bacterias del género Pseudomonas en los ndodulos de las raices de
leguminosas, debido a que pueden actuar como promotoras de la nodulacion (Rejili y

col.,, 2012; Bolton y col.,, 1990). Algunas especies de Pseudomonas han sido
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demostradas como endofiticas de leguminosas (Elvira-Recuenco y Van Vuurde, 2000).
Existen estudios que demuestran que especies de Pseudomonas fueron aisladas a
partir de ndédulos formados por otras bacterias nodulantes (Benhizia y col., 2004;
Muresu y col., 2008). Por otro lado, algunas pueden llegar a fijar nitrégeno (Desnoues y
col., 2003), e incluso formar nédulos (Shiraishi y col., 2010). Desde el punto de vista
evolutivo, la explicacién radica en que la relacidn resultante de la coevolucién de las
leguminosas y sus correspondientes rizobios, no siempre es éptima (Howieson y col.,
2008) pudiéndose encontrar bacterias inefectivas para la incorporacion de N. La cepa
E6 pudo ser reaislada a partir de los nédulos, siendo la Unica que podria confirmarse
como inéculo formador de los nddulos, ya que su identificacién fue la misma a partir

de los nédulos originales y a partir de los nédulos del ensayo.
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12. CONCLUSIONES GENERALES

Bituminaria bituminosa (L.) C.H. Stirton es una especie leguminosa (Fabaceae),
gue puede colonizar un amplio rango de bioclimas. La especie B. bituminosa tiene tres
intrataxones. El mds comun es la variedad bituminosa, que aparece en toda la Cuenca
mediterranea e Islas Canarias (precipitacidon anual de 200-800 mm), mientras que las
variedades albomarginata (120-180 mm) y crassiuscula (zonas de alta montafia y frios

inviernos) Unicamente crecen de manera natural en las Islas Canarias.

El interés de su estudio nace en sus multiples aplicaciones potenciales. Se ha
utilizado de manera tradicional para la produccién de alimento para ganado en las Islas
Canarias, y existe un creciente interés internacional por el uso forrajero de B.
bituminosa. Gracias a su capacidad para rebrotar tras el pastoreo y para permanecer
verde durante periodos secos, esta especie se utiliza actualmente como planta modelo
en programas de produccion de forraje en Australia. Los frutos y hojas de B.
bituminosa pueden llegar a acumular cerca de 6000 ug g™* de psoraleno, y 11000 pg g™
de angelicina (Walker y col., 2012), compuestos de aplicacién farmacéutica muy
amplia. B. bituminosa también crece de manera natural en suelos contaminados con
elevadas concentraciones de metales pesados (MPs), como en la Sierra Minera de La
Unién, por lo que resulta muy relevante evaluar su uso potencial en la

fitorremediacién de suelo en este tipo de suelos con clima semiarido.

Los resultados de los ensayos de sequia indican que B. bituminosa presenta
caracteristicas que la catalogan como una especie que posee una elevada resistencia
constitutiva a la sequia, a través de comparaciones cuantitativas de ciertos parametros
con otras especies. Los valores del AFE la destacan como planta altamente tolerante a

sequia. Es mas eficiente respecto al uso de agua que Medicago sativa.

266

SATVYINID SINOISNTONOD



CONCLUSIONES GENERALES

267

Tesis Doctoral Respuestas Fisioldgicas de Bituminaria bituminosa... Domingo Martinez Fernandez

Aunque B. bituminosa tiende a escapar de la sequia estival mediante la pérdida
de casi todas sus hojas, las poblaciones mads tolerantes estaran mejor adaptadas para
soportar periodos secos, tanto en verano como durante el resto del afio, evitando el
estrés interno a través del mantenimiento de sus relaciones hidricas. La seleccidn de
cada variedad dependerd del uso en el que se pretendan utilizar, habiéndose

detectado diferencias en sus respuestas fisioldgicas frente a sequia.

La variedad albomarginata (poblacién Famara) consiguié que sus plantas
estresadas alcanzaran la mayor biomasa de la parte aérea, por lo que seria la mas
adecuada para la produccién de forraje, manteniendo su CRA, con incremento de su
relaciéon R: PA, y gran L,. Podria decirse que esta variedad se enfrenta a la sequia por
evitaciéon, ya que esta le causa desajustes considerables. La variedad crassiuscula
(poblacién Boca de Tauce) se comporta de manera similar frente a sequia que
albomarginata, pero con menor biomasa y menor AFE (hojas mas gruesas), y
demuestra la resistencia constitutiva de la especie frente a sequia por no tratarse de

una variedad expuesta a sequia en su ciclo de vida normal.

La variedad bituminosa (La Perdiz y Llano del Beal) es mas sensible a sequia por
ser menos eficiente para evitar el estrés interno. Su estrategia frente a la sequia seria
el sometimiento o tolerancia al estrés interno, con grandes cambios osmadticos, pero
sin que estos provoquen grandes efectos en el crecimiento. Llano del Beal seria una
buena candidata para la obtencién de angelicina, ya que alcanza gran biomasa sin
frenar demasiado su crecimiento bajo condiciones de sequia extremos. La Perdiz es la
poblacién de menor biomasa aérea, y resultd ser la mas sensible en cuanto a

crecimiento, por lo que seria poco recomendable para uso forrajero.

B. bituminosa es capaz de germinar en suelos altamente contaminados con Zn, y
posee una alta tolerancia al Zn, en comparacién con otras especies, sobre todo la
poblacién C2, procedente de un suelo contaminado por MPs cercano a la antigua zona
minera de La Unidn, de la cual podria decirse que posee resistencia. La poblacion C2 es
menos sensible a altos niveles tisulares de Zn que LA, de suelo limpio, inhibiendo

menos su crecimiento, tanto en parte aérea como en raiz.
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Los resultados expuestos, y de acuerdo con otros autores, indican que B.
bituminosa en capaz de restringir el transporte de MPs a las partes aéreas, tanto en
suelo como en disolucidn nutritiva con elevadas concentraciones de MPs. Esto la hace
relevante en el campo de la fitoestabilizacién (fijacién quimica de los contaminantes a
través del uso de plantas), lo que permite su uso para prevenir la diseminacion de
contaminantes por la fijacion fisica del propio suelo. Por otro lado, la materia fresca de
las partes aéreas de B. bituminosa no resulta apetecible para los animales, debido
probablemente a su desagradable olor, lo que ayuda a frenar la incorporacion de parte

de los MPs hasta las cadenas troficas.

Podria considerarse que B. bituminosa es una especie apropiada para una etapa
inicial en la revegetacién de suelos no salinos, moderadamente contaminados por
MPs, y con pH en el intervalo neutro-alcalino (pH 6,5-8,0). Se trata de una especie
capaz de formar nddulos con bacterias simbiontes que le permiten fijar N, atmosférico
y mejorar la fertilidad del lugar, algo especialmente de interés para la revegetacion de
sitios contaminados, normalmente muy pobres en nutrientes. Por otro lado, desde una
perspectiva fitorremediadora, una escasa biomasa podria suponer una ventaja por
disminuir la posibilidad de que los metales contaminantes se incorporen a las cadenas

tréficas desde la parte aérea de las plantas.

A pesar de que pudo apreciarse cierta tendencia, y que el estrés hidrico debia
haber supuesto una estimulacién de la sintesis, no se detectd efecto significativo en los
ensayos de sequia sobre la concentracién de FCs en B. bituminosa. Para la extraccién
de FCs para aplicaciones farmacéuticas, resultaria interesante seleccionar plantas con
mayor retencidn de hojas durante los periodos secos, cuando precisamente su
concentracion es mdas elevada. Las poblaciones canarias presentaron mayor
proporciéon de psoraleno mientras que las poblaciones peninsulares presentaron
mayor proporcién de angelicina. La presencia de distintos MPs en el medio afecta de
diferente manera a las relaciones hidricas, y a su vez a la acumulacién de FCs, sin que

la relacion psoraleno:angelicina se vea afectada por la exposicién a MPs.
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La alta acumulacién de FCs, y su mantenimiento de las relaciones hidricas, hacen
de B. bituminosa una candidata adecuada para la produccién de estos compuestos a
escala de campo. Para este propdsito, la poblacién C2 podria ser muy adecuada y
rentable debido a su alta acumulacién de psoraleno, producto de alto valor comercial.
Asumiendo los niveles de psoraleno obtenidos por Walker y col. (2012), para una
produccién en campo de B. bituminosa de 20-40 toneladas de materia verde ha™afio™,

podrian obtenerse entre 12 y 24 Kg de psoraleno ha™ afio™.

En los suelos estudiados existe diversidad genética de cepas que nodulan con B.
bituminosa, con diferencias en su comportamiento simbidtico. Puede ser nodulada por
bacterias de los géneros Phylobacterium y Rhizobium, y por la especie Mesorhizobium
ciceri. El aislado LB11, procedente de suelos contaminados por MPs, podria ser una
cepa aplicable en estos suelos, en el caso de que Mesorhizobium ciceri WSM4083
(aislada en Australia a partir de material de B. bituminosa canario) no fuera tolerante a

altas concentraciones de MPs.

La interpretaciéon conjunta de los resultados procedentes de los tres niveles de
experimentacion (hidropdnico, maceta, campo) otorga una visidon globalizadora del
comportamiento de B. bituminosa frente a estrés. Cada ensayo permite aislar factores,
0 a combinarlos, favoreciendo el andlisis de su respuesta desde diferentes puntos de
vista. Algunos resultados pudieron llegar a ser incluso contradictorios, lo que refleja la
necesidad de analizar e interpretar cdmo la especie estudiada es capaz de combatir el

estrés en condiciones lo mas reales posibles.

Estas son las conclusiones que han podido deducirse a partir de los trabajos
realizados durante la parte experimental. Obviamente, al final de los estudios,
aparecen planteamientos alternativos que podrian haber ayudado a eliminar ciertos
errores. Procedimientos tales como la medida de la tasa fotosintética, estudio del
sistema antioxidante, cuantificacion de la transpiracién, caracterizacién de
acuaporinas, estudio de la recuperacion tras estrés (re-riego, o cambio de disolucion
sin PEG), caracterizacion del sistema radicular, etc., podrian haber ayudado a obtener
en ocasiones resultados mads esclarecedores. Hubiera sido muy recomendable el

empleo de alguna planta modelo, como la alfalfa, para haber podido establecer cierto
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margen comparativo, ya que existen escasas referencias acerca de B. bituminosa, lo
que dificultd la interpretacion de ciertos resultados. Por otro lado, si el analisis de los
rizobios se hubiera realizado como una fase inicial, se hubiera podido analizar su
implicacion en la tolerancia a estreses por parte de la planta y metabolismo

nitrogenado.

Una linea de investigacion imprescindible para ampliar la utilizacién de esta
especie sera la optimizacién de la relacidn planta:rizobios, junto con la seleccion de
lineas mas tolerantes a factores abidticos (en programas de mejora) que limitan su
distribucién y/o crecimiento, como la sequia, frio, salinidad, contaminacion, etc. Por
otro lado, el valor comercial de las FCs y su gran aplicabilidad farmacéutica motivan a
continuar con el estudio de sus patrones de sintesis y acumulacion en plantas de B.
bituminosa, lo que supone un uso novedoso de esta especie. Simultdaneamente,
continuan realizandose estudios sobre su aplicabilidad a gran escala para la obtencién

de alimento para ganado, como en Australia.
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14. ANEXOS

Tabla A.1.- Analisis de efectos intersujetos de los parametros del contenido de agua del suelo utilizado en el
ensayo en maceta de sequia. Poblacidén corresponde a las cuatro poblaciones, edad a los dias 9 y 16 desde el
comienzo de la sequia, y tratamiento a si las plantas fueron regadas (controles) o impuestas a déficit hidrico. El

analisis corresponde a los datos presentados en Tabla 4.3.1.

%WHC gH,0 g"'PS Suelo
F Sig. F Sig.
POBLACION 14,91 0,00 16,18 0,00

EDAD| 1191,37 0,00 1173,60 0,00
TRATAMIENTO 804,41 0,00 776,95 0,00

POBLACION * EDAD 30,55 0,00 32,37 0,00

POBLACION * TRATAMIENTO 1,28 0,29 1,19 0,32

EDAD * TRATAMIENTO 12,96 0,00 43,07 0,00

POBLACION * EDAD * TRATAMIENTO 5,69 0,00 5,83 0,00

Tabla A.2.- Anélisis de efectos intersujetos del %MS de las plantas del ensayo en maceta. POBLACION
corresponde a las cuatro poblaciones, edad a los dias 9 y 16 desde el comienzo de la sequia, y tratamiento a si las
plantas fueron regadas (controles) o impuestas a déficit hidrico. El analisis corresponde a los datos presentados en

Tabla 4.3.2.

%MS
F Sig.
POBLACION 32,58 0,00
EDAD | 195,90 0,00
TRATAMIENTO 102,52 0,00
POBLACION * EDAD 3,27 0,03
POBLACION * TRATAMIENTO 2,30 0,09
EDAD * TRATAMIENTO 116,26 0,00
POBLACION * EDAD * TRATAMIENTO 2,97 0,04
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Tabla A.3.- Biomasa de las plantas del ensayo en maceta y TCR. La tabla corresponde a los datos

presentados en Figura 4.3.2.

Poblacion Dia Tratamiento g PS Planta™ TCR
Famara 9 Control 1,18 + 0,06
9 Sequia 1,31 + 0,10
16 Control 2,06 + 0,13a 0,108
16 Sequia 1,62 * 0,16b 0,034
Llano del Beal 9 Control 0,84 + 0,11
Sequia 0,80 + 0,07
16 Control 1,39 + 0,06 0,095
16 Sequia 1,19 + 0,08 0,070
Boca de Tauce 9 Control 1,03 + 0,06
Sequia 1,11 + 0,13
16 Control 1,41 + 0,11 0,052
16 Sequia 1,35 + 0,16 0,030
La Perdiz 9 Control 0,55 + 0,02
9 Sequia 0,64 + 0,02
8 16 Control 0,77 + 0,04 0,055
A 16 Sequia 0,94 + 0,06 0,065
< Sig. 0,001
Tabla A.4.- Anélisis de efectos intersujetos de los valores de AFE y concentraciones de azucares y almidon
para los dos dias de analisis del ensayo en maceta. El andlisis corresponde a los datos presentados en Tabla 4.3.4.
AFE AzUcar Almidén % de azucar
309 F sig. F Sig. F Sig F Sig.

POBLACION | 101,33 0,00 0,01 0,00 0,00 0,03 2,46 0,07

EDAD 0,17 0,68 0,02 0,00 0,03 0,00 26,28 0,00

TRATAMIENTO | 73,37 0,00 0,01 0,01 0,00 0,47 0,74 0,39

POBLACION * EDAD 0,40 0,75 0,00 0,05 0,00 0,66 0,34 0,80

POBLACION * TRATAMIENTO 560 0,00 0,00 0,01 0,00 0,64 0,54 0,66

EDAD * TRATAMIENTO | 12,45 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05 0,05 0,83

POBLACION * EDAD * TRATAMIENTO 4,01 0,01 0,01 0,00 0,00 098 0,62 0,61
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Tabla A.5.- Andlisis de efectos intersujetos de la contribucién al % de potencial osmético por diferentes

compuestos. El analisis corresponde a los datos presentados en Tabla 4.3.6.b..

Azucar Prolina NH4  AAs Ca K Mg Na P
POBLACION | 0,000 0,000 0,005 0,645 0,047 0,036 0,000 0,000 0,011
EDAD | 0,004 0,000 0,088 0,843 0,110 0,020 0,145 0,000 0,020
TRATAMIENTO | 0,158 0,000 0,288 0,003 0,167 0,055 0,114 0,010 0,809
POBLACION * EDAD | 0,027 0,000 0,486 0,961 0,819 0,022 0,462 0,000 0,115
POBLACION * TRATAMIENTO | 0,000 0,001 0,711 0,257 0,334 0,036 0,069 0,044 0,445
EDAD * TRATAMIENTO | 0,070 0,000 0,935 0,332 0,752 0,407 0,949 0,254 0,809
POBLACION * EDAD * TRATAMIENTO | 0,008 0,000 0,649 0,973 0,104 0,108 0,037 0,425 0,088

Tabla A.6.- Analisis de efectos intersujetos de la concentracidon y cantidad de N, concentracién de
aminoacidos, y del contenido de prolina (Pro) en la parte aérea de las plantas del ensayo en maceta. El analisis

corresponde a los datos presentados en Tabla 4.3.5.

T

%N [N]*PS NH,4 AAs Pro
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 95,12 0,00 11,52 0,00 9,24 0,00 3,18 0,03 7,4 0,00
EDAD | 60,89 0,00 23,13 0,00 7,62 0,01 2,95 0,09 254 0,00
TRATAMIENTO | 0,00 1,00 0,34 0,56 6,60 0,01 3,99 0,05 246 0,00
POBLACION * EDAD | 2,33 0,08 0,27 0,85 1,22 0,31 1,16 0,33 4,7 0,01
POBLACION * TRATAMIENTO | 7,51 0,00 0,44 0,72 0,01 1,00 0,54 0,65 5,0 0,00
EDAD * TRATAMIENTO | 7,77 0,01 7,34 0,01 0,00 0,97 1,42 0,24 121 0,00
POBLACION * EDAD * TRATAMIENTO | 2,95 0,04 0,26 0,86 0,53 0,66 0,46 0,71 6,1 0,00

Tabla A.7.- Anadlisis de efectos intersujetos de los parametros de las relaciones hidricas. El analisis

corresponde a los datos presentados en Tabla 4.3.6.a.

%CRA W, W v, OA
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 15,62 0,00 24,56 0,00 4,77 0,00 18,23 0,00 8,75 0,00
EDAD | 193,81 0,00 87,10 0,00 245,90 0,00 22,67 0,00 175,08 0,00
TRATAMIENTO | 305,17 0,00 50,58 0,00 156,99 0,00 16,19 0,00 159,97 0,00
POBLACION *EDAD | 2,19 0,10 8,42 0,00 3,76 0,01 9,70 0,00 7,04 0,00
POBLACION * TRATAMIENTO | 13,36 0,00 2,60 0,06 4,90 0,00 11,37 0,00 8,06 0,00
EDAD * TRATAMIENTO | 191,16 0,00 63,56 0,00 99,58 0,00 4,51 0,04 121,98 0,00
POBLACION * EDAD * TRATAMIENTO | 4,38 0,01 059 0,62 4,07 0,01 270 0,05 8,14 0,00
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Tabla A.8.- Analisis de efectos intersujetos de los cationes presentes en las hojas de B. bituminosa durante

el ensayo de sequia en maceta. El analisis corresponde a los datos presentados en Tabla 4.3.7.

Ca K Mg Na P
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 33,82 0,00 30,54 0,00 94,13 0,00 18,97 0,00 46,23 0,00
EDAD 0,70 0,40 1,78 0,19 3,40 0,07 38,39 0,00 5,08 0,03
TRATAMIENTO 2,66 0,11 0,03 0,86 0,05 0,83 0,45 0,50 12,76 0,00
POBLACION * EDAD | 15,08 0,00 10,56 0,00 16,04 0,00 14,35 0,00 27,00 0,00
POBLACION * TRATAMIENTO 2,08 0,11 4,44 0,01 1,13 0,34 5,21 0,00 3,13 0,03
EDAD * TRATAMIENTO 0,22 0,64 1,29 0,26 1,19 0,28 3,37 0,07 0,59 0,44
POBLACION * EDAD * TRATAMIENTO 6,57 0,00 7,05 0,00 3,09 0,03 2,79 0,05 7,50 0,00

. . -1 . ’,
Tabla A.9.- Contenido de cationes expresado en mmol I "H,0 tisular, en el ensayo de sequia en maceta, con

su correspondiente andlisis factorial.

POBLACION Dia Tratamiento Ca K Mg Na P
Famara 9 Control 82+18 113 +£21 31+7 2,4+0,1 16+3
9 Sequia 86+6 114+ 10 302 2,3+0,3 17+1
16 Control 78+3 86+4 28+1 29+0,1 1310
16 Sequia 142 +8 1505 48 +3 4,6+0,3 25+1
Llano del Beal 9 Control 58+4 74 6 262 2,6+04 12+0
9 Sequia 68+5 71+7 32+3 4,7+0,5 14+1
16 Control 7312 1076 34+1 1,2+0,2 171
16 Sequia 1246 146 £ 15 60+4 2,5+0,6 31+2
Boca deTauce 9 Control 69+t4 96 +3 262 2,4+0,2 14+1
9 Sequia 62+2 82+8 24+1 1,4+0,7 13+1
16 Control 84+3 100+5 34+2 2,2+0,3 15+1
16 Sequia 1436 193 +£13 51+3 25+13 30£3
La Perdiz 9 Control 695 777 43+2 51+0,2 17+1
9 Sequia 61+4 735 41+1 4,5+0,2 160
16 Control 63%5 67 £13 431 4,1+04 15+1
16 Sequia 115+7 140+ 11 77 2 4,5+0,8 27 +2
Sig. 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 7,48 0,00 7,7 0,00 33,92 0,00 16,11 0,00 0,64 0,59
EDAD | 101,47 0,00 54,52 0,00 119,27 0,00 0,15 0,70 78,24 0,00
TRATAMIENTO | 73,24 0,00 40,61 0,00 75,09 0,00 4,03 0,05 82,35 0,00
POBLACION *EDAD | 2,75 0,05 6,37 0,00 3,51 0,02 7,10 0,00 6,92 0,00
POBLACION * TRATAMIENTO | 0,61 0,61 0,88 0,46 2,32 0,08 3,37 0,02 0,53 0,66
EDAD * TRATAMIENTO | 73,49 0,00 53,27 0,00 77,62 0,00 2,45 0,12 69,72 0,00
POBLACION * EDAD * TRATAMIENTO | 0,73 0,54 1,89 0,14 2,12 0,11 1,11 0,35 0,37 0,78
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Tabla A.10.- Analisis de efectos intersujetos de FCs, en el ensayo de sequia en maceta.

corresponde a los datos presentados en Tabla 4.3.8.

Psoraleno Angelicina  %Psoraleno %Angelicina

F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 19,71 0,00 8,88 0,00 26,4 0,000 26,35 0,00
TRATAMIENTO 2,16 0,15 0,29 0,59 3,09 0,091 3,09 0,09
POBLACION*TRATAMIENTO | 0,154 0,96 0,56 0,64 0,324 0,808 0,32 0,81

El andlisis

Tabla A.11.- Anadlisis factorial de pardmetros referentes a biomasa del ensayo de sequia en parcela. El

analisis corresponde a los datos presentados en Tab

la5.3.2.

PF planta” PS planta RGR MS

() gg' PSDia" %
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 1,15 0,35 2,31 0,10 1,86 0,16 7,68 0,00
TRATAMIENTO | 27,93 0,00 9,81 0,00 11,96 0,00 14,99 0,00
POBLACION*TRATAMIENTO | 0,29 0,82 0,09 0,96 0,66 0,58 0,72 0,55

Tabla A.12.- Andlisis de efectos intersujetos del AFE de las plantas del ensayo en parcela a los 23 y 34 dias

desde el comienzo de los tratamientos. El analisis corresponde a los datos presentados en Tabla 5.3.3.

AFE
F Sig.

POBLACION | 44,19 0,00

EDAD | 16,75 0,00

TRATAMIENTO | 80,14 0,00

POBLACION * EDAD | 0,41 0,75

POBLACION * TRATAMIENTO | 7,66 0,00

EDAD * TRATAMIENTO | 23,51 0,00

POBLACION * EDAD * TRATAMIENTO | 1,14 0,34
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Tabla A.13.- Andlisis de efectos intersujetos de los azucares y almiddn de las plantas del ensayo en parcela al

final del ensayo. El andlisis corresponde a los datos presentados en Tabla 5.3.4.

Azlcar Almiddn %AzUcar

F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 11,87 0,00 5,32 0,01 8,32 0,00
TRATAMIENTO | 0,67 0,42 19,45 0,00 9,27 0,01
POBLACION*TRATAMIENTO | 0,15 0,92 2,29 0,12 1,16 0,35
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Tabla A.14.- Andlisis de efectos intersujetos de los compuestos nitrogenados de las plantas del ensayo de

sequia en parcela. El andlisis corresponde a los datos presentados en Tabla 5.3.5.

T

%N [N]*PS NH, AAs-Pro Pro
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 64,05 0,00 1,18 0,34 4,98 0,01 2,97 0,06 0,75 0,53
TRATAMIENTO | 2,06 0,17 8,53 0,01 23,88 0,00 12,95 0,00 8,54 0,01
POBLACION*TRATAMIENTO | 6,82 0,00 0,20 0,89 1,08 0,38 0,93 0,44 0,92 0,45

Tabla A.15.- Andlisis de efectos intersujetos de los pardmetros que expresan el estado hidrico. El analisis

corresponde a los datos presentados en Tabla 5.3.6.

%CRA W, W W, AO
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 44,19 0,00 10,18 0,00 2,06 0,12 8,47 0,00 3,01 0,06
EDAD | 16,75 0,00 1,06 0,31 14,94 0,00 598 0,02 6,36 0,02
TRATAMIENTO | 80,14 0,00 31,81 0,00 304,60 0,00 0,06 0,80
POBLACION * EDAD | 0,40 0,74 0,61 0,61 0,28 0,84 0,78 0,51 0,23 0,87
POBLACION * TRATAMIENTO | 7,66 0,00 3,37 0,03 2,85 0,05 2,84 0,05
EDAD * TRATAMIENTO | 23,50 0,00 0,55 0,46 23,66 0,00 1,81 0,19
POBLACION * EDAD * TRATAMIENTO | 1,14 0,35 0,91 0,45 0,26 0,85 0,47 0,71

ANEXOS

Tabla A.16.- Andlisis de efectos intersujetos de los cationes principales de las plantas del ensayo de sequia

en parcela. El analisis corresponde a los datos presentados en Tabla 5.3.7.

313 Ca K Mg Na P
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 2,26 0,12 10,30 0,00 31,63 0,00 0,62 0,61 2,45 0,10
TRATAMIENTO | 5,19 0,04 65,71 0,00 2,28 0,15 8,10 0,01 103,08 0,00
POBLACION*TRATAMIENTO | 1,39 0,28 1,56 0,24 3,77 0,03 0,43 0,73 0,67 0,58

Tabla A.17.- Analisis de efectos intersujetos de distintos parametros fisioldgicos de las plantas del ensayo en sequia

en hidropdnico llevado a cabo en el CEBAS-CSIC. El analisis corresponde a los datos presentados en Tabla 6.4.1.a.

T

CEBAS Parte aérea PF PS R:PA NH, AAs Pro

F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
POBLACION | 0,89 0,37 21,20 0,00 129,61 0,00 50,85 0,00 831 0,01 16,05 0,00

TRATAMIENTO | 0,74 0,50 2,28 0,15 18,48 0,00 6,95 0,01 0,38 0,69 20,12 0,00

POBLACION*TRATAMIENTO | 0,46 0,64 0,34 0,72 0,00 1,00 3,34 0,07 095 042 3,11 0,08

+

CEBAS Raiz PF PS L, NH, AAs Pro
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.

POBLACION | 6,31 0,03 0,08 0,78 1,65 0,20 97,51 0,00 1883 0,00 2530 0,00
TRATAMIENTO | 3,13 0,08 12,64 0,00 51,55 0,00 19,60 0,00 0,59 0,57 8,33 0,01

POBLACION*TRATAMIENTO | 1,55 0,25 1,65 0,23 0,76 0,47 3,03 0,09 4,87 0,03 1,88 0,20
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Tabla A.18.- Analisis de efectos intersujetos del PF, PS y carbohidratos de las plantas del ensayo de sequia

en hidropdnico en el IMIDA. El analisis correspond

IMIDA Parte Aérea

e a los datos presentados en Tabla 6.4.1.b.

PF PS Azticar  Almidén
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.

POBLACION
TRATAMIENTO
POBLACION*TRATAMIENTO

IMIDA Raiz

16,99 0,00 21,63 0,00 15,62 0,00 19,68 0,00
10,310,00 2,14 0,145,20 0,011,67 0,21
1,36 0,271,32 0,283,17 0,060,36 0,70

PF PS Azticar  Almidén
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.

POBLACION
TRATAMIENTO
POBLACION*TRATAMIENTO

Tabla A.19.- Andlisis de efectos intersujetos de los compuestos nitrogenados de las plantas crecidas en el

ensayo de sequia en hidropdnico en el IMIDA. El andlisis corresponde a los datos presentados en Tabla 6.4.1.c.

1,02 0,321,40 0,2514,840,000,23 0,63
3,84 0,030,31 0,7413,610,003,12 0,06
1,45 0,250,56 0,580,28 0,760,19 0,83

IMIDA Parte Aérea

+

N NH4 AAs Pro
F Sig, F Sig, F Sig, F Sig,

POBLACION
TRATAMIENTO
POBLACION*TRATAMIENTO

162,31 0,00 48,83 0,00 46,35 0,00 11,36 0,00
1,200,3217,500,00 0,295 0,74 52,07 0,00
0,260,77 2,070,14 2,410,10 4,170,03

IMIDA Raiz

+

N NH4 AAs Pro
F Sig, F Sig, F Sig, F Sig,

POBLACION
TRATAMIENTO
POBLACION*TRATAMIENTO

13,85 0,00 10,27 0,00 4,330,04 0,110,74
7,08 0,00 15,710,00 2,320,1119,09 0,00
4,200,03 2,610,09 3,100,06 3,930,03

Tabla A.20.- Andlisis de efectos intersujetos de las relaciones hidricas de las plantas de hidropdnico en el

IMIDA. El anadlisis corresponde a los datos presentados en Tabla 6.4.4.

IMIDA

CRA W, W, W,
FSig.  FSig. F Sig. F Sig.

POBLACION|0,60 0,45 0,190,67 1,020,32 1,680,21
TRATAMIENTO|5,09 0,01 1,50 0,24 22,93 0,00 23,48 0,00
POBLACION*TRATAMIENTO|0,09 0,92 0,500,61 2,460,10 2,500,10
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Tabla A.21.- el crecimiento de la plantas de B. bituminosa sembradas y trasplantadas a macetas en el

ensayo de MPs. Datos de Figura 8.3.1.

Suelo Tratamiento | gPS 10p|antas'1 Suelo Tratamiento | gPS 10p|antas'1

Sembradas Trasplantadas Control

LA Control 0,087 +0,038 LA Control 0,229 +0,014

LB Control 0,071 +0,010 LB Control 0,141 +0,003
Cal 0,094 +0,009 Cal 0,152 0,016
Compost 0,090 +£0,007 Compost 0,163 £0,024
Purin 0,085 +0,005 Purin 0,181 +0,015

SG Control 0,090 +0,006 SG Control 0,192 +0,050
Compost 0,127 £0,005 Compost 0,164 £0,012
Fertilizante 0,069 +0,018 Fertilizante 0,156 +0,014

Sig. 0,330 Sig. 0,201

Tabla A.22.- el crecimiento de la plantas de A. halimus sembradas y trasplantadas a macetas en el ensayo de

MPs. Datos de Figura 8.3.1.

(%)
% Suelo Tratamiento | gPS 10p|antas'1 Suelo Tratamiento | gPS 10p|antas'1
R <Z,: Sembradas Trasplantadas
Alberca Control 0,170 +0,030 a Alberca Control 0,442 +0,052 a
LB Control 0,022 +0,017 ab LB Control 0,173 £0,023 ¢
Cal 0,003 £0,003 b Cal 0,198 +0,034 bc
Compost 0,140 +0,077 ab Compost 0,389 +0,056 ab
Purin 0,027 0,017 ab Purin 0,223 +0,034 bc
— SG Control 0,040 +0,010 ab SG Control 0,281 +0,041 abc
315 Compost 0,075 +0,018 ab Compost 0,405 +0,064 ab
Fertilizante 0,086 +0,027 ab Fertilizante 0,331 +0,054 abc
Sig. 0,010 Sig. 0,001

Tabla A.23.- Andlisis de efectos intersujetos de las plantas de B. bituminosa sembradas (arriba) y

trasplantadas (abajo) del ensayo de MPs en maceta.

BIOMASA  PS PLANTA™ gPS 10p|antas'1 N Germinacion  Supervivencia
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.
SUELO | 6,99 0,00 1,567 0,224 1,564 0,225 1,64 0,21 12,18 0,00 0,45 0,64

TREATMEN 1,94 0,13 1,846 0,144 1,852 0,143 2,14 0,10 0,63 0,65 0,96 0,45

SUELO * TREATMEN | 0,32 0,57 0,295 0,591 0,286 0,596 1,71 0,20 0,21 0,65 2,09 0,16
SUELO (1,33 0,28 3,137 0,057 3,122 0,058 21,98 0,00 0,03 0,98
TREATMEN | 1,52 0,22 0,469 0,758 0,464 0,761 2,50 0,062 0,45 0,77

SUELO * TREATMEN | 0,14 0,71 1,208 0,280 1,192 0,283 0,36 0,552 0,75 0,39
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Tabla A.24.- Analisis de efectos intersujetos de las plantas de A. halimus sembradas (arriba) y trasplantadas

(abajo) del ensayo de MPs en maceta.

BIOMASA PSPLANTA® gPS 10plantas™ N Germinacién Supervivencia

F Sigg F  Sig F Sig, F Sig F Sig,

SUELO | 8,99 0,00 6,224 0,005 6,238 0,005 4,84 0,01 5858 0,00 0,26 0,77

TRATAMIENTO | 0,76 0,56 2,547 0,058 2,552 0,058 3,17 0,03 1,02 041 191 0,14

SUELO * TRATAMIENTO | 0,98 0,33 1,647 0,209 1,642 0,209 0,32 0,57 1,43 0,24 0,04 0,84
SUELO | 7,86 0,00 7,998 0,002 7,991 0,002 5,36 0,01 4,11 0,03

TRATAMIENTO | 3,20 0,03 3,975 0,010 3,964 0,010 0,50 0,736 111 ;37

SUELO * TRATAMIENTO | 1,12 0,30 0,978 0,330 0,989 0,327 0,16 0,70 0,00 1,00

Tabla A. 25.- PF y PS de la biomasa de las plantas de B. bituminosa crecidas en el ensayo en hidropdnico con

Zn.

Poblacién TRATAMIENTO PF PA PS PA PF Raiz PS Raiz
Llano del Beal Control 3,12+0,31 0,33+0,04 1,66+0,17 0,08+0,01
12 2,45+0,39 0,24+0,05 1,52+0,26 0,12+0,05
61 2,30£0,41 0,30+0,05 1,52+0,28 0,11+0,02
Mijas Control 4,75+0,557 0,52+0,06 3,20+0,45 0,16+0,02
12 3,88+0,52 0,46+0,06 2,58+0,41 0,15+0,02
61 1,89+0,29 0,26+0,04 1,39+0,23 0,11+0,02

Sig.| 0,001 0,001 0,001 0,24
F Sig. F Sig. F Sig. F Sig.

POBLACION | 6,435 0,02 9,459 0,00 10,15 0,00 3,28 0,08
TRATAMEN | 9,349 0,00 4,028 0,03 4,81 0,02 0,58 0,56
POBLACION * TRATAMIEN | 3,458 0,04 3,956 0,03 3,68 0,04 1,37 0,27

316

SOX3ANV






Tesis Doctoral
Respuestas Fisiologicas de Bituminaria bituminosa
frente a sequia y metales pesados.

Domingo Martinez-Fernandez
Director: Dr. David James Walker
Tutor: Dr. Rafael Domingo Miguel

Tesis Realizada en el Instituto Murciano de
investigacion y Desarrollo

Agrario y Alimentario (IMIDA)

Dpto. de Recursos Naturales

IMIDA - Estacion Sericicola

Calle Mayor s/n

30150 La Alberca (Murcia)

Universidad

Politécnica i omesi l AN ' ) A

de Cartagena S A



	Tesis Domingo Martínez Fernández.pdf
	Portada y contraportada.pdf
	0. Folios previos
	Índice
	1. Introducción
	2. Objetivos
	3. Material y Métodos
	4. Capitulo I
	5. Capitulo II
	6. Capitulo III
	7. Discusión Sequía
	8. Capitulo IV
	9. Capitulo V
	10. Capitulo VI
	11. Capitulo VII
	12. Conclusiones
	13. Bibliografía
	14. Anexos
	Folio blanco

	Portada y contraportada

