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Titulo: Tolerancia al cromo en altramuz blanco (Lupinus albus) y sus simbiontes.

Resumen

La contaminacion por cromo representa un importante problema ambiental debido a sus efectos
negativos sobre los ecosistemas, la agricultura y la salud humana. Los métodos que se han
empleado tradicionalmente para eliminar este compuesto son eficaces, pero presentan
importantes limitaciones debido a su elevado coste, al uso de productos quimicos y al riesgo de
generar contaminacion secundaria. Por ello, en los ultimos afios ha aumentado el interés por
estrategias mas sostenibles como la biorremediacion, basada en el uso de plantas y
microorganismos capaces de transformar, inmovilizar o reducir la toxicidad de los
contaminantes presentes en el medio. El presente trabajo tiene como objetivo estudiar la
tolerancia al cromo en Lupinus albus y el papel de distintos microorganismos simbiontes en la
respuesta al estrés por este metal. Para ello, se han llevado a cabo dos experimentos en
condiciones controladas: un experimento de nodulacion, utilizando distintas cepas bacterianas,
y un experimento de raices proteoides, con diferentes ecotipos de L. albus. Se evaluaron
diversos parametros fisioldgicos como el area foliar, el contenido de clorofila, el peso fresco
aéreo y radicular, la formacion de nodulos y raices proteoides, asi como la actividad nitrogenasa
de las plantas y la actividad ACC desaminasa de las cepas bacterianas. Los resultados
mostraron, en términos generales, una disminucion del crecimiento vegetal en presencia de
cromo, reflejada en la reduccion del area foliar, el contenido de clorofila y la biomasa vegetal.
Sin embargo, algunas cepas bacterianas, concretamente las cepas 8, 9, 19, 24, 36 y 60,
mostraron un posible efecto protector frente al estrés por cromo, favoreciendo determinados
parametros fisiologicos. Asimismo, algunos ecotipos de L. albus incrementaron la produccion
de raices proteoides bajo condiciones de estrés, lo que podria representar una respuesta
adaptativa relacionada con la tolerancia al metal. En conjunto, los resultados obtenidos ponen
de manifiesto la importancia de las interacciones planta-microorganismo en la respuesta frente
al estrés por cromo y destacan el potencial de determinadas cepas bacterianas y ecotipos de L.

albus en estrategias de biorremediacion y agricultura sostenible.

Palabras clave: Lupinus albus, cromo, nddulos, raices proteoides, nitrogenasa, ACC
desaminasa.
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Abreviaturas

ACC: 1-aminociclopropano-1-carboxilato
AFR: area foliar relativa

ANOVA: analisis de la varianza

BYM: Besag—York—Mollié

MIC: concentracion minima inhibitoria
ROS: especies reactivas de oxigeno

SE: error estandar

ODS: objetivos de desarrollo sostenible
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PGPB: bacterias promotoras del crecimiento vegetal
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1. Introduccion

La contaminacion por metales pesados constituye uno de los principales problemas ambientales
derivados de la actividad humana con implicaciones directas sobre la salud de ecosistemas y
poblaciones humanas. Actividades como la mineria, la industria metaltirgica y determinadas
practicas agricolas como el uso de fertilizantes o agroquimicos, han contribuido a la liberacion
y acumulacion de estos elementos en suelos y aguas, alterando los ciclos biogeoquimicos
naturales (Lado et al., 2008). Estos metales representan una amenaza significativa tanto para
los ecosistemas como para la salud humana, habiéndose relacionado su exposicion con diversas
patologias, entre las que se incluyen ciertos tipos de cancer (Figura 1B), trastornos respiratorios

y dano hepdtico y renal (El Montassir et al., 2025; Nuiez et al., 2016).

Chromium Arsenic
(35.64,243.7) [21.19,99.37)
A [30.64, 35.6) [17.58,21.19)
[28.04, 30.6) [15.44,17.58)
[25.98, 28.0) [13.70,15.44)
[23.94, 26.0) [11.96,13.70)
[21.98, 23.9) [10.33,11.96)
[19.63, 22.0) [ 8.65,10.33)
[16.89, 19.6) [ 6.53, 8.65)
[ 6.46, 16.9) [ 1.00, 6.53)
B Oesophagus Men
. -
s 1.5.In
1.3.1 g
1.1,1.3
1.05,1.1 15
0.95,1.0
0.91,0.95
0.77,0.91
L 0.67.0.77
e 0,0.67]

Figura 1. Distribucion del cromo y arsénico en Espafia y riesgo relativo de cancer de eséfago por sexo. A:
distribucion municipal de las concentraciones de cromo y arsénico en el suelo superficial de la Espafa peninsular,
donde se muestran a la izquierda los niveles de cromo (mg kg™') y a la derecha los niveles de arsénico (mg kg™).
B: modelizacion BYM (Besag—York—Molli¢) de la mortalidad por cancer de esdfago en hombres (izquierda) y
mujeres (derecha) durante un periodo de 10 afios. Representa la media posterior del riesgo relativo para cada
municipio (Nuiez et al., 2016).

Entre los metales pesados, el cromo presenta un especial interés debido a su elevado uso en la
industria y a su persistencia en el medio ambiente (Figura 1A). Se utiliza en diversos procesos
industriales tales como la produccion de acero inoxidable, el curtido de cuero, la fabricacion de

pinturas y pigmentos textiles o fungicidas y fertilizantes, siendo eliminado principalmente a
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través de los efluentes de estas industrias y a través de las aguas residuales urbanas (Ertani et
al., 2017; Kamila et al., 2025). Es el séptimo elemento mas abundante de la Tierra y el vigésimo
primero en la corteza terrestre (0,1-0,3 mg kg™!) (Ertani et al., 2017). En el entorno natural, el
cromo se presenta fundamentalmente en dos estados de oxidacion estables: el trivalente Cr (I1I)
y el hexavalente Cr (VI) (Kamila et al., 2025). La toxicidad que puede representar el cromo va
a depender de su forma quimica y va a dar lugar a un amplio espectro de reacciones. Mientras
que el Cr (III) es menos movil y presenta menor biodisponibilidad, el Cr (VI) forma compuestos
solubles como cromatos y dicromatos, caracterizados por su alta movilidad, biodisponibilidad
y toxicidad (Ertani et al., 2017). A nivel celular, el Cr (VI) puede atravesar facilmente las
membranas celulares y, una vez en el interior, reducirse a Cr (III), generando especies reactivas
y formando complejos intracelulares con macromoléculas como el ADN. Este proceso estd
asociado a efectos mutagénicos, estrés oxidativo y dafio celular, lo que explica su caracter

altamente toxico y cancerigeno (Figura 1B) (Siddiqa & Faisal, 2019; Xing et al., 2025).

El tratamiento mas habitual de residuos y aguas contaminadas con cromo consiste en reducir el
Cr (VI), mas toxico y movil, a Cr (III), menos peligroso. Las principales estrategias de
eliminacion del cromo hexavalente incluyen métodos fisicoquimicos tales como excavacion,
extraccion, fijacion quimica o lavado de suelos (E1 Montassir et al., 2025). Estas estrategias son
muy eficientes para un alto contenido de Cr (VI), pero conllevan limitaciones para su
aplicaciodn, ya sea por los productos quimicos que hay que utilizar o por las propiedades de la
zona contaminada. Ademads, tienen el riesgo de generar contaminaciones secundarias en el
proceso de eliminacion (Tumolo et al., 2020). Una alternativa a estas limitaciones es la
biorremediacion. Se trata de una técnica que consiste en utilizar las capacidades fisiologicas y
metabolicas de los organismos para eliminar, transformar o inmovilizar contaminantes. La
biorremediacion se utiliza para la eliminacion de metales pesados, por lo que es una opcion
para descontaminar zonas con diversos niveles de contaminacion por Cr (VI). Dentro de las
técnicas de biorremediacion destaca la fitorremediacion, que utiliza ciertas plantas que pueden
acumular metales en sus tejidos. Cuando la acumulacion ocurre en la parte aérea
(fitoextraccion), las plantas pueden cosecharse para retirar el contaminante del medio. Si, por
el contrario, el metal se retiene en raices o en la rizosfera sin trasladarse a la parte aérea

(fitoinmovilizacion), se reduce el riesgo de entrada en la cadena tréfica (Shahid et al., 2017).

En situaciones de estrés por metales pesados, las plantas pueden mostrar respuestas adaptativas

como la hormesis, un fenémeno caracterizado por la estimulacion del crecimiento a bajas
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concentraciones del agente estresante y su inhibicion a concentraciones elevadas (Erofeeva,
2022). En el caso del cromo, altas concentraciones pueden provocar efectos fitotoxicos como
inhibicién del crecimiento, clorosis, necrosis, alteraciones fotosintéticas y dafio celular (Jun et
al., 2009). Sin embargo, se ha visto que la interaccion entre plantas y microorganismos
desempena un papel clave en la fitorremediacion de metales toxicos, especialmente de Cr (VI).
Estos microorganismos pueden mejorar este proceso mediante la metilacion, la modificacion
del pH del suelo, la facilitacion de reacciones redox y la secrecion de compuestos quelantes
(como sideroforos y acidos organicos), asi como de biosurfactantes (Qureshi et al., 2024a).
Estas interacciones, especialmente aquellas que implican rizobios y bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (Plant Growth-Promoting Bacteria, PGPB), son fundamentales para que
las plantas puedan adaptarse a suelos contaminados con metales pesados y favorecer procesos
de fitorremediacion (Lee & Cho, 2026). Las PGPB estimulan el crecimiento vegetal mediante
mecanismos directos como: solubilizacién de fosforo, fijacion de nitrogeno (actividad
nitrogenasa), captacion de hierro mediante sideroforos, sintesis de fitohormonas (auxinas,
citoquininas, giberelinas), asi como la reduccion de los niveles de etileno en las plantas,
mediante la actividad de la ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato) desaminasa (Gémez-
Godinez et al., 2023). También actiian mediante mecanismos indirectos como la produccion de
antibioticos o antifungicos frente a fitopatdgenos, la competencia por el hierro en la rizosfera y
la sintesis de enzimas de defensa (Gomez-Godinez et al., 2023; Vocciante et al., 2022). En el
caso concreto de los rizobios, pertenecientes a Alpha y Betaproteobacteria, pueden infectar
tejidos vegetales y formar nodulos en raices de leguminosas, donde fijan el nitrégeno
atmosférico gracias a la actividad nitrogenasa (Fagorzi et al., 2018). Ademas, dentro del nodulo,
la presencia de leghemoglobina contribuye a mantener un ambiente microaerdbico, necesario

para la actividad nitrogenasa (Ott et al., 2005).

Las leguminosas, pertenecientes a la familia Fabaceae, se caracterizan por presentar frutos en
forma de vaina y constituyen la tercera familia mas grande de plantas con flores, con mas de
20.000 especies, que incluyen plantas herbaceas, arbustivas y arboreas, algunas de las cuales se
utilizan como alimento para humanos o forraje (Hughes et al., 2025; Jach et al., 2022). Diversos
géneros de rizobios como Bradyrhizobium, Rhizobium, Mesorhizobium y Ensifer, pueden fijar
nitrogeno de manera eficiente en estas plantas y contribuir a su crecimiento (Nakei et al., 2022).
Una planta modelo y con interés creciente es el altramuz blanco (Lupinus albus), cuyo cultivo
ha aumentado debido a, no solo a su capacidad para crecer en suelos pobres y en condiciones

adversas, sino también por su utilizacion en la alimentacion animal y en la dieta humana,
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consecuencia del elevado contenido proteico de las semillas. Ademads, su cultivo contribuye a
mejorar la fertilidad del suelo al enriquecerlo con compuestos nitrogenados (Pereira et al.,
2022). Esta especie, aparte de formar nodulos (Figura 2A) en sus raices mediante simbiosis
con rizobios, principalmente del género Bradyrhizobium, también es capaz de generar raices
proteoides (pequefios conglomerados de raices laterales y cortas) que se observan en las raices
secundarias (Figura 2B) (Quifiones et al., 2021). Las raices proteoides aumentan
significativamente el volumen de la rizosfera, y son capaces de movilizar nutrientes como
fosforo (P), hierro (Fe), zinc (Zn) y manganeso (Mn) mediante la induccion de cambios
quimicos en la rizosfera. Normalmente, las raices proteoides, aparecen en bajas concentraciones
de P, no obstante, en algunas especies aparecen en suelos deficientes en Fe (Quifiones et al.,
2021). Ambos 6rganos (nddulos y raices proteoides) estan estrechamente relacionados con los

metabolismos del N y el P (Pueyo et al., 2021).

Figura 2. Fotografia del sistema radical de Lupinus spp y ndédulos. A: sistema radical de Lupinus spp compuesto
por una raiz principal de la que emergen las raices secundarias. El triangulo blanco muestra las raices proteoides
(cluster roots) situadas en ciertas zonas de las raices secundarias. B: noédulos radiculares visibles como pequenas
estructuras redondeadas y engrosamientos en la raiz, generalmente de color blanquecino o rosado, formados tras
la infeccion por bacterias simbioticas.

Dentro de este contexto, la eleccion de este tema surge de la creciente preocupacion por la
contaminacion por metales pesados, especialmente por cromo, debido a su impacto negativo
sobre el medio ambiente, la agricultura y la salud humana. La acumulacion del cromo en suelos
agricolas supone un problema relevante no solo desde el punto de vista ambiental, sino también
econdmico y sanitario, ya que puede afectar a la productividad de los cultivos y favorecer la
entrada de compuestos toxicos en la cadena alimentaria. En un 4mbito educativo y de
contribucion a la ciencia, este trabajo permite profundizar en areas de gran interés actual como
la microbiologia ambiental, la fisiologia vegetal y la biotecnologia aplicada a Ila
biorremediacion, destacando la importancia de las interacciones planta-microorganismo en el

desarrollo de estrategias mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente.

8
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bjetivos

Analizar y comparar el papel de microorganismos simbiontes con L. albus en
condiciones de estrés por cromo, con el fin de comprender mejor los mecanismos
implicados y su potencial aplicacion en estrategias de fitorremediacion, asi como
estudiar su capacidad de nodulacion, la actividad nitrogenasa de las raices y otros
parametros fisiologicos.

Estudiar la actividad de la ACC desaminasa de las bacterias asociadas a las raices para
determinar su contribucién al crecimiento y desarrollo de la planta bajo condiciones de
estrés por cromo.

Estudiar distintos ecotipos de L. albus en presencia y ausencia de cromo para
profundizar en como afecta el cromo a la produccion de raices proteoides junto con

otros parametros fisiologicos.

3. Materiales y metodos

3.1. Material vegetal

El material vegetal de este estudio fue el altramuz blanco (L. albus). Para el experimento de

raices proteoides se utilizaron los ecotipos 3896, 4773,4776,5174 y 6256 y para el experimento

de nodulacidn se utilizé la variedad Orden Dorado. Las condiciones de la camara de crecimiento

fueron: fotoperiodo de 14 h de luz y 10 h de oscuridad, temperatura entre 25°C (luz) y 20°C

(oscuridad), y humedad relativa entre 50-80% (Figura 3). Las plantas se cultivaron con

distintos tratamientos durante cinco semanas. Las semillas de los distintos ecotipos o variedades

de L.

albus utilizados fueron proporcionadas por el equipo de Leguminosas Grano del

CICYTEX (Centro de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de Extremadura, Badajoz).

Figura 3. Distribucion de los distintos tratamientos en la cdmara de crecimiento.
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3.2. Cepas bacterianas
Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo estan indicadas en la Tabla 1. Todas las cepas

fueron cultivadas en el medio de cultivo Vincent (Vincent, 1970).

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en el experimento de nodulacion donde se presenta el nimero asignado a
cada muestra bacteriana, la cepa correspondiente, la familia a la que pertenece, el porcentaje de identidad y la

concentracion minima inhibitoria (MIC) de cromo (VI) para cada una de ellas.

Muestra Cepa Familia % de MIC
identidad (CrOs)
1 Burkholderia sp. Burkholderiaceae 99.45% > 750
8 Priestia aryabhattai Bacillaceae - -
9 Bradyrhizobium lupini LLZ14 Nitrobacteraceae 99.00% >350
19 Bacillus sp. EP23 Bacillaceae 94.63% > 500
24 Bradyrhizobium lupini L1Z14 Nitrobacteraceae 99.86% > 200
26 Burkholderia sp. WSM4182 Burkholderiaceae 99.74% >350
29 Bradyrhizobium lupini L1Z14 Nitrobacteraceae 99.86% >350
30 Bradyrhizobium sp. Nitrobacteraceae - -
32 Bradyrhizobium lupini LLZ14 Nitrobacteraceae 97.36% > 200
34 Bradyrhizobium sp. SSUT18 Nitrobacteraceae 98.90% >200
35 Bradyrhizobium lupini LLZ14 Nitrobacteraceae 97.53% >200
36 Bradyrhizobium lupini LLZ14 Nitrobacteraceae 97.67% > 200
37 Bradyrhizobium sp. Nitrobacteraceae - -
38 Bacillus sp. P12-9 Bacillaceae 98.53% > 750
40 Pseudarthrobacter siccitolerans M-31 Micrococcaceae 98.17% >350
52 Burkholderia sp. WSM4181 Burkholderiaceae 99.80% >350
55 Peribacillus muralis LMG 20238 Staphylococcaceae 97.95% > 750
60 Bradyrhizobium japonicum Nitrobacteraceae 99.61% >350
61 Burkholderia sp. URHA0054 Burkholderiaceae 99.14% >350
63 Arthrobacter sp. NCCP-773 Micrococcaceae 96.48% >350
64 Bradyrhizobium lupini L1LZ14 Nitrobacteraceae 99.26% > 200

3.3. Protocolo de esterilizacion de semillas

Las semillas de altramuz se esterilizaron superficialmente mediante la inmersion en cloruro de
mercurio (HgCL) al 1% (p/v) durante cinco minutos. Posteriormente, se hicieron cuatro lavados
con agua destilada de dos minutos cada uno. Finalmente, se dejaron las semillas en agua

destilada durante una hora con el objetivo de realizar la siembra transcurrido dicho tiempo.

3.4. Siembra

En total se hicieron 22 tratamientos para el experimento de nodulacion, siendo uno de ellos un

control (sin inoculacioén), y cinco tratamientos para el experimento de raices proteoides.
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Ademas, por cada tratamiento se pusieron 10 plantas. Se rellenaron botes de farmacia de 1 L
de volumen con aproximadamente 400 g de vermiculita, se taparon con papel de autoclave y se
esterilizaron a 121°C durante 20 min. Se quitaron las tapas por primera vez a la hora de la
siembra de las semillas. Las semillas de altramuz blanco se esterilizaron mediante el protocolo
anteriormente mencionado. En cada bote se pusieron dos semillas y, para el experimento de
nodulacién, se hicieron dos inoculaciones con la cepa correspondiente (Tabla 1), una en el
momento de la siembra y otra una vez transcurridos siete dias. Las plantas se regaron con la
solucion nutritiva correspondiente diferenciando si contenia o no cromo (Figura 4). Una vez la
planta habia crecido lo suficiente (aproximadamente 10 dias) se cortaron los cotiledones para

estimular la nodulacion.

Cr- Cr+

Figura 4. Esquema de la disposicion de cada tratamiento. A la derecha se ponen las plantas que se riegan con la
solucion nutritiva afadiendo cromo (CrOs3) 250 uM y a la izquierda las plantas que se riegan solo con la solucion
nutritiva, sin cromo.

3.5. Soluciones y riego

La solucién nutritiva empleada para ambos experimentos (nodulacion y raices proteoides) fue
la solucion de Hoagland (Hoagland, 1920). En el experimento de nodulacién salvo en el control,
se elimino la fuente de nitrégeno para favorecer la nodulacion. Se regd tres veces por semana.
La primera semana se regd con 25 mL de agua destilada. La segunda semana con 25 mL de la
solucion nutritiva diluida V4. La tercera semana con 50 mL de la misma solucion diluida ', y
desde la cuarta semana hasta la retirada de los experimentos (5 semanas) con 50 mL de la misma
solucion sin diluir. En todos los casos se diferencid entre solucidon nutritiva con y sin cromo

(Figura 4).
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3.6. Recogida de muestras y analisis fisiologicos

Area foliar

Para medir el area foliar se selecciono la hoja mas joven y completamente expandida de cada
planta (es decir, 10 hojas por tratamiento) y se escaneo utilizando un escaner Epson Perfection

V350 Photo (Suwa, Japon) para, posteriormente, cuantificar el area foliar con la herramienta

informatica ImagelJ v.1.53 (NIH, Bethesda, MD, EE. UU.) en mm?.

Contenido de clorofila

El contenido de clorofila se midio el dia anterior a la recoleccion de las plantas, empleando una
técnica no invasiva. Se realizaron dos mediciones por planta. El contenido total de clorofilas se
determind mediante un medidor portatil de clorofila de Opti-Sciences Inc. (modelo CCM-200

plus) (Hudson, NH, EE. UU.).

Peso humedo y peso seco

Para pesar tanto la parte aérea como la raiz, ambas partes se separaron de la planta y se pesaron
en una balanza de precision. Para el peso seco, se secaron las muestras durante 48-72 h en una

estufa a 60°C.

Nodulos

(% \ \ |] T
e Esterilizacion e o / J
- Etanol 96% incent solido b
denothwos + HgCi 1% () 28°C \C___ -
. Agua destilada 282C »\_/
150 rpm

Figura 5. Esquema del protocolo de extraccion y asilamiento de las bacterias de los nddulos creado con Biorender.
Primero se separa la raiz de la parte aérea, posteriormente se extraen los nddulos de la raiz y se almacenan y pesan
en tubos Eppendorf. A continuacion, se esterilizan utilizando alcohol al 96%, HgCl, al 1% (v/v) y agua destilada
estéril. Tras homogeneizarse en un mortero, se siembra en placas con medio de cultivo Vincent solidificado
(Vincent, 1970). Las placas se pasan a crecer a 28°C en el incubador orbital INC 125 FS digital (IKA-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania). Una vez hay colonias, se coge una aislada que crecera en medio de cultivo
Vincent liquido (Vincent, 1970) a 28°C y 250 rpm en el mismo incubador.

El protocolo de extraccion y aislamiento de las bacterias de los nédulos se resume en la Figura
5. Soélo se esterilizaron los nodulos mas grandes o que presentaban mejor estado de cada bandeja

(mas rojizos).
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Raices proteoides

Tanto para el experimento de raices proteoides como para el de nodulacion, se localizaron las
raices proteoides (Figura 2B). Para ello, se lavaron cuidadosamente las raices con agua y
posteriormente se aislaron las raices proteoides mediante corte, procesandolas por separado.
Cabe senalar que, en el célculo del peso total de la raiz, se incluyd también el peso

correspondiente a las raices proteoides.

3.7. Actividad nitrogenasa

Para medir la actividad nitrogenasa se introdujeron 10 mL de acetileno en tubos de 110 mL de
volumen donde se habian introducido previamente las raices, siguiendo el protocolo de
reduccion de acetileno (Ruiz-Diez et al., 2008). Se dejo actuar durante una hora con el objetivo
de que las bacterias presentes en los nodulos redujesen el acetileno a etileno. Se empled un
cromatografo de gases Agilent 8860 (Santa Clara, CA, EE. UU.), con dos columnas HP-
PLOT/Q de 15 y 30 m, situadas en serie. El gas portador fue nitrégeno a una presion de cinco

atmosferas, con una pureza del 100% y a un flujo de 15 mL min™'.

3.8. Protocolo ACC desaminasa

Para los estudios de ACC desaminasa se crecieron las bacterias (Tabla 1) en medio de cultivo
Vincent (Vincent, 1970) y se siguio el protocolo descrito por Msaddak et al., (2023). Se empled
un espectrofotdometro Beckman DU 640 (Fullerton, CA, EE. UU.) a una longitud de onda de
540 nm. Los resultados se expresan como pmoles de O-cetobutirato mg proteina™ h™l. Con
objeto de expresar la actividad ACC desaminasa por concentracion de proteina en los extractos,

se estimo ésta siguiendo el protocolo de Bradford (Bradford, 1976).

3.9. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utilizd el kit comercial DNeasy Ultraclean Microbial Kit de

Qiagen (Hilden, Alemania) y se siguieron las indicaciones del fabricante.

3.10. PCR

El ADN que codifica el ARN ribosomico 16S se amplifico de acuerdo a Ruiz-Diez et al. (2008)
con algunas modificaciones. Los cebadores utilizados fueron fD1 y rP2 (Tabla 2). La PCR se
llevo a cabo en un volumen de 50 puL, conteniendo 2 mM MgCl, (4 uL, Applied Biosystems),
tampon Gold 10X (5 uL, Applied Biosystems), 10 mM de dNTP (1 pL), 10 uM de cada cebador
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(2 pL cada uno), 2.50 U de DNA polimerasa AmpliTaq Gold (0.5 puL, Applied Biosystems) y
entre 50 y 100 ng de ADN genomico (1 pL).

Tabla 2. Secuencia de los cebadores empleados en la PCR en sentido 5’ 3°.

Cebadores Secuencia
D1 ccgaattcgtcgacaacAGAGTTTGATCCTGGCTCAG
rP2 cccgggatccaagctt ACGGCTACCTTGTTACGACTT

3.11. Purificacion de ADN

Una vez confirmada, mediante electroforesis, la amplificacion por PCR de la secuencia de
interés, utilizando como fuente de alimentacion el sistema PowerPac 300 y la cubeta horizontal
Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.), se procedi6 a la
purificacion del ADN empleando el kit NZY Gelpure de NZYtech (Lisboa, Portugal), siguiendo

las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

3.12. Tratamiento estadistico

Para el tratamiento estadistico de los datos se han utilizado las herramientas informaticas
Microsoft Excel version 2604 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EE. UU.) y Graphpad
Prism version 11.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.), donde se ha usado el
analisis ANOVA de dos vias seguido de una prueba post hoc de Tukey. Se ha establecido como
significante a partir de p < 0.05. Los resultados obtenidos se han representado utilizando el
programa GraphPad. Los experimentos de nodulacién y raices proteoides se hicieron por

quintuplicado, y los relacionados con ACC desaminasa y nitrogenasa por duplicado.

3.13. Uso de inteligencia artificial

Para la elaboracion del presente trabajo se han empleado herramientas de inteligencia artificial,
concretamente ChatGPT, ChatPDF y Copilot, como apoyo complementario al estudio y analisis
de los contenidos, asi como para mejorar la comprension y correccion del texto, la busqueda
bibliografica y el apoyo en la discusion e interpretacion de los resultados. En ningtin caso han
sido utilizadas como sustituto de fuentes académicas ni para la generacion directa de contenidos
sin revision critica. La informacion proporcionada por dichas herramientas ha sido contrastada
con bibliografia cientifica y fuentes académicas fiables, garantizando asi el rigor y la validez

del contenido presentado.
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4. Resultados y discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo pueden contextualizarse dentro del marco de la
sostenibilidad ambiental y la blisqueda de estrategias agricolas mas sostenibles frente a la
contaminacion por metales pesados. En este sentido, el estudio de la tolerancia al cromo en L.
albus y de la interaccion con microorganismos beneficiosos resulta de interés por su posible
aplicacion en procesos de biorremediacion y recuperacion de suelos contaminados (Quifiones
etal., 2021). Ademas, este trabajo se relaciona con diversos Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS), especialmente el 2 (Hambre cero) ya que busca mejorar la sostenibilidad agricola y la
tolerancia de cultivos frente a contaminantes, 3 (Salud y bienestar) por promover estrategias
que reducen el impacto de metales toxicos sobre la salud humana, 13 (Accién por el clima) por
el desarrollo de técnicas sostenibles como la biorremediacion frente a la contaminacion
ambiental, y 15 (Vida de ecosistemas terrestres) porque contribuye a la recuperacion y
proteccion de suelos contaminados y ecosistemas terrestres. Asimismo, se engloba dentro del
enfoque One Health, que destaca la conexion existente entre la salud ambiental, animal y
humana, poniendo de manifiesto la importancia de desarrollar estrategias que reduzcan el

impacto de contaminantes toxicos en los ecosistemas y en la cadena alimentaria.

4.1. Estudio de la simbiosis leguminosa-rizobio en presencia de cromo (VI)

Se llevo a cabo un experimento de nodulacién en condiciones controladas entre L. albus y
distintas cepas bacterianas (Tabla 1) para estudiar el efecto del cromo sobre esta interaccion.
Para ello, se inocularon diferentes microorganismos potencialmente promotores del
crecimiento vegetal y se evalud su influencia sobre diversos parametros fisioldgicos y
simbioticos en presencia y ausencia de cromo, asi como la actividad nitrogenasa desarrollada
en la raiz de la planta. Ademas, se realizé la secuenciacion de las bacterias aisladas de los
nodulos con el fin de verificar la identidad taxondémica de las cepas recuperadas tras el

experimento.

Con el fin de confirmar la identidad taxondomica de las bacterias aisladas de los ndédulos, las
muestras obtenidas se aislaron, amplificaron mediante PCR y purificaron con objeto de ser
enviadas a secuenciar, obteniéndose los resultados que se muestran en la Tabla 3. En general
se observd una posible contaminacion por Bradyrhizobium sp., probablemente favorecida por

la proximidad entre tratamientos durante el experimento. Asimismo, se identificaron algunas
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cepas que no correspondian con las inicialmente inoculadas, lo que sugiere que parte de la
contaminacion podria haberse producido durante el almacenamiento o manipulacion de las
muestras. No obstante, pese a estas limitaciones metodologicas, los resultados obtenidos
contintian siendo de utilidad para identificar tendencias fisiologicas y posibles cepas bacterianas

de interés frente al estrés por cromo.

Tabla 3. Resultados obtenidos tras la secuenciacion de las cepas bacterianas extraidas de los nodulos. Se puede
observar cada muestra junto con la cepa inoculada inicialmente y la que se obtuvo tras la secuenciacion.

Muestra Cepa de inoculacion Cepa tras secuenciacion
1 Burkholderia sp. No se secuencio: no se obtuvieron nodulos
8 Priestia aryabhattai Bradyrhizobium sp.
9 Bradyrhizobium lupini LLZ14 Bradyrhizobium sp.
19 Bacillus sp. EP23 Bradyrhizobium sp.
24 Bradyrhizobium lupini LLZ14 Bradyrhizobium sp.
26 Burkholderia sp. WSM4182 No se secuencid: no se obtuvieron ndédulos
29 Bradyrhizobium lupini L1LZ14 Staphylococcus hominis
30 Bradyrhizobium sp. Bradyrhizobium sp.
32 Bradyrhizobium lupini L1LZ14 Bradyrhizobium sp.
34 Bradyrhizobium sp. SSUT18 Ralstonia insidiosa
35 Bradyrhizobium lupini L1LZ14 Bradyrhizobium canariense
36 Bradyrhizobium lupini LLZ14 Bradyrhizobium sp.
37 Bradyrhizobium sp. Ralstonia insidiosa
38 Bacillus sp. P12-9 No se secuencid
40 Pseudarthrobacter siccitolerans M-31 Bradyrhizobium sp.
52 Burkholderia sp. WSM4181 Bradyrhizobium sp.
55 Peribacillus muralis LMG 20238 Bradyrhizobium lupini
60 Bradyrhizobium japonicum Bradyrhizobium sp.
61 Burkholderia sp. URHA0054 Bradyrhizobium sp.
63 Arthrobacter sp. NCCP-773 Bradyrhizobium canariense
64 Bradyrhizobium lupini LLZ14 Bradyrhizobium sp.
Area foliar

El area foliar constituye un parametro fisioldgico clave, ya que refleja directamente la capacidad
fotosintética y el crecimiento vegetal. Diversos estudios realizados en leguminosas han descrito
una disminucién de este parametro bajo condiciones de estrés por metales pesados (Pandey et
al., 2022). En el caso concreto de L. albus, se ha observado que este tipo de estrés afecta al
desarrollo foliar, provocando una reduccion del tamafio de las hojas y, en consecuencia, del

area foliar (Quifiones et al., 2021).
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Los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 6. En conjunto, se observa una
disminucion del area foliar en las plantas tratadas con cromo en comparacion con las
condiciones sin tratamiento, lo que indica un efecto fitotoxico del metal sobre el crecimiento
vegetal. Esta reduccion del area foliar puede estar relacionada con la inhibicién de procesos
fisiologicos clave. Segun la bibliografia, el cromo afecta a la fotosintesis en términos de fijacion
de COg, transporte de electrones y actividad enzimética. También afecta a otros procesos clave
como la conductancia estomatica y la tasa de transpiracion, donde a altas concentraciones la
reduccién es mayor (Subrahmanyam, 2008). Ademas, el cromo es conocido por inducir estrés
oxidativo al aumentar la produccion de ROS (reactive oxygen species, por sus siglas en inglés),
lo que puede afectar a la integridad celular y limitar el desarrollo de los tejidos foliares (Sharma
et al., 2020). Aun asi, hay cepas en las que no hubo diferencias significativas entre condiciones,
llegando incluso a ser superior en el tratamiento con cromo como es el caso de la cepa 19. Esto
podria indicar una mayor tolerancia en presencia de este metal. También cabe destacar que la
presencia de diferencias significativas en el tratamiento control sugiere que, en ausencia de
microorganismos, el efecto del cromo es muy notable, lo que refuerza la hipdtesis de que ciertas
bacterias pueden ejercer un papel protector frente al estrés por metales pesados (Qureshi et al.,

2024).
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Figura 6. Efecto del Cr (VI) sobre el area foliar en plantas de L. albus frente a cada indculo, siendo “C” el control.
En verde se observan las plantas regadas sin cromo y en naranja las plantas regadas con cromo. Se representa con
la media (n=5) + SE. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (-Cr vs
+Cr) (* p <0,05; ** p <0,02; *** p <0,001; ****p <0,0001).

No obstante, dado que existian diferencias basales de crecimiento entre tratamientos, se calculo
el area foliar relativa (AFR) (Ecuacion 1) con el objetivo de comparar de forma mas precisa el
efecto del cromo entre las distintas cepas bacterianas. Este pardmetro permitidé expresar la

respuesta al estrés en términos relativos respecto a sus correspondientes controles sin cromo.
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Area foliar tratada con cromo

Area foliar relativa (AFR) = 100

Area foliar sin cromo

Ecuacion 1. Calculo del area foliar relativa en %.

Tabla 4. Cada indculo (Inoc) frente a su area foliar relativa (AFR) en %. “C” es el control. Se han clasificado los
resultados en tres grupos: rojo aquellos que tienen mayor sensibilidad al cromo, aquellos que tienen una
sensibilidad moderada, y en aquellos que presentan mayor tolerancia.

Inoc C 1 8 9 19 24 26 29 30 32 34 35 36 37 38 40 52 55 60 61 63 64
AFR 75 73 87 8 105 60 64 94 91 8 65 75 99 (67 82 79 9 62 77 60 91 62
(%)

Los resultados obtenidos del calculo del AFR se pueden observar en la Tabla 4. La mayoria de
los tratamientos presentaron valores inferiores al 100%, lo que indica una reduccién del area
foliar en presencia de cromo y, por tanto, un efecto fitotoxico del metal. No obstante, se
observaron diferencias notables entre cepas. Las cepas clasificadas como menos tolerantes (24,
26, 34, 37, 55, 61 y 64) mostraron los valores mas bajos de AFR (= 60—67%), evidenciando
una alta sensibilidad al cromo y una menor capacidad de mitigacion del estrés. Entre estas cepas
cuatro pertenecen al género Bradyrhizobium, dos son Ralstonia insidiosa y una es una posible
Burkholderia (Tabla 3). Las cepas clasificadas con sensibilidad moderada (control, 1, 35, 40,
60) presentaron un AFR entre 70-80%. Estas cepas pertenecen todas al género Bradyrhizobium
(Tabla 3). Por ultimo, las cepas clasificadas como tolerantes (8, 9, 19, 29, 30, 32, 36, 38, 52y
63) representaron el grupo mas numeroso, con valores cercanos o incluso superiores al 100 %,
lo que sugiere una mayor tolerancia al metal. Entre estas cepas se encontraban cuatro que
pertenecen al género Bradyrhizobium, un Staphylococcus hominis, y un posible Bacillus (Tabla

3).

Segun la bibliografia, Bradyrhizobium es, con diferencia, el género de rizobios que se encuentra
con mayor frecuencia asociado a L. albus. Asimismo, algunas cepas de Bradyrhizobium son
capaces de absorber y acumular metales, lo que podria contribuir a mejorar el crecimiento
vegetal y la respuesta fisiologica de las plantas bajo condiciones de estrés (Salmi & Boulila,
2021; Sprent et al., 2017). Esto es coherente ya que mayoritariamente encontramos este género
entre las cepas moderadamente tolerantes y tolerantes. Concretamente, la cepa 19 mostré un
valor superior al control (105%), lo que podria indicar un posible efecto beneficioso o protector

frente al estrés por cromo.

En relacion con el resto de los géneros, se ha visto que la inoculacion con Burkholderia puede
mejorar el crecimiento de leguminosas y reducir la absorcion de metales pesados en suelos

contaminados (Shanmugasundaram & Somasundaram, 2024). En cuanto al género Ralstonia,
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ha sido ampliamente estudiado como un género patdégeno que infecta penetrando en la planta a
través de heridas radiculares o aberturas naturales, y una vez establecida, se propaga
rapidamente por el tejido vascular, provocando sintomas como oscurecimiento del xilema,
marchitez y, finalmente, la muerte de la planta (Benezech et al., 2020; Kurabachew & Wydra,
2013). Esto concuerda con el hecho de que se encuentre en el grupo donde el area foliar se ve
mas perjudicada. Por otro lado, el género Bacillus presenta una elevada capacidad para producir
compuestos que promueven el crecimiento vegetal, asi como mecanismos para mitigar los
efectos toxicos del Cr (VI), como es su reduccion a Cr (I11), la activacion de enzimas implicadas
en la detoxificacion de ROS y la reparacion del dafio en el ADN, lo que guarda coherencia al
encontrarlo entre las cepas mas tolerantes. Por ultimo, sobre la cepa Staphylococcus hominis
no hay muchos estudios en plantas, no obstante, se ha descrito que esta cepa forma parte de la
microbiota de la piel (Kloos & Schleifer, 1975). Aun asi, es considerada una bacteria endofitica
no rizobiana procedente de los nddulos radiculares de algunas plantas, y se ha visto que puede
presentar ciertas propiedades promotoras del crecimiento vegetal (Bakhtiyarifar et al., 2021).
Sin embargo, no se ha encontrado bibliografia donde se haya estudiado la interaccion entre esta

especie y L. albus.
Peso fresco de las partes aérea y radicular

Los pesos frescos aéreo y radicular son parametros fisiologicos muy utilizados porque permiten
evaluar de forma directa el crecimiento vegetal y el estado general de la planta frente a
condiciones de estrés. El peso fresco de la parte aérea refleja el desarrollo de hojas y tallos, y
esta estrechamente relacionado con la capacidad fotosintética y la acumulacion de biomasa. Por
otro lado, el peso fresco radicular permite analizar el desarrollo del sistema de raices,
fundamental para la absorcion de agua y nutrientes y para la adaptacion frente a condiciones
adversas como la toxicidad por metales pesados. En la bibliografia se ha visto en L. albus una
disminucién general de la biomasa causada por la presencia de metales pesados (Quifiones et

al., 2021).

Los resultados relacionados con el peso fresco de la parte aérea y radicular se pueden observar
en la Figura 7. En primer lugar, destaca la clara diferencia observada en el control sin
inoculacién, donde las plantas tratadas con cromo (+Cr) presentan una notable reduccion del
peso fresco tanto de la parte aérea como radicular, en comparacion con las condiciones sin
tratamiento (-Cr). Este resultado evidencia, nuevamente, el impacto negativo del cromo sobre

el crecimiento vegetal en ausencia de microorganismos.
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Figura 7. Efecto del Cr (VI) sobre los pesos frescos de las partes aérea y radicular de plantas de L. albus frente a
cada indculo, siendo “C” el control. En verde se observan las plantas regadas sin cromo y en naranja las plantas
regadas con cromo. A: peso fresco aéreo en g frente a cada indculo. B: peso fresco de la raiz total en g frente a

cada indéculo. Se representa con la media (n=5) + SE. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (-Cr vs +Cr) (* p < 0,05; ** p <0,02; *** p <0,001; **** p <0,0001).

En la parte aérea (Figura 7A), la mayoria de los in6culos muestran diferencias significativas
entre condiciones, evidenciando una disminucidn del crecimiento bajo estrés por cromo. Sin
embargo, en las cepas 8 y 19 no se observaron diferencias significativas entre -Cr y +Cr, lo que
podria indicar una mayor tolerancia al metal o un posible efecto protector de estas bacterias
frente al estrés por cromo. Ambas son Bradyrhizobium, lo que nuevamente explica su capacidad

para tolerar mejor la contaminacion por metales pesados (Salmi & Boulila, 2021).

En el peso fresco radicular (Figura 7B) se observa una tendencia general de disminucion bajo
estrés por cromo, aunque en algunas cepas las plantas regadas con cromo presentan valores
superiores al de las plantas sin tratamiento con cromo (1, 8, 24, 29, 34 y 36). Esto sugiere una
posible estimulacion del crecimiento radicular, asociada a una respuesta adaptativa de la planta
y al efecto de ciertas bacterias que pueden favorecer el desarrollo y reducir la toxicidad del
metal. Concretamente las cepas 24 y 36 mostraron diferencias significativas, viendo un

incremento radicular en el tratamiento con cromo (ambas Bradyrhizobium). Este
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comportamiento podria estar relacionado con el fenomeno de hormesis, ya que, segun la
bibliografia, dependiendo de la dosis aplicada (concentracion y tiempo de exposicion), el Cr
(VI) puede ejercer tanto un efecto estimulador como inhibidor sobre el crecimiento radicular

(Patnaik et al., 2013).

Clorofila

Antes de entrar en detalle sobre los resultados obtenidos respecto a la produccion de clorofila,
cabe destacar que, a simple vista, en algunos tratamientos se pudo observar una clara diferencia

de color entre las plantas regadas con y sin cromo (Figura 8).

Figura 8. Fotografia de 6 macetas de L. albus junto con los indculos 1, 9 y 29, diferenciando entre tratamientos
con cromo (Cr+) y sin cromo (Cr-). Se observa principalmente en los tratamientos 9 y 29 una clara disminucion
del color y la turgencia de las hojas en el caso de las plantas regadas con cromo, en comparacion de las que fueron
regadas sin cromo. Por el contrario, en el inéculo 1 no se observan grandes diferencias.

Al estudiar los resultados obtenidos (Figura 9), en general se observa una disminucion en el
contenido de clorofila en las plantas regadas con cromo respecto a las que no fueron regadas
con cromo, lo que refleja el efecto negativo del metal sobre la capacidad fotosintética de L.
albus. Esta reduccion fue especialmente evidente en el control sin inoculacion, donde las
diferencias entre -Cr y +Cr fueron altamente significativas. La disminucion del contenido de
clorofila bajo estrés por cromo ha sido ampliamente descrita en la bibliografia donde se afirma
que las plantas expuestas a dicho metal mostraron una disminucion en los niveles de clorofila,
lo que podria deberse a una alteracion en la biosintesis de la clorofila (Sharma et al., 2020).
Ademas, la toxicidad por cromo suele reducir el crecimiento vegetal al causar alteraciones en
la estructura celular y en los cloroplastos, provocando clorosis foliar y disminucién del

contenido de pigmentos (Sharma et al., 2020).
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Figura 9. Efecto del Cr (VI) sobre la produccion de clorofila (umol m™) en plantas de L. albus, siendo “C” es el
control. En verde las plantas regadas sin cromo y en naranja las plantas regadas con cromo. Se representa con la
media (n=5) + SE. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (Cr~ vs
Cr) (* p <0,05; ** p <0,02; *** p <0,001; **** p <0,0001).

Sin embargo, algunas cepas mostraron una menor reduccion del contenido de clorofila, e
incluso valores similares o superiores a los tratamientos donde no se regé con cromo, como
ocurrid en las cepas 1, 19, 29 y 37. Este comportamiento podria indicar una mayor tolerancia
al cromo y un posible efecto protector de determinados microorganismos sobre el aparato

fotosintético de la planta.

No obstante, este parametro presentd una elevada variabilidad experimental. En algunos casos,
dos mediciones realizadas sobre una misma hoja mostraron valores muy diferentes, lo que
limita la fiabilidad de los datos obtenidos y dificulta la interpretacion biologica de ciertas
diferencias observadas. Ademds, la observacion visual de las plantas no siempre fue
completamente coherente con los valores registrados. Por tanto, los resultados relacionados con
la produccion de clorofila deben interpretarse con cautela y considerarse principalmente como
una aproximacion al estado fisiologico y fotosintético de las plantas, ya que serian necesarios

métodos mas precisos para confirmar estas diferencias.

Nddulos y raices proteoides

Es interesante estudiar los nodulos para determinar qué cepas bacterianas establecen esta
interaccion con L. albus y en qué medida lo hacen. Ademads, estudiar la aparicion de raices
proteoides también es un punto importante ya que se ha visto que podrian participar
indirectamente en la tolerancia a metales pesados al ayudar a modular la disponibilidad de

metales en la rizosfera (Quifiones et al., 2021).
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En cuanto al nimero de nodulos (Figura 10), en términos generales se observa una reduccion
muy marcada de la nodulacion en las plantas tratadas con cromo respecto a las condiciones sin
tratamiento. En numerosas cepas, el nimero de nédulos disminuy6 drasticamente o incluso fue
practicamente inexistente en presencia de Cr (VI), lo que indica un fuerte efecto negativo del
metal sobre el establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa. En la bibliografia se ha
reportado que varios metales pesados inhiben el crecimiento y modifican la morfologia, la
estructura y las actividades de varios grupos de microorganismos del suelo, incluyendo
fijadores simbioticos de nitrégeno (Stambulska et al., 2018). Esto podria explicar la marcada
reduccion de la nodulacion observada en los tratamientos regados con cromo. Sin embargo, se
pueden destacar varias cepas. Por un lado, la cepa 60 (perteneciente al género Bradyrhizobium),
mantuvo una capacidad de nodulacion relativamente elevada en comparacion con el resto de
las cepas en presencia de cromo, lo que podria indicar una mayor tolerancia al metal o una
mejor adaptacion de la interaccion simbiotica bajo estas condiciones. Por otro lado, la cepa 29
(Staphylococcus hominis) mostr6 una elevada capacidad de nodulacién, un resultado
especialmente interesante debido a que, de nuevo, no se ha encontrado bibliografia previa que
relacione esta especie con L. albus, 1o que podria abrir nuevas lineas de investigacion. Ademas,
las cepas 34 y 37 (ambas Ralstonia insidiosa) obtuvieron un nimero elevado de nodulos a pesar
de no estar descritas como unas de las bacterias con mayor capacidad de nodulacion en L. albus.
Aun asi, se ha visto que algunas especies de este género bacteriano tienen capacidad de nodular
y fijar nitrogeno al entrar en simbiosis con algunas leguminosas (Chen et al., 2003). El resto de
cepas que obtuvieron un elevado nimero de nddulos en condiciones sin cromo pertenecen al
género Bradyrhizobium, resultado coherente con la bibliografia, ya que este género constituye
el principal microsimbionte asociado a la nodulacion de L. albus (Fernandez-Pascual et al.,

2007).
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Figura 10. Efecto del Cr (VI) sobre el nimero de ndédulos en plantas de L. albus frente a cada indculo. En verde
las plantas regadas sin cromo y en naranja las plantas regadas con cromo. Se representa con la media (n=5) + SE.
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (-Cr vs +Cr) (* p < 0,05; ** p
<0,02; *** p <0,001; **** p <0,0001). Los in6culos que no nodularon no se representan.

Respecto al nimero de raices proteoides, unicamente algunos tratamientos presentaron este tipo
de estructuras y en cantidades muy bajas (datos no mostrados). Aunque en ciertos casos
aparecieron bajo condiciones de estrés por cromo, la elevada variabilidad y el reducido nlimero

observado dificultan establecer conclusiones claras sobre su relacion con el tratamiento.

Se midi6 la actividad nitrogenasa en las raices de L. al/bus inoculado con las cepas de la Tabla
1. Esta actividad es un parametro clave porque permite evaluar la capacidad funcional de la
simbiosis entre la planta y las bacterias fijadoras de nitrogeno. Asimismo, es responsable de la
fijacion biologica de nitrogeno atmosférico, un proceso esencial para el desarrollo de las
leguminosas, especialmente en suelos pobres en nutrientes (Li et al., 2024). El estudio de su
actividad permite determinar hasta qué punto el cromo afecta al funcionamiento de los nédulos

y a la eficiencia de la simbiosis. Los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 11.
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Figura 11. Efecto del Cr (VI) sobre la actividad nitrogenasa de raices de L. albus en pmol etileno planta’' min’!
frente a cada inoculo. En verde las plantas regadas sin cromo y en naranja las plantas regadas con cromo. Se
representa con la media (n=5) + SE. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos (-Cr vs +Cr) (* p < 0,05; ** p < 0,02; *** p < 0,001; **** p < 0,0001). Los in6culos que no
presentaron actividad no se representan.

Se observa una disminucion de la actividad nitrogenasa en las plantas tratadas con cromo
respecto a las tratadas sin cromo, lo que sugiere que el Cr (VI) afecta negativamente al
funcionamiento de los nddulos y a la eficiencia de la fijacion bioldgica de nitrogeno. Las cepas
1 y 26 que no habian nodulado, tampoco presentaron actividad nitrogenasa. Algunas cepas
como 30 y 63 (ambas pertenecientes al género Bradyrhizobium), presentaron los valores mas
altos de actividad nitrogenasa en condiciones sin cromo, aunque dicha actividad se redujo
significativamente bajo estrés por cromo. Por otro lado, algunas cepas como 9 y 60 (ambas
pertenecientes al género Bradyrhizobium) mostraron niveles bajos, pero sin llegar a mostrar
diferencias significativas de actividad en presencia de cromo, lo que podria sugerir una mayor
tolerancia al estrés y una cierta capacidad para conservar parcialmente la actividad de fijacion
de nitrogeno bajo condiciones adversas. Se ha reportado en la bibliografia que cepas de este

género son mas resistentes a la presencia de metales pesados que otros géneros (Zahran, 1999).

En conjunto, los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la respuesta de L. albus frente
al estrés por cromo depende en gran medida de la cepa bacteriana inoculada. Entre las cepas
estudiadas, algunas destacaron por mostrar un posible efecto protector en distintos parametros
fisiologicos. La cepa 19 presentd los resultados més favorables en el area foliar relativa y en el
mantenimiento del peso fresco aéreo bajo condiciones de estrés por cromo. Por su parte, las
cepas 8, 24 y 36 también mostraron una respuesta positiva en el peso fresco, mientras que la
cepa 60 destacod por su capacidad de nodulacion en presencia de cromo y por obtener una

elevada actividad nitrogenasa en presencia de cromo junto con la cepa 9. Estos resultados
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sugieren que determinadas bacterias podrian contribuir a mejorar la tolerancia vegetal al cromo

y presentan potencial interés en estrategias de fitorremediacion y agricultura sostenible.

4.2. Analisis de la actividad ACC desaminasa en bacterias inoculadas

Como parte de la caracterizacion de las cepas bacterianas descritas en la Tabla 1, se llevo a
cabo el protocolo ACC desaminasa. Durante el desarrollo del protocolo se plantearon varios
problemas. Aunque solo se detect6 actividad en dos cepas (Tabla 5), los valores obtenidos no
resultaron suficientemente consistentes ni comparables con los descritos en la bibliografia, lo

que dificulta su interpretacion biologica (Msaddak et al., 2023).

Tabla 5. Actividad ACC desaminasa expresada como pmol de a-cetobutirato mg™ de proteina h' de las cepas 52
y 61.

Cepa | Actividad ACC desaminasa (umol a-cetobutirato mg-1 proteina h-1)
52 2.78
61 2.36

4.3. Formacion de raices proteoides y respuesta fisiologica frente al cromo (VI)

Se llevé a cabo un experimento centrado en la formacion de raices proteoides en respuesta de
distintos ecotipos de L. albus frente al estrés por cromo. Para ello, se analizaron diferentes
parametros fisioldgicos y se evalud la capacidad de cada ecotipo para desarrollar este tipo de

estructuras en presencia y ausencia de cromo.

Al analizar el peso fresco aéreo (Figura 12A), todos los ecotipos presentaron una disminucion
del crecimiento muy significativa al comparar las plantas tratadas con cromo con las tratadas
sin cromo. Inclusive, al comparar los distintos ecotipos entre si (datos no mostrados), se observo
que algunos presentaban diferencias significativas en su capacidad de crecimiento, lo que
sugiere una respuesta diferencial frente al estrés por cromo dependiendo del genotipo vegetal.
El ecotipo que obtuvo mayor biomasa aérea fue el 5174 tanto en presencia como en ausencia

de cromo, aunque también mostr6 una reducciéon muy marcada bajo condiciones de estrés.

Respecto al peso fresco de la raiz (Figura 12B), también se observo una tendencia general de
disminucion en presencia de cromo, aunque las diferencias fueron menos evidentes que en la
parte aérea. Nuevamente, el ecotipo 5174 destacd por presentar el mayor peso radicular en
condiciones de tratamiento sin cromo, mostrando diferencias significativas respecto a otros
ecotipos. Esto podria indicar una mayor capacidad de desarrollo del sistema radicular,
caracteristica que podria estar relacionada con una mejor adaptacion a condiciones de baja

disponibilidad de nutrientes o estrés ambiental.
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Figura 12. Efecto del Cr (VI) sobre el peso fresco de las partes aérea y radicular de cada ecotipo de L. albus. En
verde las plantas regadas sin cromo y en naranja las plantas regadas con cromo. A: peso fresco aéreo (g) frente los
cinco ecotipos de L. albus. B: peso fresco de la raiz (g) frente a los cinco ecotipos. Se representa con la media
(n=5) + SE. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (-Cr vs +Cr) (* p
<0,05; *¥* p <0,02; *** p <0,001; **** p <0,0001).

Respecto al area foliar (Figura 13A), en lineas generales, se observa una disminucion en las
plantas tratadas con cromo respecto a las plantas control. Salvo el ecotipo 4776, todos los demas
ecotipos mostraron diferencias significativas entre condiciones. Esto podria sugerir una mayor

tolerancia relativa al estrés por cromo.

A Cr+ B Cr+
Cr- ® Cr.
1500+ _* * * % 3 59 *
2 . [
g |11 TN | ]
£ 10004 T by I
. I Bz B R 8 31
S L F
L 5 21
@ 5004 S
2 ° T T
<L s 1+ T
£
0 T T T T T = 0 T T T T T
3896 4773 4776 5174 6256 3896 4773 4776 5174 6256
Ecotipos Ecotipos
C
80- *kk * * cre
< T I er
E 604 T
T |l
£ T
2 40 T
a ( T
°
6 20 i T
o

3896 4773 4776 5174 6256
Ecotipos

Figura 13. Efecto del Cr (VI) sobre el area foliar en mm?, nlimero de raices proteoides y clorofila en pmol m? de
cada ecotipo de L. albus. En verde las plantas regadas sin cromo y en naranja las plantas regadas con cromo. A:
area foliar (mm?) frente los cinco ecotipos de L. albus. B: nimero de raices proteoides frente los cinco ecotipos de
L. albus. C: clorofila (umol m?) frente a los cinco ecotipos de L. albus. Se representa con la media (n=5) & SE.
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (-Cr vs +Cr) (* p < 0,05; ** p
<0,02; *** p <0,001; **** p <0,0001).
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En cuanto al nimero de raices proteoides (Figura 13B), los resultados muestran una elevada
variabilidad entre ecotipos. Los ecotipos 4773, 5174 y 6256 superaron el nimero de raices
proteoides en las condiciones tratadas con cromo. De hecho, en el ecotipo 6256 se observo
incluso un aumento significativo. Este comportamiento podria estar relacionado con una
respuesta adaptativa de la planta frente a condiciones adversas, ya que las raices proteoides
permiten aumentar la superficie de absorcion y mejorar la captacion de nutrientes (Quifiones et

al., 2021).

Por ultimo, en relacidon con el contenido de clorofila (Figura 13C), los ecotipos 3896 y 6256
destacaron por no mostrar diferencias significativas entre tratamientos. Nuevamente, estos
resultados deben interpretarse con cautela debido a la elevada variabilidad observada durante

las mediciones.

En conjunto, estos resultados indican que los distintos ecotipos de L. albus presentan respuestas
fisiologicas diferentes frente al estrés por cromo. Mientras algunos parecen mostrar una mayor
sensibilidad al metal, otros podrian desarrollar mecanismos adaptativos, como el incremento de
raices proteoides, que favorecerian su tolerancia bajo condiciones adversas. De hecho, en la
bibliografia se describe la capacidad de este 6rgano de restringir la absorcion de metales toxicos
mediante la formaciéon de complejos metal-ligando no téxicos (Dessureault-Rompré et al.,

2008).

4.4. Futuro trabajo

Los resultados obtenidos en este estudio abren nuevas lineas de investigacion relacionadas con
la tolerancia al cromo en L. albus y el papel de sus microorganismos simbiontes en procesos de
adaptacion y fitorremediacion. Aunque se observaron diferencias fisiologicas relevantes entre
tratamientos y entre cepas bacterianas, ain quedan numerosos aspectos por profundizar para
comprender mejor los mecanismos implicados. Por ello, algunos temas que podrian abordarse

a continuacion del presente trabajo son:

o Cuantificacion del cromo acumulado tanto en la parte aérea como en las raices de las
plantas. Esto permitiria calcular pardmetros como el factor de bioacumulacion y el
factor de translocacion y estudiar como se mueve el cromo en esta especie.

o Seria de gran interés continuar trabajando con aquellas cepas bacterianas que mostraron
un posible efecto protector frente al estrés por cromo. En este sentido, seria interesante

repetir los experimentos utilizando concentraciones menores de cromo para estudiar si
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la nodulacién y el crecimiento vegetal mejoran bajo condiciones menos extremas y si
pueden observarse fenomenos de hormesis de forma mas clara. A su vez, en aquellas
cepas que no se han hecho estudios de simbiosis con L. albus también seria de gran
interés profundizar en como se produce esta interaccion.

o En relaciéon con la ACC desaminasa, los resultados obtenidos fueron limitados y
presentaron problemas metodoldgicos, por lo que seria necesario optimizar y

estandarizar los protocolos experimentales.

5. Conclusiones

En conjunto, los resultados obtenidos en el experimento de nodulacion muestran que la
respuesta de L. albus al estrés por cromo depende en gran medida de la cepa bacteriana
inoculada. Mientras que algunas bacterias no parecen mitigar de forma significativa los efectos
del metal, otras podrian contribuir a mantener el crecimiento vegetal e incluso favorecer
determinadas respuestas adaptativas bajo condiciones de estrés, especialmente las cepas 8§, 9,
19, 24, 36 y 60 (todas pertenecientes al género Bradyrhizobium). Estos resultados ponen de
manifiesto la importancia de la interaccion planta-microorganismo en la respuesta al estrés por
cromo, destacando la existencia de cepas con mayor potencial para su uso en estrategias de

biorremediacion.

Respecto a la caracterizacion bacteriana mediante la actividad ACC desaminasa, los resultados
obtenidos no fueron lo suficientemente concluyentes como para realizar una caracterizacion

fiable de las cepas analizadas.

Finalmente, los resultados obtenidos en el experimento de raices proteoides ponen de
manifiesto la elevada variabilidad existente entre los distintos ecotipos analizados. El ecotipo
5174 destaco por presentar la mayor produccion de biomasa, mientras que el 4776 fue el inico
capaz de no mostrar diferencias significativas en el area foliar entre tratamientos con y sin
cromo. Por su parte, el ecotipo 6256 destacO por desarrollar un mayor numero de raices
proteoides bajo condiciones de estrés por cromo, lo que lo hace un potencial candidato para

futuros estudios relacionados con tolerancia y adaptacion a metales pesados.
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