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Resumen

Este estudio explora el papel de Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) en la mejora de la resiliencia
bioquimica de Lotus ornithopodioides durante la germinacion bajo condiciones de estrés por
metales. Especificamente, se evaluaron los efectos del cadmio (Cd) y el cobre (Cu) sobre la
germinacion y diversos parametros bioquimicos. Las semillas se inocularon con Bradyrhizobium
sp. ( Lotus ) y se sometieron a diferentes concentraciones de metales traza. Se analizaron
parametros bioquimicos clave, incluidos la prolina, los amino&cidos, los azlcares solubles totales,
la actividad de #-amilasa y el contenido de ADN. Los resultados demostraron que la inoculacién con
Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) mitigo significativamente los efectos adversos del estrés por metales,
lo que llevé a una mejora de las tasas de germinacion y un aumento de las respuestas bioquimicas.
Cabe destacar que los niveles de prolina y de amino&cidos disminuyeron, mientras que la actividad
de #-amilasa y el contenido de ADN aumentaron en las semillas inoculadas en comparacion con
las semillas de control no inoculadas. Estos hallazgos sugieren que Bradyrhizobium sp. ( Lotus
) desempefia un papel esencial en la promocién de la resiliencia en Lotus ornithopodioides bajo
estrés por metales, lo que destaca su potencial para su uso en la biorremediacién y en practicas
agricolas sostenibles.
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Introduccion

La contaminacién por metales pesados en los suelos agricolas es una preocupacion creciente
a nivel global, lo que plantea desafios significativos para la produccién agricola y la seguridad
alimentaria ( Rizwan et al ., 2016 ). Metales traza téxicos como el cadmio (Cd) y el cobre (Cu)
pueden afectar gravemente la germinacion de las semillas, el crecimiento de las plantas y el
rendimiento general de los cultivos ( Hossain et al ., 2012 ).

La creciente presencia de metales pesados y traza en los sistemas agricolas exige estrategias
sostenibles y ecoldgicas para reducir el estrés de las plantas. Un enfoque eficaz es el uso
de interacciones planta-microbioma, especialmente las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (RPCV) ( Etesami y Maheshwari, 2018 ).

Las especies de Bradyrhizobium son RPCV bien conocidas que mejoran el crecimiento, la
absorcién de nutrientes y la tolerancia al estrés en legumbres, incluida la mitigacion del estrés por
metales ( Ahemad y Kibret, 2014 ; Shameer y Prasad, 2018 ). Sin embargo, los mecanismos por los
cuales Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) modula las respuestas bioquimicas de Lotus ornithopodioides
L. durante la germinacion bajo estrés por metales siguen siendo poco comprendidos.

La investigacion se centra en evaluar el impacto de la inoculacién con Bradyrhizobium sp. ( Lotus
) sobre pardmetros bioguimicos clave, incluidos la prolina, los amino&cidos, los azlcares solubles
totales, la actividad de #-amilasa y el contenido de ADN, bajo diferentes concentraciones de
metales traza.

Material y métodos

Cepa bacteriana

Se utilizé Bradyrhizobium sp. ( Lotus ), descrito por Degaichia et al . (2024) , a una concentracion
de 10° UFC ml™.

Ensayo de inoculacidon y germinacion

La germinacion de las semillas de Lotus ornithopodioides L. y la prueba se llevaron a cabo segun
el protocolo de trabajo de Degaichia et al . (2025) .

Inoculacion y aplicacién del estrés

La inoculacion de semillas con Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) se realizd con base en Silini et al .
(2016) . Las semillas se germinaron en placas de Petri (20 semillas por placa) sobre papel de filtro
humedecido con agua destilada (control) o con soluciones de CdCl, y CuCl,2H,0O ( Degaichia et al
., 2025 ) ( Cuadro 1). La germinacion se realiz6 en la oscuridad a 25 °C.

Cuadro 1. Concentracién (g L) de cobre y cadmio utilizada ( Degaichia et al ., 2025 ).

| cu(ll cd() cu(n:cd(iny
15 2 152 ..
2 35 2:35... Il
3 6 36... 1l

Después de tres dias de incubacién, se realiz6 el andlisis de los pardmetros bioquimicos (
Degaichia et al ., 2025 ).

Dosis del contenido de prolina

El contenido de prolina se determind mediante el método desarrollado por Singh et al . (1973) . La
absorbancia se ley6 a 520 nm. Los resultados se reportan en una curva estandar de prolina.
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Dosis de aminodacidos solubles

Las muestras se almacenaron a menos de -15 °C antes del analisis. La extraccion se realizo
segln el método descrito por Naidu et al . (1998) . Los resultados se expresaron en pmoles de
equivalentes de leucina por gramo de materia fresca (UM equiv leucina g™ MF).

Contenido de azucares solubles totales

La extraccion de azUucares se realizé segun Babu et al . (2002) . La determinacion de los azlcares
solubles totales se llevo a cabo mediante el método de Dubois ( Dubois etal ., 1956 ). Los resultados
de las densidades Opticas se informaron en la curva estandar de azUcares solubles (expresada
como glucosa).

Contenido de a-amilasa

La alfa-amilasa se midié segun el método de Xiao et al . (2007) . Los resultados se expresaron en
unidades enzimaticas por mililitro (U ml™), calculadas segun la siguiente férmula:

A -A
a-contenido de amilasa{Uml'l] = %

Donde: Assor= absorbancia del almidén sin afadir el extracto enzimatico; Asge= absorbancia del
almidon tras la adicion del extracto enzimatico; Asger= absorbancia para 1 mg de almiddn derivada
de la curva estandar; T= tiempo de incubacién en minutos; Vext= volumen del extracto enzimatico
afiadido en mililitros.

Contenido de ADN

El ADN se midié segun la técnica utilizada por Burton (1956) . La lectura de la densidad Gptica de
las muestras se realizdé a 600 nm (DOg). El contenido de ADN se determina segun la férmula:

(DOgyo-0.015)
ADN(pmolg™IMS|==570059867

Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software SPSS (version 20.0.0). Se realizo
una prueba Manova con un nivel de significancia del 5% para evaluar el efecto de la inoculacién
bacteriana en parametros bioquimicos bajo condiciones de estrés por metales.

Resultados

En todos los cuadros, Conc denota concentracion en MT; N ino e Ino indican semillas
no inoculadas e inoculadas con Bradyrhizobium sp. ( Lotus ), respectivamente. Los valores
representan las medias. Letras mayusculas diferentes dentro de filas y letras mindsculas dentro
de columnas indican diferencias significativas segun la prueba t de Student y la prueba de Tukey,
respectivamente (p# 0.05).

Contenido de prolina

En el control se registra un valor de 0.97 pg g MF para el contenido de prolina; este valor aumenta
significativamente con el incremento de la concentracién de Cd(ll) y alcanza 1.41 pg g* MF a 6 g
L™ de Cd(ll). En un medio de cobre, el contenido de prolina se correlaciona positivamente con la
concentracién, donde se registra un maximo de 1.55 pg g MF para la concentracién de 3 g L™.
La mezcla de ambos elementos también genera aumentos significativos en comparacion con el
control ( Cuadro 2).
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Cuadro 2. Efecto de la inoculacién con Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) en el contenido de prolina.
Conc (g L™ Prolina (ug g™ MF)

Nino Ino
Control 0 0.97aB 0.24aA
Cu(lly 15 1.06bB 0.76eA
2 1.52fB 0.82fA
3 1.55fB 0.74dA
cd(y 2 1.35dB 0.56bA
35 1.28cB 0.61cA
6 1.41eB 0.94iA
Cu(lny + cd(in [ 1.35dB 0.88gA
Il 1.52fB 0.9hA
n 1.39eB 0.96jA

La inoculacion bacteriana reduce significativamente el nivel de prolina en comparacion con las
pruebas no inoculadas. De hecho, en el control se registra un contenido de prolina de 0.24 ug g™
MF, un valor significativamente bajo en comparacién con la prueba inoculada (0.97 pg g™ MF).

Contenido de aminoacidos

El estrés por metales aumenté significativamente el contenido de aminoacidos (AA) en las muestras
tratadas. Sin inoculacién, los niveles de AA aumentaron mas del doble (200.66%) con 2 g L™
de Cd(ll) en comparacion con el control. Bajo estrés por Cu(ll), el contenido de AA aumentd
proporcionalmente con la concentracién, alcanzando 0.135, 0.185 y 0.19 pM equiv leucina g™ MF a
1.5,2y3gL" respectivamente. En contraste, en el tratamiento combinado de metales, el contenido
de AA aument6 a medida que disminuian las concentraciones de metales ( Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de la inoculacidn con Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) en el contenido de aminoacidos.
Conc (g L™ Aminoéacidos (uM
equiv leucina g™* MF)
Nino Ino

Control 0 0.08aB 0.01aA

Cu(ll 15 0.14cB 0.05gA

2 0.2fB 0.03fA

3 0.19eB 0.07hA
cd(ll 2 0.2fB 0.0243eA

35 0.11bA 0.1iA

6 0.17dB 0.12jA

Cu(lly + cd(il) I 0.22gB 0.018bA
Il 0.16dB 0.024cA

1 0.08aB 0.024cA

La inoculacién de semillas con Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) reduce significativamente el contenido
de AA. De hecho, se observo una caida significativa del 8.37 al 18.66% en el contenido de AA para
todas las concentraciones en comparacion con las pruebas no inoculadas. También se observo
gue los contenidos de AA aumentan con el incremento de la concentracion de Cd(ll) en el medio
y del MT asociado.
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Contenido de azucares solubles totales

En semillas no inoculadas, el contenido de azlicares solubles totales aumento significativamente
en todos los tratamientos con metales individuales y sus mezclas en comparacion con el control
(3.74 ug g* MF). Los niveles de azlicar aumentaron con el aumento de las concentraciones de
metales. En cambio, la inoculacidon con Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) redujo significativamente el
contenido de azlcares solubles totales en comparacién con las semillas no inoculadas ( Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de la inoculacién de Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) en el contenido de azticares solubles.
Conc (g L™ Azucares solubles (ug g™ MF)
Nino Ino
Control 0 3.77aA 4.08eA
Cu(in 1.5 6.73hB 5.21gA
2 8.16iB 3.6bA
3 5.21dB 2.4aA
cd(in 2 5.69eB 3.97dA
35 4.83cA 4.8fA
6 4.16bB 4.08eA
Cu(lly + cd(il) I 6.7hB 5.32iA
Il 6.299B 5.28hA
n 6.22fB 3.71cA

Contenido de a-amilasa

En ausencia de inoculacion bacteriana, se observa una actividad de amilasa muy baja en el control
(5.74 x 10° U ml™"). El contenido de #-amilasa aumenta ligeramente con el incremento de la
concentracién de Cd(ll) y Cu(ll), donde el aumento de la concentracién de la mezcla de ambos
elementos provoca una caida en la #-amilasa y alcanza 2.55 x 10° U mI™* ( Cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto de la inoculacién con Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) en el contenido de a-amilasa.
Conc (g L% #-amilasa (10° U ml™)
Nino Ino
Control 0 5.74dA 61.1jB
Cu(lly 15 2.42aA 49.2hB
2 2.44aA 11.4cB
3 0.12gA 40.8gB
cd(in 2 6.72eA 51.3iB
35 7.94fA 25.5fB
6 0.15hA 18.4dB
Cu(lly + cd(ily I 12.2gA 24.9¢eB
Il 5.49cA 7.57bB
n 2.55bB 0.97aA

La inoculacién de semillas de trébol con Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) aumenté significativamente
la actividad de la #-amilasa en comparacion con los controles no inoculados, los cuales mostraron
61.1x10° U ml™. La actividad de la amilasa disminuy6 progresivamente con el aumento de la
concentracién de Cu(ll), con la actividad mas baja observada en los tratamientos con mezcla de
Cu(I)+Cd(l1) (0.97x10° U mI™* a la concentracion Il1).
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Contenido de ADN

Sin preinoculacidon bacteriana de las semillas de trébol, se observaron bajos contenidos de
ADN en las pruebas tratadas en comparacion con el control (26.35 umol g* MS), salvo en la
concentracion Il del medio que contenia la mezcla Cu(ll)+Cd(ll), donde el contenido de ADN
aumenta significativamente en un 58.56% (41.76 umol g™ MS) ( Cuadro 6 ).

Cuadro 6. Efecto de la inoculacién con Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) en el contenido de ADN.
Conc (g L™ ADN (umol g™ MS)

Nino Ino
Control 0 26.41iB 20.88aA
Cu(lly 15 2.51bA 130.3hB

2 8.52eA 58.3eB

3 25.56hA 47.94cB
cd( 2 2.34aA 151.35/B
35 7.35cA 48.28dB
6 7.52dA 126.469B
cu(ln + cd(l [ 16.04gA 112.43fB
Il 41.76jA 25.73bB
n 12.71A 133.47iB

En ausencia de Bradyrhizobium sp. ( Lotus ), el contenido de ADN fue notablemente bajo, con
ligeros aumentos a concentraciones mas altas de MT. La inoculacidon con Bradyrhizobium sp. (
Lotus ) aumento significativamente el contenido de ADN en todos los tratamientos con metales en
comparacién con el control (29.23 umol g™ MS). No obstante, los niveles de ADN en las semillas
de trébol disminuyeron significativamente con el aumento de las concentraciones de metales
individuales y de sus mezclas.

Discusion

La prolina representa menos del 5% de los aminoacidos libres totales y se reconoce como uno
de los metabolitos de estrés mas prevalentes ( Matysik et al ., 2002 ; Sharma y Dietz, 2006 ;
Lei et al ., 2007 ). Desempefia multiples funciones, entre ellas la osmorregulacion, la quelacién y
la desintoxicacion de metales pesados, la proteccidn enzimatica, la regulacién del pH citosélico,
la estabilizacién de la maquinaria de sintesis de proteinas y la captura de especies reactivas de
oxigeno (ERO) ( Sharmila et al ., 2002 ).

En nuestro estudio, el contenido de prolina aumenté con la exposicion al cadmio (Cd), lo cual
es coherente con informes que indican que el Cd induce la sintesis de prolina en varias plantas,
incluidos los cotiledones de rdbano ( Biteur, 2012 ). Se ha observado una acumulacion similar de
prolina en respuesta a otros metales pesados, como el Cd en cacahuates ( Anuradha y Rao, 2007
)y el Cu en arroz y zanahorias ( Chen et al ., 2004 ; Szafrariska et al ., 2011 ).

Nuestros resultados indican que la exposicion al Cd y al Cu inhibi6 significativamente la actividad
de la #-amilasa, aunque el tratamiento con una concentracién especifica de la mezcla Cu/Cd
estimulo la enzima. Estos hallazgos coinciden con los de Mihoub et al . (2005) , quienes reportaron
una disminucion notable de la actividad amilolitica en presencia de dichos metales. La inhibicién
observada puede deberse a interacciones directas de Cd y Cu con #-amilasa o sus proteinas
reguladoras, lo que dificulta la movilizacion de carbohidratos durante la germinacion.

Ademas, el contenido de ADN en cotiledones de Lotus ornithopodioides L. disminuyé bajo estrés
por metales, lo que indica una mayor sensibilidad a los metales pesados. Esta observacién coincide
con estudios previos que reportaron un contenido reducido de ADN en plantas como la mostaza
y el frijol expuestas a metales pesados en condiciones salinas ( Chatterjee et al ., 1985 ; Bouzid,
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2009 ). Niveles bajos de ADN sugieren un desarrollo celular y una sintesis de proteinas afectados,
fundamentales para el crecimiento de las plantas y la tolerancia al estrés ( Bouzid, 2009 ).

La inoculacion con Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) condujo a una reduccién significativa de los
aminoacidos totales, de la prolina y de los azucares solubles en presencia de iones de cobre y
de cadmio. Esto contrasta con los hallazgos previos de Silini et al . (2016) , quienes reportaron
un aumento de los osmoprotectores en semillas de trigo tras la inoculacién con Azotobacter bajo
estrés abidtico.

Conclusion

La presencia de cadmio (Cd) y cobre (Cu) afectd negativamente la germinacion y varios parametros
bioquimicos; sin embargo, las semillas inoculadas mostraron un mejor desempefio en comparacion
con los controles no inoculados. Especificamente, la inoculacion condujo a una reduccion de los
niveles de prolina y de aminoacidos, al tiempo que promovio una mayor actividad de la #-amilasa
y un mayor contenido de ADN, lo que indica una respuesta metabdlica mas robusta al estrés por
metales.

Estos hallazgos sugieren que Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) desempefia un papel fundamental en
la mitigacién de los efectos negativos de los metales pesados en la germinacion y el crecimiento
de las plantas. Los mecanismos por los cuales esta bacteria mejora la resiliencia pueden
implicar la modulacién de osmoprotectores y de actividades enzimaticas, las cuales son
esenciales para mantener la homeostasis celular bajo condiciones de estrés. En general,
esta investigacion destaca el potencial de utilizar Bradyrhizobium sp. ( Lotus ) como
herramienta biotecnoldgica en la agricultura sostenible para mejorar la resiliencia de los cultivos
en ambientes contaminados con metales.
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