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Bituminaria bituminosa (L.) C.H. Stirton es una especie perte-
neciente a la familia de las Leguminosas (Fabaceae), conocida con
los nombres comunes de tedera, trébol hediondo o hierba pestosa
(eninglés “Arabian pea”). Antes de adquirir su nombre cientifico ac-
tual, fue nombrada con los seudénimos taxonémicos Psoralea bi-
tuminosa (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 ca-
racteristicas flores violaceas (Fig.1 (A)), por su inconfundible olor
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.

La especie estudiada en esta tesis presenta tres intrataxones
que pueden colonizar un amplio rango de bioclimas (Fig. 1 (B)). El
mas comun es la variedad bituminosa, que aparece en toda la
Cuenca Mediterranea e Islas Canarias (precipitacion anual de 200-
800 mm), mientras que las variedades albomarginata (120-180

mm) y crassiuscula (zonas de alta montafa y frios inviernos) uni-
camente crecen de manera natural en las Islas Canarias.

El interés de su estudio nace en sus multiples aplicaciones po-
tenciales. Se ha utilizado de manera tradicional en la produccion de
alimento para ganado en las Islas Canarias, y existe un creciente
interés internacional por el uso forrajero de B. bituminosa, utilizan-
dose actualmente como planta modelo en programas de produccion
de forraje en Australia (Real y Verbyla 2010). Por otro lado, B. bitu-
minosa también crece de manera natural en suelos contaminados
con elevadas concentraciones de metales pesados (MPs), como en
la Sierra Minera de La Union (Murcia, Espafa) (Walker et al. 2007),
por lo que resulta muy relevante evaluar su aplicabilidad en la fito-
rremediacion en este tipo de suelo con clima semiarido. Finalmente,
otro de sus usos esta relacionado con el hecho de que los frutos y
hojas de B. bituminosa pueden llegar a acumular altas concentra-
ciones de furanocumarinas (FCs): cerca de 4000 ug g PS de pso-
raleno, y 10 000 pug g' PS de angelicina (Martinez et al. 2010),
compuestos de amplia aplicacion farmacéutica.

Figura 1. (A) Inflorescencia de Bituminaria bituminosa y representacion de sus tres usos: (1) Forraje; (2) Fitorremediacion; (3) Farmacia. (B) Distribucion
de la especie B. bituminosa, sefialada con color verde sobre el mapa de la cuenca del Mar Mediterraneo.
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Respuestas de B. bituminosa frente a sequia

Aunque B. bituminosa presenta caracteristicas que la catalogan
Como una especie que posee una elevada resistencia constitutiva
a la sequia, la seleccion de cada variedad dependera del uso en el
que se pretendan utilizar, detectandose con esta tesis diferencias
respecto sus respuestas fisiologicas entre las variedades estudia-
das (Tabla 1). En cuanto a sequia, se realiz6é un primer ensayo en
macetas de 1.5 | en camara de cultivo (58 dias), con suelo proce-
dente de la finca experimental del IMIDA (Walker et al. 2007), donde
posteriormente se realizaria un ensayo de campo durante la esta-
cion estival. El tratamiento en ambos ensayos consistié en la inte-
rrupcion del aporte hidrico respecto plantas control regadas. Para
conocer su transporte de agua a través de las raices, se realizé un
tercer experimento en hidropénico (42 dias), imponiendo diferentes
grados de estrés hidrico gracias a la adicion de polietilengicol (PEG
8000) al medio liquido nutritivo. Las concentraciones elegidas fue-
ron 0% PEG, 4.5% PEG y 9% PEG (equivalente a un potencial cre-
ado por 40 mM NacCl).

Se comprobd que la variedad albomarginata (poblacion Fa-
mara, Lanzarote) consiguié que sus plantas estresadas alcanzaran
la mayor biomasa, por lo que es la mas adecuada para la produc-
cién de forraje, manteniendo su contenido relativo de agua, aumen-
tando su relacion raiz:parte aérea, y conservando una gran
conductividad hidraulica de sus raices. Se comprobd que esta va-
riedad es mas tolerante y esta mejor adaptada para soportar pe-
riodos secos, tanto en verano como durante el resto del afio,
evitando el estrés interno a través del mantenimiento de sus rela-
ciones hidricas. La variedad crassiuscula (poblacion Boca de
Tauce, Tenerife) se comporta de manera similar frente a sequia que
albomarginata, pero con menor biomasa y menor area foliar espe-

cifica (hojas mas gruesas), demostrando la resistencia constitutiva
de la especie frente a sequia por no tratarse de una variedad ex-
puesta a sequia durante su ciclo de vida normal. La variedad bitu-
minosa (poblaciones La Perdiz y Llano del Beal, ambas de la
Region de Murcia) es mas sensible a sequia por ser menos efi-
ciente para evitar el estrés. Su estrategia frente a la sequia es el
sometimiento o tolerancia al estrés interno, con grandes cambios
osmoticos, pero sin que estos provoquen grandes efectos en el cre-
cimiento.

B. bituminosa en la fitoremediacion de ecosistemas
afectados por MPs

Como consecuencia de la actividad minera llevada a cabo du-
rante siglos en La Unioén, existen en la Regién de Murcia mas de
40 km? de terreno estéril con altas concentraciones de MPs (As,
Cu, Pb, Zn) (Fig. 2 (A)). La erosion afecta fuertemente a estos sue-
los, altamente inestables y desprovistos de vegetacion, por lo que el
establecimiento de una cobertura vegetal permitiria estabilizar fisi-
camente los suelos (fitoestabilizacién), y minimizar la erosion y dise-
minaciéon de los contaminantes (Méndez y Maier 2008). B.
bituminosa es una de las especies silvestres de los suelos de La
Unién con tolerancia a MPs (Walker et al. 2007). Como en sequia,
se realizaron ensayos a tres niveles de experimentacion. Inicialmente
un ensayo en maceta (60 dias), con un suelo altamente contaminado
procedente de El Llano del Beal, un suelo moderadamente contami-
nado de San Ginés de la Jara, y un suelo limpio de metales usado
como control. En el mismo experimento se evalud el efecto de dife-
rentes enmiendas (compost, fertilizante, purin de cerdo) sobre el
desarrollo las plantas y la biodisponibilidad de los metales en el
suelo. Los ensayos de campo se realizaron sobre ambos suelos

Tabla 1. Poblaciones de la especie B. bituminosa estudiadas en esta tesis doctoral.

Origen
Variedad Poblacién a : P
Localidad Precipitacion anual (mm) Altitud (msnm) T# media meses mas frios
y calurosos (0oC)
ENSAYOS SEQUIA
albomarginata Famara Famara, Lanzarote 150-350 600 11.1/22.8
crassiuscula Boca de Tauce Mt. Teide, Tenerife 165-500 2200 4.0/17.4
bituminosa Llano del Beal  Llano del Beal, Murcia 200-400 300 9.7/26.1
bituminosa La Perdiz Sierra Espuia, Murcia 200-350 850 5.9/25.8
ENSAYOS METALES PESADOS
bituminosa LA Mijas, Malaga 400-600 1000 6.1/28.1
bituminosa Cc2 La Esperanza, Murcia 200-400 200 9.7/26.1

e

Figura 1. (A) Paisaje estéril como resultado de la actividad minera en La Union (Murcia, Esparia). (B) Nodulos activos de bacterias fijadoras de nitrégeno
(cepa LB11) obtenidos tras inoculacién de raices de B. bituminosa usando bacterias aisladas a partir del propio suelo contaminado.
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contaminados durante 2 afios de duracion. En hidroponico, se eje-
cutaron diferentes ensayos individuales (50 dias) con los metales
mas abundantes y disponibles en estos suelos (4.4 uM Cd, 7.8 yM
Cu, 76 uyM Zn, 12 uyM Zn, 61 M Zn).

La especie B. bituminosa mostr6 una alta tolerancia a los meta-
les, de la cual podria decirse que posee resistencia en comparacion
con otras especies, y en especial la poblacion “C2” (Tabla 1), pro-
cedente de un suelo contaminado por MPs cercano a la antigua
zona minera. Dicha poblacion “C2” es menos sensible a altos nive-
les tisulares de metales, especialmente a Zn, que la poblacion “LA”,
procedente de suelo limpio de MPs, inhibiendo menos su creci-
miento, tanto en parte aérea como en raiz. Con esta tesis se ha
comprobado que podria considerarse a B. bituminosa como una es-
pecie 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). Ademas, se trata de una es-
pecie capaz de formar nédulos con bacterias simbiontes que le per-
miten fijar No atmosférico y mejorar la fertilidad del suelo, algo
especialmente de interés para la revegetacion de sitios contamina-
dos, normalmente muy pobres en nutrientes. Durante esta tesis se
encontro e identificé una gran diversidad genética de cepas que no-
dulan en las raices de B. bituminosa, como bacterias de los géneros
Phylobacterium'y Rhizobium, y la especie Mesorhizobium ciceri. El
aislado LB11 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JN378715.1),
procedente de suelos contaminados de La Union (Fig. 2 (B)), po-
dria ser una cepa aplicable en estos suelos, gracias a su tolerancia
a la presencia de MPs, y su gran capacidad para fijar nitrogeno
hasta las plantas.

Sintesis de compuestos de interés farmacéutico
por B. bituminosa

Las FCs deben su actividad bioldgica a que reaccionan foto-
quimicamente con los acidos nucleicos (particularmente ADN) en
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presencia de la luz ultravioleta. Por eso tienen aplicacion en el
campo de la medicina (terapias PUVA contra la psoriasis, mela-
noma, etc.) y biologia molecular. Durante ensayos frente a sequia
y MPs, las poblaciones canarias presentaron mayor proporcion de
psoraleno, mientras que las poblaciones peninsulares mostraron
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 acumulacion de FCs, sin que la relacion psoraleno:an-
gelicina se vea afectada por la exposicion a MPs. La alta acumula-
cion de FCs hace de B. bituminosa una candidata adecuada para
la produccion de estos compuestos a escala de campo. Para este
propodsito, la poblacion “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 en los
ensayos de esta tesis (maximos de 6000 ug g'PS en hoja), para
una produccién en campo de B. bituminosa de 20-40 toneladas de
materia verde ha''afio™!, podrian obtenerse entre 12-24 Kg de pso-
raleno ha afio™.
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