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Salt marshes soils are often affected by anthropogenic contamination of
both organics and heavy metals, in addition to the frequent excess of salinity.
Degradation of these ecosystems has ecological, agricultural and human health
consequences. In this work, the use of Arthrocnemum macrostachyum and its
microbiome has been explored as a tool for phytoremediation in contaminated
marshes.

Arthrocnemum macrostachyum is a Cd- hyperaccumulator and hypertolerant
halophyte plant, which has been proposed as phytoremediation tool. This plant
grows naturally in the Odiel marshes, a polluted ecosystem with high levels of
heavy metals. A total of 48 bacteria were isolated from plants (18 from the
rhizosphere and 30 endophytes), all of them could grow in presence of high
concentrations of heavy metals and salt. At least one of the plant growth
promoting (PGP) properties tested was present in the isolated bacteria and there
were several strains that showed high values of these properties. The presence of
heavy metals affected the PGP production by the in a variable manner. On the
other hand, the possibility of a high number of isolated bacteria could be new
species was investigated.

The results suggested that the isolated bacteria could promote plant growth
even in the presence of heavy metals, in the way that the synergic interaction of
plant and bacteria could be an interesting tool for phytoremediation.

Two bacterial consortia with the best-performing endophytic (CE) or
rhizospheric strains (CR) were selected on the basis of heavy metals resistance and
PGP properties. Germination kinetics was recorded in the presence and absence of
heavy metals using both bacterial consortia. On the other hand, a glasshouse
experiment was designed to investigate the role of bacterial consortia on metal
uptake capacity and tolerance in plants grown on metal polluted sediments. Plants

were assigned to three inoculation treatments (with CR, CE and without



inoculation). Bacterial inoculation accelerated germination of A. macrostachyum
seeds both in the absence and presence of heavy metals. Bioaugmentation with
both bacterial consortia enhanced A. macrostachyum capacity to accumulate ions
in its roots, without significantly increasing metal translocation to shoots.
Furthermore, bioaugmentation alleviated the phytotoxicity due to metal exposure.
These effects could be a ascribed to a beneficial effect on the photosynthetic
apparatus and on the modulation of plant oxidative stress machinery. These results
suggest that inoculation of A. macrostachyum with the selected bacteria could
ameliorate plant establishment and growth in contaminated marshes and improve

the metal remediation efficiency of this halophyte.

During the isolation of bacteria, some strains had a low identity of their 16S
RNA sequences as compared to the sequences available in databases. The
phenotypic and chemotaxonomic characteristics were studied in these strains and
the results obtained indicated that some studied bacteria could be new species.
One of these strains has just been described as a new species within the genus

Vibrio, under the name Vibrio palustris EAod9"

Concerning salinity, there is an increasing interest to use halophytes for
revegetation of salt affected ecosystems, as well as in understanding their
mechanisms of salt tolerance. Eight endophytic bacteria belonging to Bacillus and
closely related genera were isolated from the phyllosphere of A. macrostachyum
growing in saline agricultural soils. The presence of PGP properties, enzymatic
activities and tolerance towards NaCl were determined. Effects of inoculation on
seeds germination and adult plants growth under experimental NaCl treatments (O,
510 and 1030 mM NaCl) were studied. Inoculation with a consortium including the
best performing bacteria considerably improved considerably the kinetics of

germination and the final germination percentage of A. macrostachyum seeds.



Moreover, inoculation of plants with selected consortium mitigated the effects of .
high salinity on plant growth and physiological performance and, in addition, this
consortium appears to have increased the potential of A. macrostachyum to
accumulate Na* in its shoots. Results suggest that bacteria isolated from A.
macrostachyum phyllosphere seem to play an important role in plant salt tolerance
under stressing salt concentrations, improving seed germination and plant

development.












Los suelos de las marismas suelen estar afectados por contaminacion
antropogénica, tanto de compuestos orgdnicos como de metales pesados. Ademas,
es frecuente el exceso de salinidad debido a las mareas. La degradacion de estos
ecosistemas tiene consecuencias ecoldgicas, agricolas y para la salud humana. En
esta Tesis Doctoral, se ha explorado la utilizacion de Arthrocnemum
macrostachyum y su microbioma como herramienta para la fitorremediacién de los

suelos degradados por estos contaminantes.

A. macrostachyum es una planta haléfita hiperacumuladora e hipertolerante
al cadmio y podria ser usada como herramienta en fitorremediacion. Esta planta
crece de manera natural en las marismas del Odiel, un ecosistema contaminado
con altos niveles de metales pesados. Durante este trabajo se aislaron un total de
48 bacterias (18 de la rizosfera de A. macrostachyum y 30 endofitos de esta misma
planta) y todas ellas pudieron crecer en presencia de metales pesados y sal. Al
menos una de las principales propiedades promotoras del crecimiento de la planta
(PGP) estuvo presente en todas las bacterias aisladas y se observaron altos valores
de estas propiedades. La presencia de metales pesados en el medio afectd a la
produccién de las propiedades PGP por las bacterias. Este efecto puede ser
negativo o positivo, dependiendo del metal, la cepa y la propiedad PGP. Por otro
lado, un alto nimero de estas bacterias aisladas podrian ser nuevas especies no

descritas, por lo que estas cepas también fueron estudiadas.

Los resultados obtenidos sugieren que estas bacterias podrian promover el
crecimiento de las plantas incluso en presencia de metales pesados y que la
interaccion sinérgica planta-microorganismo asociado podria ser una interesante
herramienta en fitorremediacion. Por ello, se seleccionaron dos consorcios
bacterianos formados por las mejores bacterias rizosféricas (CR) y los mejores

endofitos (CE) base a su resistencia a metales pesados y a sus propiedades PGP. Se



observé la cinética de germinacion de semillas de A. macrostachyum en presencia y
ausencia de metales pesados usando estos dos consorcios. Por otro lado, a partir
de semillas se diseiid un experimento en invernadero para investigar el papel de los
consorcios en la capacidad de A. macrostachyum de captar y tolerar metales
pesados cuando crece en sedimentos contaminados con metales. A las plantas se
les realizaron tres tratamientos (inoculadas con el consorcio CR, inoculadas con el
consorcio CE y sin inocular). Para empezar, la inoculacidon bacteriana acelero la
germinacidon de las semillas tanto en presencia como en ausencia de metales
pesados. Ambos consorcios mejoraron la capacidad de A. macrostachyum para
acumular iones en sus raices y, ademds, también se amortiguaron los niveles de
toxicidad. Las bacterias tuvieron un efecto beneficioso sobre el aparato
fotosintético de las plantas, asi como en la modulacidn de la maquinaria de estrés
oxidativo. Estos resultados sugieren que la inoculacién de A. macrostachyum con
las bacterias seleccionadas podria favorecer el establecimiento y el crecimiento de
esta planta en marismas contaminadas y mejorar la eficiencia de la remediacion.
Durante el aislamiento de las bacterias, varias cepas mostraron una baja
identidad en su secuencia del gen del ARNr 16S comparadas con las depositadas en
las bases de datos. A estas cepas se les estudiaron las caracteristicas fenotipicas y
guimiotaxondmicas y los resultados que se obtuvieron indicaron que las bacterias
estudiadas podrian ser nuevas especies. Una de estas cepas ya ha sido descrita
como una nueva especie del género Vibrio bajo el nombre de Vibrio palustris

EAod9".

Con respecto al problema de la salinizacién de suelos agricolas, se ha
despertado un creciente interés por la revegetacién de estas zonas utilizando
plantas haldfitas. En esta Tesis Doctoral se aislaron 8 endofitos de la parte aérea de

plantas de A. macrostachyum crecidas en suelos agricolas de la zona de Lebrija.



Estas bacterias aisladas pertenecieron al género Bacillus y otros géneros

relacionados. Se determind la presencia de propiedades PGP, la presencia de
actividades enzimaticas y la tolerancia a sal. Las mejores bacterias fueron
seleccionadas para la formacién de un consorcio, con el cual se estudié los efectos
de la inoculaciéon en la germinacién de las semillas y en el desarrollo de las plantas
en presencia de distintos tratamientos con sal (0, 510 y 1030 mM). La inoculacién
mejoré considerablemente la germinacion de las semillas y el porcentaje de
germinacion. Ademas, la inoculacidn con el consorcio disminuyd los efectos de la
salinidad, mejorando el crecimiento de las plantas e incrementando el potencial de
A. macrostachyum de acumular Na* en los tallos. Estos resultados sugieren que las
bacterias aisladas de la filosfera de las plantas de A. macrostachyum parecen jugar
un papel importante en la tolerancia de la planta a la sal bajo concentraciones de
sal estresantes, mejorando la germinacién de las semillas y el desarrollo de Ia

planta.
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1. La contaminaciéon por metales pesados.

Los metales pesados forman parte de la naturaleza del planeta en muy bajas
concentraciones, siendo inofensivos para los organismos vivos. Algunos de estos
metales son requeridos por las células (en cantidades inferiores al 0,1%) para la
realizacion de numerosas actividades vitales, como es el caso de los oligoelementos
(Fe, Zn, Cu, Co, F, Cr, Mn, |, Mo, Se, V), pero en mayores cantidades se vuelven
toxicos (Nagajyoti et al., 2010). Sin embargo, desde hace décadas, ciertas
actividades humanas, como la agricultura o la industria, han cambiado Ia
distribucidon y han aumentado la cantidad de estos metales pesados, convirtiendo
este grupo de quimicos ambientales no bio-degradables en ubicuos (Wu et al,,
2016) y originando un problema de contaminacidon. Esta contaminacién por
metales pesados es un problema global que afecta profundamente al medio
ambiente y a la salud publica (Vangronsveld et al., 2009), principalmente por su
baja solubilidad y biodisponibilidad y por su capacidad como agentes mutagénicos
y cancerigenos (Davis et al., 2000). Otras tipicas respuestas a la contaminacion por
metales pesados son la inhibicidon del crecimiento, la supresidon del consumo de
oxigeno y los impedimentos en la reproduccién y reparaciéon de tejidos (Air
Pollution Information System, 2016). Dentro de los metales o metaloides mas
importantes, en base a su toxicidad ambiental, se encuentran As, Cd, Cu, Pb y Zn

(Hogan, 2010).

La Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC) ha clasificado
los metales pesados en tres categorias, basadas en estudios de carcinogenicidad en

los seres humanos:

e En el grupo 1 se encuentran aquellos metales que son carcinogénicos para

el ser humano. El As y sus compuestos, el Cd y sus compuestos, el Cr



hexavalente y el Ni y sus compuestos se encuentran en este grupo y estan
asociados con el cancer de pulmén, higado, nariz y rifién (IARC, 2012).

e El grupo 2 se divide a su vez en dos. El grupo 2A es para los metales que
probablemente sean carcinogénicos, donde se encuentran los compuestos
inorganicos de Pb (IARC, 2006) y el Pb metadlico (IARC, 1987). El grupo 2B
estd formado por aquellos metales que posiblemente sean carcinogénicos
y en él se encuentra el metilmercurio (IARC, 1993).

e En el grupo 3 se encuentran los metales pesados que no son carcinogénicos

para el ser humano.

Los metales pesados también originan dafios en las plantas que viven en los
suelos contaminados, ya que inhiben el crecimiento, afectan al estrés hidrico de la
planta y a la fotosintesis e inducen la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), responsables de numerosos desérdenes fisiolégicos que conducen a la
planta hacia la muerte (Barcelé y Poschenrieder, 1990; Greger y Ogren, 1991;

Hossain et al., 2012; Lombi et al., 2001).

Otro grupo de seres vivos que se ven afectados por los metales pesados son
los microorganismos presentes en los suelos. Este tipo de contaminacion provoca
graves dafos en las comunidades microbianas del suelo, ya que reducen la biomasa
microbiana total y el tamafio de las poblaciones de grupos microbianos con
funciones especificas (Zhuang et al., 2007). Los metales pesados téxicos, como Cd,
Al, Hg y Pb, se unen a grupos -SH, inhibiendo la actividad de muchas enzimas que
participan en procesos celulares fundamentales, como la transcripcién y la
traduccién. Estas modificaciones originan dafios en la membrana y el ADN (Nies y
Silver, 2007). Para tener estos efectos téxicos sobre los microorganismos, los
metales deben atravesar la membrana plasmatica y esto ocurre debido a la

similitud quimica entre los diferentes metales, de manera que a veces se



transportan metales toxicos al interior de la bacteria a través de los sistemas de

transporte creados para incorporar microelementos (Cervantes et al., 2006).

Mediante estudios biomonitorizados se ha observado que la concentracion
de Pb ha disminuido mas del 126% en el 2012, mientras que las concentraciones de
Cd, Niy Crson 10, 3 y 16 veces mayores, respectivamente, que en 1941 (Rodriguez
Martin et al.,, 2015). Por otro lado, las concentraciones de As también han
aumentado durante el 2012 (Rodas et al., 2007). En Europa, las actividades
contaminantes afectan a alrededor de 3 millones de sitios (Sirguey y Ouvrad, 2013),
siendo los suelos agricolas del oeste de Europa y la region mediterranea las areas

mas contaminadas (Figura 1) (Téth et al., 2016).

En muchas areas, la enorme cantidad de metales pesados disponibles en el
suelo esta asociada a la alta concentracidn de sal soluble. La salinidad incrementa
la movilidad de los metales debido a la formacién de complejos de aniones
derivados de la sal con los metales pesados y a la competicidn entre cationes
derivados de la sal y los iones metdlicos por los sitios de adsorcidn en la fase sélida
(Acosta et al., 2011; Hatje et al., 2003). El Ca®* y el Mg?* inducen mayor movilidad
de los metales que el Na* (Lutts y Lefévre, 2015). El efecto de las sales clorhidricas
(NaCl, CaCl,, MgCl,) y NaSQs, en la movilidad de Cd, Cu, Pb y Zn indican que los
principales mecanismos que regulan la movilidad del metal son la competicién del
Ca?"y el Mg? por los sitios de absorcidn, la formacién de complejos con el cloro y/o
con los sulfatos (Acosta et al., 2011). Normalmente Cd, Pb y Zn tienen competencia
con el Ca%, mientras que el Cu suele formar CuSO,. Este efecto de la sal ocurre,
principalmente, en d&reas costeras o estuarios situados cerca de grandes

poblaciones y/o areas industriales.
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Figura 1. Nivel de contaminacién por encima de los valores umbrales en Europa (modificada de
Toth et al., 2016).

Un importante problema de contaminacién por metales pesados que nos
afecta directamente es la contaminacion de las marismas del Odiel. Las marismas
del Odiel son un paraje natural localizado en el sur de la provincia de Huelva y
constituye una fuente alimenticia de las aves que pueblan este espacio natural,

gracias a los nutrientes presentes en los sedimentos que se acumulan en la

I



desembocadura del rio. Ademds, presenta una gran riqueza mineral, salina y

pesquera.

Figura 2. Marismas del Odiel. En la foto superior se ven las marismas y en la
inferior el area industrial presente en dichas marismas.

Durante mas de cien afios, se ha estado desarrollando en esta area una
intensa actividad minera, debido a que en la cuenca de este rio se encuentran
materiales del Paleozoico y mds especificamente, es donde ocurre la formacién de
las llamadas formaciones vulcano-sedimentarias (Grande et al., 2003). El drenaje

acido minero es uno de los mayores problemas ambientales causados por los



depdsitos de sulfuro de la mineria (Akcil y Koldas, 2006). Estos depdsitos provocan
la disminucion del pH y esto hace que los elementos traza aumenten. Ademds, en
los afos sesenta, comenzd la industrializacion en dicha zona (Davis et al., 2000;

Leblanc et al., 2000; Nelson y Lamothe, 1993), contribuyendo a la contaminacién

qgue hace de este lugar una de las dreas mds contaminadas del mundo por la alta
concentracion de metales, principalmente As, Cu, Pb y Zn, presentes en sus

sedimentos (Mesa et al., 2015a; Nelson y Lamothe, 1993; Sdinz et al., 2004).

2. La salinidad, un problema agricola.

Los suelos afectados por la sal pueden ser definidos como aquellos con altos
niveles de sal disuelta y/o altas concentraciones de iones de sodio en la matriz del

suelo (Qadir et al., 2000).

Figura 3. Ambientes hipersalinos. En la imagen de la derecha se encuentra el Mar Muerto, en
el centro un estanque de evaporacion salina (Atlit, Israel) y en la imagen de la izquierda, un
estanque de cristalizacion salina (Eilat, Israel) (Oren, 2015).

Se ha estimado que de 1 a 10 billones de hectareas de suelo en el mundo
estan afectadas por la sal (Yensen y Biel, 2006) y que existe una subida potencial
del 10 al 16% al afio (Aydemir y Slingerm, 2011) debido al cambio climatico. Este
aumento de dareas afectadas conducird al uso de un agua de baja calidad, a un

aumento de la salinizacion por la irrigacion, a una expansion de tierras aridas, semi-



aridas y desérticas y a un aumento del nivel del mar, contribuyendo a la intrusién

salina en los acuiferos (Jesus et al., 2015).

Si se continla de esta manera, el 50% de las tierras cultivables estaran

agotadas a mitad del siglo XI (Mahajan y Tuteja, 2005).

Ademas de la pérdida de tierras cultivables, las altas concentraciones de sal
en los suelos tienen efectos fisioldgicos en las plantas, como el cierre de los
estomas, el “shock” hiperosmotico y la inhibicion de la division celular y la
fotosintesis. Sin embargo, los efectos mds comunes son el desequilibrio de los
nutrientes y la toxicidad de ciertos iones, como Na* y ClI. Esto conduce a una

inhibicidn del crecimiento o a la muerte de la planta (Aslam et al., 2011).

Las altas concentraciones de sal también afectan a las bacterias presentes en
dichos suelos. Existen numerosas bacterias (Ventosa, 2006) que se han adaptado a
vivir en ambientes con alta salinidad gracias a la acumulacion de moléculas
orgdnicas de bajo peso molecular llamados solutos compatibles. Estas moléculas
equilibran la presién osmodtica externa y mantienen la turgencia intracelular
(Reshetnikov et al., 2011). Dentro de estos solutos compatibles se encuentran las

ectoinas y las betainas entre otras moléculas.

La salinidad, y especialmente la sodicidad, también contribuyen a la
degradacion del suelo desestabilizando la agregacién del mismo, que conduce, en
ultima instancia, a la reduccion de la conductividad hidraulica, el deterioro en el
movimiento del aire y del agua, a la escorrentia y a la exposicion a la erosién (Jesus
et al., 2015). Estos dafios en el suelo ocasionan una baja disponibilidad de agua
para las plantas y reducen la penetracién de las raices, el contenido de oxigeno vy la

emergencia de las plantulas (Qadir y Oster, 2002).



El problema de la salinidad se debe tanto a motivos naturales (inundacién de
las tierras costeras, por ejemplo) como a las actividades antropogénicas (subida del
nivel fredtico, riego con agua salada, etc.) (Hasanuzzaman et al., 2013; Marchanda

y Garg, 2008; Munns, 2005).

Un ejemplo de este problema ambiental se encuentra en las marismas del
Guadalquivir. Estas marismas son una formacion geoldgica que ocupa una antigua
laguna costera situada cerca de la desembocadura del rio. Dentro de la provincia
de Sevilla, las marismas del Guadalquivir comprenden las poblaciones de
Aznalcdzar, Las Cabezas de San Juan, Dos Hermanas, Lebrija, Isla Mayor, Los
Palacios y Villafranca, La Puebla del Rio y Utrera. Los suelos de estas poblaciones
presentan una naturaleza arcillosa (Moreno et al., 1980) y, como se ha dicho
anteriormente, debido al uso de aguas de riego con altos contenidos en sal y a la
evaporacién, estos suelos han ido aumentando su salinidad y sodicidad

presentando dificultades para su uso agricola.

3. Técnicas para la eliminacion de contaminantes en suelos afectados.

Dado el aumento de suelos contaminados por metales y por la sal, y las
consecuencias de dicha contaminacion, se han ido desarrollando técnicas

encaminadas a la eliminacién o paliacion de estos contaminantes en los suelos.

Para la eliminacidn de metales pesados, un método comunmente empleado
consistia en devolver los residuos a la mina de donde habian sido extraidos,
verterlos al mar o a un cuerpo de agua dulce, o confinarlos en una piscina o bateria
de almacenamiento (Méndez et al., 2007). Posteriormente, estas aguas
contaminadas almacenadas eran procesadas para la eliminacién de los metales que
contenian, mediante la precipitacion quimica, el intercambio idnico o la adsorcién

(Peng et al., 2009; Schmidt et al., 2008). También se han ido desarrollando
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métodos fisico-quimicos, que pueden ser realizados in situ o ex situ (Peng et al.,
2009). Las técnicas in situ requieren, normalmente, la estabilizacién de los metales
por la adicidon de productos quimicos (correctores de pH o agentes quelantes) y se
realizan sobre el terreno contaminado. En cambio, las técnicas ex situ necesitan de
un traslado del suelo a contenedores especiales donde se lava, para luego
continuar con la separacidn fisica o quimica de los contaminantes (“soil washing”).
Esta separacion se suele llevar a cabo con la excavacion y retirada de la capa
superficial contaminante seguida de un proceso llamado “landfill”, que consiste en
depositar dicha capa en una balsa excavada sobre el terreno y sellarla
herméticamente mediante una capa aislante. Esta balsa se cubre con suelo no
contaminado y turba y se procede a la revegetaciéon. Uno de los problemas
asociados a esta técnica es el lixiviado de los metales a las aguas subterraneas. Para
evitar este problema en grandes areas contaminadas, se suele optar por la
estabilizaciéon de los contaminantes mediante la adicion de compuestos quimicos
que disminuyen su movilidad y asi, disminuiria también el riesgo de que alcancen

los reservorios de agua (Pajuelo et al., 2011).

Para el caso de los suelos afectados por la salinidad, los métodos mas
frecuentes son la lixiviaciéon y la adicion de quimicos y organicos. La lixiviacion
implica la aplicacidn de agua en exceso para promover el movimiento de las sales
solubles desde la superficie del suelo hasta los estratos mas profundos. Sin
embargo, esta técnica estd restringida a suelos salinos, ya que su efecto sobre la
relacion de adsorcién de sodio es limitado e incluso contraproducente, ya que
reduce la estabilidad del suelo. La lixiviacién depende de la disponibilidad de agua y
de su calidad, asi como del drenaje del suelo y de la profundidad de la capa freatica
(Qadir et al., 2000). Otra desventaja de la lixiviacién es que se reduce el nitrégeno
total, el carbono organico total, la actividad microbiana y sobre todo la fertilidad

del suelo (Laudicina et al., 2009). Por otro lado, se requiere la adicion de quimicos



para la remediacién de suelos con mas sodio. Este proceso funciona por la
promocién del intercambio de iones a través de la disolucidon del CaCOs existente
en el suelo o por la adicién de cationes de calcio, seguido de una lixiviacidn. La
correccidon quimica es capaz de reducir la salinidad y la sodicidad de los suelos
(Qadir et al., 2001). Sin embargo, algunos de los quimicos empleados son limitantes
en suelos calcareos y todos ellos aun dependerian de la lixiviacion (Qadir et al.,
2003). Por ultimo, se puede emplear la remediacidn organica, incrementando la
disolucién nativa de la calcita, asi como la estructura y agregacién del suelo y, por
extension, el drenaje y la conductividad hidraulica para mejorar la lixiviacion (Wong

et al., 2009).

En cualquier caso, los principales problemas de estas técnicas, tanto para el
trato con metales pesados como para la salinidad, son el traslado de los
contaminantes de un lugar a otro, su elevado coste, y el dafio que suponen en el

medio ambiente.

Desde hace unos afios, se han ideado métodos alternativos, asociados
globalmente como biorremediacidn, que aprovechan la capacidad de detoxificacion
de los contaminantes de algunos seres vivos, sobre todo microorganismos y plantas
(Abhilash et al., 2009; Singh et al., 2008). Estas estrategias biotecnoldgicas son de
bajo coste, respetuoso con el medio ambiente y de gran aceptacidon publica.
Ademas, presentan numerosas ventajas ambientales como mejorar la fertilidad del
suelo, favorecer el desarrollo ecoldgico y mantener la estética de los paisajes

(Vangronsveld et al., 2009).

3.1. Fitorremediacidn de metales pesados.

La fitorremediacion consiste en el uso de una serie de tecnologias basadas en

la utilizacién de plantas para la eliminacién de los contaminantes del suelo,



sedimentos o aguas superficiales, o su transformacion en sustancias menos téxicas
o biodisponibles (Pajuelo et al., 2011; Rajkumar et al., 2012). Su utilizacion tiene
grandes ventajas, como son la aplicacién in situ, ser una tecnologia verde basada

en el uso de la energia solar, facil de aplicar, adaptable frecuentemente a un

amplio rango de metales, etc. Ademas, las plantas después de ser utilizadas en
fitorremediacion pueden emplearse para producir papel, madera vy

biocombustibles.

La fitorremediacién incluye diferentes técnicas que implican diversos
procesos en las plantas, de manera que cada una de ellas es mas apropiada para
una clase particular de contaminantes. Las plantas pueden eliminar los
contaminantes mediante diferentes mecanismos, entre los que se encuentran los

siguientes (Figura 4):

e Fitoextraccién: Es un proceso donde los metales pesados son absorbidos
por las raices de las plantas y posteriormente son trasladados a la parte
aérea de las mismas, donde quedan almacenados (Favas et al., 2014). A la
hora de su eliminacidn, los metales se encuentran concentrados en un
volumen mucho mads pequefio que en el suelo. La biomasa sera retirada y

tratada como un residuo contaminado.

e Fitovolatilizacién: Los compuestos son tomados del suelo y convertidos en
voldtiles. Después seran evaporados a la atmodsfera. Esta técnica solo
ocurre con algunos metales pesados como el Hg o el Se (Padmavathiamma
y Li, 2007).

e Fitoestabilizacion: Los metales van a ser inmovilizados en el suelo por su

captura en las raices de las plantas, su precipitacion, complejacion o
reduccion de su estado de oxidacion (Wuana y Okieimen, 2011). Con esta

técnica lo que se busca es una disminucién de la biodisponibilidad,



previniendo la entrada de los metales pesados en las cadenas tréficas
(Méndez y Maier, 2008).

e Fitodegradacién: En las plantas superiores, los compuestos xenobidticos

pueden ser parcialmente transformados a través de varios procesos
quimicos (Gerhardt et al., 2009), que pueden agruparse en tres fases
principales: Fase | o conversién, donde el contaminante se convierte en
una forma activa para la siguiente fase; fase Il o conjugacién, donde el
contaminante activado se conjuga con ligandos preexistentes en la planta
como el glutation, glucosa, etc.; y fase lll o compartimentacion/secuestro,
donde el contaminante conjugado se transporta hasta las vacuolas, si el
complejo es soluble, o hasta la pared celular, si es insoluble (Gerhardt et
al., 2009).

e Rizofiltracidn: Es un proceso de eliminacién de los contaminantes a través
de la acumulacién de los metales o compuestos organicos en las raices de

plantas que se encuentran sumergidas en aguas contaminadas.

En el caso de la fitoextraccidn se recomienda la utilizacién de plantas
hiperacumuladoras, aquellas que crecen en suelos contaminados con metales
pesados y tienen la habilidad de acumular altas cantidades de estos metales en
su interior sin que se vea afectado su desarrollo y crecimiento. Estas plantas
pueden acumular mas de un 1% de Zn o Mn, un 0,1% de Ni, Cu, Co o Pb y un
0,01% de Cd en base a su peso seco (Baker y Brooks, 1989; Callahan et al.,
2006; Cobett, 2003). Entre los procesos mas destacados implicados en la
hiperacumulacién se encuentran el aumento de la adsorcidon de metales por
células de las raices a través de proteinas de la membrana plasmatica,
qguelacién de los metales en el citoplasma con varios ligandos, bloqueo de la

acumulacién de los complejos metal-quelante en las vacuolas de la raiz,



INTRODUCCION

aumento de la transferencia de los complejos metal-quelante al xilema por una
alta expresion de los transportadores al xilema en la raiz y el confinamiento de
los metales en las vacuolas de la epidermis de las hojas por medio de

transportadores localizados en el tonoplasto (Krdmer, 2010; Rascio y Navari-

Izzo, 2011; Sarma, 2011). Sin embargo, la hiperacumulacién aparece como una

rara, aunque fascinante adaptacion en el reino de las plantas.

Fitovolatilizacién

Fitoextraccion

Fitodegradacion
Fitoestabilizacion

Figura 4. Mecanismos de eliminacion de los contaminantes por las
plantas (modificada de Favas et al., 2014).
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3.2 Fitorremediacion de suelos salinos.

Desde el punto de vista de la recuperacién de ambientes salinos, la

fitorremediacion también se define como el cultivo de plantas acumuladoras de sal

o tolerantes a la sal para la reduccidn de la salinidad y/o sodicidad de los suelos

(Qadir y Oster, 2002).

Los principales mecanismos que tienen las plantas para la desalinizacién de

los suelos son:

e Reduccién del pH del medio: Con la disminucién del pH se consigue que se

incremente la disolucién de CaCOs. Esta disolucidn provoca que el Ca?* esté
mas disponible para el intercambio de iones con el Na* y de esta manera, el
Na* no puede formar compuestos y es absorbido por la planta (Qdair et al.,
2000; 2005; Rasouli et al, 2013; Walker et al., 2013).

e Absorcién de sales: La planta absorbe las sales disueltas en general y/o el

sodio en particular (Rabhi et al., 2009; Shelef et al., 2012; Walker et al.,
2013).

Para incrementar la eficiencia de estos mecanismos que poseen las plantas,
se ha investigado el uso combinado de las plantas y diferentes tratamientos del
suelo, como, por ejemplo, la adicién de yeso, el cultivo de diferentes especies de
plantas o la bioaumentacidn, esto es, la adicion al suelo de microorganismos que

favorezcan el crecimiento de las plantas (Jesus et al., 2015).

Estudios recientes confirman que la fitorremediacién y, en concreto, la
fitoextraccion, tienen una alta posibilidad de aumentar la eficiencia y la calidad de

los suelos afectados (Jesus et al., 2015). Por otro lado, la biomasa de las plantas



utilizadas en el proceso se puede usar en procesos industriales tales como la

obtencidn de bioenergia o de celulosa (Abideen et al., 2011; Glenn et al., 2013).

4. las plantas halofitas: Arthrocnemum macrostachyum y su utilidad en
fitorremediacion.

Las plantas haldfitas son aquellas que pueden sobrevivir y reproducirse en
ambientes cuyas concentraciones de sal exceden los 200 mM de NaCl (Flowers y
Colmer, 2008) y constituyen aproximadamente el 1% de la flora del planeta.
Algunas de estas plantas aumentan su productividad con el incremento de la sal y
crecen mejor en presencia que en ausencia de sal. Estas plantas reciben el nombre
de euhaldfitas (Yensen, 2008). Las especies haldfitas se encuentran diversificadas
por todo el planeta en marismas, manglares, humedales, terrenos pantanosos,

zonas aridas y semiaridas y campos agricolas (Lokhande y Suprasanna, 2012).

Las plantas haldfitas se clasifican, segin aspectos ecoldgicos, en: haldfitas
obligadas, haldfitas facultativas y haldfitas de habitats indiferentes, separandolas

de las glicdfitas (von Sengbusch, 2003).

Las plantas glicofitas son plantas que no se encuentran en ambientes salinos
de manera natural, pero pueden tolerar cierta cantidad de sal, pero no son

consideradas halofitas.

Las haldfitas obligadas son aquellas que crecen solo en presencia de sal y
dentro de este grupo se encuentran algunas especies de la familia Chenopodiaceae.
Las facultativas son capaces de establecerse en suelos salinos, pero su éptimo de
crecimiento es sin sal o en baja concentracidon de sal. Dentro de este grupo se

encuentran muchas especies de las familias Poaceae, Ciperaceae y Brassicaceae.

Por ultimo, se encuentran aquellas especies haléfitas que son indiferentes

hacia su habitat y son capaces de hacer frente a los suelos salados en la naturaleza.



Sin embargo, por lo general crecen en suelos libres de sal. Estas plantas pueden
competir con especies que son sensibles a la sal y a la vez son capaces de vivir en
suelos salados. Algunas de las especies de este grupo pueden crecer en cualquier

habitat. En comparacion, los tres tipos de haléfitas tienen un mejor crecimiento

que las glicofitas (Figura 5) (Hasanuzzaman et al., 2014).

Haldfitade ™,
' hébitat

indiferente
\

Crecimiento

Nivel de salinidad

—— Haléfita obligada — — — Haldfita facultativa

— - — Haldfita de hébitat indiferente
_ Glicefita

Figura 5. Posible patron de crecimiento de haldfitas
bajo condiciones salinas (modificada de
Hasanuzzaman et al., 2014).

Estas plantas presentan una serie de caracteristicas morfoldgicas vy
anatomicas para tratar con los suelos salinos como la compartimentacién de iones,
ajustes osmdticos, suculencia, transporte y captura de iones, sistemas
antioxidantes, mantenimiento del estado redox y excrecién e inclusion de sal

(Lokhande y Suprasanna, 2012).

El principal mecanismo que presentan estas plantas a la hora de crecer en
suelos con altas concentraciones de sal es la acumulacién de las sales inorganicas

en el interior de las vacuolas y la acumulacidn de solutos organicos en el citoplasma



de las células vegetales (Hasanuzzaman et al., 2014). Las vacuolas de estas plantas
podrian tener una modificacién lipidica para evitar que el Na* vuelva al citoplasma,
ademas de ser mas grandes que en el resto de plantas (Glen et al., 1999). Ademas,
estas plantas poseen un gran control estomatico que permite una optimizacion del
uso del agua bajo condiciones de estrés salino (Redondo-Gomez et al., 2010b;

Shabala, 2013).

También pueden tener sistemas antioxidantes que disminuyan el nivel de las
especies reactivas de oxigeno (ROS), reduciendo asi el estrés oxidativo. Los
principales mecanismos de eliminacién de ROS son las metaloproteinas, dentro de
las que se encuentran las enzimas superoxido dismutasa (SOD), ascorbato
peroxidasa (APx), guaiacol peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT). El balance de estas
enzimas es crucial para mantener los niveles de O y H,0, y la prevencion en la

formacién del téxico HO: (Gil y Tuteja, 2010; Hossain et al., 2012).

Las plantas halofitas tienen tres mecanismos de adaptacién principales:
exclusién de sal, excrecion de sal o acumulacién de sal (Flowers y Colmer, 2015).
Las plantas excluyentes de sal presentan un mecanismo de ultrafiltracidon en las
raices, de esta manera dejan toda la sal fuera de sus raices. Las excretantes de sal
presentan glandulas foliares y tricomas que regulan los niveles internos de sal v,
por ultimo, se encuentran las plantas acumuladoras de sal que han desarrollado
suculencia para acumular altas concentraciones de sal. Estas Uultimas han
desarrollado un buen sistema de transporte capaz de traspasar la sal a la parte

aérea de la planta, especialmente a las hojas (Dajic, 2006).

Las plantas halofitas son capaces de tratar con multiples factores de estrés.
Muchas dianas fisioldgicas que son afectados por la sal también lo son por metales,

por lo que algunas plantas que resisten a la sal de manera natural pueden tener la



capacidad de crecer en presencia de metales e incluso de la acumulacién de los

mismos en sus tejidos (Anjum et al., 2014; Hasanuzzaman et al., 2014).

Arthrocnemum macrostachyum (Moric) C. Koch es un arbusto C3 haldfito

que pertenece a la familia Amaranthaceae con hojas muy pequefias en forma de

escama y la filosfera estda compuesta por tallos articulados y suculentos.

Figura 6. Planta de Arthrocnemum macrostachyum.

Estos tallos son verdes, y durante las estaciones secas tienen un color rojizo.
Este color se genera por la acumulacién de fotopigmentos como antocianina y
betacianina (Wang et al., 2006) entre otros, que protegen la integridad del aparato

fotosintético en presencia de ambientes salinos (Flowers et al., 2014).

Esta distribuida por la regién Mediterrdnea y es abundante en las marismas
del Odiel y en las marismas del Guadalquivir en la regién de Lebrija. Esta planta se
ha utilizado en diversos trabajos de fitorremediaciéon, donde se observa la
absorcién de Cu, Pb y Zn en residuos mineros (Conesa y Schulin, 2010). También se
ha estudiado la acumulacién de elementos traza en tejidos de plantas de A.

macrostachyum crecidas en estuarios contaminados, en sus tejidos (Madejon et al.,



2009). Ademas, A. macrostachyum es una planta hipertolerante al estrés por Cd e

hiperacumuladora de Cd en sus raices (Redondo-Gémez et al., 2010a).

Por otro lado, esta planta ha demostrado una alta capacidad para la
acumulacién de Na* ya que debido al habitat que ocupa esta sujeta a inundaciones
de las mareas y a hipersalinidad estacional llegando crece a concentraciones salinas

de hasta 1030 mM de NaCl (Redondo-Gémez et al., 2010b).

Todas estas caracteristicas, planta haléfita, hiperacumuladora de sal y
metales, hipertolerante al estrés con metales y sal y, ademas, autéctona de las
areas de interés, hacen de A. macrostachyum una planta ideal para los estudios

que se plantean como objetivo de la presente Tesis Doctoral.

5. El papel de las bacterias rizosféricas y endofiticas en la adaptaciéon de las

plantas a los ecosistemas contaminados.

Como se ha comentado anteriormente, las plantas empleadas en
fitorremediacion deben ser capaces de eliminar grandes cantidades de metales
pesados y, al mismo tiempo, incrementar su biomasa. Esto muchas veces esta
limitado en presencia de altas concentraciones de metales pesados, por lo que las
plantas pueden perder su capacidad fitorremediadora (Ali et al., 2013). Por esta
razon es importante el estudio de los microorganismos asociados a las plantas, que

podrian favorecer el crecimiento y la adaptacion de las mismas.

Las poblaciones microbianas son fundamentales para preservar la calidad del
suelo a través de procesos de rotacidon de la materia orgdnica y por participar en el
ciclo de los nutrientes (Jeffries et al., 2003). Ademas, diversos estudios demuestran
que la biodisponibilidad de los metales esta influenciada por los metabolitos

excretados por las bacterias (Langella et al., 2014; Tak et al.,, 2013). Los



microorganismos presentan numerosas respuestas a los iones metalicos en las que
se incluyen la biosorcion de metales, la precipitacion de los mismos y su
transformacion enzimdtica (Valls y de Lorenzo, 2002). Se ha sugerido que la
interaccion entre haldfitas y microorganismos podria ser Util en estrategias de
fitorremediacion en ecosistemas costeros (Andrades-Moreno et al., 2014; Mesa et

al., 2015b; Reboreda y Cagador, 2008).

La rizosfera de una planta es el area de suelo mas cercano a la raiz y es una
zona de maxima actividad microbiana, debido a la presencia de exudados por parte
de la raiz que funcionan como una fuente de nutrientes para el crecimiento

microbiano (Burdman et al., 2000).

Los microorganismos rizosféricos, en su mayoria bacterias (Kaymak, 2010),
colonizan la raiz de la planta y muchos de ellos contribuyen a ayudar a la planta a
tolerar el estrés abidtico (Yang et al., 2009). En los suelos contaminados estas
bacterias tienen un papel crucial en ayudar a la planta contra el estrés producido

por los metales pesados (Gamalero et al., 2009).

Por otro lado, los endofitos son bacterias que habitan en el interior de los
tejidos de las plantas sin causar dafios en las mismas (Kuklinsky-Sobral et al., 2004).
El conocimiento acerca de la diversidad de los endofitos ha ido aumentando
conforme se ha incrementado el interés de estudio de dichas bacterias. Ademas, la
introduccion de técnicas independientes de cultivo ha permitido ampliar el
conocimiento sobre las especies bacterianas que colonizan la planta. Los endofitos
son muy diversos taxonémicamente y se encuentran tanto en plantas como en

arboles y contribuyen a la salud de la planta y a la productividad (Berg et al., 2014).

Estas bacterias tienen el ambiente preparado por la planta, ya que hay un

ambiente mds uniforme y protegido, sin exposicién a condiciones ambientales



extremas como la temperatura, la radiacion ultravioleta o la competencia
microbiana, por lo que pueden ser mejores protectores de la planta contra el estrés

bidtico y abidtico que las rizosféricas (Glick, 2010; Newman y Reynolds, 2005).

Las vias de entrada de los endofitos al interior de la planta incluyen a los
estomas, las lenticelas y las heridas, pero la principal entrada es la zona de
emergencia de las raices secundarias (Dong et al., 2003; Lamb et al., 1996;
Reinhold-Hurek y Hurek, 1998). De hecho, la rizosfera es la fuente mas importante
de endofitos. Se ha descrito la presencia de enzimas celuloliticas y pectinoliticas en
estas bacterias (Compant et al., 2010) y, de esta forma, pueden entrar en el interior

de las plantas degradando las paredes celulares vegetales.

Para establecerse, los endofitos deben hacer frente a los sistemas de defensa
e inmunidad frente a patdgenos presentes en el hospedador (Zeidler et al., 2004) y,
ademas, deben tener reconocimiento de sefiales, movilidad, capacidad de
penetracion y capacidad de ajustar su metabolismo y comportamiento (Mitter et
al., 2013). Una vez dentro, los endofitos se pueden establecer en distintos tejidos
de la planta como la raiz, las hojas, el tallo o las semillas (Benhizia et al., 2004;
Hallman et al., 1997), aunque, en la mayoria de las plantas, es en las raices donde

se encuentran mas endofitos.

Los endofitos aislados de plantas hiperacumuladoras muestran una alta
tolerancia a metales y son utiles en fitorremediacion porque reducen la
fitotoxicidad de estos metales (Mastretta et al., 2009) y promueven el crecimiento

de la planta (Chen et al., 2010).

5.1 Propiedades PGP, una ayuda para la planta.

Tanto las bacterias rizosféricas como los endofitos pueden presentar

propiedades que promueven el crecimiento de la planta (PGP) (Mesa et al., 20153;



Rajkumar et al., 2009) a través de diversos mecanismos (Ahemad y Khan, 2011;

Bhattacharyyay Jha, 2012).

Dentro de los beneficios de las propiedades PGP sobre las plantas se

encuentran la tolerancia a estrés abidtico, mayor facilidad en la fijacién de

nutrientes e hierro, regulacidon del crecimiento y proteccidon frente a patdgenos

(Choudhary et al., 2011; Garcia-Fraile et al., 2015).

El nitrégeno es el factor mas limitante en las plantas y es necesario para la sintesis
de proteinas, acidos nucleicos y metabolitos secundarios, entre otros. Los
mecanismos por los que el nitrégeno atmosférico se afiade a las formas orgdnicas
que pueden ser asimilados por las plantas es exclusivo de procariotas (Lloret y
Martinez-Romero, 2005; Raymond et al., 2004), y existen bacterias fijadoras de

nitrégeno que pueden ayudar a las plantas.
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Figura 7. Mecanismos de accion por bacterias que promueven el crecimiento de la planta
(modificada de Vacheron et al., 2013).



Por otro lado, también existen bacterias que son capaces de solubilizar
fosfato (Wani et al., 2007), incrementando la disponibilidad de iones fosfato en el

suelo, siendo mas faciles de captar para las plantas.

Otro elemento no disponible para las plantas en el suelo es el hierro.
Normalmente, se encuentra en la naturaleza en forma de Fe*, que es altamente
insoluble. Los sideréforos son moléculas de bajo peso molecular que quelan el Fe3*
del ambiente. La presencia de bacterias productoras de sideréforos facilita la

captacion de hierro por las plantas (Flores-Felix et al., 2015).

Con respecto a la regulacién del crecimiento de la planta, se encuentran
bacterias fitoestimuladoras, que producen auxinas, giberelinas, etc. (Lugtenberg et
al., 2002; Somers et al., 2004). Las auxinas regulan la mayoria de los procesos de la
planta directa o indirectamente (Tanimoto, 2005). La auxina mas activa y conocida
en las plantas es el acido indol acético (IAA) (Hayat et al., 2010). Bajos niveles de
IAA estimulan la elongacién de la raiz primaria, mientras que altos niveles de IAA
disminuyen la longitud de la raiz principal, incrementan la formacién de pelos
radicales y estimulan la formacién de raices secundarias. De esta manera, las
plantas pueden tener un mayor acceso a los nutrientes del suelo (Spaepen et al.,

2007; Vacheron et al., 2013).

Una hormona presente en la planta es el etileno que regula procesos como la
maduracién de frutos, la caida de las hojas, etc. (Wang et al., 2013). Las plantas
sintetizan 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), un precursor del etileno que
se forma en respuesta a varios tipos de estrés ambiental (Glick, 2012). Hay
bacterias que presentan la enzima ACC desaminasa, utilizada en la degradacién de

etileno (Glick, 2014), disminuyendo asi el estrés en la planta.

I




Por ultimo, las bacterias también pueden presentar enzimas que ayudan a la
planta contra el ataque de patégenos como, por ejemplo, las quitinasas o las

glucanasas (Arora et al., 2008; Kumar et al., 2010).

5.2. Modificacion de la rizosfera.

En el apartado anterior ya se comentdé la importancia que tienen las
bacterias ayudando a las plantas en los procesos de fitorremediacidon. Por este
motivo, se han desarrollado técnicas asociadas a la fitorremediacién que tienen
como finalidad aumentar la cantidad de bacterias presentes en la rizosfera,
pudiendo mejorar asi la capacidad fitorremediadora de las plantas. Estas técnicas
son la adicién de enmiendas, la bioestimulacién de las poblaciones microbianas y la

bioaumentacion de las bacterias asociadas a la planta (Pajuelo et al., 2014).

e Adicidn de enmiendas: Consiste en afadir algunas sustancias a los suelos

para alterar la disponibilidad de los contaminantes. Para los suelos
contaminados con metales, la adicion de enmiendas orgdnicas es una
practica comun, junto con el uso de la fitoestabilizacion. Estas enmiendas
ayudan inmediatamente a disminuir la biodisponibilidad de los metales,
proporcionando un fertilizante de liberacién lenta que mejora el
crecimiento de la planta, y sirve como un indculo microbiano (Park et al.,
2011). Ademas, se mejora la estructura del suelo, reduce la erosién e
incrementa la infiltracion (Méndez y Maier, 2008). Algunos ejemplos de
enmiendas orgdnicas son la paja, el estiércol, acidos humicos, etc.

e Bioestimulacidon: Consiste en la adicion de aceptores/donadores de
electrones o nutrientes para estimular las poblaciones microbianas
existentes en los suelos, con el fin de mejorar la actividad de

microorganismos indigenas degradadores o promover el co-metabolismo



(Miller, 2010). Cuando la contaminacion es por metales pesados,
normalmente los suelos son muy pobres, con bajo contenido en materia
organica y nitrégeno. La adicidn al suelo de melaza, lodo y estiércol, entre
otros, serviria al suelo como donador de electrones y fuente de carbono
(Moreno-liménez et al., 2012).

e Bioaumentacién: Consiste en el enriquecimiento de las poblaciones

microbianas nativas presentes en las rizosferas de las plantas (El Fanroussi
y Agathos, 2005). Esto se consigue mediante la inoculacién con
microorganismos exégenos con buenas habilidades en degradacién de
contaminantes, aunque es preferible la inoculacién con microorganismos
aislados previamente de la misma rizosfera. En este ultimo caso, se

garantiza la adaptacién y la competitividad de los indculos.

6. Fitorremediacidn en las marismas del rio Odiel y en las de Lebrija.

Como se ha comentado anteriormente, las areas contaminadas estudiadas
en esta Tesis Doctoral fueron las marismas del Odiel, contaminadas por metales
pesados, y las marismas del Guadalquivir a su paso por Lebrija, con suelos

degradados debido a la alta salinidad.

Las marismas del Odiel han sido bastante estudiadas durante los ultimos
afios en el campo de la fitorremediacidn de metales pesados. Desde 2008 se han
realizado estudios en este campo. Asi, se ha comparado la acumulacion de metales
en los tejidos de dos gramineas presentes en dichas marismas, la invasora Spartina

densiflora y la autéctona Spartina maritima, midiendo la concentracidn de metales

en dichas plantas crecidas en las marismas del Odiel (Cambrollé et al., 2008). Estos
estudios revelaron que estas plantas tenian una alta capacidad para acumular

metales en su rizosfera.



Posteriormente, Mateos-Naranjo et al. (2011) determinaron que S.
densiflora tenia una alta tolerancia a los metales pesados presentes en las
marismas y que ademas acumulaba dicho metal en sus tejidos. De igual forma,

estudiaron la germinaciéon y el desarrollo de esta planta en condiciones de

invernadero, usando suelo recolectado de las marismas del Odiel. Con estos
experimentos se concluyd que esta planta era capaz de germinar y crecer en suelos
contaminados, por lo que S. densiflora mostraba un alto potencial en la
fitorremediacion. Por otro lado, S. maritima también demostré tener la capacidad
de acumular una mayor cantidad de metales en sus raices y en los sedimentos
cercanos a las raices, indicando una alta capacidad para la inmovilizacién de los
metales en la biomasa subterranea para proteger a los tejidos fotosintéticos, por lo
que también podria usarse para la fitoestabilizacién, ya que promueve la
sedimentacion al mismo tiempo que concentra los metales en sus rizosediementos

(Curado et al., 2013).

Figura 8. Plantas de S. maritima y S. densiflora
en el estuario conjunto de los rios Tinto vy
Odiel (SO Esparia) (Cambrollé et al., 2008).



Andrades-Moreno et al. (2014) fueron los primeros en estudiar la poblaciéon
microbiana presente en la rizosfera de plantas de S. densiflora crecidas en las
marismas del Odiel. En este estudio se compardé la diversidad de bacterias
presentes en la rizosfera con la presente en suelos desnudos, en base al ADN
aislado de las muestras de suelo mediante la técnica de gel de electroforesis en
doble gradiente (DGGE). Los resultados demostraron que la influencia de la
contaminacion del suelo en la poblacién microbiana era mayor en presencia de las
plantas. A partir de este trabajo, se realizaron estudios sobre la caracterizacién
tanto de las bacterias presentes en la rizosfera como de los endofitos presentes las
plantas del género Spartina. En paralelo al desarrollo de esta Tesis Doctoral, se
aislaron endofitos de S. maritima, y se formé un consorcio bacteriano con las
mejores bacterias aisladas, en base a sus propiedades PGP, sus actividades
enzimaticas y la tolerancia tanto a sal como a metales pesados (Mesa et al., 2015b).
Con este consorcio formado, se inocularon plantas de S. maritima crecidas en
suelos contaminados. El resultado de estos experimentos fue el disefio de un
consorcio de endofitos que podria ser utilizado para promover la adaptacién y el
crecimiento de S. maritima en marismas contaminadas, aunque no ayudara a
incrementar la acumulacion de metales en la planta. Por otro lado, Paredes-Paliz et
al. (2016a) aislaron bacterias presentes en la rizosfera de las plantas de S. maritima
crecidas en las marismas del Odiel y las caracterizaron para ver sus propiedades
PGP, resistencia a metales y salinidad, ademas de estudiar la bioadsorcion de los
metales pesados por las bacterias. Las conclusiones de este trabajo mostraron que,
a pesar de la gran cantidad de bacterias Gram positivas aisladas, dos cepas de
Pantoea agglomerans (RSO6 y RSO7) eran las que mejores resultados mostraron en
base a la resistencia como a la bioacumulaciéon de metales, propiedades PGP vy
formacién de biopeliculas. Posteriormente, se realizaron estudios sobre la

germinacidon de semillas de S. densiflora, utilizando esta especie como planta



modelo, que crece en las marismas del Odiel, si bien es una especie invasora. Estos
ensayos se llevaron a cabo en presencia de suelo de estas marismas, inoculando las
semillas con las dos cepas previamente nombradas y la cepa Bacillus aryabhattai

RSO25 (Paredes-Paliz et al., 2016b). Los resultados mostraron que la germinacién

de las semillas se vio mejorada por la inoculacién bacteriana, probablemente
debido al efecto protector que podrian ejecutar las bacterias contra el exceso de

metales presentes en el suelo.

Con respecto a la zona de Lebrija, no se ha realizado ningun trabajo previo
sobre la fitodesalinizacién del lugar. Sélo se ha llevado a cabo un estudio
relacionado con la captacion de elementos traza por una variedad de planta de
tomate en presencia de fosfoyeso, un producto que se utiliza para la recuperacién
de suelos sédicos (Enamorado et al., 2014), por lo que los estudios realizados en

esta Tesis Doctoral serdn los primeros en fitodesalinizacion.









1. Recoleccion de muestras y analisis quimicos.

En diciembre de 2015 se recogieron tres plantas de A. macrostachyum de un
suelo agricola en Lebrija (Sevilla, Espafia) (36° 54’N-6" 12’E). En febrero de 2015 se
recogieron tres plantas de A. macrostachyum sin senescencia aparente y con una
edad y tamano similar junto con su suelo rizosférico (entre 10 y 20 cm de
profundidad, que corresponde al drea de mayor biomasa de raices) de las marismas

del rio Odiel (Huelva, Espafia) (37° 13’'N-6" 57°0).

Las muestras se tomaron utilizando pala o guantes de plastico y se
transportaron inmediatamente al laboratorio en bolsas de plastico individuales,
usando una para las muestras de rizosedimentos y otra para las plantas.

Posteriormente se almacenaron a 4 °C hasta su procesamiento.

Para los analisis quimicos de los rizosedimentos y los tejidos de las plantas,
las muestras se secaron a 80 °C durante 48 horas, se molieron y homogeneizaron
mediante tamizado a través de redes de nailon de 2 mm, con el fin de eliminar
piedras grandes y material muerto (Redondo-Gémez et al., 2007). Posteriormente,
0,5 g de las muestras se sometieron a una digestion acida con 6 ml de HNOs, 0,5 ml

de HF y 1 ml de H,0..

La concentracién de los elementos se midié por espectroscopia de emisidn
atémica acoplada a plasma inducido (ICP-OES) (ARLFisons3410). La conductividad
se determiné utilizando un medidor de conductividad Crison-522 y el potencial
redox y el pH con un medidor portatil Crison pH/mVp-506, después de diluir los
sedimentos con agua destilada (1:1). Finalmente, el analisis de la textura del suelo
se realizdé determinando los porcentajes de arena, limo y arcilla mediante el

método del hidrometro de Bouyoucos (Bouyoucos, 1936).



2. Aislamiento de las bacterias cultivables.

Para el aislamiento de los endofitos, la parte aérea y las raices de las plantas
se separaron para desinfectar su superficie de la siguiente manera: las muestras
fueron sumergidas en etanol al 70% (v/v) y agitadas durante 1 minuto.
Posteriormente, pasaron a sumergirse en hipoclorito sédico al 3% (v/v) durante 15
minutos en agitacién suave. Finalmente, se lavaron cuatro veces con agua destilada
estéril. Una vez desinfectada la superficie, tres muestras de las raices y tres de la
parte aérea de cada planta, de 2-3 cm de longitud, se trituraron por separado con
un mortero estéril en 1 ml de solucién salina estéril al 0,9% (p/v). La mezcla
generada se sembrd directamente (100 ul por placa) en tres placas de Petri con
medio TSA (Intron Biotechnology) suplementado con una mezcla de sales
correspondientes a una fuerza idnica total de 0,3 M (TSA 0,3 M) y en otras tres
placas de Petri con medio TSA suplementadas con una mezcla de sales
correspondientes a una fuerza idnica total de 0,6 M (TSA 0,6 M). Las placas se

incubaron a 28 °C durante 72 horas.

Con el fin de aislar las bacterias rizosféricas, las muestras de suelo (cercanas
a las raices de las plantas) se agitaron en una solucion salina estéril al 0,9% (p/v)
durante 5 minutos y la suspensidn se sembré (100 pl por placa) en tres placas con
medio TSA 0,3 M y otras tres placas con medio TSA 0,6 M, e incubadas durante 72
horas a 28 °C. EI TSA 0,3 My el TSA 0,6 M se prepararon afiadiendo 54,5 mly 129,5
ml, respectivamente, de una solucidn stock de sales SW30 al preparar 1 litro de los

medios.

Este mismo procedimiento se llevd a cabo con las plantas y los sedimentos

recolectados después de los experimentos.
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Las bacterias se aislaron en base a la diferente morfologia de las colonias, la

tincidon de Gram y la movilidad.

La morfologia de las colonias se observd con mayor detalle en aquellas cepas
gue pudieran ser nuevas especies. Para ello, se dejaron crecer las cepas en las
condiciones dptimas. Pasado el tiempo de incubacién, las colonias aisladas fueron
observadas utilizando un microscopio estereoscdpico Olympus SZ61. Se observé la
forma y el tamafio de la colonia (diametro en mm), la elevacién, la forma del

margen y el color de las colonias.

El tamafo (ancho x largo en um) y la forma de las bacterias se observaron
mediante la tincién de Gram usando un microscopio Olympus CX41 con el objetivo

de 100X.

Para detectar la movilidad, las colonias aisladas se transfirieron a 5 ml de
medio TSB (Intron Biotechnology) 0,3 M e incubadas a 28 °C durante 30 minutos en
agitacién. Se depositd una gota del cultivo se depositd sobre un portaobjetos, se
cubrié con un cubreobjetos y se observé en un microscopio Olympus CX41 con el

objetivo de 100X.

TSA: 17 g de peptona de caseina; 3 g de peptona de soja; 5 g de NaCl; 2,5 g de KH,POg;
2,5 g de glucosa; 15 g de agar y agua destilada hasta completar 1 litro. pH ajustado a

7,3. Se esteriliza en autoclave 20 min a 121 °Cy 1 atm de sobrepresidn.

TSB: 17 g de peptona de caseina; 3 g de peptona de soja; 5 g de NaCl; 2,5 g de KH,POyg;
2,5 g de glucosa y agua destilada hasta completar 1 litro. pH ajustado a 7,3. Se esteriliza

en autoclave 20 min a 121 °Cy 1 atm de sobrepresion.

SW30: 234 g de NaCl; 39 g de MgCl,-6H,0; 61 g de MgS04-7H,0; 0,2 g de NaHCOs; 0,7 g
de NaBr; 6 g de KCl; 1 g de CaCl, y agua destilada hasta completar 1 litro. La fuerza

ionica total es de 4 M. pH ajustado a 8.



3. Extraccion de ADN y amplificacion del gen del ARNr 16S.

Las bacterias se cultivaron en 3 ml de medio TSB 0,3 M durante 48 horas a
28 °C en agitacion continua. EIl ADN gendmico fue extraido utilizando el kit i-
genomic BYF DNA Extraction kit (Intron Biotechnology), de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

La amplificacion del gen del ARNr 16S se llevd a cabo utilizando los
cebadores  16F27  (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') 'y  16R1488 (5'-
CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC-3'), y la enzima i-Taq polimerasa (Maxime PCR
PreMix Kit, Intron Biotechnology) bajo las siguientes condiciones de amplificacién:
desnaturalizacidn inicial a 94 °C durante 2 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacién a
94 °C durante 20 segundos, alineamiento a 58 °C durante 10 segundos y extension
a 72 °C durante 50 segundos, seguido de una extension final a 75 °C durante 5
minutos. Posteriormente, con 5 pl de los productos obtenidos en la PCR se realizo
una electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con RedSafe™ (Intron
Biotechnology), en tampdn TAE 1X a 100 V durante 30 minutos. El gel se visualizd
bajo luz UV y los restos de los productos de la PCR se purificaron usando la enzima
ExoSAP-IT (Affymetrix USB) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los ADN
purificados se enviaron a la empresa StabVida (Portugal) para su secuenciacion. Las
secuencias amplificadas del gen del ARNr 16S se compararon con las depositadas
en las bases de datos, usando el servidor EzTaxon (Chun et al.,, 2007). Las
secuencias del gen del ARNr 16S de los aislados se depositaron en la base de datos

GenBank del NCBI, bajo los nimeros de acceso mostrados en las Tablas 4 y 10.

Aguellas bacterias que mostraron un porcentaje de identidad de menos del
99% con las secuencias presentes en las bases de datos, se consideraron como
posibles nuevas especies. Las cepas estudiadas como especies nuevas en esta Tesis

Doctoral han sido Kushneria sp. EAod3, Kushneria sp. EAod4, Kushneria sp. EAod7,



Bacillus sp. EAR8, Halomonas sp. EAR18, Pseudoalteromonas sp. RA15 vy
Staphylococcus sp. RA18. Las cepas Vibrio sp. RA1 y Vibrio sp. EAod9 se estudiaron
también como especies nuevas, pero en colaboraciéon con el grupo de la doctora
Maria J. Pujalte de la Universidad de Valencia y el personal de la Coleccién Espafiola

de Cepas Tipo (CECT) (Valencia).

4. Creacion de arboles filogenéticos para las especies nuevas.

Se realizaron darboles filogenéticos basados en la comparacién de las

secuencias del gen del ARNr 16S de las bacterias que pudieran ser especies nuevas.
Para ello, se utilizd un servidor de la DSMZ llamado GGCD (Genome-to-genome
Distance Calculator) (http://ggdc.dsmz.de/phylo_form.php). Para hacer los arboles
de las especies de Kushneria y Halomonas se introdujeron en el servidor todas las
secuencias del gen del ARNr 16S de la familia Halomonadaceae; para las especies
de Pseudoalteromonas se necesitaron todas las secuencias del género, incluyendo
las subespecies; para la cepa de Bacillus se necesitaron las secuencias de las 30
primeras especies que aparecieron en el EzTaxon; y para la cepa de Staphylococcus,
las secuencias de todo el género incluyendo las subespecies. Una vez introducidas
las secuencias, el servidor envié los resultados, dentro de los que se encuentran los
arboles filogenéticos. Los analisis filogenéticos se realizaron de acuerdo a Montero-
Calasanz et al. (2012) y las similitudes entre parejas se calcularon como

recomendaron Meier-Kolthoff et al. (2013).

Con la ayuda de los arboles filogenéticos se determinaron las cepas tipo que

se utilizaron como referencia para cada especie nueva.


http://ggdc.dsmz.de/phylo_form.php

5. Determinacion de las condiciones del crecimiento 6ptimo de las posibles

especies nuevas.

Para la descripcion de las especies nuevas, se determinaron las condiciones
de crecimiento éptimo para cada cepa. Para ello, las bacterias se cultivaron a
diferentes rangos de temperatura, pH y sal. Ademas, se probd el crecimiento de las
bacterias en diferentes medios como MA (Difco), Agar cetrimida (Scharlau) y Agar
MacConkey (Sigma), estos dos ultimos suplementados con SW30 hasta alcanzar

una fuerza idnica de 0,3 M.

MA: 5 g de peptona; 1 g de extracto de levadura; 0,1 g de citrato férrico; 19,45 g de
NaCl; 8,8 g de MgCl,; 3,25 g de Na,S; 1,8 g de CaCly; 0,55 g de KCI; 0,16 g de NaHCOs;
0,08 g de KBr; 34 mg de SrCl,; 22 mg de H3BOs3; 4 mg de Na,0sSi; 2,4 mg de NaF; 1,6
mg de NHsNOs; 8 mg de Na,HPO,4; 15 g de agar y agua destilada hasta completar 1
litro. pH ajustado a 7. Se esteriliza en autoclave 20 min a 121 °C y 1 atm de

sobrepresion.

Agar cetrimida: 0,3 g de cetrimida; 20 g de peptona de gelatina; 1,4 g de MgCl,; 10 g
de K;SOg; 15 g de agar; 10 ml de glicerina y agua destilada hasta completar 1 litro. pH

ajustado a 7,2. Se esteriliza en autoclave 15 min a 121 °Cy 1 atm de sobrepresion.

Agar MacConkey: 17 g de digerido pancredtico de gelatina; 1,5 g de digerido
pancredtico de caseina; 1,5 g de digerido péptico de tejido animal; 10 g de lactosa; 1,5
g de sales biliares; 5 g de NaCl,; 30 mg de rojo neutro; 1 mg de cristal violeta; 13,5 g de
agar y agua destilada hasta completar 1 litro. pH ajustado a 7,1. Se esteriliza en

autoclave 15 min a 121 °Cy 1 atm de sobrepresion.

5.1. Rango de temperatura.

Las bacterias se cultivaron en placas con medio TSA 0,3 M a 4, 15, 20, 25, 28,

30, 32, 37 y 45 °C durante 6 dias. Pasado este tiempo, se observé el crecimiento de



las bacterias a cada temperatura. En base al mejor crecimiento, se determiné la

temperatura 6ptima de cada bacteria.

5.2. Rango de pH.

Para determinar el pH 6ptimo, las bacterias se cultivaron en placas con
medio TSA 0,3 M a distintos valores de pH durante 6 dias. Los valores ensayados

fueron desde pH 5 a pH 9. El valor de pH en el que hubo mejor crecimiento de cada
bacteria se consideré el pH éptimo. .

Los valores de pH se ajustaron a la hora de hacer el medio con los tampones
citrato-fosfato para el rango de pH de 2,6 a 7 (acido citrico 0,1 My fosfato de sodio
dibasico 0,2 M) y Tris-HCl para el rango de pH de 7,2 a 9 (Tris (hidroximetil)
aminometano 0,1 M y HCI 0,1 M).

5.3. Rango de sal.

Para determinar el rango de sal, se utilizaron placas con medio mTGE. Los
valores de sal ensayados fueron: 0, 0,5, 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 17,5, 20, 25 y 30%. Las
placas se incubaron durante 6 dias. Se considerd 6ptimo aquel porcentaje de sal
donde se obtuvo un mejor crecimiento para cada bacteria. Las placas con las
diferentes concentraciones de sal se obtuvieron afiadiendo al medio mTGE Ia

cantidad correspondiente de SW30 para conseguir la concentracidn final.

mTGE: 6 g de extracto de carne; 10 g de triptona; 2 g de dextrosa; 15 g de agar y agua
destilada hasta completar 1 litro. pH ajustado a 7. Se esteriliza en autoclave 20 min a

121 °Cy 1 atm de sobrepresion (Bangash et al., 2015).



5.4. Crecimiento en anaerobiosis.

Para ver si habia crecimiento en anaerobiosis, las posibles especies nuevas se
sembraron en picadura en tubos con medio TSA 0,3 M semisélido (0,6% de agar). A
continuacién, se sellaron los tubos con 2 ml de agar al 2% (p/v) y, cuando
solidificaron, se afiadié a cada tubo 2 ml de parafina estéril (Zou y Wang, 2010)
(Figura 9). Estos tubos bien cerrados se incubaron durante 10 dias a 28 °C. La
presencia de crecimiento en los tubos indica que las cepas son capaces de crecer

en condiciones de anaerobiosis.

2 ml de parafina estéril

2 ml de Agar al 2% (p/v)

5 ml de medio TSA 0,3 M

semisolido

Figura 9. Sistema para estudiar el crecimiento en condiciones de anaerobiosis.

6. Andlisis de diversidad por Box-PCR.

Para evaluar la diversidad genética de las bacterias aisladas, se realizaron los
analisis de Box-PCR utilizando el cebador BOX  AIR (5'-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3') y la enzima i-Taq polimerasa. La concentracidn

.



de las muestras de ADN para la amplificacién por PCR fue de 40 ng y los pasos de
amplificacion programados fueron los siguientes: activacion de la enzima a 94 °C
durante 2 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 20 segundos,
alineamiento a 52 °C durante 20 segundos y extensidén a 72 °C durante 1 minuto, y
una extensioén final a 72 °C durante 5 minutos. Con los productos de la PCR se
realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, tefiido con RedSafe™, en
tampon TAE 1X a 75 V durante 2 horas. El gel se visualizd bajo luz UV y se
fotografid. Posteriormente, se analizé con el programa CLIQS 1D Pro (TotalLab) y se
determinaron los dendrogramas y las similitudes mediante el cdlculo del

coeficiente de correlacién de Pearson (Jobson, 1991).

7. Amplificacion de genes relacionados con la sintesis de osmoprotectores.

Los genes amplificados relacionados con la sintesis de osmoprotectores

fueron ectBCy betB.

Para la amplificacion de los genes ectBC se utilizaron los cebadores Tra3 (5’
ACCGGYACITTYTTYAGITTYGA 3’) y CR (5" GGIGGRTTRAANACRCA 3’) (Reshetnikov et
al., 2011) y la enzima i-Tag polimerasa bajo las siguientes condiciones de PCR:
desnaturalizacidn inicial a 94 °C durante 2 minutos, 40 ciclos de desnaturalizacién a
94 °C durante 20 segundos, alineamiento a 48,5 "C durante 10 segundos y
extensién a 72 °C durante 50 segundos, seguido de una extensién final a 75 °C

durante 5 minutos.

Para la amplificacién del gen betB, se usaron los cebadores degenerados
betBF (5" ATYGGYGMTGGAACTAYCC 3') y betBR (5 ACCGGBCCRAARATYTCYTC 3’)
junto con la enzima i-Taq polimerasa. Los cebadores se disefiaron en base a las
secuencias de varios genes betB de diferentes géneros, depositadas en la base de

datos GenBank del NCBI, como Pseudomonas putida W619, Marinomonas sp.,



Mesorhizobium ciceri biovar. biserrulae WSM1271, Halomonas elongata,
Chromohalobacter sp., Escherichia coli CFT073, Sinorhizobium meliloti M11 y
Labrenzia alexandrii DFL-11 (secuencias con los niumeros de acceso CP000949.1,
CP000749.1, CP002447.1, AJ238780.1, JN426961.1, AE014075.1, CP001830.1 y
EQ973121.1, respectivamente) utilizando el programa CLUSTAL Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/; Figura 10).

Las condiciones de la amplificacion por PCR fueron: desnaturalizacién inicial
a 94 °C durante 2 minutos, 34 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 20
segundos, alineamiento a 57,2 °C durante 10 segundos y extensidn a 72 °C durante

50 segundos, seguido de una extension final a 75 °C durante 5 minutos.

Marincmonas GCRACT----TCTTCTACACTCGTOC LTTGGCGCR | 444
Marinobacter GCGATT----TCTACTACACCCGC CATTGGETGCC | 4335
Pseudomonas CGC L TCGETGCC 453
E. coli CGC LTTGECGCR | 456
Halomonas CTCGGECTTGTTTACACCCGE CATTGETGCC | 453

CTCC-TTTGTCTATACCCC =T TTGEECETCTECECAGECATTEGOGCC | 453
Mssorhizobi CT--—-TCGCCTACACRAAGGCGCGRAGCGCTCGEGCGTICTGTGTCGGCATCGGCGCA | 450
Sinerhizob. CT-————TCGCCTATACGAR GGEGETGC TCGECETCTGCGTCGGCATCGGCGCC | 453
Labrenzia CT—-——TTGCTTACACARARGCGTGRAACCGCTTGEGCATTIGCTTCGEGATCGGECGECG | 450

* * P *k X Ak Kk ok x Kk ok kk

Marincmonas TGEAACTACCCCATTCARATC ATGTGGRAAATCAGGCCCTGCGT GTAR 503
Marincbacter TGEARCTATCCH AG -GECAR 454
Pseudomonas TGEARCTACCCH “GCCGGCAR 512
E. coli TGEARCTACCC] C-GGCGGEETAR 515
Halomcnas TGEARCTACCCH GC-CGCTGGCAR 512
Chromchalobacter| TGGAACTACCCH Yy GC-CRCCGGCARR 512
Mesorh bium TGEEARCTRCCC oy C-CATGGGECRRE 5046
Sinorh 1 TGEEARCTATCC A T-CECCEGECAR 512
Labrenzia TEGARCTACCOEATCCAG, T-ATGCGGCRAR 500
P ok Ak Ak P * kk Ak kA P
Marinomcnas AGTR ATGARATCTTCGGCCCTGTTATS ACRGATGRAGRCGR 1192
Marincbacter TGTGARGGRAGAGATCTTCGE GETHATGTCTGTGCTCACCTTCCGCGACGARGRACGRA 1187
Pseudomonas TGTCRAAGGARGRAGATCTTCGGCCCGGTEATGAGCATCCTCACCTACGRARCCGARGRAGR 1208
E. coli TGTGCGCGARGRAGATTTTCGGGCCGGTEATGTCCATTC TGACCTACGAGTCGGARGRACGA 1211
Haleomcnas TGTCRAARGAGGRAGATCTTTGGCCCGETAATGTCAGTACTCGCCTTCGRACGACGARGRAGGR 1203
Chromchalobacter 1GT TGARGRGATTTTCGGCCCEETIATGTCGGTACTGAGCTTTGAGGACGRAGGACGR 1205
Mesorhizobium 1 ATGAGCGTGTTGARATTCGACGECGAGGACGR 11094
Sinorhizobium T LLGRRLRTCTTCGER ATGTGCGTECTCGACTTCGACGACGRGGETGGEA 114G
Labrenzia TR CRCER R CR R TCTTTCEAC CTCAGCGTTCTCRAATTTTGACGATGRAGRCGA 1146
* E ok ok k ko * * * & ok k *

Figura 10. Alineamiento de las secuencias del gen de la betaina aldehido
deshidrogenasa (betB) de diferentes géneros, mostrando las regiones conservadas
elegidas para disefiar los cebadores degenerados betBF (recuadro rojo) y betBR
(recuadro negro).
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Posteriormente, con los productos de las PCR se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 1%, tefiido con RedSafe™, en tampdn TAE 1X a 100 V durante 30
minutos. El gel se visualizd bajo luz UV y se comprobé la existencia de bandas con

el tamano esperado: 900 pb para el gen etcBCy 700 pb para el gen betB.
8. Actividades enzimaticas.

Las actividades enzimaticas analizadas fueron: ADNasa, amilasa, catalasa,

celulasa, lipasa, oxidasa, pectinasa, proteasa y quitinasa. Todos los medios
utilizados se suplementaron con solucién SW30 para tener una fuerza idnica final

de 0,3 M.
8.1. Actividad ADNasa.

La actividad ADNasa se evalué sembrando las bacterias aisladas en el medio
Agar ADN (Scharlau, Espafia) e incubando las placas a 28 °C durante 7 dias. Pasado
este tiempo, se revelaron las placas afiadiéndoles 10 ml de HCI 1 M. La aparicién de
halos transparentes alrededor del crecimiento bacteriano en un fondo oscuro
identifico las bacterias con esta actividad (Figura 11A). Como control positivo se

utilizé la cepa Pseudoalteromonas shioyasakiensis SMJ25 (Mesa et al., 2015b).

Agar ADN: 20 g de triptona; 2 g de ADN; 5g de NaCl; 15 g de agar y agua destilada
hasta completar 1 litro. pH ajustado a 7,3. Se esteriliza en autoclave 20 min a 121 °Cy

1 atm de sobrepresion.

8.2. Actividad amilasa.

Para detectar la presencia de amilasa, se incubaron las bacterias en placas
con Agar almiddn durante 7 dias a 28 °C. Después de la incubacién, las placas se

revelaron con la adicion de 10 ml de lugol. La formacién de halos transparentes



alrededor del crecimiento bacteriano en un fondo afil indica que la prueba es
positiva (Figura 11B). Como control positivo se utilizdé la cepa Bacillus aryabhattai

SMJ17 (Mesa et al., 2015b).

Agar almidén: 2 g de agar levadura glucosa almidén (Scharlau); 3 g de extracto de
carne; 5 g de peptona; 20 g de agar y agua destilada hasta completar 1 litro. pH

ajustado a 7,2. Se esteriliza en autoclave 20 min a 121 °Cy 1 atm de sobrepresion.

8.3. Actividad catalasa y oxidasa.

La actividad catalasa se identificd por la produccion de burbujas al afadir

unas gotas de H,0; al 3% (v/v) sobre las colonias de las bacterias aisladas.

Para evaluar la actividad oxidasa, se afiadid el reactivo tetrametil-p-
fenilendiamina al 1% (Becton, Dickinson & Co., México) a las muestras de las
bacterias extendidas en un papel de filtro con un palillo de madera. La presencia de
esta actividad enzimatica fue observada por la aparicién de un color azul antes de

10-15 segundos.
8.4. Actividad celulasa.

La actividad celulasa se examind utilizando el medio CMC, siguiendo el
protocolo descrito en Elbeltagy et al. (2000). Las bacterias crecieron en dicho
medio durante 7 dias a 28 °C. La actividad celulasa se visualizé tras la inundacion de
las placas con una solucién de Rojo Congo al 0,1% (p/v) durante 20 minutos,
seguido de un descoloramiento de las placas con NaCl 1 M. La presencia de esta
enzima se determind por la aparicion de un halo claro alrededor del crecimiento
bacteriano (Figura 11C). Se usé como control positivo la cepa P. shioyasakiensis

SMJ25.



CMC: Formado por 4 soluciones: (A) 0,25 g de NaCl; 1,5 g de K;HPOg4; 2,5 g de
carboximetil celulosa y 400 ml de agua destilada (afiadiendo el CMC lentamente para
evitar la formacidn de agregados); (B) solucién acuosa de MgS0O4-7 H,0 1 M; (C) 3 g de
Na;HPO4-12 H,0; 5 g de NH4Cl; 9 ml de glicerol al 30%; 0,5 g de extracto de levadura;
6,5 g de agar y 100 ml de agua destilada; (D) CaCl, al 7,5% (p/v). Estas cuatro
soluciones se esterilizaron en autoclave por separado durante 20 min a 121 °Cy 1 atm
de sobrepresion y, posteriormente, las soluciones A y C fueron combinadas, estando
aun calientes, luego se le afadié 1 ml de la solucion By 1 ml de la D dentro de la

campana de flujo laminar (Elbeltagy et al., 2000).

8.5. Actividad lipasa.

La presencia de lipasa se identificd en placas con medio Tween80 incubadas
durante 7 dias a 28 °C. La presencia de halos alrededor del crecimiento bacteriano
indica la presencia de la enzima (Figura 11D). Se utiliz6 como control positivo la

cepa P. shioyasakiensis SMJ25.

Tween80: Formado por dos soluciones: (A) 10 ml deTween80; (B) 25 g de agar y 990
ml de agua destilada. Se esterilizan en autoclave ambas soluciones durante 20 min a
121 °C y 1 atm de sobrepresiéon. Afadir la soluciéon A a la solucién B con agitacion

constante dentro de la campana de flujo laminar (Prescott, 2002).

8.6. Actividad pectinasa.

La actividad pectinasa se examind cultivando las bacterias en el medio AMA
durante 7 dias a 28 °C (Elbeltagy et al., 2000). Después de la incubacion, la pectina
no hidrolizada por las bacterias formd un precipitado alrededor del crecimiento

bacteriano al afiadir CTAB al 2% (p/v) a las placas (Figura 11E).



AMA: 2 g de (NH4)2S04; 3 g de KH,PO4; 4,5 g de NaHPO4; 1,5 g de extracto de
levadura; 5 g de pectina (afiadir lentamente); 1,22 ml de MgS0,4:7H,0 1 M; 0,2 ml de
FeSO4:7H,0 (10 mg/ 10 ml); 10 ml de CaCl; (20 mg/100 ml); 32,34 ml de H3BO3 0,05 M;
59,17 pl de MnSO4 0,01 M; 59,23 pl de ZnSO4.-H,0 0,01 M; 40 pl de CuSO4-H,0 0,05 M;
41,3 pl de Na;Mo04-2H,0 0,01 M; 15 g de agar y agua destilada hasta completar 1
litro. pH ajustado a 7,2. Se esteriliza en autoclave 20 min a 121 °C y 1 atm de

sobrepresion.

8.7. Actividad proteasa.

Para detectar la presencia de esta actividad en las bacterias aisladas, éstas
crecieron en el medio Agar caseina durante 7 dias a 28 °C, siguiendo el protocolo
descrito en Prescott (2002). La apariciéon de un halo transparente alrededor del
crecimiento bacteriano se considerd prueba positiva para esta actividad (Figura

11F). Se utilizé como control positivo la cepa P. shioyasakiensis SMJ25.

Agar caseina: Formado por dos soluciones: (A) 20g de leche en polvo y 500 ml de agua
destilada. Se esteriliza en autoclave 10 min a 121 °C y 1 atm de presidén; (B) 5 g de
extracto de levadura; 20 g de agar y 500 ml de agua destilada. pH ajustado a 7,2. Se
esteriliza en autoclave 20 min a 121 ‘Cy 1 atm de sobrepresidn. Afiadir poco a poco la
solucion A a la solucién B en constante agitacion dentro de la campana de flujo

laminar.

8.8. Actividad quitinasa.

La actividad quitinasa se investigd sembrando las bacterias en placas con
medio minimo suplementado con quitina coloidal, e incubandolas a 28 °C durante 7

dias. La presencia de halos mostrd la capacidad de degradar la quitina por parte de



las bacterias (Figura 11G). Como control positivo se utilizd la cepa P.

shioyasakiensis SMJ25.

Medio minimo suplementado con quitina coloidal: 15 g de quitina coloidal; 2,7 g de
K2HPOg4; 0,3 g de KH,PO4, 0,7 g de MgS04-7 H,0; 0,5 g de KCl; 0,13 g de extracto de
levadura; 15 g de agar y agua destilada hasta completar 1 litro. Ajustar el pH a 7 y Se

esteriliza en autoclave 20 min a 121 °Cy 1 atm de sobrepresion.

Quitina coloidal: 4 g de quitina y 36 ml de HCl concentrado. Disolver en agitacidon

durante 2 h en campana de extraccion de gases. Completar la disolucién con agua
destilada hasta 1 litro y dejar decantar toda la noche. Descartar el sobrenadante y
resuspender el sedimento con 1 litro de agua destilada y volver a dejar decantar toda
la noche. Repetir el proceso de lavado/decantado 7 veces o hasta que el pH del
sobrenadante sea de 5,5-6. Después del ultimo lavado, mezclar vigorosamente y pasar
por un filtro de 0,5 mm. El efluente se conserva en un recipiente opaco a 4 °C. Para

determinar el contenido total de quitina se mete una muestra en una estufa a 80 °C

durante 24 h y se pesa.

Figura 11. Placas de Petri con resultados positivos y negativos de las diferentes actividades
enzimaticas estudiadas. (A) Placa de Agar ADN; (B) placa de Agar almiddn; (C) placa de CMC;
(D) placa de Tween80; (E) placa de AMA; (F) placa de Agar caseina; (G) placa de quitina
coloidal.



9. Caracterizacion enzimatica, bioquimica y nutricional de las bacterias aisladas.

A las posibles especies nuevas se les determind las caracteristicas
enzimaticas y bioquimicas, ademas de la resistencia a algunos antibidticos. Las
caracteristicas enzimaticas y bioquimicas se determinaron utilizando los sistemas
comerciales APl 20NE, API 20Strep y APl Zym (bioMérieux, Francia) (Figura 12). Las
galerias de estos sistemas se inocularon con una solucién de bacterias adecuada
segun las instrucciones del fabricante. Las galerias del APl 20NE y del API 20Strep se
interpretaron tras 24 horas de incubacion a 28 °C, siguiendo las instrucciones del

fabricante, y se realizé una segunda lectura tras 48 horas.

Las galerias del APl Zym se leyeron tras 4 horas de incubaciéon a 28 °C,

después de afiadir los reactivos ZYM Ay ZYM B como establece el fabricante.

Figura 12. Galerias API utilizadas en la identificacion de las posibles especies
nuevas con resultados positivos y negativos. (A) API 20Strep; (B) API 20NE;
(C) API Zym.



Para determinar las caracteristicas nutricionales, asi como la resistencia
frente a algunos antibidticos se usaron las microplacas GEN Il (Biolog). Para ello, se
sembraron las bacterias en placas con medio TSA 0,3 M y se incubaron durante 24
horas a 28 °C. A partir de este cultivo, se realizé una suspension de cada bacteria en
un liquido inoculante viscoso llamado IF C, suplementado con SW30 estéril hasta
una fuerza iénica de 0,3 M, hasta llegar a una transmitancia del 90-95%. Esta se
afiadio a las microplacas y se incubaron durante 3 dias a 30 °C en un dispositivo
Omnilog (Biolog). Los resultados se analizaron con el paquete opm para R (Vaas et
al., 2012; 2013) v.0.9.23. A las cepas tipo de referencia también se les realizaron

estas pruebas para poder comparar los resultados obtenidos.

10. Estudios quimiotaxondmicos de las bacterias seleccionadas como nuevas

especies.

Para poder realizar los estudios quimiotaxondmicos (excepto para los acidos
grasos), primero se tuvieron que liofilizar los cultivos bacterianos. Para ello, las
bacterias se incubaron en 1 litro de medio TSB 0,3 M durante 3 dias a 28 °C en
agitacién continua. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron durante 10
minutos a 8500 rpm. Se recogieron los sedimentos en tubos Falcon de 50 ml y se
guardaron a -20 °C durante 48 horas. Una vez congeladas las biomasas bacterianas

se liofilizaron durante 48 horas.

Todas las pruebas quimiotaxondmicas fueron realizadas bajo una campana

de extraccién de gases.
10.1. Estudios del acido diaminopimélico.

Este estudio sdlo se realizd para las cepas Gram positivas, siguiendo el
método descrito en Staneck y Roberts (1974). El protocolo realizado se divide en

dos partes: una hidrdlisis y una cromatografia en capa fina.



Para la hidrélisis, se pesaron 10 mg de la biomasa liofilizada en tubos
eppendorf, y se mezclaron con 200 pl de HCl 6 N. La mezcla se incubd a 100 °C
durante 12-16 horas, tapando los eppendorf con papel de parafina. Luego se
centrifugaron los tubos durante 5 minutos a 5000 rpm y el sobrenadante se
transfirié a un tubo de cristal. Estas muestras se secaron en un evaporador durante
20 minutos, aproximadamente, a 40 °C. Una vez completamente secas, el residuo
final se disolvié en 100 pul de agua destilada y se volvié a evaporar. Por ultimo, los
residuos se disolvieron en 20 pl de agua destilada y se guardaron a 4 °C hasta su

uso. Una vez utilizada, el resto de la solucién se guarda a -20 °C.

El siguiente paso es la realizacidon de la cromatografia en capa fina. A la placa
de celulosa 20 x 20 cm (Merk 1.0576.0001) se le practicaron dos lineas a cada lado
a 0,5 cm del borde. Luego, se dibujé una linea a 1 cm del borde inferior con un
l[dpiz. Las muestras se colocaron con una pipeta Pasteur sobre esta linea y se
secaron al aire. Las muestras se repartieron en lineas de 1 cm y separadas unas de
otras por 1,5 cm (Figura 13A). Junto con las muestras, también se deposito en la
placa de celulosa una solucién estandar que sirvi6 como marcador. Una vez
preparada la placa de celulosa, se introdujo en una cubeta de cristal con 120 ml del
solvente, formado por metanol: agua destilada: HCI 6 N: piridina (80:26:4:10 v/v), y
dos papeles de filtro a ambos lados de la cubeta, hasta que el solvente llegara,
aproximadamente, a 2 cm del final de la placa (alrededor de 3 horas). Después, la
placa se dejo secar durante 30 minutos fuera de la cubeta y se rocié con un espray
de ninhidrina (ninhidrina 0,2% en acetona) y se calentd a 100 °C durante 5 minutos.
Los aminoacidos fueron visibles después de este paso y se determind el tipo de
isdmero por comparacion con el estandar. El solvente utilizado debe ser preparado

un dia antes de su uso.



10.2. Analisis de los azticares de membrana.

Este andlisis también se llevd a cabo sélo en las bacterias Gram positivas,
siguiendo el protocolo descrito en Lechevalier y Lechevalier (1970). Lo primero fue
pesar 25 mg de la biomasa liofilizada, en un tubo de cristal con rosca forrado con
teflon, y se le adicioné 1 ml de H,SO4 1 N. Estos tubos se calentaron a 95 °C durante
2 horas y, posteriormente, se enfriaron a temperatura ambiente durante 5
minutos. Se le afiadié el volumen de una pipeta Pasteur de Ba(OH), saturado y la
mezcla se transfirid a un vaso de precipitado de 10 ml. El pH se ajusté a 5-5,5
usando Ba(OH), saturado o H,SOs 1 N. Se transfirid la muestra a un tubo de
hidrolisis y se centrifugd a 1800 rpm durante 5 minutos. La fase liquida se pasé a un
tubo de cristal tapado con algodén y se congelaron con una inclinacién de 45 ° a
-20 °C durante 2-3 horas. Pasado este tiempo, la muestra se liofilizé durante toda la
noche. Finalmente, se disolvié en 0,5 ml de agua destilada y se transfirié a un tubo

eppendorf.

Como en el caso anterior, en este estudio también se realizd una
cromatografia en capa fina. La placa de celulosa se prepard de la misma manera
que en el caso del 4cido diaminopimélico, con la diferencia de que se colocaron 5 pl
de la muestra con una jeringuilla a lo largo de 2 cm. También se utilizé un estandar
de azucares, cada uno a una concentracién del 1% (ramnosa, ribosa, xilosa,
arabinosa, D-manosa, D-(+) glucosa y galactosa). La cromatografia se realizd, como
se ha descrito en el apartado anterior, durante 2 horas, utilizando el solvente
etilacetato: piridina: agua destilada (100:35:25 v/v). Una vez terminada la
cromatografia, la placa se secé durante 15-30 minutos y, posteriormente, se rocio
con un espray de ftalato de anilina y se calenté a 105 °C durante 5 minutos. Los
puntos de azlcares fueron visibles después de este paso y se determind el tipo de

azlcar en comparacion con la solucién estandar.



10.3. Estudio de los lipidos polares.

Los lipidos polares se analizaron segun el protocolo de Minnikin et al. (1984)
siguiendo las modificaciones del protocolo descritas en Kroppenstedt y Goodfellow
(2006). Se necesitaron 100 mg de biomasa liofilizada de las bacterias que se
colocaron en un tubo de teflén de 10 ml. Se les afiadié 2 ml de metanol acuoso y 2
ml de éter de petrdleo y se mezcld durante 15 minutos en un rotador. Luego, se
centrifugaron durante 5 minutos a 1800 rpm a temperatura ambiente y se
formaron dos capas. La capa superior se recuperd en tubos de cristal tapados con

papel de aluminio para el anélisis de las quinonas y se guardé a -20 °C en oscuridad.

A la capa inferior se le afiadid 1 ml de éter de petréleo, se mezclé durante 5
minutos y se volvié a centrifugar con las mismas condiciones. Se volvieron a formar
dos capas y la superior se volvid a guardar para el analisis de las quinonas. La capa
inferior se mezclé con un agitador y se calenté durante 5 minutos en un bafio a
99 °C. A continuacidn, los tubos se enfriaron a 37 °C durante 5 minutos. Se les
afiadié 2,3 ml de cloroformo: metanol: NaCl al 0,3% (p/v) (90:100:30 v/v) y se
mezclaron durante 1 hora en un rotador. Pasado este tiempo, se centrifugaron los
tubos durante 5 minutos a 1800 rpm y el sobrenadante se pasd a tubos limpios.
Posteriormente, se les afiadié a los sedimentos 2,3 ml de cloroformo: metanol:
NaCl al 0,3% (p/v) (50:100:40 v/v), se mezclaron durante 30 minutos y se volvio a
centrifugar, unificando los sobrenadantes con los del paso anterior. A los
sobrenadantes recopilados se les afiadié 1,3 ml de Cloroformo y 1,3 ml de NaCl al
0,3% (p/v) y se mezcldé cuidadosamente durante 20 segundos, se volvieron a
centrifugar los tubos y la fase inferior se pasd a un tubo de cristal y se concentré
usando un evaporador a 40 °C durante 20-30 minutos. El residuo final se disolvié en

0,4 ml de cloroformo: metanol (2:1) y se guardd a -20 °C.



A las muestras obtenidas se les hizo una cromatografia, utilizando placas de
aluminio 10 x 10 (Macherey-Nagel). Se cargaron 20 ul de las muestras con una
jeringuilla en la esquina inferior izquierda de la placa y se secaron con aire caliente
seco. Se hicieron 4 placas por muestra y se rotularon en la esquina superior
izquierda (Figura 13C). Las muestras corrieron dos veces en distintas posiciones. La
primera cromatografia se realizé utilizando el solvente cloroformo: metanol: agua
destilada (195:75:12) durante 30 minutos, aproximadamente, (hasta que el
solvente llegue al final de la placa). Las placas se colocaron en la posicién en la que
el punto donde se pusieron las muestras quedara en la esquina inferior derecha y
el nombre de la muestra en la esquina inferior izquierda (Figura 13B).
Posteriormente, se secaron durante 30 minutos y se introdujeron en otra cubeta
para la segunda cromatografia. Esta cubeta contenia el solvente cloroformo. acido
acético glacial: metanol: agua destilada (80:12:15:4). Las muestras se sometieron a
cromatografia durante 30 minutos, aproximadamente, (hasta que el solvente
llegue al final de la placa), con las placas en la posicion en la que el nombre de la
muestra quedara en la esquina superior izquierda y el punto de la muestra en la

inferior izquierda (Figura 13C). Por ultimo, se dejaron secar durante 30 minutos.

La deteccidn de los lipidos se realizd de la siguiente manera:

e Deteccidon de los grupos amino: se rocié la placa 1 con un espray de

ninhidrina 0,2%, calentada a 80 °C durante 10 minutos y enfriada a
temperatura ambiente. Después de este paso, aparecieron puntos de color
rosa que se marcaron con un lapiz y, finalmente, se escanearon las placas.

e Deteccion de los grupos glico: la placa 2 se rocid con un espray de acido a-

nafto-sulfurico y se trat6 como en el caso anterior. Se escanearon los
puntos marrones que aparecieron.

e Detecciéon de los grupos fosfato: la placa 1 se rocié con el espray de

ninhidrina 0,2% con azul molibdeno al 1,3% diluido en acido sulfurico 4,5 M



(1:1). La placa se secd a temperatura ambiente y aparecieron puntos
azules.

e Deteccion de lipidos totales: se rocié la placa 3 con un espray de acido

molibdatofosférico al 5% en etanol, se calenté a 150 °C durante 20
minutos, luego a 170 °C durante otros 20 minutos y finalmente, se
enfriaron a temperatura ambiente. Después de estos pasos aparecieron
puntos de color negro.

e Deteccion de los grupos colina: se rocidé suavemente la placa 4 con un

espray con el reactivo Dragendorff. La placa se secé a temperatura

ambiente y aparecieron puntos de color amarillo-naranja (Tindall, 1990).

Metanol acuoso: 10 ml de una solucion de NaCl al 0,3% en 90 ml de metanol.

Espray con acido a-nafto-sulfurico: 40,5 ml de etanol; 4 ml de agua destilada; 6,5 ml

de acido sulfurico concentrado y 10,5 ml de a-naftol (15 g/l en etanol).

Reactivo Dragendorff: yoduro de potasio 0,11 M y subnitrato de bismuto 0,6 mM en

acido acético 3,5 M.

10.4. Analisis de las quinonas.

Para los andlisis de las quinonas se recuperaron las muestras recogidas
durante la extraccion de los lipidos polares, guardadas en oscuridad a -20 °C. Estas
muestras se secaron completamente en el evaporador y el residuo formado se
disolvié en 400 pl de acetona. Los extractos se cargaron en placas pequefias TLC
(gel de silice TLC 60 F254.1.05735.0004 Merk), usando una pipeta Pasteur. En cada
placa se cargaron dos muestras en 2 cm, a 1 cm del borde inferior. Se hizo una
cromatografia de estas placas durante 30 minutos, aproximadamente, (el solvente
no debe llegar al final de la placa) en una cubeta que contenia el solvente éter de

petréleo: dietil éter (85:15 v/v), siempre fresco. Posteriormente, las placas se



dejaron secar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se observaron bajo luz
UV. Las marcas negras fuertes se marcaron con un ldpiz, se rasparon y el silice
raspado se introdujo en una jeringuilla de cristal con un filtro. A la jeringuilla se le
anadieron dos volumenes de una pipeta Pasteur de dietil éter para la elucidn de las
quinonas. El producto obtenido se secé completamente en el evaporador a 40 ‘Cy
el residuo final se disolvié con 200 ul de isopropanol para HPLC y se transfirié a un

vial pequefio.

Las quinonas se identificaron por HPLC.

Nombre muestra

I 0,5 em
muestra
.

Nombre muestra

muestras

1,5 em
+—»

1-Z2cm

muestra
B

Figura 13. Disefio de las placas usadas en la cromatografia durante los analisis
quimiotaxondmicos. (A) Placa de celulosa 20 x 20 para realizar los estudios de los acidos
diaminopimélicos y los azicares de membrana; (B) placa de aluminio 10 x 10 para el analisis de
los lipidos polares en la posicion de la primera cromatografia; (C) placa de aluminio 10 x 10
para el analisis de los lipidos polares en la posicién de la segunda cromatografia.



10.5. Analisis de los acidos grasos

La extraccion de los acidos grasos se realizd en todas las cepas estudiadas
como especies nuevas y en las cepas tipo de referencia de cada una, siguiendo el

protocolo descrito por Sasser (1990).

En primer lugar, se sembraron las bacterias problema y las de referencia con
las mismas condiciones en placas de medio TSA 0,3 M a 28 °C. Para las cepas de
Pseudoalteromonas y Bacillus, las placas se incubaron durante 24 horas, mientras
gue para el caso de Kushneria, Halomonas y Staphylococcus fueron necesarias 48
horas. Pasado el tiempo de incubacidn se recogieron de estas placas 40 mg de
biomasa, y se pasaron a un tubo de cristal con tapdn de rosca, y se guardaron a
-20 °C. Para la realizacion de la extraccidn, se siguieron 4 pasos: saponificacion,

metilacion, extraccién y lavado.

Para la saponificacién, se afiadié 1 ml del Reactivo 1 a cada tubo con las
bacterias, se mezclaron con el agitador y se calentaron en agua a 99 "C durante 5
minutos. Pasado este tiempo, se volvieron a agitar las muestras durante 5-10
segundos y se devolvieron al bano durante 30 minutos mas. Finalmente, se

enfriaron en agua helada durante 5 minutos.

Para la metilacidn, se les afiadio a los tubos 2 ml del Reactivo 2, se mezclaron
brevemente con el agitador, se calentaron a 80 °C durante 10 minutos (este paso
es critico en el tiempo y la temperatura) y, por ultimo, se enfriaron en agua helada

durante 5 minutos.

Para realizar la extraccidn de los acidos grasos, se afadio a las muestras 1,25
ml de Reactivo 3, se voltearon en un rotador durante 5 minutos. A continuacidn, se
centrifugaron los tubos a 1800 rpm durante 5 minutos y se descartd la fase acuosa

(la inferior).



El ultimo paso fue el lavado. Para ello, se afiadié 4 ml del Reactivo 4 a los
tubos y se voltearon durante 5 minutos en el rotador. Posteriormente, se les
anadié un volumen de una pipeta Pasteur del Reactivo 5 y se transfirid la capa

superior a un vial y se guardd a 4 °C hasta su analisis.

Para el analisis e identificacion de los acidos grasos, los viales con las
muestras se enviaron a una compafiia externa, que usaron el sistema MIDI para la

identificacion.

Reactivo 1: 45 g de NaOH; 150 ml de metanol (para HPLC) y 150 ml de agua destilada.
Reactivo 2: 325 ml de HCI 6N y 275 ml de metanol (para HPLC).

Reactivo 3: 200 ml de hexano (para HPLC) y 200 ml de metil terc-butil éter.

Reactivo 4: 10,8 g de NaOH y 900 ml de agua destilada.

Reactivo 5: 40 g de NaCl y 100 ml de agua destilada.

11. Resistencia a sal y a metales pesados.

Con el fin de determinar la resistencia a NaCl, las bacterias se sembraron en
placas de medio TSA suplementadas con concentraciones crecientes de SW30
desde una fuerza iénica de 0,5 M hasta 4 M (preparadas anadiendo la cantidad

correspondiente de SW30). Estas placas se incubaron a 28 °C durante 3 dias.

De manera similar, la resistencia a metales pesados se realizé en placas de
medio TSA 0,3 M. Las placas se prepararon afadiendo cantidades crecientes de
metales pesados a partir de soluciones stock de los metales probados: NaAsO, 0,5
M; CdCl, 1 M; CuSO4 1 M; CoCl, 1 M; NiCl, 0,5 M; Pb(NOs); 0,5 M y ZnSO4 1 M. Las

concentraciones finales de los metales en las placas fueron del rango de 0,1 a 60



mM de As; de 0,1 a 3,5 mM de Cd y Cu; de 0,1 a 25 mM de Co, Ni, y Pb; yde 0,1a 5

mM de Zn. Las bacterias se incubaron en estas placas durante 3-4 dias a 28 °C.
12. Propiedades PGP.

Las propiedades PGP estudiadas fueron la produccién de auxinas, la
produccién de sideréforos, la solubilizacion de fosfato, la fijacién de nitrégeno, la
presencia de la actividad ACC desaminasa y la formacién de biopeliculas. Todos los
medios utilizados se suplementaron con SW30 hasta alcanzar una fuerza idnica de
0,3 M. Estas propiedades también se estudiaron en presencia de metales pesados,
y para ello, a los medios utilizados se les afiadié el metal correspondiente a partir
de las soluciones stock descritas en el apartado anterior, hasta llegar a 1 mM para
As, Co, Cu, Ni, Pb, Zny a 0,25 mM para el Cd. La produccidn de auxinas y la fijacion
de nitrégeno no se pudieron realizar en presencia de Pb debido a que la solucién
stock lleva nitrégeno y daria un falso positivo en la fijacion de nitrégeno vy, en el

caso de las auxinas, el Pb precipitaba en presencia del reactivo de Salkowski.
12.1. Produccion de IAA.

Para la produccién de IAA, las bacterias se sembraron en 4 ml de NB (Biolife)
con L-triptofano (afiadir 100 mg/l) durante 72 horas en agitacidn continua a 28 °C.
Pasado este tiempo de incubacidn, se centrifugaron 1,5 ml de los cultivos durante 5
minutos a 13000 rpm y 1 ml del sobrenadante formado se transfirié a un tubo de
cristal al que, posteriormente, se le afadid 4 ml del reactivo de Salkowski. Las
mezclas se agitaron e incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos. La
aparicion de un color rojo indica que la prueba es positiva (Figura 14A). Ese cambio
de coloracién se cuantificd en un espectrofotdmetro (Lambda25; PerklinElmer) a

535 nm de longitud de onda, utilizando como blanco la mezcla del medio NB con el



reactivo de Salkowski. Se registraron las absorbancias de las muestras y se calculd

la produccion de IAA usando la férmula deducida a partir de una curva patron.

La curva patrén se realizé con IAA (200 mg/l) como se muestra en la Tabla 1.
Después de incubar 20 minutos, se midieron las absorbancias de las distintas
concentraciones de IAA y con los datos se cred una recta de regresion y su
respectiva formula. Se utilizaron controles positivos y negativos. El control negativo

fue Bacillus subterraneus SMT46 (Mesa et al., 2015a) y el positivo fue Pantoea

agglomerans RSO6 (Paredes-Paliz et al., 2016a).

Tabla 1. Datos para realizar la curva patrén de la produccion de IAA.

Volumen de
1AA (200 mg/1) 0,25
(ml)

0,05 0,01

Volumen de

NB (ml)

0 0,25 0,5 0,625 0,75 0,9 0,95 0975 0,99 1

Volumen de

reactivo 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Salkowski (ml)

NB: 5 g peptona; 3 g de extracto de carne y agua destilada hasta completar 1 litro. Se

esteriliza en autoclave 20 min a 121 °Cy 1 atm de sobrepresion.

Reactivo de Salkowski: 250 ml de agua destilada; 7,5 ml de FeCl3:6 H,0 0,5 M y 150 ml
de H,S04 (Patten y Glick, 2002).



12.2. Produccion de siderdéforos.

Para evaluar la produccion de sideréforos, se hicieron cultivos liquidos de las
bacterias en 3 ml de TSB 0,3 M vy se incubaron 24 horas a 28 °C en agitacién
continua. Después de la incubacidn, se depositaron 100 ul de cada cultivo en un
pocillo en placas con medio CAS. Estas placas se incubaron durante 7 dias a 28 °Cy
la aparicidon de un halo de color naranja alrededor del pocillo indicé que la bacteria
producia siderdforos (Figura 14B). El didmetro de los halos se midié en mm. Se
utilizé un control negativo (B. subterraneus SMT46) y un control positivo (Salinicola

peritrichatus SMJ30 (Mesa et al., 2015b)).

CAS (cromo-azurol-S): Este medio se preparé mezclando 4 soluciones: (A) 10 ml de
FeClz:- 6 H,0 1 M (en 10 mM de HCI); 50 ml de solucion acuosa CAS (1,21 mg/l) y 40 ml
de una solucién acuosa de CTAB (1,82 mg/I). Se esteriliza en autoclave 20 min a 121 °C
y 1 atm de sobrepresién; (B) 0,3 g de KH,PO4; 0,5 g de NaCl; 1 g de NH4Cl; 30,24 g de
PIPES; 15 g de agar y 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 6,8 y esterilizar en
autoclave 20 min a 121 °Cy 1 atm de sobrepresion; (C) 2 g de glucosa; 2 g de manitol;
493 mg de MgSO4:7 H,0; 11 mg de CaCly; 1,17 ml de MnSO4 0,1% (p/v); 1,4 ml de
H3BO3 0,1% (p/v); 40 pl de CuSO4-5 H,0 0,1% (p/v); 1,2 ml de ZnSO4-7 H20 0,1% (p/v); 1
ml de Na;Mo0Q4-2 H,0 0,1% (p/v) y agua destilada hasta 70 ml. Se esteriliza en
autoclave durante 20 min a 121 °Cy 1 atm de sobrepresion; (D) 3 g de casaminodcidos
y 30 ml de agua destilada. Filtrar usando una jeringuilla con un filtro de 0,45 pm de
didmetro de poro. A la solucién B aun caliente y en agitacion, se le afiadié 70 ml de la
solucién C, 30 ml de la solucion D y 100 ml de la solucion A en la campana de flujo
laminar (Alexander y Zureber, 1991). El medio se vertié en placas de Petri que tenian

en la base anillos de metal estériles para formar los pocillos.



12.3. Solubilizacién de fosfato.

Esta prueba se realizd de forma similar a la anterior. Se prepararon placas
con medio NBRIP en las que se indujo la formacién de pocillos como en el caso
anterior. A cada pocillo se le afiadié 100 ul de los cultivos y se incubaron las placas
durante 7 dias a 28 °C. Las bacterias capaces de solubilizar fosfatos presentaron un
halo transparente alrededor del pocillo donde crecieron (Figura 14C). Se midid el
didametro de los halos (mm). Se utilizé un control negativo (B. subterraneus SMT46)

y un control positivo (S. peritrichatus SMJ30).

NBRIP: 10 g de glucosa; 5 g de Ca3(P0Oy4),; 5 g de MgCly-6 H,0; 0,25 g de MgS04-7 H,0;
0,2 g de KCI; 0,1 g de (NH4),SOg4; 16 g de agar y agua destilada hasta completar 1 litro.
Ajustar el pH a 7 y esterilizar en autoclave 20 min a 121 ‘Cy 1 atm de sobrepresion. El
medio se vertié en placas de Petri que tenian en la base anillos de metal estériles para

formar los pocillos (Pikovskaya, 1948).

12.4. Fijacidn de nitréogeno.

Para la fijacion de nitrégeno, las bacterias se sembraron en placas con el
medio NFB y se incubaron durante 7 dias a 28 °C. La presencia de crecimiento
pasado este tiempo indicd que la bacteria podia fijar nitrégeno. Se usaron al mismo
tiempo controles negativos y positivos. Se utilizaron como controles la cepa B.

subterraneus SMT46 (negativo) y la cepa B. aryabhattai SMT50 (positivo).

NFB: 5 g de 4cido malico; 480 mg de KH,PO4; 160 mg de MgS0,4:7 H,0; 80 mg de NaCl;
212 pl de CaCl, 7,5% (p/v); 8 ml de FeCls % (p/v); 1,3 ml de NazMoO4-2 H,0 0,1% (p/v);
240 pl de H3BO3 0,1 % (p/v); 0,8 pl de CuSO4-5 H,0 0,1% (p/v); 192 ul de ZnSO4-7 H,0
0,1% (p/v); 15 g de agar y agua destilada hasta completar 1 litro. Ajustar el pH a 6,8 y

esterilizar en autoclave 20 min a 121 °Cy 1 atm de sobrepresion (Ji et al., 2014).



Figura 14. Resultados positivos y negativos de algunas de las propiedades PGP
estudiadas. (A) Deteccion de IAA; (B) placa con medio CAS; (C) placa con medio
NBRIP.

12.5. Presencia de actividad ACC desaminasa.

Para detectar la presencia de la actividad ACC desaminasa se utilizd el
protocolo descrito por Penrose y Glick, (2002). Se prepararon cultivos liquidos de
las bacterias en 3 ml de medio DF suplementado con nitrégeno y se incubaron en

agitacion constante a 28 °C durante 24 horas. Se trasfirieron 60 ul de los cultivos a

L



tubos con 3 ml de medio DF suplementado con ACC 3 mM, como Unica fuente de
nitrégeno, y se incubaron 24 horas a 28 °C en agitacion constante. Las bacterias
gue crecieron en este medio son las que presentaron la actividad ACC desaminasa.
Se utilizé como control negativo la cepa Pseudomonas putida. UW4 acds™ (Li et al.,

2000) y como control positivo la cepa Pseudomonas putida UW4 (Glick, 1995).

DF: Este medio esta formado por tres soluciones. (A) 10 mg de HsBOs; 11,19 mg de
MnSO4-H;0; 124,6 mg de ZnSO47 H,0; 78,22 mg de CuSO4s5 H,0; 20 mg de
Na;Mo04:2H,0 y 100 ml de agua destilada. Guardar a -20 °C; (B) 100 g de FeSO4-7 H,0
y 10 ml de agua destilada. Guardar a -20 °C; (C) 4 g de KH,PO4; 6 g de NaH,P0O4; 0,2 g
de MgS04-7 H,0; 2 g de glucosa; 2 g de acido gluconico; 2 g de acido citrico y agua
destilada hasta completar un litro. A la solucidn C se le afiade 0,1 ml de la solucién Ay
0,1 ml de la solucidn B. Ajustar el pH a 7,2 y esterilizar en autoclave 20 mina 121 °Cy 1
atm de sobrepresién. Cuando se suplementa con nitrégeno, a la solucion C se le afiade
2 g de (NH4);SO4. Cuando se suplementa con ACC 3 mM, se le afiade al medio

completo, después de ser autoclavado, 6 ml/l de ACC 0,5 M filtrado.

12.6. Formacion de biopeliculas.

Para ver si las bacterias eran capaces de formar biopeliculas se siguid la
metodologia descrita en del Castillo et al. (2012). Se preparé un cultivo liquido de
las bacterias en 3 ml de TSB 0,3 My se incubd a 28 °C durante 24 horas en agitacion
constante. A continuacion, se afiadieron 20 pl de los cultivos crecidos en cada
pocillo de una placa de microtitulacién, de forma que hubiera 4 réplicas de cada
bacteria. Como control negativo se utilizaron el medio TSB sin inocular y un cultivo
con la cepa B. subterraneus SMT46, que no formaba biopeliculas, y como control
positivo se utilizd la cepa Bacillus methylotrophicus SMT38 (Mesa et al., 2015a),
capaz de formar biopeliculas. Las placas se incubaron a 28 °C durante 4 dias.
Pasado este tiempo, los pocillos se lavaron con agua destilada 5 veces, se tifieron

con 200 pl de cristal violeta al 0,01% durante 20 minutos y se lavaron de nuevo 3



veces con la misma cantidad de agua destilada. Después, se afiadieron 100 ul de
acido acético al 33% disuelto en etanol al 95% y se midi6 la absorbancia de los
pocillos a 570 nm/595 nm en un lector de microplacas ASYS UVM-340. Con los
resultados obtenidos se calculd la media de las 4 réplicas y se compararon con los

controles.
13. Seleccion de consorcios bacterianos.

Para la formacion de los consorcios, se escogieron las mejores cepas
bacterianas considerando la resistencia a los metales y/o sal, la presencia de
propiedades PGP y las actividades enzimaticas. Se formaron tres consorcios
diferentes: CE (consorcio de endofitos de A. macrostachyum en las marismas del
Odiel), CR (consorcio de rizosféricos de A. macrostachyum en las marismas del
Odiel) y el consorcio formado por los endofitos de las filosferas de A.
macrostachyum en Lebrija. Los dos primeros consorcios estaban formados por 4

bacterias cada uno, mientras que el ultimo estuvo formado por 3 bacterias.

Para ver la compatibilidad de crecimiento in vitro de las bacterias de los
consorcios, las bacterias que constituyen un mismo consorcio se incubaron
conjuntamente en un matraz con 50 ml de medio TSB 0,3 M y se incubaron durante
24 horas a 28 °C en agitacion continua. Pasada la incubacién, se realizaron
diluciones seriadas de dichos cultivos y se sembraron las diluciones 108, 10°, 10%y
10 en placas de TSA 0,3 M. Estas placas se incubaron a 28 °C durante 24-48 horas.
Después de 48 horas se comprobd que las colonias de todas las bacterias que

forman cada consorcio estuvieran presentes en las placas.

.



14. Inoculacion de las semillas de A. macrostachyum.
14.1. Preparacion de los indculos bacterianos.

Para poder inocular tanto las semillas como las plantas de A.
macrostachyum, las cepas seleccionadas se incubaron por separado en 50 ml de
TSB 0,3 M durante 18-24 horas a 28 °C en agitaciéon continua hasta alcanzar la
concentracion de 108 células/ml. Para ello, se midid la densidad dptica de una
muestra de cada cultivo con el espectrofotémetro a 600 nm y se comprobd que la
densidad fuera alrededor de 0,9-1,0. Después, los cultivos se centrifugaron a 8000
rpm durante 10 minutos. Los sedimentos se lavaron con 50 ml de solucién salina
estéril al 0,9% (p/v) y se volvieron a centrifugar en las mismas condiciones. El
sedimento formado se resuspendié en 5 ml de solucién salina estéril al 0,9% (p/v).
Los cultivos de las bacterias que formaban el mismo consorcio se mezclaron en un

tubo Falcon de 50 ml.
14.2. Germinacion de las semillas en presencia de metales.

Las semillas de A. macrostachyum se recolectaron en marzo de 2015 de las
marismas del Odiel (Huelva, Espafia) (37° 13’N-6" 57'0). Se utilizaron para el
experimento 600 semillas y, en primer lugar, se desinfectaron superficialmente.
Para ello, se sumergieron en hipoclorito de sodio al 10% (p/v) durante 10 minutos
en agitacion. Pasado este tiempo, se lavaron 6 veces con agua destilada estéril. Una
vez desinfectadas, se preinocularon 200 semillas con el consorcio CE y otras 200
con el consorcio CR. La preinoculacidn se realizé sumergiendo las semillas en 20 ml
del cultivo de las bacterias (que contenia 5 ml de cada bacteria) durante 1 hora en
agitacién continua. Las 200 semillas restantes fueron utilizadas como control, para
lo que se sumergieron durante 1 hora en agitacion continua en 20 ml de solucidn

salina estéril al 0,9% (p/v).



Se prepararon 12 placas de agar-agua al 9% (p/v) y otras 12 placas de agar-agua al
9% (p/v) suplementadas con una mezcla de metales pesados, conteniendo 25 uM
de cada metal (As, Cu, Pb y Zn). De esta manera, se crearon 6 condiciones de
germinacidn: germinacion de las semillas en presencia de metales, inoculadas con
el consorcio CE, con el consorcio CR y sin inocular; y germinacidon en ausencia de
metales pesados, inoculadas con el consorcio CE, con el consorcio CR y sin

inoculacion.

Las semillas se germinaron en estas placas (25 semillas por placa y 4 placas
por condicién) en una camara de germinacion AGP-700-HR ESP (Radiber,
Barcelona, Espafia) durante 21 dias en las siguientes condiciones: 10 horas a 20 °C,
50% de humedad y 100% de iluminacién (400-700 nm, 35 umol-m?-s?)y 14 horas a
5 °C, 50% de humedad y 0% de iluminacion.

La germinacién de las semillas se observé cada dia durante 3 semanas para

poder determinar la cinética de germinacion.
14.3. Germinacion de las semillas en presencia de sal.

Para este ensayo las semillas se recogieron en marzo de 2015 en Lebrija
(Sevilla, Espafia) (36° 54’N-6" 12’E) y se guardaron a 4 °C en oscuridad hasta que se
utilizaron. El experimento de germinacion comenzé en mayo de 2015. En primer
lugar, se esterilizaron superficialmente 600 semillas de la misma manera que se
describe en el apartado anterior. A continuacidn, se preinocularon 300 semillas con
el consorcio de bacterias y las otras 300 se utilizaron como control, siguiendo el

procedimiento descrito en el apartado anterior.

Se prepararon 8 placas de agar-agua al 9% (p/v), 8 placas de agar-agua al 9%
(p/v) suplementadas con 510 mM de NaCl y otras 8 placas de agar-agua al 9% (p/v)

suplementadas con 1030 mM de NaCl. De esta manera, se crearon 6 condiciones
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de germinacidn: germinacién de las semillas en ausencia de sal inoculadas con el
consorcio y sin inocular; germinacion en presencia de 510 mM de NaCl inoculadas
con el consorcio y sin inocular; y germinacién de semillas en presencia de 1030 mM

de NaCl inoculadas con el consorcio y sin inocular.

Las semillas germinaron en estas placas de manera similar a como se

describe en el apartado anterior y en las mismas condiciones de crecimiento.

La germinacidn de las semillas se observod cada dia para poder determinar la

cinética de germinacion.

Figura 15. Semillas germinadas de A.
macrostachyum en una placa de Petri con
agar-agua al 9% (p/v).



15. Ensayo de las plantas en suelos contaminados.

Las semillas germinadas en ausencia de metales (n=30) se traspasaron a
macetas individuales con perlita y se mantuvieron en las mismas condiciones que
las plantulas del apartado anterior durante 4 meses. Transcurrido este tiempo, las
plantas se traspasaron de nuevo a macetas individuales, pero con sedimentos
homogenizados de las marismas del Odiel. Las plantas se asignaron de forma
aleatoria en 3 bandejas dependiendo del tratamiento de inoculacién (sin inocular,
inoculadas con el consorcio CE e inoculadas con el consorcio CR) y mantenidas en

las mismas condiciones de invernadero durante 4 meses.

Figura 16. Bandeja del tratamiento sin inocular con macetas de A. macrostachyum
con suelo de las marismas del Odiel.



Durante el experimento, las plantas se inocularon con los consorcios una vez
a la semana durante el primer mes, y luego, dos veces al mes. Esta inoculacién se
hizo mezclando los indculos con 500 ml de agua corriente y cada maceta se regd
con 50 ml de la mezcla. Las plantas no inoculadas se regaron con 50 ml de agua

corriente por maceta.

Las plantas estuvieron inundadas todo el tiempo en un litro de agua

corriente, dejando 1 cm de profundidad, y los niveles se monitorizaron durante

todo el experimento. Ademads, cada semana se cambio el agua de las bandejas.

Una vez acabado el experimento, se reaislaron las bacterias de los tejidos de
las plantas y de los sedimentos como se describe en el aparatado 2, con el fin de

observar la presencia de las bacterias utilizadas en los consorcios.
16. Ensayo de las plantas en presencia de sal.

Las semillas germinadas en las placas sin sal se transfirieron a macetas
individuales con perlita y separadas en diferentes bandejas segln su tratamiento
de inoculacién. Los semilleros se mantuvieron en una temperatura controlada
entre 21 °C y 25 °C, 46-60% de humedad relativa, luz diurna natural de
35 umol-m2-s2 como minimo y 1000 umol-m2s2 como luz maxima. Las bandejas

siempre estuvieron inundadas por una soluciéon Hoagland al 20%.

En septiembre de 2015, las macetas con plantas de 4 meses se traspasaron a
diferentes bandejas, asignadas aleatoriamente, para comenzar con los
tratamientos de sal (0, 510 y 1030 mM de NaCl), manteniendo las inoculaciones

(n=54, 9 plantas x 3 concentraciones de sal x 2 tratamientos de inoculacion).

Para mantener los tratamientos de inoculacién, las plantas derivadas de las

semillas preinoculadas se reinocularon con 200 pl del indculo bacteriano cada



semana durante las 3 primeras semanas del experimento, y una vez al mes durante

el resto del experimento (3 meses).

Las macetas estuvieron inundadas por la solucién Hoagland al 20%
suplementadas con la cantidad de NaCl correspondiente segln el tratamiento. Asi,
al principio, se vertieron 3 litros de cada solucién (0, 510 y 1030 mM) en cada
bandeja, dejando una profundidad de 1 cm, y este nivel se monitorizd y se mantuvo
durante todo el experimento. Ademas, la solucion de cada bandeja se cambié cada

semana.

Una vez finalizado el experimento, se reaislaron las bacterias de las filosferas
de las plantas como se describe en el aparatado 2, con el fin de observar la

presencia de las bacterias usadas en el consorcio.

Solucion Hoagland al 20% (Hoagland y Arnon, 1938): 0,115 g de NH4(H2PO4) 1 M;
0,606 g de KNO3 1 M; 0,944 g de Ca(NOs)-4 H,0 1 M; 0,492 g de MgS04-7 H,0 1 M; 1
ml de solucién de micronutrientes; 2 ml de solucion de hierro y agua destilada hasta
completar 1 litro. Esta solucidn se diluyé en agua destilada al 20%. La solucién de
micronutrientes consta de 2,86 g de H3BOs; 0,18 g de MnCl,-4 H,0; 0,22 g de ZnSO4-7
H,0; 0,08 g de CuS0O4-5 H,0; 0,02 g de H,Mo00,- H,0 y agua destilada hasta completar 1

litro. La solucidn de hierro es 5 mg de quelato y agua destilada hasta completar 1 litro.

17. Andlisis del crecimiento.

Se utilizaron 3 plantas al principio de los experimentos para poder estimar la
biomasa seca inicial que tenian las plantas antes de los tratamientos. Al final de los
experimentos, se cosecharon 7 plantas de cada tratamiento para obtener la masa
seca final. Para ello, se separaron las raices y la parte aérea de las plantas y se

secaron a 60 °C durante 48 horas y luego se pesaron en una balanza. La tasa de



crecimiento relativo (RGR) de las plantas completas se calculé usando la siguiente

férmula con la media de los pesos obtenidos:

RGR = (In Bf—In B) - D (g g”*dia™)

donde Bf= la masa seca final, Bi= masa seca inicial y D= la duracidn del experimento

(dias).

18. Concentracion de iones en los tejidos de las plantas.

Al final de los experimentos, los tallos y las raices de 7 plantas de cada
tratamiento se lavaron cuidadosamente con agua destilada antes de los andlisis y
se secaron a 60 °C durante 48 horas. Luego, las muestras secas se molieron y se
enviaron al Centro de Edafologia y Biologia aplicada del Segura-CSIC (Murcia,
Espafia) para medir la concentracion total de As, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn y Na por ICP-OES,

mediante el servicio de iondmica.
19. Intercambio de gases y andlisis de fluorescencia de la clorofila.

Las medidas de intercambio de gas instantdaneo se tomaron de ramas
primarias seleccionadas aleatoriamente de cada planta en los diferentes
tratamientos. Las medidas se hicieron usando un analizador de gas infrarrojo
(IRGA) en un sistema abierto (LI-6400XT, LI-COR Inc., Nev., EEUU) equipado con una
camara de luz para la hoja (Li-6400-02B, Li-Cor Inc.) para obtener la tasa
fotosintética neta (An), la conductancia estomdtica (gs) y la concentracidn

intracelular de CO; (C).

Las medidas se realizaron entre las 10 de la mafiana y las 2 de la tarde, bajo
una densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 1000 pmol-m2-s (con un 15%
de luz azul para maximizar la apertura estomatica), un déficit de presién de vapor

de 2-3 kPa, una temperatura de alrededor de 25 °C y un ambiente de concentracion



de CO, (C.) de 400 pmol-mol? de aire y, antes de cada medida, se permitié que el
intercambio de gases se equilibrara (120 s). El drea fotosintética usada en cada
medida fue aproximadamente como media drea de las ramas cilindricas, ya que
solo la mitad de arriba recibié iluminacidn unilateral en la cdmara de hojas
(Redondo-Gdémez et al., 2010b). Para saber el area fotosintética, se midio el ancho

de cada rama medida.

En paralelo al andlisis del intercambio de gases, la fluorescencia de la
clorofila se midid en ramas primarias aleatorias de todas las plantas de los
experimentos, usando un fluorimetro modulado portatil (FMS-2, Hansatech
Instrument Ltd., Inglaterra). Los parametros de fluorescencia adaptados a la
oscuridad y a la luz se midieron a medio dia (1500 umol-m=2-s). Las ramas se
adaptaron a la oscuridad durante 30 minutos usando unos clips de hojas disefiados
para este propdsito. Los niveles minimos de fluorescencia en el estado de
oscuridad adaptada (Fo) se midieron wusando un pulso modulado de
<0,05 umol-m2:st durante 1,8 ps. Este pulso es tan pequefio como para inducir los
cambios fisioldgicos significativos en la planta (Schreiber et al., 1986). Los datos
que se almacenaron fueron un promedio tomados en un periodo de 1,6 s. La
maxima fluorescencia es este estado (Fn) se midié después de aplicar un pulso
luminoso actinico saturante de 15000 pmol'm?%s?! durante 0,7 s (Bolhar-
Nordenkampf y Oquist, 1993). Los valores de F,, se grabaron como la media mas
alta de dos puntos consecutivos. Se utilizd la misma rama para medir los
pardmetros adaptados a la luz. El rendimiento de fluorescencia en estado
estacionario (Fs) se almacend después de adaptar las ramas a un ambiente de luz
durante 30 minutos. Se utilizé un pulso luminoso actinico saturante de 15000
umol-m2s?t durante 0,7 s para producir el maximo rendimiento de fluorescecia

(F’m) inhibiendo temporalmente la fotoquimica del fotosistema Il (PSlI).



Utilizando los pardmetros de fluorescencia determinados en estados
adaptados a la oscuridad y a la luz, se calculd la maxima eficiencia cuantica de la
fotoquimica del PSIl (F,/Fm= (Fm-Fo) /F) y la eficiencia cuantica del PSIl (@esy= (F’' -
Fs) /F'm; (Genty et al., 1989)).

20. Analisis de enzimas antioxidantes.

Para estimar el efecto de la presencia de metales pesados sobre el sistema

antioxidante, se determinaron las actividades enzimaticas en las plantas cultivadas

en sedimentos contaminados.

Para este analisis, se recogieron 500 mg de los tejidos frescos de los tallos y
de las raices de plantas seleccionadas aleatoriamente de cada tratamiento al final
del experimento en tubos Falcon, y se introdujeron en un tanque con nitrégeno
liguido al momento de cortarlos. Después de recoger todas las muestras, estas se

mantuvieron a -80 C “hasta su utilizacion.

En primer lugar, se homogeneizaron las muestras en 8 ml de tampdn de
extraccién frio con un homogenizador y se centrifugaron a 9000 rpm durante 20
minutos a 4 °C. El sobrenadante se repartié en tubos eppendorf enfriados
previamente y se guardaron a -80 °C hasta su uso. Se utilizé un tubo eppendorf
para cada enzima que se midié. Las actividades enzimaticas obtenidas se
expresaron como unidades (U) por pug de proteina y se hicieron tres réplicas para

cada actividad enzimatica.

Para conocer la cantidad de proteinas presentes en las muestras, se
mezclaron 750 pl de tampdn de extraccidon con 50 pl del extracto vegetal y 200 pl
de reactivo de Bradford (Sigma Aldrich) y se incubd la mezcla a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Al mismo tiempo se mezclaron 800 ul de tampdn de

extraccién con 200 pl de Bradford para obtener el blanco y también se incubd



durante 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, las
muestras se midieron en el espectrofotémetro a 595 nm. Las medidas se realizaron
por triplicado y la cantidad de proteinas se calculé usando una férmula creada a

partir de una curva patron.

La curva patréon se realizé creando 10 concentraciones diferentes de la
proteina albumina de suero bovino (BSA) (Tabla 2), y mezclando 50 pl de cada
concentracion conocida con 750 pl de tampdn de extraccién y 200 pul de reactivo de
Bradford (Bradford, 1976). La mezcla se incubd durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se midié en el espectrofotdmetro y con los datos se cred una recta de

regresion y su formula correspondiente.

Tabla 2. Datos para crear las diferentes concentraciones de BSA usadas para construir una curva patron de
proteinas.

Concentracion de BSA (mg/ml)
I i
3,75 3,75 5 10 20 40 50

0 1,25 2,5 . .

Volumen de BSA
(1 mg/ml) (i)
Volumen de

tampoén de 50 50 50 50 45 40 30 20 10 0

extraccion (pl)

Tampon de extraccion (fosfato 50 mM): 1,073 g de fosfato de sodio monohidratado;
10,13 g de fosfato disédico heptahidratado; 0,034 g de Na-EDTA y agua destilada hasta

completar 1 litro. Ajustar el pH a 7,6. Conservar a 4 °C.

20.1. Ensayo de la actividad catalasa.

Para determinar la actividad catalasa en las muestras se midido la

desaparicién de H,0; viendo la absorbancia a 240 nm, utilizando el programa



“plantcat” en el espectrofotémetro y, para ello, hay que hacer un ensayo de
autooxidacién. Se colocaron en el espectrofotémetro dos cubetas de cuarzo con 1
ml de tampdn de extraccidn para estimar el cero en la medida. Posteriormente, se
retird la cubeta de la primera posicion y se adicionaron 990 ul de tampdn de
extraccién para obtener el blanco, anadiéndose posteriormente 10 ul de H;0, al

15% (v/v) y midiendo la absorbancia a 240 nm durante 120 segundos.

Una vez analizada la autooxidacidn, se paso a hacer el ensayo enzimatico. Se .
colocaron dos cubetas de cuarzo con una mezcla de 900 pl de tampdn de
extraccion y 100 pl del extracto vegetal para estimar el cero en la medida. A
continuacién, se retird la cubeta de la primera posicién y se afiadieron 890 ul de
tampon de extraccion y 100 pl de extracto vegetal para obtener el blanco.
Posteriormente, se le afiadié 10 ul de H20; al 15% (v/v) y se midio la absorbancia a

240 nm durante 120 segundos.

Con los datos obtenidos se construyeron graficas y los valores
correspondientes a la pendiente se extrapolaron, para expresar los datos en

unidades por pg de proteina, a las siguientes férmulas:
AOX= ((ArA) /e) / t
Actividad (U)= [((AFA)) /) — AOX] / t
Actividad (U)-ug™ de proteina= U-min™/ (ug de proteing - v)

donde AOX= autooxidacion, Ai= absorbancia inicial, A= absorbancia final, €=39,4
mM=t.cm, t= tiempo transcurrido (min) entre las dos absorbancias, y v=volumen

de muestra (ml).

NOTA: El H,0, y las muestras tienen que estar en hielo durante todo el proceso de

medida.



20.2. Ensayo de la actividad ascorbato peroxidasa.

Para medir esta actividad se utilizé el programa “plantpx”, en el que se midié
la oxidacidn del ascorbato a 290 nm. Se colocaron dos cubetas de cuarzo con una
mezcla de 897 ul de tampdn de ensayo, 100 ul del extracto vegetal y 2,7 ul de H,0;
2 mM para estimar el cero en la medida. Luego se retird la cubeta de la primera
posicidon y se le afiadieron 895 pl de tampdn de ensayo, 100 pl de extracto vegetal y
2,72 ul de H,0, 2 mM, y se establecid el blanco. Luego, se le afiadié 2,5 ul de

ascorbato 0,1 My se midié la absorbancia a 290 nm durante 120 segundos.

Con los datos obtenidos se construyeron graficas y los valores
correspondientes a la pendiente se extrapolaron, para expresar los datos en

unidades por pg de proteina, a la siguiente féormula:
Actividad (U)-ug™ de proteina= [(ArA)) / t] / (ug de proteina - v)

donde A= absorbancia inicial, A== absorbancia final, t= tiempo transcurrido (min)

entre las dos absorbancias, y v=volumen de muestra (ml).

NOTA: El ascorbato debe estar en hielo y protegido de la luz y el H,0, también tiene

que estar en hielo, al igual que las muestras.

Tampodn de ensayo (fosfato 50 mM): 2,918 g de fosfato de sodio monohidratado;
7,733 g de fosfato disddico heptahidratado y agua destilada hasta completar 1 litro.

Ajustar el pH a 7. Conservar a 4 °C.

20.3. Ensayo de la actividad superdéxido dismutasa.

Para determinar la actividad superéxido dismutasa, se utilizd el programa
“plantsod” en el espectrofotémetro, que mide la disminucion de pirogalol a 325

nm. Para estimar esta actividad también hizo falta medir la autooxidacion. Para



ello, se pusieron en el espectrofotémetro dos cubetas de cuarzo con 360 pl de agua
ultra pura y 640 pl de tampdn de ensayo para estimar el cero en la medida. A
continuacidn, se retird la cubeta de la primera posicién y se le afiadieron 360 ul de
agua ultra pura y 560 pl tampdn de ensayo para obtener el blanco y luego se le
anadié 80 ul de pirogalol 3 mM y se midid la absorbancia a 325 nm durante 120

segundos.

Una vez realizada la autooxidacion, se pasd a hacer el ensayo enzimatico. Se .
pusieron en el espectrofotometro dos cubetas de cuarzo con 360 ul de agua ultra
pura, 630 ul de tampdn de ensayo y 10 pl del extracto vegetal para estimar el cero.
A continuacidn, se retiré la cubeta de la primera posicién y se le aifiadieron 360 pl
de agua ultra pura, 550 pl tampdn de ensayo y 10 pl del extracto vegetal para
obtener el blanco y luego se le afiadié 80 pul de pirogalol 3 mM y se midié la

absorbancia a 325 nm durante 120 segundos.

Con los datos obtenidos se construyeron graficas y los valores
correspondientes a la pendiente se extrapolaron, para expresar los datos en

unidades por pg de proteina, a la siguiente férmula:
Actividad (U)-ug™ de proteina= [pendiente / (pendiente AOX - 0,5)] / (ug de proteina - v)

donde AOX= autooxidacion y v=volumen de muestra (ml).

NOTA: El pirogalol tiene que estar en hielo, al igual que las muestras.

20.4. Ensayo de la actividad guaiacol peroxidasa.

Para medir la actividad guaiacol peroxidasa se utilizé el programa “plantgpx”,
que mide la formaciéon de guaiacol oxidado a 470 nm. En primer lugar, se

prepararon tubos de ensayo con la solucién A (5,9 ml de tampdn de ensayo, 100 pl



de extracto vegetal y 2 ml de H,0; 50 mM). Se colocaron dos cubetas de cuarzo con
una mezcla de 1 ml de la solucidn A para estimar el cero. Luego se retird la cubeta
de la primera posicidn y se le anadieron 800 ul de solucidn A y se obtuvo el blanco.
Luego se le adiciond 200 pl de guaiacol 20 mM y se midié la absorbancia a 470 nm

durante 120 segundos.

Con los datos obtenidos se construyeron graficas y los valores
correspondientes a la pendiente se extrapolaron, para expresar los datos en

unidades por pg de proteina, a la siguiente férmula:
Actividad (U)-ug™ de proteina= [(ArA) / t] / (ug de proteina - v)

donde A= absorbancia inicial, A= absorbancia final, t= tiempo transcurrido (min)

entre las dos absorbancias, y v=volumen de muestra (ml).

NOTA: El guaiacol y el H,0, tienen que estar en hielo, al igual que las muestras.

21. Analisis estadisticos.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el programa “Statistica”
version 6.0 (Statsoft Inc.). Las comparaciones entre las medias en los diferentes
tratamientos al final de los experimentos se hicieron usando el ANOVA de una
variable (F-test) para los experimentos de los metales y el ANOVA de dos variables
(F-test) para la salinidad. Los datos se probaron primero para determinar su
normalidad con el test de Kolmogorov-Smirnov y para la homogeneidad de la
varianza se uso el test Brown-Forsythe. A los resultados significativos de los test se
les realizd el test de Tukey, para la identificacién de contrastes importantes. Las
diferencias entre la concentracion de iones en tallos y raices también se

compararon por el test de Student (t-test).



CAPITULO 1
Arthrocnemum macrostachyum como
herramienta de fitorremediacion de metales pesados







OBIJETIVOS

El objetivo principal que se persigue en este Capitulo es aislar bacterias del
microbioma de plantas de Arthrocnemum macrostachyum crecidas en sedimentos
contaminados con metales pesados de las marismas del Odiel y estudiar el efecto
de las mismas en la capacidad fitoestabilizadora de la planta. Para ello, se han

abordado los siguientes objetivos especificos:

e Aislar bacterias rizosféricas y endofiticas de plantas de A. macrostachyum
crecidas en las marismas del Odiel.

e Caracterizar las bacterias aisladas: resistencia a metales pesados y a sal,
presencia de propiedades que promuevan el crecimiento de la planta (PGP)
y efectos de los metales pesados sobre las propiedades PGP presentes en
las bacterias.

e Seleccionar las mejores bacterias aisladas en base a sus propiedades PGP y
su resistencia a metales, tanto de la rizosfera como del interior de la planta,
para formar consorcios bacterianos.

e Observar el efecto de los consorcios bacterianos sobre la germinacién de
las semillas de A. macrostachyum, en presencia y ausencia de metales, y
sobre el desarrollo de plantas de A. macrostachyum cultivadas en suelo

contaminado de las marismas del Odiel en condiciones de invernadero.







RESULTADOS

1. Aislamiento e identificacion de las bacterias cultivables de la rizosfera y los

tejidos de A. macrostachyum.

Las propiedades fisicoquimicas de las muestras de suelo procedentes de las
marismas del Odiel se muestran en la Tabla 3. Se midieron también la
concentracidn de los metales/metaloides en los tejidos de A. macrostachyum y en
el suelo rizosférico recogido del estuario del rio Odiel (Tabla 3). Los datos del suelo

fueron similares a los publicados por Mesa et al. (2015a).

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas del suelo y concentraciones finales de arsénico (As), cadmio (Cd), cobalto (Co),
cobre (Cu), niquel (Ni), plomo (Pb) y zinc (Zn) en el suelo y en las raices y tallos de las plantas de A. macrostachyum
de las marismas del Odiel.

71/20/9 11,2+0,4 135+ 13 6,8+0,2
Concentracién de metales pesados (mg-kg?)
A |l o ] o [ . [ N ]

I

18,0+ 0,4 319,6+6,4 1516,3 £ 30,03
52,8+1,1 0,3+0,0 1,5+0,0 117,9+2,4 16,8+0,3 29,5+0,6 137+£2,8

253,8+5,1 2,4+0,1 9,5+ 0,2 856,1+17,1

7,2%+0,5 <0,1 <0,5 32,1+0,6 1,9+0,0 50+0,0 61,1+1,2

Los valores son la media * S.E. de cinco réplicas. Textura (porcentajes de limo/arcilla/arena).

De acuerdo con la morfologia de las colonias y la tincién de Gram, se aislaron

48 bacterias cultivables diferentes de la parte aérea, raices y rizosfera de plantas de
A. macrostachyum crecidas en las marismas del rio Odiel (Tabla 4). Once cepas
bacterianas fueron endofitos aislados de la filosfera (parte aérea de las plantas;
nombradas como EAod) y 19 de las raices de las mismas plantas (nombradas como
EAR), mientras que 18 aislamientos diferentes se recuperaron de sus rizosferas
(nombradas como RA). Casi el 50% de las especies aisladas de la rizosfera se

recuperaron de las raices como endofitos.

N



Los bacilos Gram negativos representaron el 75% de los aislados, mientras
que el 21% fueron bacilos Gram positivos y el 4% cocos Gram positivos. Cabe
destacar que la mayoria de las bacterias Gram positivas fueron aisladas de la
rizosfera de las plantas. Las secuencias del gen del ARNr 16S apuntaban a los
géneros Bacillus, Pseudoalteromonas, Vibrio, Staphylococcus, Kushneria vy
Halomonas como los mas abundantes (Tabla 4), pero el género Kushneria estuvo
solo presente en la filosfera. Se obtuvieron las secuencias parciales del gen del
ARNr 16S de algunos aislados y las secuencias casi completas de las cepas

seleccionadas para los experimentos de inoculacion de semillas y plantas (Tabla 4).

Distancia

1,0 0,5
A | |

B Distancia

0,7 0,6 0.5 0,4 0.2 0,2

Figura 17. Patrones de la Box-PCR comparados usando un dendrograma, en las bacterias
rizosféricas (A) y endofiticas (B), aisladas de plantas de A. macrostachyum crecidas en las
marismas del Odiel. Las escalas encima de cada dendrograma representan la similitud.



Tabla 4. Especies cercanas a las cepas aisladas de A. macrostachyum en base a la secuencia parcial del gen ARNr
16S. En negrita: cepas seleccionadas para los ensayos en plantas.

Fragmento Identidad
Ne de acceso Especies relacionadas secuenciado (pb) (%)

Cepa

EAod4

EAod6
EAod7
EAod8
EAod9
EAod10
EAod11
EAR1

EAR7
EARS

EAR10

EAR13
EAR14

EAR16
EAR17
EAR18
EAR19

RA7

>

RA17
RA18

kol
)

KU320854
KU320855
KU320856
KU320857
KU320858
KU320859
KU320860
KU320861
KU320862
KX446974
KU320864
KU320865
KU320866
KU320867
KU320868
KU320869
KU320870
KU320871
KU320872
KU320873
KU320874
KU320875
KU320876
KU320877
KU320878
KU320879
KU320880
KU320881
KU320882
KU320883
KU588386
KU588387
KU588388
KU588389
KU588390
KU588391
KU588392
KU588393
KU588394
KU588395
KU588396
KU588397
KU588398
KU588399
KU588400
KU5883401
KU5883402
KU5883403

Halomonas songnenensis
Halomonas arcis

Kushneria marisflavi

Kushneria marisflavi
Halomonas arcis

Halomonas songnenensis
Kushneria marisflavi

Kushneria indalinina

Vibrio sagamiensis

Micrococcus aloeverae
Halomonas arcis

Vibrio kanaloae

Bacillus thuringiensis
Pseudoalteromonas undina
Pseudoalteromonas prydzensis
Pseudoalteromonas agarivorans
Pseudoalteromonas tetraodonis
Pseudoalteromonas tetraodonis
Bacillus vietnamensis
Halomonas zincidurans
Alteromonas halophila
Pseudoalteromonas prydzensis
Pseudoalteromonas agarivorans
Pseudoalteromonas agarivorans
Halomonas zincidurans

Bacillus hwajinpoensis
Pseudoalteromonas tetraodonis
Pseudoalteromonas espejiana
Halomonas zincidurans
Marinobacter nanhaiticus
Vibrio kanaloae

Bacillus thuringiensis
Acinetobacter ursingii
Pseudoalteromonas undina
Pseudoalteromonas prydzensis
Pseudoalteromonas tetraodonis
Bacillus vietnamensis
Pseudoalteromonas distinct
Bacillus hwajinpoensis
Pseudoalteromonas tetraodonis
Halomonas alkaliantarctica
Bacillus timonensis

Bacillus cereus

Bacillus enclensis
Pseudoalteromonas prydzensis
Bacillus anthracis
Pseudoalteromonas issachenkonii
Staphylococcus warneri

1186
1402
1467
1413
1404
1151
1418
1423
1410
1421
1403
1253
1110
1327
1187
1158
1030
1136
1374
1364
1367
1131
947
1076
1085
1385
877
1337
1262
1358
1425
1324
912
1365
805
1129
976
1366
1148
957
628
1235
1260
1122
1389
488
997
1428

75,76
96,43
98,63
98,08
95,50
85,39
97,23
98,58
95,14
97,97
97,50
96,93
98,10
96,64
98,12
88,16
83,67
84,24
97,80
94,49
94,72
96,55
98,40
98,23
97,51
97,07
83,47
95,14
96,59
97,54
96,54
97,86
86,70
98,14
95,30
98,05
88,82
98,76
94,12
95,09
78,12
91,84
97,21
79,87
97,55
96,61
89,90
97,53

N




La diversidad genética se estudid mediante Box-PCR (Figura 17). Solo las
cepas EAod3 y EAod4, relacionadas con especies de Kushneria marisflavi,

mostraron el mismo perfil de bandas.

Aunque las secuencias del gen del ARNr 16S y los perfiles de la Box-PCR
sugieren que varios de los aislados pertenecian a la misma especie, podrian ser
consideradas como cepas distintas, ya que mostraron diferentes propiedades y

caracteristicas a lo largo de estos estudios.

No se caracterizaron las cepas RA16 (Tabla 4), RA2, RA13 y EAR2 (datos no
mostrados) debido a que las secuencias preliminares del gen del ARNr 16S

revelaron una alta identidad con el patdgeno Bacillus anthracis.
2. Caracterizacion de las cepas aisladas de A. macrostachyum.
2.1. Cribado de las actividades enzimaticas y la movilidad.

Para la caracterizacidn de las bacterias aisladas, se estudio en primer lugar, la
presencia de varias actividades enzimaticas, incluyendo proteasa, lipasa, amilasa,

ADNasa, celulasa, pectinasa y quitinasa (Tabla 5 y Figura 18).

La mayoria de las cepas presentaron la actividad ADNasa y, en menor
medida, la actividad proteasa, mientras que las actividades lipasa y amilasa

aparecieron en el 50% de los aislados, aproximadamente.

Se observaron pequefias diferencias en la presencia de estas actividades
entre las bacterias endofitas y las rizosféricas. Por el contrario, fue menos

frecuente la presencia de celulasa, pectinasa y quitinasa entre los aislados.



CAPITULO 1

Tabla 5. Actividades enzimaticas mostradas por las cepas aisladas (+: presencia de la actividad; -: ausencia de la
actividad). M: movilidad. EAod: endofitos aislados de la filosfera, EAR: endofitos aislados de las raices, RA:
aislados de la rizosfera.

Cepa | proteasa | lipasa__| amilasa_| ADNasa | celulasa | pectinasa | quitinasa | M |
EAod1 = - - + + - -
= - = + - =

+ +

EAod4

+ o+ o+ o+
+ + + + o+

+ - _
EAod6
EAod7
EAod8
EAod9

EAod10

EAod11

EAR1

.
.
]

o+ o+ o+ o+ o+ o+

. 0 0

. 0 0

' . '

o+ o+ 4

+ + + +

+ +
0
0
+

+ + +

+ o+ + o+ o+
+
+ + +

EAR7
EARS

+ o+ o+ o+ o+ F o+

+ +

EAR10
EAR11
EAR12
EAR13
EAR14 = =
EAR15
EAR16
EAR17
EAR18
EAR19
RA1

+
+ o+ + F o+ F o+ + o+ o+ o+ o+
0
0

+ o+ o+ + o+ o+ o+
+ +
+ + +
0 0
0 0
) )
+ + + + + o+

.
.
.
.
.
.
'
+ + + + o+

+ +

Fd
2| >
oy

! + o+ o+ o+ o+ o+ 4+
! + o+ o+ o+
' + +

RA10
RA1l
RA12
RA14
RA15
RA17
RA18 - - -

.
! +
+ +
+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
0
0
\
)

+ o+ o+



3

% bacteria

B
8

"
5

® Rizosfera
50 1 = Raiz

U parteaérea
40 1
SU I
0 . l

Proteasa Lipasa Amilasa ADNasa Celulasa Pectinasa Quitinasa

Figura 18. Actividades enzimaticas presentes en las cepas aisladas. Se
comparan los porcentajes de cada actividad presente en los grupos de los
aislados.

La actividad celulasa apareci6 de manera mds habitual en los endofitos,
mientras que un mayor numero de cepas mostraron la actividad pectinasa en la
rizosfera. Finalmente, el nUmero de bacterias con quitinasa fue similar tanto en las

bacterias de la rizosfera como en las aisladas del interior de la planta (Figura 18).

Con respecto a la movilidad, el 83% de los endofitos eran moviles, frente al

33% de las bacterias rizosféricas.
2.2. Resistencia a sal y a metales pesados.

Una caracteristica importante para el uso de estas bacterias en suelos
contaminados con metales pesados es la resistencia a estos metales. La mayoria de
las bacterias presentaron multirresistencia a varios metales pesados (Tabla 6),
creciendo alguna de ellas a concentraciones tan altas como 56 mM de As (EAod10),
23 mM de Ni (EAod7), 21 mM de Co (EAR1 y RA1), 20 mM de Pb (EAod3, 4 y 10),
4,5 mM de Zn (EAR11) 0 3 mM de Cd (RA3).



En general, los valores mads altos de la resistencia para un determinado metal
se encontraron en cepas de endofitos. La abundancia de cepas resistentes a

diferentes metales entre los tres grupos de aislados se muestra en la Figura 19A.
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Figura 19. Resistencias de las cepas aisladas a metales pesados (A) y NaCl (B). El porcentaje
de bacterias capaces de crecer a concentraciones superiores a 1 mM de As, Cu, Pb, Zn, Co o
Ni y superiores a 0,5 mM de Cd o Hg fueron consideradas como resistentes en (A). El
porcentaje de bacterias capaces de crecer a cada MTC esta representado en (B).

Todos los aislados de las raices de las plantas y de la rizosfera crecieron en un
rango de concentracion de Cu de 2-3 mM (Figura 20). Sin embargo, el 64% de los
endofitos aislados de la filosfera no crecieron a 0,1 mM de Cu y el 36% de ellos

fueron capaces de crecer a la maxima concentracién de 1 mM (Figura 20 y Tabla 6).
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Tabla 6. Concentraciones maximas tolerables (MTC) para los metales pesados y el NaCl para cada aislado. H
cepa haldfila (+). EAod: endofitos aislados de la filosfera, EAR: endofitos aislados de las raices, RA: aislado.
recuperados de la rizosfera.

T Lo Lo Lom Lo Lo Lo oL |
(mM) (mM) | (mM) (M)
2 <01 16 1,2 0,8 3 <0,1 8 3 -
I 12 <01 16 12 04 5 <0,1 4 3 +
| EAcd3 [ 1 20 1,2 1,3 2 <0,1 2 3 -
4 1 20 1,2 1,3 2 <0,1 4 3 :
| EAods [ <01 16 1,2 0,5 3 <0,1 8 3 -
2 <01 16 12 05 4 <0,1 4 3 -
2 1 16 1,2 1,3 2 <01 23 3 -
2 <0,1 16 12 <01 2 <01 10 3 -
<0,1 <01 11 1,2 0,4 2 <0,1 19 3 +
56 1 20 2 1,3 1 <01 19 1 -
2 <01 16 12 03 4 <0,1 8 2 -
14 2 8,4 0,3 0,3 21 0,3 03 06 +
[ EAR3 [N 2 8,4 4 0,3 77 <01 85 1,5 +
| EARa SN 2 0,5 0,3 0,3 0,3 0,3 03 06 -
| EARs  [EEE] 2 0,5 0,3 0,3 87 03 03 15 +
[ EAR6 " ETH! 2 8,2 33 0,3 14 0,2 7,5 1,5 -
| eAR7 2 8,6 1 1,3 7,6 0,6 85 1,5 -
| EARs [ 2 9 4 2 8,4 0,6 15 1,5 -
| AR [GE] 3 0,3 0,3 0,3 03 <01 03 2 +
| EAR10 [N 2 0,3 0,3 0,3 03 <01 03 06 +
| EAR11 [N 2 0,5 4,5 1,9 0,3 03 03 06 -
| EAR12 [N 2 8,2 4 0,3 14 03 85 15 +
[ EAR13 [ESM 2 9 4 0,7 18 0,3 7,5 2 +
| EAR14 NG 2 0,3 0,8 2 0,3 01 03 2 +
| EAR15  [EEEV) 2 82 09 03 84 06 85 15 -
| EAR16 |G 2 8,2 4 1,2 16 08 85 1 =
| EAR17 SN 2 0,3 0,3 0,2 03 <01 03 2 -
| EAR18 NG 2 0,5 0,3 2 03 <01 02 15 +
| EAR19 [ 3 9 1 <01 03 <01 7 0,6 +
0,3 2 82 03 2,5 21 03 7 0,6 +
| RA3 W) 2 8,2 4 3 1 <01 85 15 +
Y s 2 8,2 4 0,1 11 0,4 78 06 -
B 2 0,5 4 1,9 03 0,8 13 15 -
[ RA6 2 8,6 4 0,3 8,7 0,3 7 1,5 =
20 2 82 09 03 77 <01 78 15 -
16 2 0,5 4 01 85 03 78 2 +
| RA9 |BE 2 8,2 3 0,2 7,7 <01 7 1,5 -
| RA10 [N 2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 01 15 +
[ RA11 [N 3 8,9 3 0,7 8,5 0,8 9 0,6 -
| RA12 [P 3 82 03 1,2 5 0,8 5 1,5 -
| RA14  [BEE 3 8,2 3 2,5 7,7 0,6 7,8 1 -
| RA15 [P 3 8,2 33 0,2 7,6 0,2 08 15 =
| rA17 [N 2 8,2 4 0,4 16 0,2 78 15 +
| RrRA13 [ 3 11,6 08 03 75 <01 15 15 -




Las marismas del Odiel estan principalmente contaminadas con As, Cu, Pby
Zn (Tabla 3). Aproximadamente el 50% de las bacterias rizosféricas fueron capaces
de crecer a concentraciones de As superiores a 10 mM de arsenito, mientras que
solo el 10% de los endofitos lo hizo (Figura 19). Por el contrario, el 38% de los
endofitos de raiz no crecieron a la minima concentracién de As ensayada (0,1 mM)

(Figura 20y Tabla 6).

El comportamiento de los aislados frente al Pb fue particular. Los endofitos
de la filosfera fueron resistentes a altas concentraciones de Pb, en un rango desde
11 a 20 mM (Figura 20) y estos valores fueron siempre mayores que los observados
en las cepas aisladas tanto de la raiz como de la rizosfera (Tabla 6). La mayoria de
las bacterias rizosféricas y de los endofitos de raiz mostraron una alta resistencia

frente al Pb, con una concentracion media de 8 mM (Figura 20 y Tabla 6).

La resistencia general frente al Zn estuvo en el rango de 0,3 a 4,5 mM (Tabla
6). Los endofitos aislados de la filosfera y algunos aislados de la raiz crecieron a
concentraciones de Zn superiores a 2 mM, mientras que varios endofitos de raiz
crecieron a concentraciones entre 3 y 4,5 mM de Zn. La mayoria de las bacterias

rizosféricas crecieron a concentraciones entre 3 y 4 mM de Zn (Figura 20 y Tabla 6).

Con respecto a los otros metales probados, los valores mds altos de
resistencia a Cd y Hg (dos metales con una alta toxicidad) los mostraron las
bacterias rizosféricas y los endofitos de raiz. Varias cepas presentaron valores de
resistencia entre 1,3 y 3 mM de Cd y de 0,3 hasta 0,8 mM de Hg. Las mayores
diferencias entre los grupos bacterianos se observaron para el Hg, ya que los
endofitos de la filosfera no crecieron a la minima concentracion probada (0,1 mM)
(Figura 19A vy Tabla 6). Finalmente, el 70% de Ilas bacterias aisladas,
aproximadamente, crecieron en presencia de concentraciones superiores a 2 mM

de Ni o Co (Figura 19A), sin diferencias significativas entre las cepas rizosféricas y



endofiticas. Sin embargo, los valores mas altos de resistencia al Ni aparecieron en

los endofitos aislados de la filosfera de la planta (Tabla 6).
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Figura 20. Numero de endofitos aislados de la raiz (A), de la parte aérea (B) y numero de
aislados rizosféricos (C) agrupados de acuerdo al rango de resistencia a As, Cu, Pb o Zn.

En lo que respecta a la resistencia a la sal, la mayoria de las bacterias
crecieron a elevadas concentraciones de sales y podrian ser consideradas
halotolerantes (Tabla 6). Ademads, el 36% de las bacterias no crecieron en ausencia
de sal, por lo que estas podrian ser consideradas bacterias haldfilas (Tabla 6). Los
endofitos de la filosfera mostraron los valores mas altos de resistencia a la sal,
mientras que no se observaron diferencias significativas para esta caracteristica

entre las bacterias rizosféricas y los endofitos de raiz (Figura 19B).
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3. Cribado para las propiedades PGP in vitro.

La presencia de propiedades PGP en los aislados es un aspecto crucial para

su uso como inoculantes con propésitos de fitorremediacidon. Todas las cepas

mostraron al menos una propiedad PGP (Figura 21). Una alta proporcion de las

bacterias (86%) produjo sideréforos, la propiedad PGP

mas frecuente entre los

aislados (Figura 21). El test semicuantitativo reveld que las cepas RA1, EAR1 y EARS8

eran capaces de producir de forma significativa mayores cantidades de sideréforos

que el resto de cepas (Tabla 7).
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Figura 21. Presencia de propiedades PGP en los endofitos (A) y e
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Para la produccidn de IAA, solo se consideraron aquellas cepas capaces de producir 21 mg:I-1.
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Tabla 7. Propiedades PGP presentes en las cepas aisladas. (+: presencia de la propiedad; -: ausencia de la
propiedad; +/-: presencia débil de la propiedad). EAod: endofitos aislados de la filosfera, EAR: endofitos
aislados de las raices, RA: aislados recuperados de la rizosfera.

Produccién de Solubilizacién de
sideréforos Produccion de Formacion de Fijacion de fosfato (diametro

Cepa
(diametro del 1AA (mg-I%) biopeliculas nitrégeno del halo mm)
halo mm)

EAod1

EAod4

EAod6
EAod7
EAod8
EAod9
EAod10
EAod11
EAR1

EAR7
EARS

EAR10
EAR11
EAR12
EAR13
EAR14
EAR15
EAR16
EAR17
EAR18
EAR19
A

P

RA7
8

=
>

RA10
RA11l
RA12
RA14
RA15
RA17
RA18
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16

17
15

15
22
17
16

16
26
15
14
14
15
15
25
14

14
16
14
16
14
18
14
14
13
28
15
15
15
15
14
15
16
16
13

12
16
19

0,84
5,34
2,18

1,29
0,31
3,56
2,01
0,90
9,05
555
1,80
0,84
0,47
0,42
1,58
0,11

3,59
0,22
0,47
1,11
0,11
1,16

1,68
2,05
0,47
0,63
0,92
1,51

0,84
1,26
0,65
0,87

0,21
0,53
1,74
1,58
0,90
2,84




Para el IAA, se consideraron solo los valores superiores a 1 mg-I"* (Tabla 7).
EAod10 y EAod2 produjeron las mayores cantidades de IAA, 9,05 y 5,35 mg:l?,
respectivamente. En lo relativo a la solubilizacién de fosfato, el 20% de los aislados
mostré esta propiedad (Figura 21), siendo EAod3 y EAod8 las cepas que mostraron
la mayor capacidad de solubilizacion (Tabla 7). Por su parte, sélo el 15% de las

bacterias aisladas fue capaz de formar biopeliculas (Tabla 7).

Finalmente, se estudié también la presencia de la actividad ACC desaminasa

en los aislados, pero ninguna de las cepas mostré esta propiedad.

4. Efecto de los metales pesados en las propiedades PGP in vitro.

Con el fin de determinar cémo la presencia de los metales pesados podria
afectar a las propiedades PGP mostradas por los diferentes aislados, estos mismos
analisis se realizaron en presencia de los metales pesados mas abundantes en los

suelos de las marismas del Odiel (As, Cu, Pb y Zn), y en presencia de Cd.

En general, hubo un descenso en el nimero de bacterias con propiedades
PGP en presencia de los metales pesados. Sin embargo, el nimero de bacterias que
produjeron IAA y solubilizaron fosfato se incrementd en presencia de As y Cd,

respectivamente (Figura 22).

Si bien hubo una reduccidon en el nimero de bacterias que producian
siderdéforos en presencia de los diferentes metales, el Cd fue el elemento que
mayor influencia tuvo en esta propiedad (Figura 22). Sin embargo, la cepa RA18 fue
capaz de producir siderdforos exclusivamente en presencia de metales pesados

(Tabla 8).

El nimero de aislados que producian IAA disminuyd en presencia de los
metales probados, excepto cuando el medio contenia As (Figura 22). En este caso,

no solo aumentd el nimero de productores, sino que también se incremento la



cantidad de IAA producida (Tabla 9). Una proporcién importante de las bacterias
rizosféricas, el 73%, produjo mas de 2 mg-I™y casi el 50% de los endofitos mas de 3
mg-It. Bacterias como EAod10 produjeron casi cuatro veces mas cantidad de la
detectada en ausencia de As y EAR11 mds de 20 veces (10,27 vs. 0,47 mg-I?%). A
pesar de la disminucién de la cantidad de bacterias productoras de esta hormona
en presencia del resto de metales, algunas de las bacterias fueron capaces de
producir altos niveles de IAA (Tabla 9). La produccidon de IAA se vio particularmente

afectada por la presencia de Cu.

+Cd +Zn +Pb +As +Cu - metales pesados

Fosfatos [

%

e N
FijacionN, | ‘I‘I

\ )
\\ 98% s
. A .

Figura 22. Efectos de los metales pesados en las propiedades PGP. Porcentaje de aislados
con las diferentes propiedades PGP en ausencia y presencia de metales. Los medios se
suplementaron con 1 mM de As, Cu, Pb 0 Zn, 6 0,25 mM de Cd. La fijacion de N, en
presencia de plomo no se pudo determinar por utilizar PbNO3 como sal de Pb. La reduccion
de IAA en presencia de Pb tampoco se pudo determinar debido a la interferencia de este
elemento con el reactivo de Salkovski.
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CAPITULO 1

Tabla 8. Propiedades PGP de las bacterias aisladas en presencia de As (1 mM), Cd (0,25 mM), Cu (1 mM),
Pb (1 mM) o Zn (1 mM). (+: presencia de la propiedad; -: ausencia de la propiedad) EAod: endofitos
aislados de la filosfera, EAR: endofitos aislados de las raices, RA: aislados recuperados de la rizosfera.
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CAPITULO 1

Tabla 9. Produccidon de IAA (mg:I") por las bacterias aisladas en presencia de metales
pesados. EAod: endofitos aislados de la filosfera. (-: ausencia de produccién). EAR:
endofitos aislados de las raices, RA: aislados recuperados de la rizosfera.

O ) IO s

- 3,79

X . 1,68 . .
[ EAod3 | 3,11 - 3,74 5,19
2,05 - - -
| EAods5 | - 3,47 - -
. IS : :
1,92 - - 2,51
33,54 5,32 - 6,51
[ EAR3 | 3,84 - - 2,09
| EAR4 | 1,08 - - -
EXX 3,01 . . .
| EAR6 | - - - 1,11
8,17 : - -
164 - - -
[ EAR9 | 9,39 - - -
9,35 . . 5
10,27 4,60 - 1,75
4,79 : - :
3,81 1,33 - 1,22
8,09 6,84 - -
1,27 5 : :
3,18 1,77 - -
5,16 : : :
5,10 3,78 - -
1,96 = : :
2,21 = : :
[ RA3 | 5,03 - 1,33 -
[ RA4 | 3,63 : 1,72 ;
[ RAS | 7,37 . . .
| RA6 | 4,16 = : :
266 : : :
RAS 5,79 - - 2,24
1,22 - - -
3,10 ° : :
. 241 : :
8,21 - - -
2,47 - 1,13 1,13
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La propiedad PGP mas sensible a la presencia de metales fue la fijacién de
nitrégeno. De hecho, solo RA1 fijé nitrogeno en presencia de todos los metales

pesados y EAod10 en presencia de As (Figura 22).

Finalmente, el nimero de bacterias que solubilizaron fosfato se incrementé
en presencia de Cd (Figura 22). Cepas como RA8, RA9, RA15, EAR4 y EAR7,
incapaces de solubilizar fosfato en ausencia de Cd, mostraron esta propiedad en

presencia de dicho metal (Tabla 8).
5. Seleccidn de bacterias para la formacién de consorcios bacterianos.

Para el posterior estudio del efecto de la inoculacidn sobre el desarrollo de
las plantas, se seleccionaron las bacterias con mejores caracteristicas y se
constituyeron dos consorcios: CE (consorcio de bacterias endofitas) y CR (consorcio

de bacterias rizosféricas).

El consorcio CE se formo con los mejores endofitos aislados de las plantas de
A. macrostachyum: Kushneria sp. EAod3, Micrococcus sp. EAod10, Bacillus sp. EAR8
y Halomonas sp. EAR18. EAod3 fue capaz de producir sideréforos tanto en
presencia como en ausencia de metales pesados. También produjo auxinas en
presencia de metales pesados. Ademas, esta cepa es la que toleré la mayor

cantidad probada de Pb, Cu y Cd.

EAod10 es posiblemente la mejor cepa de todos los aislados porque
presentaba casi todas las propiedades PGP en presencia de metales (fijacion de
nitrégeno, produccién de sideréforos e IAA y solubilizacion de fosfato) y tenia los
mejores valores de MTC en la resistencia a todos los metales. Ademas, esta cepa le
aporta al consorcio la formacién de biopeliculas. También se seleccionaron EAR8 y
EAR18, presentando asi el consorcio una mezcla de bacterias aisladas de las raices y

de la parte aérea de las plantas. EAR8 fijaba nitrégeno, solubilizaba fosfato en



presencia de Pb y es una de las cepas que mayor cantidad de sideréforos produjo,
ademads de crecer en altas concentraciones de metales pesados. EAR18, por su
parte, fue capaz de formar biopeliculas y producir auxinas en presencia y ausencia

de metales pesados.

Para formar el consorcio CR, se seleccionaron las cepas Vibrio sp. RA1,
Pseudoalteromonas sp. RA8, Pseudoalteromonas sp. RA15 y Staphylococcus sp.
RA18, a partir de los aislados de la rizosfera. Estas cepas eran capaces de producir
siderdforos con y sin metales en el medio (excepto RA18 que solo produce en
presencia de metales pesados) y RA1 produjo la mayor cantidad de sideréforos de
todos los aislados. RA1 y RA8 producian también IAA en presencia de metales
pesados, mientras que RA15 y RA18 lo hicieron en ausencia de metales en el
medio. Ademas, RA15 y RA18 fueron capaces de solubilizar fosfato cuando habia
metales en el medio. La fijacién de nitrégeno es proporcionada por RAl y la
formacién de biopeliculas por RA18. Finalmente, estas cepas toleraban grandes

concentraciones de metales pesados.
6. Efecto de los consorcios seleccionados en la germinacién de semillas.

Para estudiar el efecto de las bacterias seleccionadas en la germinacion, se
inocularon semillas de A. macrostachyum con ambos consorcios por separado.
Ademas, las semillas germinaron en medios con y sin metales pesados. Aunque la
germinacidn fue monitorizada durante 21 dias, no se observé ningiin cambio en el

numero de semillas germinadas después de 1 semana (Figura 23).

En ausencia de metales pesados, no hubo diferencias significativas en la
cinética de germinacion entre las semillas no inoculadas y las inoculadas con el

consorcio CE (Figura 23A). Sin embargo, la germinacién se aceleré en las semillas



inoculadas con el consorcio CR, ya que ésta comenzd entre los dias 2 y 3, con mas

del 80% de semillas germinadas en 4 dias y cerca del 100% en 5 dias (Figura 23A).
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Figura 23. Cinética de germinacion de las semillas de A. macrostachyum en ausencia (A) y
presencia (B) de metales pesados. Control: semillas no inoculadas; +CR: semillas
inoculadas con el consorcio CR; +CE: semillas inoculadas con el consorcio CE. Los
resultados son la media + S.D. de cuatro placas independientes con 25 semillas por placa.

Por el contrario, la cinética de germinacién de las semillas inoculadas tanto
con los consorcios CE y CR fue muy similar en presencia de pequefas
concentraciones de metales pesados (Figura 23B). En este caso, ambos grupos de
inoculantes aceleraron la germinacién cuando se comparan con las semillas no
inoculadas, con un 70% vs. 20% de semillas germinadas en 4 dias, o el 85% vs. 55%
en 5 dias (Figura 23B). Después de una semana, el 97% de las semillas inoculadas

habian germinado, y cerca del 90% de las semillas no inoculadas también.

7. Impacto de la bioaumentacién de los sedimentos en la captacion de iones y la

capacidad de transporte de los mismos por la planta.

Para dilucidar el papel de los dos consorcios en la captacion de metales por

A. macrostachyum y en la capacidad de esta planta de transportarlos desde las



raices hasta las hojas, se determiné la concentracién de diferentes metales en los
tejidos de plantas inoculadas crecidas en sedimentos de las marismas del Odiel y se
compard con los resultados obtenidos en plantas sin inocular. Los resultados de los
analisis confirmaron que A. macrostachyum fue capaz de acumular grandes
cantidades de metales en sus tejidos. De esta manera, al final del experimento (120
dias), la concentracién de iones fue mayor en las raices que en los tallos en todos
los tratamientos (t-test, P<0,01; Figura 24), y el contenido de As, Cr, Cu, Pb y Zn
superd los umbrales de toxicidad critica para estas concentraciones de metales en

los tejidos de las plantas (Kabata-Pendias y Pendias, 2001).

Ademas, los resultados indicaron que los sedimentos bioaumentados con
ambos consorcios bacterianos favorecieron la capacidad de A. macrostachyum de
acumular iones en sus raices, aunque sin grandes diferencias entre ellas (ANOVA de

una variable, P<0,05; Figura 24).

Asi, los aumentos en la concentracién de iones en las raices para los
tratamientos CE y CR fueron de 112% y 61% para As, de 33% y 37% para el Cr, de
89% y 30% para el Cu, de 114% y 84% para el Pb, de 34% y 42% para el Ni y de

117% vy 69% para el Zn, respectivamente.

Por otro lado, la concentracién de iones en la parte aérea se incrementd en
las plantas inoculadas con el consorcio CE, mejorando cerca del 335%, 107%, 133%,
267%, 185% y 46% para el As, Cr, Cu, Pb, Ni y Zn, respectivamente, respecto a las
plantas no inoculadas y las inoculadas con el consorcio CR (ANOVA de una variable,
P<0,05; Figura 24). Estos resultados sugieren que el consorcio formado por
endofitos parece tener un efecto positivo en la habilidad de A. macrostachyum de
transferir metales desde las raices hasta las hojas, hecho que podria contribuir en

la mejora de su potencial acumulador.
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Figura 24. Efecto de los tratamientos de bioaumentacion (control, sin inoculaciéon; CR,
inoculacidn con consorcio CR; CE, inoculacion con el consorcio CE; detalles en Materiales y
Métodos) en el total de As (A), Cr (B), Cu (C), Pb (D), Ni (E) y Zn (F) para los tallos y las
raices de las plantas de A. macrostachyum crecidas en sedimentos naturales de las
marismas del Odiel durante 120 dias. Los valores son la media £ S.E. (n=7). Las distintas
letras indican resultados que son significativamente diferentes (P<0,05).




8. Impacto de la bioaumentacion de los sedimentos en la tolerancia de la planta

al estrés por metales.

8.1. Efectos sobre el

contaminados.

crecimiento de las plantas en sedimentos

El incremento de la concentracién de metales en los tejidos de las plantas

inoculadas con ambos consorcios, descrito en el apartado anterior, no llevd

aparejado una inhibicién del crecimiento de las plantas. De hecho, la RGR de las

plantas de A. macrostachyum crecidas en sedimentos contaminados de las

marismas del Odiel tendié a aumentar de manera similar con los dos tratamientos

de bioaumentaciéon (ANOVA, P>0,05; Figura 25A).
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Figura 25. Efecto de los tratamientos de bioaumentacidn (control, sin inoculacién; CR,
inoculacién con el consorcio CR y CE, inoculacidn con el consorcio CE; detalles en Materiales
y Métodos) sobre la RGR (A) y sobre la masa seca total (B) en las plantas de A.
macrostachyum crecidas en sedimentos naturales procedentes de las marismas del Odiel
durante 120 dias. Los valores son la media * S.E. (n=7). Las distintas letras indican resultados

que son significativamente diferentes (P<0,05).

Ademas, esta tendencia positiva se vio reflejada en el peso seco tanto de los

tallos como de las raices, que mostraron un incremento significativo del 37% y 53%



para los tallos y del 34% y 49% para las raices en las plantas inoculadas con los

consorcios CE y CR, respectivamente (Figura 25B).

8.2. Efectos sobre el aparato fotosintético de A. macrostachyum.

Con respecto al impacto de la bioaumentacidén sobre el aparato fotosintético
de A. macrostachyum, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral revelaron
gue los valores de la Ay fueron mayores en las plantas crecidas en los sedimentos
bioaumentados con los consorcios bacterianos, mostrando en ambos casos
(tratamiento CE y CR) un incremento del 60% respecto a las plantas no inoculadas

después de 120 dias de tratamiento (ANOVA de una variable, P<0,01; Figura 26A).

La g y la C mostraron tendencias que eran muy similares a la Ay, con
incrementos de alrededor del 60% y del 30% para la gs y la C;, respectivamente
(ANOVA de una variable, P<0,01; Figura 26B y C). Ademas, los valores de F,/Fn y de
@»si @ medio dia no variaron con los tratamientos de bioaumentacién respecto al
control después de 120 dias del experimento, con valores alrededor de 0,82 y 0,57

para la Fy/Fmy la @k, respectivamente (datos no mostrados).

8.3. Efectos sobre las actividades de las enzimas antioxidantes de la

planta.

En relacién al efecto provocado sobre las enzimas antioxidantes presentes en
la planta durante este experimento, los estudios mostraron que las actividades de
estas enzimas se vieron afectadas significativamente por la inoculacién con los
consorcios bacterianos, tanto en los tallos como en las raices (ANOVA de una

variable, P<0,01; Figura 27).

De esta forma, la actividad APx mejord de forma significativa en los tallos con

la inoculacién con ambos consorcios, y las actividades de la GPx y la SOD se



incrementaron solo en las plantas crecidas en sedimentos bioaumentados con el
consorcio CE. Por su parte, la actividad de la CAT no vario significativamente con los
tratamientos de bioaumentacidn (Figura 27A-D). Por otro lado, los datos de las
actividades de las cuatro enzimas en las raices fueron significativamente menores
en las plantas que habian crecido en presencia del consorcio CE, comparadas con el

control y la inoculacién con CR (ANOVA de una variable, P<0,01; Figura 27).
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Figura 26. Efecto de los tratamientos de bioaumentacion (control, sin inoculacién; CR,
inoculacion con el consorcio CR y CE, inoculacion con el consorcio CE; detalles en Materiales
y Métodos) sobre la tasa la Ay (A), la gs (B) y la Ci (C) en ramas primarias aleatorias de las
plantas de A. macrostachyum crecidas en sedimentos naturales procedentes de las marismas
del Odiel durante 120 dias. Los valores son la media + S.E. (n=7). Las diferentes letras indican
resultados que son significativamente diferentes (P<0,05).
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Figura 27. Efecto de los tratamientos de bioaumentacion (control, sin inoculacién; CR,
inoculacién con el consorcio CR y CE, inoculacion con el consorcio CE; detalles en Materiales
y Métodos) sobre la APx (A), CAT (B), GPx (C) y SOD (D) en tallos y raices de las plantas de A.
macrostachyum crecidas en sedimentos naturales procedentes de las marismas del Odiel
durante 120 dias. Los valores son la media + S.E. (n=3). Las distintas letras indican resultados

que son significativamente diferentes (P<0,05).







CAPITULO 2
Arthrocnemum macrostachyum como
herramienta de fitodesalinizacion







OBIJETIVOS

El objetivo principal que se persigue en este Capitulo es determinar el efecto
de las bacterias aisladas de la filosfera de plantas de Arthrocnemum
macrostachyum crecidas en las marismas de Lebrija en su capacidad de acumular

NaCl. Para ello, se han abordado los siguientes objetivos especificos:

e Aislar y caracterizar las bacterias endofiticas de |la parte aérea de plantas de
A. macrostachyum que crecen de forma natural en las marismas de Lebrija.

e Caracterizar las bacterias aisladas: resistencia a diferentes concentraciones
de sal, presencia de genes relacionados con la sintesis de osmoprotectores
(betainas y ectoinas) y presencia de propiedades que promuevan el
crecimiento de la planta (PGP).

e Seleccionar las mejores bacterias aisladas en base a sus propiedades PGP y
resistencia a la sal, para formar un consorcio bacteriano con fines de
inoculacion.

e Observar el efecto del consorcio bacteriano sobre la germinacién de las
semillas de A. macrostachyum en presencia y ausencia de sal, y sobre el
desarrollo de plantas de A. macrostachyum cultivadas en sustratos inertes

con diferentes concentraciones de sal en condiciones de invernadero.







RESULTADOS

1. Aislamiento e identificacion de bacterias endofitas de A. macrostachyum.

En base a la morfologia de las colonias bacterianas aparecidas en los medios
TSA y TSA con 0,3 M, se aislaron ocho cepas bacterianas diferentes de la parte
aérea de plantas de A. macrostachyum. Todas eran bacilos Gram positivos
formadores de esporas. Las secuencias del gen del ARNr 16S indicaron que los
aislados pertenecian a los géneros Bacillus, Oceanobacillus y Gracilibacillus (Tabla
10). Aunque EA1 y EAS5, y EA4 y EA6 mostraron una alta identidad con las mismas

especies, presentaban propiedades distintas y fueron consideradas como aislados

diferentes.

Tabla 10. Especies cercanas a las bacterias aisladas de A. macrostachyum en base a las secuencias parciales

del gen del ARNr 16S.

2. Resistencia bacteriana a la sal y presencia de genes relacionados con la

tolerancia a sal.

Las bacterias se incubaron en placas de medio TSA con concentraciones

crecientes de sal. La resistencia a la sal estuvo en el rango desde 0,75 M hasta 2,5

M (Tabla 11).

98,69%
99,51%
99,93%
99,65%
98,48%
99,66%
100%
98,83%

I I ey o T
secuenciado (pb)
[ EA1 | KT963445 Bacillus alcalophilus 1417
[ EA2 | KT963446 Bacillus gibsonii 1440
[ EA3 | KT963447 Bacillus thuringiensis 1460
[ EAaq | KT963448 Oceanobacillus picturae 1453
[ EA5 | KT963449 Bacillus alcalophilus 1417
m KT963450 Oceanobacillus picturae 1455
[ EA7 | KT963451 Oceanobacillus kimchii 1455
[ EAs | KT963452 Gracilibacillus saliphilus 1458




Tabla 11. Actividades enzimaticas, movilidad y tolerancia a la sal de las cepas endofiticas. (+) Presencia
de actividad enzimatica o movilidad, (-) ausencia de actividad enzimatica o movilidad.

NacCl
= + - = = = + + 2

EA1

EA2 - - + - - - - - 1

EA3 + + + - - + - + 2,5
EA4 - + - - - - - + 255]
EA5 + - + - - - - - 0,75
EA6 - - + - - - - + 255]
EA7 - - - - + - - + 2,5
EA8 + - - - - - - - 2,5

La mayoria de los aislados podrian ser considerados halotolerantes. Sin
embargo, EA8 no crecid en placas de medio TSA sin sal y comenzé a crecer en las
placas suplementadas con, al menos, 0,3 M de fuerza idnica, por lo que se
considerd haldfila. Debido a esta alta tolerancia a la sal, se investigd la presencia de
genes relacionados con la sintesis de osmoprotectores, como los genes ectBC (para
la sintesis de ectoinas) y betB (codifica para la betaina aldehido deshidrogenasa,
implicada en la sintesis de betainas). Estos genes se investigaron mediante
amplificacion por PCR, usando cebadores degenerados, tanto descritos en la
literatura como disefiados en esta Tesis Doctoral. Para la amplificacion del gen
betB, los cebadores degenerados betBF y betBR se disefiaron como se describe en

el apartado de Materiales y Métodos (Figura 10).

Después de la amplificacion por PCR, todos los aislados mostraron la
presencia de bandas de los tamafos esperados en ambos genes (Figura 28). Las
secuencias de estas bandas mostraron altas identidades con ectBC o con betB,

descritos previamente en las bases de datos (datos no mostrados).
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Figura 28. Presencia de genes para la sintesis de osmoprotectores en las cepas de la EAl a la
EA8. (A) Amplificacidon de los genes ectBC. Se utilizdé el marcador DNA ladder BLUE (Intron
Biotechnology) de 1 kb para estimar el tamafio de la banda. c-: control negativo (sin ADN); c+:
control positivo (amplificacion con ADN de Chromohalobacter salixigens CHR61 (Canovas et
al., 1997)). Se observaron bandas de alrededor de 0,9 kb en todas las cepas. (B) Amplificacion
del gen betB. Se utilizo el marcador Plus BLUE (GeneOn) de 100 pb para estimar el tamafio de
la banda. c-: control negativo (sin ADN). Se observaron bandas de alrededor de 0,7 kb en
todas las cepas.

3. Actividades enzimaticas y las propiedades PGP mostradas por las cepas en

presencia de NaCl.

Ya que algunas bacterias no crecieron en medios sin sales o con baja
concentracion de sales, los ensayos de las actividades enzimdticas y de las
propiedades PGP se realizaron en medios con presencia de una fuerza iénica de 0,3

M.

La actividad pectinasa estuvo presente Unicamente en la cepa EAl, y la
actividad quitinasa en la cepa EA3, mientras que cuatro aislados, incluyendo EA3,
mostraron actividad celulasa (Tabla 11). Con respecto a las otras actividades
enzimaticas, la amilasa y la proteasa aparecieron en tres cepas, mientras que sélo
EA7 presentd la actividad ADNasa. Finalmente, no se encontré actividad lipasa en

las cepas aisladas (Tabla 11).




Una caracteristica interesante de los endofitos es la movilidad, que permite a
la bacteria alcanzar la localizacién adecuada dentro de la planta. Los resultados

mostraron que la mitad de los aislados eran mdviles (Tabla 11).

Respecto a las propiedades PGP, todas las cepas tuvieron al menos una
propiedad beneficiosa para el crecimiento de la planta. Siete de los ocho aislados
fueron productores de auxinas, produciendo cantidades que iban desde 0,64 mg-I*
(EA2) hasta 4,17 mg:I"t (EA8; Tabla 12). Cuatro cepas fueron capaces de solubilizar
fosfato, siendo EA1, EA2 y EAS los mejores solubilizadores (Tabla 12). En el caso de
los siderdforos, solo EA3 y EA8 produjeron estos compuestos, siendo EA3 el mejor
productor (Tabla 12). Finalmente, la mitad de las bacterias aisladas fueron capaces
de formar biopeliculas. También se investigaron la fijacion de nitréogeno vy la
actividad ACC desaminasa, pero estas propiedades no aparecieron en las bacterias

aisladas.

Tabla 12. Propiedades PGP de los endofitos aislados. (+: presencia de la propiedad; -: ausencia de la
propiedad).

Cepa Solubilizacién de Produccion de Produccion de Formacion de
P fosfato* sideréforos* auxinas (mg:-1?) biopeliculas
7 0 +
7

EA1 3,40
EA2 0 0,34 +
4 7 - +
EA4 0 0 0,81 -
7 0 2,72 -
EAG 0 0 1,34 +
6 0 1,59 -
EAS 0 5 4,17 -

*Didmetro del halo (mm).

4, Formacion del consorcio bacteriano.

En base a las propiedades PGP, las actividades enzimaticas y resistencia al
NaCl, se selecciond un consorcio bacteriano formado por las cepas Bacillus

alcalophilus EA1, Bacillus thuringiensis EA3 y Gracilibacillus saliphilus EA8 para
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CAPITULO 2

llevar a cabo los experimentos con semillas y plantas. La cepa EA8 mostré una alta
produccién de auxinas (y también produjo sideréforos) y las cepas EA1l y EA3
presentaron tres propiedades PGP cada una. Combinando EA1, EA3 y EA8, cada
propiedad PGP estuvo representada en dos de las cepas seleccionadas (Figura 29).
Ademads, EA1 tenia la actividad pectinasa y la cepa EA3, las actividades celulasa y

quitinasa.

Solubilizacién
de fosfatos

Auxinas

Biopelicula

Produccién de
sideréforos

Figura 29. Diagrama de Venn de las propiedades PGP presentes en las bacterias
aisladas. En negrita: bacterias seleccionadas para el consorcio.

5. Respuesta de la germinacion de las semillas a la inoculacién bacteriana.

La inoculacién de las semillas mejoré considerablemente la cinética de
germinacion y el porcentaje final de germinacién de A. macrostachyum en ausencia

de sal (Figura 30). Asi, tanto la velocidad de la germinacion como el numero de




semillas germinadas fueron mayores en las semillas inoculadas, alcanzando un 50%
de la germinacién en 5 dias, mientras que las semillas no inoculadas necesitaron
una semana para alcanzar este porcentaje de germinacion. La tasa de germinacién
después de 10 dias fue del 80% para las semillas inoculadas vs. el 57% para las

semillas no inoculadas (Figura 30).
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Dias del experimento

Figura 30. Cinética de germinacion de las semillas de A. macrostachyum sin y
con una preinoculacién bacteriana durante 20 dias. Los valores representan la
media de cinco réplicas.

En presencia de 510 mM de NaCl, las semillas no fueron capaces de
germinar. Sélo un pequefio nuimero germind al cabo de dos semanas de

incubacién, no habiendo diferencia entre las inoculadas y las no inoculadas (datos



no mostrados). Por otro lado, ninguna semilla creci6 a 1030 mM durante la

duracion del experimento de germinacion (datos no mostrados).

6. Respuesta de la planta al combinar el efecto de la salinidad y la inoculacién

bacteriana.

Los efectos de la salinidad y de la inoculacion bacteriana en el crecimiento de
las plantas fueron significativos después de 3 meses de tratamiento (ANOVA de dos
variables, P<0,05). La masa seca total de los tallos y de las raices fue éptima a 510
mM de NaCl de salinidad externa con respecto al tratamiento control (i.e. 0 mM de
NaCl), y no mostraron diferencias entre los tratamientos de inoculaciéon en ambos

niveles de salinidad.
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Figura 31. Andlisis del crecimiento de A. macrostachyum en respuesta a un rango de
concentraciones de NaCl y ausencia (no inoculadas) o presencia (inoculadas) de bacterias
después de 3 meses. (A) Masa seca de los tallos; (B) masa seca de las raices; (C) RGR. Los

+

valores representan la media + S.E, n=6. Las distintas letras indican resultados que son

significativamente diferentes (P<0,05).



Por otra parte, ambos parametros decrecieron considerablemente en las
plantas cultivadas con una salinidad externa del 1030 mM de NaCl. Sin embargo,
esta reduccion se mitigd en las plantas inoculadas con el consorcio bacteriano

(Figura 31Ay B).

Unas tendencias similares se observaron en el RGR, con una reduccion del
45% y del 72% en las plantas crecidas a 1030 mM de NaCl con y sin inoculacidn

bacteriana, respectivamente (Figura 31C).

Con respecto a las respuestas fotosintéticas, los resultados indicaron que la
Ay, la gs y la Ci se vieron significativamente influenciadas por la concentracién de sal
(ANOVA de dos variables, P<0,05), con valores maximos en las plantas crecidas a
510 mM de NaCl de salinidad externa, mientras que los tratamientos de
inoculacidn no tuvieron un efecto significativo en estos parametros en ninguna de
las concentraciones de sal (Tabla 13). Ademas, la Fy/Fn y la @ a medio dia no
variaron con los tratamientos de salinidad e inoculacidon, con valores alrededor de
0,78 y 0,70 en todos los tratamientos de inoculacién y salinidad, respectivamente

(Tabla 13)

Finalmente, la concentracion de Na* en los tejidos de A. macrostachyum se
incrementd marcadamente en las plantas que crecieron en presencia de 510 mM
de NaCl en el medio con respecto a las plantas control, con valores medios de 70
mgg! y de 20 mgyg?!, aproximadamente, para los tallos y las raices,
respectivamente, para ambos tratamientos de inoculacién (Figura 32). Por otro
lado, las plantas inoculadas que crecieron en presencia de 1030 mM de NaCl
mostraron un incremento significativo, de aproximadamente un 20%, en la

concentracién de Na* en los tallos de hasta 103 mg-g* (Figura 32A).



Tabla 13. Tasa de fotosintesis neta, An; conductancia estomatica, gs; concentracion intercelular de CO,, C;;
maxima eficiencia cuantica de la fotoquimica del PSII, F./Fm y eficiencia cuantica del PSIl, @psi en ramas de A.
macrostachyum seleccionadas aleatoriamente en respuesta al tratamiento con un rango de concentraciones
de NaCl sin y con inoculacién bacteriana durante 3 meses. Los valores representados significan + S.E., n=6.

A
4,2+0,7 4,8+0,5 57+0,5 6,0+0,2 3,3+0,3 3,8+0,3
(umol m2s?)
& o 38,2+2,6 43,7+4,9 62,9+9,9 67,343 29,4+2,7 32,1+59
(mmol m2s?)
G . 190+ 7 218+ 10 244+ 6 2465 181+5 170+ 15
(umol mol?)
0,76 £0,01 0,77 £0,01 0,78 +0,01 0,79 £0,01 0,78 +0,01 0,78 +0,01
0,68+ 0,01 0,67 £0,02 0,73 £0,02 0,72 £0,01 0,71+0,01 0,70 0,02
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Figura 32. Concentracion total de sodio (Na) para los tallos (A) y raices (B) de A.
macrostachyum en respuesta al rango de concentraciones de NaCl y ausencia (no inoculadas)
o presencia (inoculadas) de bacterias durante 3 meses. Las diferentes letras indican
resultados que son significativamente diferentes (P<0,05). Las distintas letras indicadas
significan que son diferentes unas de otras significativamente (P<0.05).












OBIJETIVOS

El objetivo que se persigue en este ultimo Capitulo es la caracterizacidn y la
descripcién de nuevas especies bacterianas aisladas de la rizosfera y la endosfera
de plantas de A. macrostachyum crecidas en las marismas del Odiel. Para ello, se

planted alcanzar los siguientes objetivos especificos:

e Estudiar las condiciones dptimas de crecimiento para cada especie.

e Estudiar la morfologia y la caracterizacion fenotipica tanto de las bacterias
como de las colonias que forman.

e Realizar estudios filogenéticos y del ADN de cada bacteria en comparacién
con cepas de referencia.

e Realizar pruebas bioquimicas y nutricionales a cada posible especie nueva.

e Realizar analisis quimiotaxondmicos de cada posible especie nueva en

comparacion con las cepas de referencia.







RESULTADOS
1. Morfologia y caracterizacién fenotipica.

Después del aislamiento de las bacterias rizosféricas y endofiticas de plantas
de A. macrostachyum crecidas en las marismas del Odiel, algunas de ellas
presentaron un porcentaje de identidad, en su secuencia del gen ARNr 16S, menor
del 99% con bacterias previamente descritas (Tabla 4). De estas cepas solo se
seleccionaron para estudiar mas en profundidad las que formaban parte de los
consorcios CR y CE, junto con otras tres cepas pertenecientes a los géneros
Kushneria y Vibrio, géneros a los que pertenecian cepas seleccionadas para el
consorcio. Estas cepas fueron Kushneria sp. EAod3" (=CECT 9073"=LMG 29856"),
Kushneria sp. EAod4™ (=CECT 9074"=LMG 29857"), Kushneria sp. EAod7" (=CECT
9075"=LMG 29858"), Vibrio sp. EA0od9" (CECT 9027"= LMG 29724"), Vibrio sp. RA1T
(=CECT 9082"), Pseudoalteromonas sp. RA15" (=CECT 9079" =LMG 29860"),
Halomonas sp. EAR18" (=CECT 9077"=LMG 29859"), Bacillus EAR8" (=CECT 9072'=
DSM 103900") y Staphylococcus sp. RA18" (=CECT 9076'=DSM 1039027).

1.1. Género Kushneria.
En este apartado se describen 3 posibles especies nuevas.

Kushneria sp. EAod3"T son bacilo-cocos Gram negativos moviles, no
formadores de esporas, y se observan bacterias solitarias o formando parejas
cuando se observan al microscopio dptico. El tamafio de estas bacterias es de 0,1 x
0,2-0,3 um. Son aerobias y forman colonias brillantes, opacas, de forma irregular,
elevadas con un margen ondulado y de aspecto viscoso, tienen un tamafio de 3 mm
de didmetro y un color salmén claro. Estas son las caracteristicas cuando crecen en
medio TSA con las condiciones dptimas durante 48 horas. Estas condiciones son

2,5% de sales, pH alrededor de 7 y 30 C de temperatura. Ademas de estas



condiciones, esta bacteria es capaz de crecer en un medio con un pH entre 5y 8y
una temperatura desde 4 °C hasta 37 °C, aunque a 4 °C el crecimiento es débil.
Tolera hasta un 25% de sales en el medio y requiere, al menos, de 0,5% de sales en
el medio para crecer, por lo que es un microorganismo haléfilo moderado. Esta

cepa también crece en medio MA y en agar MacConkey suplementado con sal.

Kushneria sp. EAod4" son bacilo-cocos Gram negativos moviles, no
formadores de esporas, y se observan bacterias solitarias cuando se observan al
microscopio optico. El tamafio de estas bacterias es de 0,1 x 0,2-0,4 um. Son
aerobias y forman colonias brillantes, opacas, de forma irregular, elevadas con un
margen ondulado y de aspecto viscoso, tienen un tamafio de 2,6 mm de didmetro y
un color salmén claro. Estas son las caracteristicas cuando crecen en medio TSA
con las condiciones éptimas durante 48 horas. Estas condiciones son 2,5% de sales,
pH alrededor de 7 y 30 °C de temperatura. Ademas de estas condiciones, esta
bacteria es capaz de crecer en un medio con un pH entre 6 y 8 y una temperatura
desde 4 °C hasta 37 °C, aunque a 4 °C el crecimiento es débil. Tolera hasta un 25%
de sales en el medio y no necesita sal en el medio para crecer, por lo que es un
microorganismo halotolerante. Esta cepa también crece en medio MA y en agar

MacConkey suplementado con sal.

Kushneria sp. EAod7" son bacilo-cocos Gram negativos mdviles, no
formadores de esporas, y se observan bacterias solitarias cuando se observan al
microscopio optico. El tamafo de estas bacterias es de 0,1 x 0,2-0,3 um. Son
aerobias y forman colonias brillantes, opacas, de forma irregular, elevadas con un
margen ondulado y de aspecto viscoso, tienen un tamafio de 2,6 mm de didmetro y
un color salmén claro. Estas son las caracteristicas cuando crecen en medio TSA
con las condiciones éptimas durante 48 horas. Estas condiciones son 2,5% de sales,

pH alrededor de 7 y 30 °C de temperatura. Ademas de estas condiciones, esta



bacteria es capaz de crecer en un medio con un pH entre 5y 8 y una temperatura
desde 4 °C hasta 37 °C, aunque a 4 °C el crecimiento es débil. Tolera hasta un 25%
de sal en el medio y requiere, al menos, de 0,5% de sal en el medio para crecer, por
lo que es un microorganismo haléfilo moderado. Esta cepa también crece en medio

MA y en agar MacConkey suplementado con sal.
1.2. Género Vibrio.

Este género se estudié por el personal de la CECT en Valencia junto con el

grupo de la Dra. Pujalte en la Universidad de Valencia.

Vibrio sp. EA0od9" es una bacteria Gram negativa mévil con forma de bacilo-
coco (0,5-0,6 x 0,5-1,5 um) y es anaerobia facultativa. Cuando crece en medio MA
forma colonias regulares, translucidas y no pigmentadas. Esta bacteria crece a
temperaturas de 15 °C a 28 °C en medios que presenten de un 1% a un 10% de
NaCl (p/v). No hubo crecimiento en Agar TCBS (tiosulfato, citrato, sales biliares y

sacarosa).

Por otro lado, la cepa Vibrio sp. RA1" es un bacilo-coco Gram negativo mévil.
El resto de caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas estan siendo estudiadas por el
personal de la CECT junto con el grupo de la Dra. Pujalte en la Universidad de

Valencia.
1.3. Género Pseudoalteromonas.

Las bacterias de Pseudoalteromonas sp. RA15" son bacilos Gram negativos
gue se encuentran separados o formando parejas cuando se observan al
microscopio dptico, no forman esporas, no son moviles y son aerobios. Tienen un
tamafio de 0,1 x 0,3-0,4 um y forman colonias de 3,75 mm de didmetro cuando
crecen en medio TSA con las condiciones dptimas durante 24 horas. Estas colonias

son de color crema, opacas, mucosas, irregulares y convexas, con un borde



ondulado y de aspecto viscoso. Después de 7 dias de incubacién, las colonias se
mezclan unas con otras formando colonias mas grandes de 6 mm
aproximadamente, y se vuelven liquidas y muy mucosas. Las condiciones dptimas
para el crecimiento fueron medio TSA 2,5% de sal, pH alrededor de 7 y una
temperatura de 28 °C. Aunque en estas condiciones se observd un mejor
crecimiento, la cepa RA15" es capaz de crecer en un rango de pH de 5,5a 9y a
temperaturas desde 4 °C hasta 32 "C. Ademas, tolera hasta un 15% de sal en el
medio. Esta cepa es capaz de crecer en ausencia de sal, aunque el crecimiento es
débil, por lo que Pseudoalteromonas sp. RA15" es un microorganismo
halotolerante. Ademas de crecer en medio TSA, RA15T también crece en medio

MA.
1.4. Género Halomonas.

Halomonas sp. EAR18" es una bacteria Gram negativa mévil con forma de
bacilo-coco con un tamafio de 0,1 x 0,2-0,3 um. Estas bacterias suelen aparecer de
manera aislada cuando se observan al microscopio éptico, no forman esporas y son
aerobias. Cuando crecen en las condiciones dptimas (medio TSA con un 2,5% de sal
a un pH de 7 y 30 °C) durante 48 horas, forman colonias de 1 mm, de color naranja
claro, brillantes, opacas, puntiformes, convexas, con el margen un poco ondulado y
de aspecto viscoso. Después de 7 dias en las mismas condiciones de crecimiento,
las colonias aumentan su tamafio hasta 2 mm, se vuelven circulares y de color
marrén claro con los bordes mdas claros. Ademas de las condiciones éptimas de
crecimiento, la cepa EAR18" crece en medios con un pH desde 5,5 hasta 9, y a
temperaturas desde 15 °C hasta 37 "C. Crece en medios sin sal y tolera hasta un
25% de sal, por lo que se considera un microorganismo halotolerante. Ademas de

crecer en medio TSA, también crece en medio MA y en agar MacConkey.



1.5. Género Bacillus.

De este género se estudid la cepa Bacillus sp. EAR8'. Son bacterias Gram
positivas con forma de bacilo de 0,1 x 0,3-0,6 um de tamafio, formadoras de
esporas, aerobias y no mdviles. Se suelen observar de forma aislada bajo el
microscopio Optico. Estas bacterias, cuando crecen en medio TSA en las
condiciones déptimas durante 24 horas, forman colonias de color beige, opacas,
irregulares, elevadas, de forma mantecosa y con el borde ondulado. Dichas
colonias miden 3,8 mm de didmetro. Después 7 dias bajo las mismas condiciones,

las colonias pasan a tener el borde un poco rizado.

Esta bacteria crece en un intervalo de pH de 55 a 9, un rango de
temperatura de 15 a 45 °Cy un porcentaje de sal entre 0 y 25% de sales, teniendo
el crecimiento éptimo a pH 7, 37 °C de temperatura y 2,5% de sales en el medio. Al
no necesitar de sal para crecer, se considera un microorganismo halotolerante.

También se observo crecimiento en el medio MA.
1.6. Género Staphylococcus.

Staphylococcus sp. RA18" es una bacteria Gram positiva no movil, con forma

de coco de 0,1 um de diametro, que pueden aparecer de forma aislada, en pareja o

formando racimos cuando se observan al microscopio dptico. Es una bacteria
anaerobia facultativa. Cuando crece bajo las condiciones 6ptimas (medio TSA 2,5%
de sal, pH de 7 y a 37 °C) durante 48 horas, forma colonias de 1 mm, blanquecinas,

opacas, puntiformes, convexas, con el borde entero y de aspecto viscoso.

Ademas de las condiciones dptimas, esta cepa crece en medios con un pH de
entre 5y 9y a temperaturas de entre 15 "Cy 45 °C. Tolera hasta 25% de sal y puede
crecer en ausencia de esta, por lo que es una bacteria halotolerante. Ademas de

crecer en medio TSA, Staphylococcus sp. RA18" también crece en medio MA.

143



2. Andlisis filogenéticos, composicion de bases del ADN e hibridacion ADN-ADN.

Al secuenciar el gen del ARNr 16S de estas cepas bacterianas, todas
mostraron una identidad con las secuencias depositadas en las bases de datos de
menos del 99%, como se muestra en la Tabla 4 del Capitulo 1. Estas secuencias se
compararon con secuencias del gen del ARNr 16S de las mismas especies, géneros
y/o familias para la creacion de arboles filogenéticos. A partir de los arboles
filogenéticos se determinaron las especies tipo que se usaron de referencia para

compararlas con las cepas estudiadas en este Capitulo.
2.1. Género Kushneria.

La longitud de las secuencias del gen del ARNr 16S de las cepas EAod3T,
EAod4" y EAod7" fue de 1467, 1413 y 1418 pb, respectivamente (Tabla 4). Las
comparaciones de estas secuencias mostraron las siguientes semejanzas: EAod3"
mostré una alta semejanza con EAod4" (99,23%), K. marisflavi DSM 153577
(99,04%), K. indalinina CECT 5902' (98,55%), EAod7" (98,44%) y K. pakistanensis
KCTC 420827 (98,43%). EAod4’, por su parte, mostré una alta semejanza con
EA0d3" (99,43%), K. marisflavi DSM 153577 (98,51%), EAod7" (98,37%), K. indalinina
CECT 59027 (98,06%) y K. pakistanensis KCTC 42082" (97,86%). Finalmente, EAod7"
estuvo relacionada con EAod3" (98,44%), EAod4'™ (98,37%), K. marisflavi DSM
153577 (97,59%), K. indalinina CECT 59027 (97,27%) y K. pakistanensis KCTC 42082
(96,94%).

El arbol filogenético creado por los métodos de Maxima Verosimilitud y
Maxima Parsimonia mostraron que las tres cepas estudiadas pertenecen al género
Kushneria (Figura 33). Las cepas de referencia elegidas fueron K. marisflavi DSM

153577, K. indalinina CECT 59027 y K. pakistanensis KCTC 42082".



De acuerdo con Meier-Kolthoff et al. (2013), seran necesarios estudios de
hibridacién ADN-ADN entre las cepas EAod3" y EAod4" (semejanza de 99,43%) y
entre la cepa EAod3" y K. marisflavi DSM 15357" (semejanza del 99,04%). Estos

estudios se estan realizando.
2.2. Género Vibrio.

La longitud de las secuencias del gen del ARNr 16S de las cepas EAod9" y
RALT fue de 1410 y 1425 pb, respectivamente (Tabla 4). La secuencia de la cepa
EAod9" mostré semejanzas de menos del 97% con todas las especies del género
Vibrio, siendo V. sagamiensis la especie mds cercana con un 96,8% de semejanza
en sus secuencias. Los arboles filogenéticos basados en la Maxima Verosimilitud y
Maxima Parsimonia muestran que esta cepa se une al clado Gazogenes dentro del
género Vibrio, estando la secuencia en la periferia del grupo (Figura 34). El nodo
estd soportado por cifras del 90% y se recupera en todos los arboles. Estos datos

sugieren que esta cepa podria representar una nueva especie del género Vibrio.

Se secuencid el genoma de la cepa EAod9" (ERP019551) y sobre él se
realizaron las hibridaciones ADN-ADN. Los valores obtenidos se encontraron entre
un 18,6% de semejanza con el genoma de la cepa tipo V. rhizosphaerae CECT 78777 .
y un 20% con el genoma de la cepa tipo V. gazogenes CECT 5068 . Estos resultados

vuelven a resaltar la novedad de la cepa.

Por ultimo, a esta cepa también se le determiné el contenido en G+C, que

fue del 43,4%, encontrandose este valor dentro del rango del género Vibrio.

Estos estudios se estan realizando en la actualidad para la cepa RA1".
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2.3. Género Pseudoalteromonas.

La secuencia del gen del ARNr 16S de la cepa RA15" tenia una longitud de
1389 pb (Tabla 4). Esta secuencia mostré las mayores semejanzas con P. prydzensis
DSM 142327 (98,13%) y con la especie P. mariniglutinosa DSM 152037 (97,82%). El
arbol filogenético creado siguiendo los criterios de Maxima Verosimilitud y Mdxima
Parsimonia confirmd la presencia de esta cepa dentro del género
Pseudoalteromonas (Figura 35) y las dos cepas tipo nombradas anteriormente se

utilizaron como cepas de referencia.

De acuerdo con Meier-Kolthoff et al. (2013), no fueron necesarios estudios

de hibridacion ADN-ADN.
2.4. Género Halomonas.

La secuencia del gen del ARNr 16S de la cepa EAR18™ mostré una longitud de
1262 pb (Tabla 4). Esta secuencia se compard con las secuencias del gen del ARNr
16S de todas las especies que componen la familia Halomonadaceae y se obtuvo
una semejanza del 96,65% con H. zincidurans JCM 18472 y del 94,74% con H.
xinjiangensis KCTC 22608". Entre estos valores aparecian cuatro semejanzas con
especies de Chromohalobacter. Las semejanzas obtenidas con especies de
Chromohalobacter fueron debidas a la teoria neutral de la evolucién. La secuencia
ha ido evolucionando de manera que se parece mas a especies de este género que
al género Halomonas, pero evolutivamente, esta secuencia pertenece al género

Halomonas.
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CAPITULO 3

868 r Vo manirimos R-4040937T (GLISEaRF5)
Wibirta vartabiis R-404527 (GLIGZI074)

Vibwio nigripulctiritido ATCC 2T043T (XFaT17)
Vitirio sinah s CAIM FOFT (DO451211)
Vilaric canbbeanicis NIELT (GU223601)
Vitirio Brastionsis LMG 205467 (AJ316172)
Vil COraNiiyticns LMG 200847 (A J440005)
Vilieio Frepiunins LG POS3ET (AJF1E6171)
1007 Vitrio fortis LMG 215677 {(AJ514018)
Vilirio pelsgius CECT 42027 (AJ293802)
Vibiio proteolyticus ATCC 153387 (XTAT23)

Vibwia is 21 I[T] s[T], GOILTASS

B

Vitirio chalarse CECT 5147 {X76337)
_n.n_|_|| wibrig RCTE2T (EF 1]
_.| Witiio matosces OPIHT (KIG47312)
Vilsio minicue ATOC 3368537 (XT4T13)
Witio povteresias MESRFI0T (EF488079)

100

Witk fiovisdis MCTG 113277 (KT6335)

Wilhirka tritouiiacs ARMEZT (LSS G2E)

Wibino furmissn ATCC 350167 (KTE338)

Vil rareis ATCC 2501 F7 (XT4T16)

Witieio wun B-1 50527 (AJ318181)

Witiio bepatarivs LMG S0062T (AJ345063)

Vb fubhastul ATOD 191097 (XT4725)

100, Vitwio sEweus LG2-0057 (ABAZEEIT)
Vitio patmegens ATCC 140487 {XT4714)

O, Witinio diaboiicus HESODT (X99752)

Vibrao myetils 1657 {XOGTE1

Witirio pavalsemolicos ATCC 178027 (AF388386)

Vibrio sagamiensis LC2-04 77 (AB4Z8009)

Vibarao atyiicues HHSOET (FADMOE24)

ar)

a7 Vidnric e PR-203T (AJ296150)
1 Vit Hremes ASES™ (Y 13630)
a3 Wit Fd 1277 (HFQ55040)
a8 Vibrio tapetis CECT 46007 (YOS430)
Ll Vibrio rhizosphasrss MSSRFAT (DOE4T123)

Vitwio rober WR1T (AF462458)
Vibirio mangrovi MESRFSST (EU144014)

Vibrio spartinss SMJI21T (KXE3607)
Vitwio ATCC 200887 (XT4TOS)

Wiliria itis CECT T7347 (HEG13736)
A0 Witarie B EAcds” {KUSEISOT)
Vilbria g izicks CPSM 143007 (Al421444)

GINTIOVITE RoWsae LMG 177187 (AJ514808)
Enfarwhing moagicus LMG 1533087 (A1316208)
Safumbng costicola ATCC 3EE08T (XF4500)

oo

Figura 34. Arbol filogenético basado en la Maxima Parsimonia de las secuencias parciales de las secuencias del gen ARNr 165 de Vibrio
palustris EAod9T, mas las cepas tipo de otras especies de Vibrio. Entre paréntesis se indican los nimeros de acceso de las secuencias.
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Esto se demuestra en el arbol filogenético creado por la Maxima
Verosimilitud y Maxima Parsimonia, donde se observa que esta especie se
encuentra dentro de este género (Figura 36). Por esta razon, las cepas que se
eligieron de referencia fueron H. xinjiangensis KCTC 22608" y H. zincidurans JCM

18472".

De acuerdo con Meier-Kolthoff et al. (2013), no fueron necesarios estudios

de hibridacién ADN-ADN.
2.5. Género Bacillus.

La cepa EARST presenté una secuencia del gen del ARNr 16S de 1374 pb
(Tabla 4). La comparacidn de esta secuencia con las de las bases de datos mostré
semejanzas con B. vietnamensis DSM 18898" (98,17%), B. aquimaris DSM 16205"
(97,81%) y B. aoryzaecorticis JICM 196027 (97,09%).

Al realizar el arbol filogenético, siguiendo la Mdaxima Verosimilitud y la
Maxima Parsimonia, los resultados mostraron que esta cepa se encuentra dentro
del género Bacillus (Figura 37), pudiendo ser una nueva especie. Las cepas de

referencia fueron B. vietmamenisis DSM 18898y B. aquimaris DSM 16205".

Esta cepa no necesitd de estudios de hibridacion ADN-ADN, de acuerdo con

los criterios establecidos por Meier-Kolthoff et al. (2013).

2.6. Género Staphylococcus.

La secuencia del gen del ARNr 16S de la cepa RA18" tuvo una longitud de
1424 pb (Tabla 4). Al calcular las semejanzas de esta secuencia con todas las del
género Staphylococcus, los resultados mostraron una semejanza del 99,08% con S.

warneri CECT 236" y del 98,58% con S. pasteuri CECT
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53297, siendo los valores mas altos. Estas dos cepas fueron seleccionadas como

cepas de referencia.

El drbol filogenético creado por los métodos de Maxima Verosimilitud y
Maxima Parsimonia mostré que la cepa RA18" pertenecia al género Staphylococcus,

pudiendo ser una nueva especie (Figura 38).

De acuerdo con Meier-Kolthoff et al. (2013), seran necesarios estudios de
hibridacién ADN-ADN entre las cepas RA18" y S. warneri CECT 236", debido a que la
semejanza entre ambas secuencias fue del 99,08%. Estos estudios se estdn

realizando.
3. Analisis bioquimicos y nutricionales.

Para los analisis bioquimicos y nutricionales se utilizaron los sistemas API

(Tabla 14) y Biolog, ademas de otros estudios realizados en placas (Tabla 5).

3.1. Género Kushneria.

Kushneria sp. EAod3T fue positiva para la catalasa y negativa para la oxidasa.
Fue capaz de hidrolizar almiddn, caseina y ADN en placa. Mediante el sistema API
Zym se demostré que la cepa EAod3" presenta las enzimas fosfatasa alcalina,
esterasa (C4), esterasa lipasa (C8), lipasa (C14), leucina arilamidasa, o-
quimotripsina, fosfatasa dacida, naftol-AS-Bl-fosfosfohidrolasa, B-galactosidasa, a-
glucosidasa, B-glucosidasa y leucina aminopeptidasa. Esta cepa es positiva para la
hidrélisis de esculina y produccion de acetona (positiva para Voges-Proskauer) y es
capaz de reducir los nitratos a nitritos, fermentar la D-glucosa, asimilar el gluconato

potasico y el acido malico.
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Chromohalobacter canadensis ATCC 439847 (AJ295143)
Chromohalobacter marismortui ATCC 170567 (X87219)
Chromohalobacter japonicus CECT 72197 (AB105159)
96/98 Chromohalobacter sarecensis DSM 155477 (AY373448)
— Chromohalobacter nigrandesensis CECT 53157 (AJ277205)
91100 Chromohalobacter israglensis ATCGC 43985" (AJ295144)
Chromohalobacter salexigens DSM 3043" (CP000285)

78/8 Halomonas zincidurans JCM 184727 (JQ781698)
Halomonas sp. EAR187(KU320882)
Halomonas xinjiangensis TRM 175" (JPZL01000008)
Halomonas ilicicola CECT 73317 (EU218533)
Halomonas muralis LMG 20969" (AJ320530)

Halomonas janggokensis DSM 18043 (AM229315)
Halomonas sulfidaeris CECT 5817" (AF212204)
Halomonas venusta DSM 47437 (AJ306894)
Halomonas dagingensis LMG 23896™ (EF121854)
Halomonas kenyensis DSM 173317 (AY962237)
Halomonas desiderata DSM 950587 (X92417)
Halomonas korlensis DSM 19633" (EU085033)
Halomonas cerina CECT 72827 (EF613112)

100/10 Halomonas eurihalina ATCC 49336" (X87218)
Halomonas elongata DSM 25817 (FN869568)
Chromohalobacter beiferinckii ATCC 193727 (AB021386)

86/9 Halomonas shengliensis LMG 23887 (EF121853)
519 Halomonas alimentaria DSM 1535687 (AF211860)

Halomonas ventosae CECT 57977 (AY268080)

1001100 T41- Carnimonas nigrificans CTCBS1™ (¥13299)
[ L——— Halotalea alkalilenta DSM 7134’ (DQ421388)

8 L Zymobacter palmae ATCC 51623" (AF211871)
Halomonas salifodinae JCM 148037 (EF527873)

B6/93

a6/100

99/100
66/94

-84

86 100/100

0.03

Figura 36. Arbol filogenético basado en la Maxima Parsimonia de las secuencias parciales de las secuencias del gen ARNr 16S de Halomonas sp.

EAR18', mas las cepas tipo de otras especies de Halomonas. Entre paréntesis se indican los nimeros de acceso de las secuencias.
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wm_-.-a._.nm Staphylococcus pseudintermedius LMG 222197 (AJT7B0978)
T7i91 Staphylococcus intermedius NCTC 110487 (CAIBO1000045)
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Figura 38. Arbol filogenético basado en la Méaxima Parsimonia de las secuencias parciales de las secuencias del gen ARNr 165 de
Staphylococcus sp. RA18T, més las cepas tipo de otras especies de Staphylococcus. Entre paréntesis se indican los nimeros de acceso de las
secuencias.
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Ademas, produce dacidos a partir de la D-trehalosa. A partir de los datos
obtenidos con el sistema Biolog, EAod3T es capaz de oxidar D-maltosa, D-trehalosa,
sacarosa, turanosa, D-glucosa, D-fructosa, D-galactosa, D-fucosa, inosina, lactato de
sodio 1%, D-arabitol, glicerol, acido L-glutdmico, acido L-piroglutdmico, L-serina,
pectina, acido D-galacturdnico, L-galacténico, acido gamma lactona, acido D-
glucdnico, acido D-glucurénico, glucuronamida, dcido mucico, acido D-sacdrico,
acido p-hidroxi-fenilacético, metil piruvato, acido citrico, acido (D- y L-) malico,
acido bromo-succinico, 4cido gamma-amino-n-butirico, 4cido acetoacético,
formiato sdédico y acido butirico. Ademds, crece en presencia de rifampicina,
vancomicina, violeta de tetrazolio, azul de tetrazolio, niaproof 4, cloruro de litio,

telurito de potasio y bromato de sodio.

La cepa EAod4" fue positiva para la catalasa y negativa para la oxidasa. Fue
capaz de hidrolizar en placa almiddn, caseina y ADN. Las enzimas que presenta esta
cepa fueron la fosfatasa alcalina, esterasa lipasa (C8), fosfatasa acida, a-
qguimotripsina, a-glucosidasa, B-glucosidasa, arginina dihidrolasa, ureasa, leucina
aminopeptidasa, pirrolodonilarilamidasa, esterasa (C4), lipasa (C14), leucina
arilamidasa, naftol-AS-Bl-fosfosfohidrolasa y B-galactosidasa. Ademas, esta cepa
dio positiva la hidroélisis de esculina y la produccién de acetona (positiva para
Voges-Proskauer). Puede reducir nitratos a nitritos, fermentar la D-glucosa y
asimilar L-arabinosa, D-manosa, D-maltosa, gluconato potdsico y acido madlico. Es
capaz de producir acidos a partir de la D-trehalosa. Los resultados obtenidos con el
sistema Biolog mostraron que EAod4' es capaz de oxidar dextrina, D-trehalosa,
sacarosa, turanosa, D-glucosa, D-manosa, D-fructosa, D-galactosa, D-fucosa,
inosina, lactato de sodio 1%, D-arabitol, glicerol, acido L-glutamico, acido L-
piroglutamico, L-serina, pectina, acido D-galacturdnico, L-galactdnico, acido gamma
lactona, acido D-glucénico, acido D-glucurdnico, glucuronamida, acido mducico,

acido D-sacdrico, acido p-hidroxi-fenilacético, metil piruvato, acido citrico, acido (D-



y L-) mélico, acido gamma-amino-n-butirico, acido acético, formiato sddico y acido
butirico. Ademas, crece en presencia de rifampicina, lincomicina, vancomicina,
violeta de tetrazolio, azul de tetrazolio, niaproof 4, cloruro de litio y bromato de

sodio.

Por su parte, la cepa EAod7" también fue positiva para la catalasa y negativa
para la oxidasa. Hidroliza en placa el almidén y el ADN y presenta enzimas como la
fosfatasa alcalina, esterasa (C4), esterasa lipasa (C8), lipasa (C14), leucina
arilamidasa, fosfatasa acida, a-glucosidasa, B-glucosidasa, leucina aminopeptidasa,
a-quimotripsina, naftol-AS-Bl-fosfosfohidrolasa, a-galactosidasa y B-galactosidasa.
EAod7" también fue positiva para la hidrdlisis de esculina y también reduce los
nitratos a nitritos. Es capaz de asimilar el D- manitol, el gluconato potasico y el
acido malico, ademas de producir acidos desde la D-trehalosa. Los datos del
sistema Biolog mostraron que esta cepa es capaz de oxidar los siguientes
compuestos: D-maltosa, D-trehalosa, sacarosa, turanosa, D-glucosa, D-manosa, D-
fructosa, D-galactosa, D-fucosa, inosina, lactato de sodio 1%, D-arabitol, glicerol,
glicil L-prolina, acido L-glutdmico, L-serina, pectina, acido D-galacturénico, L-
galactdnico, acido gamma lactona, acido D-glucénico, dacido D-glucurdnico,
glucuronamida, acido mucico, acido D-sacarico, acido p-hidroxi-fenilacético, metil
piruvato, 4acido citrico, acido (D- y L-) malico, acido gamma-amino-n-butirico,
formiato sdédico y acido butirico. Ademds, crece en presencia de rifampicina,
lincomicina, vancomicina, violeta de tetrazolio, azul de tetrazolio, niaproof 4 vy

bromato de sodio.



CAPITULO 3

Tabla 14. Caracteristicas bioquimicas de las cepas estudiadas como posibl peci basadas en los test APl 20NE, API
20Strep y APl Zym. (+) presencia de actividad; (-) ausencia de actividad.
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3.2. Género Vibrio.

La cepa EAod9" es capaz de fermentar carbohidratos. Esta cepa es positiva
para la catalasa y negativa para la oxidasa. Es capaz de reducir los nitratos a nitritos

y fermenta la glucosa con produccién de gases.

Es positiva para la prueba del Voges-Proskauer, del orto-nitrofenil-B-
galactosidasa (ONPG), de las fosfatasas alcalina y acida, de la leucina arilamidasa, B-
glucosidasa y B-galactosidasa. Esta cepa fermenta glicerol, L-arabinosa, D-ribosa, D-
galactosa, D-glucosa, D-fructosa, D-manosa, D-manitol, N-acetil-D-glucosamina,
amigdalina, arbutina, esculina, salicina, D-celobiosa, D-maltosa, D-lactosa, D-

sacarosa, D-gentibiosa y D-arabitol.

Las pruebas de la cepa RA1" no han estado disponible antes de la finalizacién

de esta Tesis.
3.3. Género Pseudoalteromonas.

La cepa Pseudoalteromonas sp. RA15" fue positiva para la catalasa y para la
oxidasa. Hidroliza en placa almiddn, caseina, Tween80, quitina, pectina y ADN vy
presenta enzimas como la fosfatasa alcalina, esterasa (C4), esterasa lipasa (C8),
leucina arilamidasa, valina arilamidasa, cistina arilamidasa, tripsina, a-
quimotripsina, fosfatasa acida, naftol-AS-Bl-fosfosfohidrolasa, a-galactosidasa, a-
glucosidasa, PB-glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, pirolidonil arilamidasa,
leucina aminopeptidasa y arginina dihidrolasa. Esta cepa también fue positiva para
la hidrélisis de esculina y gelatina, para la prueba de Voges-Proskauer y también
reduce los nitratos a nitritos. Es capaz de asimilar D-glucosa, L-arabinosa, D-
manosa, D-manitol, N-acetil-D-glucosamina, D-maltosa, gluconato potasico, acido
adipico y acido malico, ademas de producir acidos desde la D-ribosa, D-trehalosa,

almiddén y glucégeno.



Ademas, esta cepa puede oxidar compuestos como dextrina, D-maltosa, D-
trehalosa, D-celobiosa, B-gentiobiosa, sacarosa, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-B-
manosamina, N-acetil-D-galactosamina, D-glucosa, D-fructosa, D-galactosa, L-
fucosa, L-ramnosa, inosina, lactato de sodio 1%, acido fusidico, D-serina, D-manitol,
D-glucosa-6-fosfato, D-fructosa-6-fosfato, gelatina, glicil L-prolina, L-alanina, L-
arginina, acido L-aspdrtico, acido L-glutamico, L-histidina, L-serina, pectina, acido D-
galacturdnico, L-galactdnico, acido gamma lactona, acido D-glucdnico, acido D-
glucurdnico, acido L-mdlico, tween 40, 4cido a-ceto-butirico, dcido acetoacético,
acido propidnico y acido acético. Ademas, crece en presencia de rifampicina,

violeta de tetrazolio, azul de tetrazolio y telurito de potasio.
3.4. Género Halomonas.

La cepa EAR18" del género Halomonas fue positiva para la catalasa y
negativa para la oxidasa. No fue capaz de hidrolizar ningin sustrato en placa.
EAR18" presenta las enzimas fosfatasa alcalina, leucina arilamidasa, fosfatasa acida,
naftol-AS-Bl-fosfosfohidrolasa, a-glucosidasa, pirolidonil arilamidasa, arginina
dihidrolasa, ureasa, esterasa (C4), esterasa lipasa (C8) y B-glucosidasa. Es capaz de
reducir los nitratos a nitritos y asimilar D-glucosa, D-manosa y gluconato potasico.

No fue capaz de producir acidos a partir de ninguno de los sustratos probados.

Los datos del sistema Biolog mostraron que esta cepa es capaz de oxidar los
siguientes compuestos: N-acetil-D-glucosamina, D-glucosa, D-manosa, D-fructosa,
D-galactosa, D-fucosa, L-ramnosa, inosina, lactato de sodio 1%, D-sorbitol, D-
manitol, D-arabitol, mio-inositol, glicerol, L-alanina, L-arginina, acido L-glutamico, L-
histidina, acido L-piroglutamico, L-serina, acido D-galacturdnico, L-galacténico,
acido y-lactona, acido D-glucénico, acido D-glucurdnico, acido mdcico, acido
quininico, acido D-sacdrico, acido p-hidroxi-fenilacético, metil piruvato, acido L-

lactico, acido a-ceto-glutérico, acido (D- y L-) malico, acido bromo-succinico, acido



y-amino-n-butirico, dcido a-hidroxi-butirico, acido B-hidroxi-butirico, acido acético
y formiato sddico. Ademas, crece en presencia de lincomicina, azul de tetrazolio y

aztreonam.
3.5. Género Bacillus.

La cepa EARS8T resulté ser positiva para la catalasa y para la prueba de Voges-
Proskauer y negativa para la oxidasa. Hidroliza la caseina y el ADN en placa, ademas
de la esculina y la gelatina. Presenta fosfatasa alcalina, esterasa (C4), esterasa
lipasa (C8), leucina arilamidasa, fosfatasa acida, naftol-AS-Bl-fosfosfohidrolasa, a-
glucosidasa, B-glucosidasa y ureasa. Reduce los nitratos a nitritos y es capaz de
asimilar D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa, D-manitol, N-acetil-D-glucosamina, D-
maltosa y dcido malico, ademads de fermentar la D-glucosa. EAR8 forma 4cidos a

partir de D-lactosa, D-trehalosa y almidon.

Los resultados del sistema Biolog indican que la cepa EAR8' puede oxidar
dextrina, D-maltosa, D-trehalosa, sacarosa, B-metil-D-glucésido, D-salicina, N-acetil-
D-glucosamina, N-acetil-B-manosamina, D-glucosa, D-manosa, D-fructosa, D-
fucosa, D-manitol, mio-inositol, glicerol, D-fructosa-6-fosfato, gelatina, glicil-
prolina, L-arginina, acido L-aspartico, acido L-glutamico, L-histidina, acido L-
piroglutamico, L-serina, pectina, L-galactdnico, acido y-lactona, acido D-glucénico,
acido D-glucurénico, acido D-sacdrico, D-éster-metilico de acido lactico, acido L-
l[actico, metil piruvato, acido citrico, acido a-ceto-glutarico, acido L-malico, tween
40, acido B-hidroxi-butirico, acido acetoacético y acido acético. Ademas, crece en

presencia de cloruro de litio, telurito de potasio y aztreonam.



3.6. Género Staphylococcus.

Staphylococcus sp. RA18" es positiva para las pruebas catalasa y Voges-
Proskauer y negativa para la oxidasa. Presenta como enzimas a la esterasa lipasa
(C8), lipasa (C14), leucina arilamidasa, fosfatasa acida, a-glucosidasa, B-glucosidasa,
pirolidonil arilamidasa, arginina dihidrolasa y ureasa. No hidroliza ningln sustrato
probado en placa, pero si hidroliza la esculina en el sistema API 20NE. Reduce los
nitratos a N2 y es capaz de asimilar D-glucosa, D-manitol y gluconato potdsico,
ademas de fermentar la glucosa. Esta cepa produce una acidificacion del medio en

presencia de D-trehalosa.

Los resultados del sistema Biolog indican que esta cepa puede oxidar
dextrina, D-maltosa, D-trehalosa, B-gentiobiosa, sacarosa, turanosa, B-metil-D-
glucdsido, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-B-manosamina, D-glucosa, D-manosa,
D-fructosa, 3-metil-D-glucosa, inosina, lactato de sodio 1%, D-serina, D-manitol, D-
arabitol, D-fucosa, D-manitol, glicerol, D-fructosa-6-fosfato, L-alanina, L-arginina,
acido L-aspartico, acido L-glutdmico, L-histidina, acido L-piroglutdmico, L-serina,
pectina, acido D-glucdnico, acido D-sacdrico, metil piruvato, acido L-lactico, acido

a-ceto-glutarico, acido a-hidroxi-butirico, acido acetoacético, acido propidnico,

acido acético y dacido butirico. Ademas, crece en presencia de cloruro de litio,

telurito de potasio, acido nalidixico y aztreonam.

4. Analisis quimiotaxondémicos.

El estudio de los lipidos polares de todas las cepas problema aln se estdn
llevando a cabo, y el andlisis de las quinonas sdlo esta disponible, por el momento,

para las cepas de Kushneria.
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4.1. Género Kushneria.

Las cepas EAod3", EAod4" y EAod7" mostraron como quinona mayoritaria la
Q9, con los valores de 84,4%, 85,3% y 85%, respectivamente, al igual que todas las

especies del género Kushneria (datos no mostrados).

Por otro lado, contenian como acidos grasos mayoritarios Ciso, Cisaw7c¢/
Cieawb6eC y Cis1w7c, presentes en las tres cepas estudiadas y en las utilizadas de

referencia (Tabla 15).

En cuanto a los lipidos polares, las tres cepas estudiadas mostraron
difosfatidilglicerol (DPG), fosfatidilglicerol (PG) y fosfatidiletanolamina (PE), ademas
de un aminoglicolipido no identificado (AGL) y otros fosfolipidos no identificados

(PL) (Figura 39A, By C).

4.2. Género Vibrio.

Para las cepas del género Vibrio, sélo se realizd el estudio de los acidos
grasos. Los resultados mostraron que los principales acidos grasos presentes en la
cepa EAod9" fueron Cig1 (43%) y Ciso (20%), seguidos por Cisi (13%). En menores

cantidades también se encontraron Ciz., C12:0 30H y Cia:0 (4-6%).

Las pruebas de la cepa RA1T no han estado disponibles antes de la

finalizacion de esta Tesis.
4.3. Género Pseudoalteromonas.

La cepa RA15" presentd Ciso, Cigiw7c¢/ Cigawbc y Cizaw8c como los

principales acidos grasos, al igual que sus cepas de referencia (Tabla 15).

Los lipidos polares mostrados por esta cepa fueron fosfatidilglicerol y

fosfatidiletanolamina (Figura 39D).
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Los resultados de las quinonas no se encuentran disponibles aun.
4.4. Género Halomonas.

La cepa Halomonas sp. EAR18" presenté como dacidos grasos mayoritarios
Cis0 ¥ Ciso ciclo w8c, aunque la cepa de referencia H. xinjiangensis KCTC 226087
mostré como mayoritarios los acidos grasos Cis.1w7¢/ Cis.1w6cC y Cigaw7c (Tabla 15).
El andlisis de los acidos grasos de la cepa de referencia H. zincidurans JCM 184727

aun se esta realizando.

Esta cepa mostré como lipidos polares a difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol
y fosfatidiletanolamina, junto con algunos fosfolipidos no identificados (Figura

39E).
Las quinonas presentes en dicha cepa aun se estan analizando.
4.5. Género Bacillus.

Al ser una bacteria Gram positiva, a la cepa EAR8' se le analizé la presencia
de acido diaminopimélico. El resultado obtenido en la cromatografia mostré que la

cepa Bacillus sp. EAR8 presenta el isémero LL-diaminopimélico (Figura 40).

En cuanto a los acidos grasos presentes en dicha cepa, los principales fueron
Cis0 iso y Ciso anteiso (Tabla 15). La cepa de referencia B. aquimaris DSM 16205"
mostré ademas Ci7 anteiso como mayoritario (Tabla 15). Adn faltan por analizar

los datos obtenidos de la cepa de referencia B. vietnamensis DSM 18898,
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Bacillus sp, EARST estandar DAP  Staphylococcus sp. RA18T

Figura 40. Placa cromatogrdfica revelada que muestra los datos
obtenidos para del acido diaminopimélico (DAP). La solucién estandar
estaba formada por los isomeros meso-diaminopimélico (marcado como
1) y LL-diaminopimélico (marcado con el 2). Las flechas sefialan la banda
que corresponde al isémero de cada cepa.

Los lipidos presentes en EARS' fueron difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol y

fosfatidiletanolamina (Figura 39F).

Las quinonas respiratorias mayoritarias se estan analizando, junto con el

estudio de los azlicares de membrana.
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4.6. Género Staphylococcus.

Como RA18" es una bacteria Gram positiva también se analizé la presencia
del 4cido diaminopimélico. Al contrario que la cepa Bacillus sp. EARS', esta cepa

mostro el is6mero meso-diaminopimélico (Figura 40).

En cuanto a los 4cidos grasos, los principales fueron Ciso anteiso y Cizo

anteiso, tanto en la cepa problema como en las de referencia (Tabla 15).

Los lipidos polares mostrados fueron difosfatidilglicerol, fosfatidilglicerol y un

aminofosfolipido no identificado (APL) (Figura 39G).

Los resultados de las quinonas y azlUcares de membrana aun se estdn

analizando.
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1. Arthrocnemum macrostachyum como herramienta para la fitorremediacion de
metales pesados.

Para la revegetacion de una zona contaminada deben utilizarse plantas
capaces de crecer en presencia de los contaminantes, capaces de propagarse por si
mismas de manera rapida y, sobre todo, que permanezcan durante un periodo de
tiempo muy amplio en el ecosistema (Méndez y Maier, 2008). En base a estas
indicaciones, se disefié una estrategia para las marismas de los rios Tinto y Odiel en
la que se utilizaran plantas de Spartina para hacer una repoblacién rapida de las
marismas y posteriormente plantas mas robustas y que fueran mas duraderas en el
tiempo. Esta segunda planta podria ser A. macrostachyum, ya que, como se ha
mencionado previamente, es una planta hipertolerante e hiperacumuladora de Cd
(Redondo-GAmez et al., 2010b) y capaz de captar multiples elementos traza

(Conesa y Schulin, 2010; Madejon et al., 2009).

Parece cada vez mas evidente que los microorganismos presentes en el suelo
y aquellos capaces de colonizar los tejidos de las plantas juegan un importante
papel en el desarrollo de las mismas, especialmente en ambientes contaminados,
entre otros, por metales pesados (Mesa et al, 2015a; b; c; Wan et al., 2012). Por
ello, uno de los objetivos del presente trabajo era estudiar las bacterias de la
microbiota de plantas de A. macrostachyum en las marismas del Odiel. Como
antecedentes a este trabajo sélo cabe mencionar el estudio del papel ecoldgico de
las micorrizas en la rizosfera de A. macrostachyum en marismas contaminadas del
Mediterraneo (Carrasco et al., 2006) y, mas recientemente, el estudio mediante
pirosecuenciacion de la diversidad de endofitos y epifitos presentes en dichas

plantas (Mora-Ruiz et al., 2015; 2016).

El nimero de aislamientos que se correspondian con bacterias Gram

positivas en la rizosfera fue superior al presente en el interior de los tejidos de la



planta, especialmente del género Bacillus. Este hecho es comun en estudios de
diversidad de suelos (Garbeva et al., 2003). El género Bacillus es uno de los mas
predominantes en la rizosfera (Singh et al., 2007), encontrdndose en lugares
contaminados (Abou-Shanab et al., 2007; Roane y Kellogg, 1996) debido a su

capacidad de tolerar metales y sal (Nies y Silver, 2007).

Como se menciond en la Introducciéon de este trabajo, la entrada de los
endofitos en el interior de la planta tiene lugar a través de las raices secundarias
principalmente (Dong et al., 2003; Lamb et al., 1996), por lo que no es extrafio que
el 39% de las bacterias rizosféricas también se encuentren en el interior de la raiz

de la planta.

Por otro lado, la cantidad de bacterias aisladas de la parte aérea fue inferior
al de bacterias aisladas de la raiz o de la rizosfera, hecho que podria ser debido a la
gran concentracion de sal presente en la filosfera de A. macrostachyum (Redondo-
Goémez et al., 2010a), y que coincide con lo observado por Mora-Ruiz et al. (2015),
esto es, una disminucion de la abundancia en el patréon microbiano con el
incremento en la concentracién de sal. Las bacterias aisladas de la parte aérea son
totalmente diferentes de los aislamientos de la misma planta crecida en una zona
no contaminada con metales (marismas de Lebrija) y que han sido también objeto
de estudio en el presente trabajo. Este dato indica que la diversidad de los
endofitos varia dependiendo de la localizacién de la planta (Mora-Ruiz et al., 2015)
y debe estar influenciada por los niveles de contaminacién del suelo en el que
crecen. Los géneros mas abundantes en la filosfera de la planta fueron Kushneria y
Halomonas. Estos géneros también fueron los mas representados entre los aislados
de la filosfera en plantas de la familia Amaranthaceae, siendo el género Kushneria
exclusivo como endofito en todas las muestras (Mora-Ruiz et al., 2015), resultados

gue coinciden con los de la presente Tesis Doctoral.



En este trabajo se ha observado la presencia de actividades enzimaticas en
las bacterias aisladas, que son importantes para penetrar en la planta (en el caso de
los endofitos) y, también, para degradar los residuos de la planta y adquirirlos
como nutrientes (Wang y Dai, 2010). Las enzimas mas importantes son la celulasa,
la pectinasa y la quitinasa, que estdn presentes tanto en las bacterias rizosféricas
como en las endofiticas. La actividad quitinasa producida por las bacterias podria
incrementar la resistencia de la planta a hongos (Quecine et al., 2012; Trotel-Aziz et
al., 2008) y esta actividad se encontraba mayoritariamente en las bacterias de la
rizosfera. Por otro lado, la actividad celulasa aparecié con mayor frecuencia en los
endofitos, lo que les permitiria degradar la pared celular vegetal y entrar en la
planta. La movilidad también fue mas frecuente entre los endofitos, una ventaja

para poder desplazarse a través de los tejidos de la planta (Compant et al., 2010).

La presencia de un bajo porcentaje de identidad de algunas bacterias podria
indicar que pertenecen a nuevas especies no descritas, mostrando la gran
diversidad desconocida de bacterias presentes en las marismas del Odiel, como se

mostré en el Capitulo 3.

En cuanto a la tolerancia a la sal, las bacterias aisladas eran capaces de
crecer en altas concentraciones de sal, por lo que fueron consideradas haldfilas o
halotolerantes. Las bacterias que toleraban la mayor concentracidn de sal fueron
aisladas de la parte aérea de la planta, probablemente debido a que A.

macrostachyum acumula la sal en su parte aérea (Redondo-Gomez et al., 2010a).

Con respecto a la resistencia a metales pesados de las bacterias aisladas, la
mayoria fueron multirresistentes y un gran numero de ellas resistia elevadas
cantidades de As, Cu, Pb y Zn, los contaminantes mas relevantes en las marismas
de Odiel (Nieto et al., 2007; Sainz y Ruiz, 2006). Muchas de las cepas crecieron en

presencia de altas concentraciones de Pb (8->10 mM), siendo la mayoria endofitos



aislados de la parte aérea de la planta. EAod3, EAod4 y EAod10 fueron las cepas
mas resistentes al Pb llegando a tolerar hasta 20 mM. Estudios previos indican que
esta planta acumula grandes cantidades de Pb (100-960 mg-kg?) en su parte aérea
(Alvarez-Rogel et al., 2004; Conesa y Schulin, 2010; Garcia et al., 2003; Méndez y
Maier, 2008). Esto podria indicar que estos endofitos pueden ayudar a la planta a
captar este metal de las dreas contaminadas. También se ha descrito que A.
macrostachyum acumula gran cantidad de Cd en sus estructuras subterraneas
(Redondo-GAmez et al., 2010b) y algunas de las cepas mas resistentes al Cd, EARS,
EAR15 y EAR18 (2 mM), fueron aisladas de la raiz. El As fue el metal mas tolerado
por las bacterias aisladas, ya que muchas de las cepas toleraban altas
concentraciones (8->10 mM). En general, las bacterias rizosféricas mostraron

mayor resistencia a los metales pesados que los endofitos.

La presencia de propiedades PGP se estudid en todas las bacterias aisladas y,
al menos, una de estas propiedades estuvo presente en cada una de ellas. El 86%
de las bacterias producian sideréforos, siendo RA1l la mayor productora. Los
sideréforos producidos por estas bacterias podrian influir en la captacion de
metales pesados por las plantas (Gururani et al., 2012), ademas de servir como un
mecanismo de biocontrol (Gaiero et al., 2013). Otra caracteristica que presentan
las bacterias productoras de sideréforos es la propiedad antifungica (Li et al.,
2010). Otra propiedad PGP importante es la produccién de auxinas ya que, como se
ha citado en el apartado de introduccién, ayudan al desarrollo de las raices (Brader
et al.,, 2014; Lambrech et al., 2000). Muchas de las bacterias aisladas eran
productoras de IAA, siendo EAod10 la de mayor produccidn (hasta 9,05 mg:I%). Esta
propiedad contribuye a incrementar la extensidon y la profundidad del sistema
radicular, lo cual es una caracteristica imprescindible para la fitorremediacién

(Méndez y Maier, 2008). Las mejores solubilizadoras de fosfato, propiedad



importante para hacer disponible el fésforo para las plantas (Frey-Klett et al., 2005;
Hameeda et al., 2008), fueron EAod3 y EAod8 (17 mm de didmetro). La fijacion de
nitrégeno también estuvo presente en casi la mitad de las bacterias aisladas, que
podrian proveer a la planta de nitrégeno (Bhattacharyya y Jha, 2012). La propiedad
PGP que menos se observo fue la formacion de biopeliculas (16% de las bacterias).
Esta caracteristica puede estar relacionada con la capacidad de las bacterias de
eliminar los metales pesados del medio (Das et al., 2012). Es importante hacer
notar que la resistencia a metales pesados de algunas especies bacterianas es

diferente cuando crecen asiladas o formando biopeliculas (Teitzel y Parsek, 2003).

En presencia de metales pesados, hubo una disminucién en el nimero de
bacterias que presentaban propiedades PGP. Sin embargo, hubo algunas
propiedades, como la solubilizacidon de fosfato o la produccién de IAA, donde se
incrementd el numero de bacterias que las tenian en presencia de Cd y As,
respectivamente. En el caso del As, la produccién de IAA se incrementd bastante
hasta alcanzar valores de 33,54 mg-I" (EAod10), mientras que, en presencia de Cd,
aumenté el nimero de aislados que solubilizaban fosfato. Este efecto de los
metales pesados sobre la produccién de propiedades PGP también ha sido
estudiado recientemente por Mesa et al. (2015a) y por Mendoza-Hernandez et al.
(2016), observandose en ambos casos resultados similares y concluyendo que los
metales pesados afectan a las propiedades PGP de una manera impredecible. Estos
datos son importantes para tratar de conocer el comportamiento real de las

bacterias en los suelos contaminados.

Diversos autores han probado que el uso de las poblaciones microbianas,
tanto de la rizosfera (Mesa et al., 2015b; Pajuelo et al., 2014) como de la endosfera
(Doty, 2008; Mesa et al., 2015c; Newman y Reynolds, 2005; Rajkumar et al., 2009),

hacen mas eficiente la fitorremediacién. Por ello, se seleccionaron cuatro bacterias



aisladas de la rizosfera y cuatro endofitos (dos procedentes de la parte aérea y dos
de la raiz) con el fin de hacer dos consorcios diferentes y ver sus efectos en la
germinacidn y en el crecimiento de las plantas en situacién de contaminacion,

utilizando para ello suelos de las marismas del Odiel.

Uno de los cuellos de botella a la hora de implementar proyectos de
fitorremediacion in situ es el bajo porcentaje de germinaciéon que se observa en
presencia de metales pesados (Sethy y Ghosh, 2013). Para mejorar este problema,
la inoculacidn bacteriana acelerd la germinacion de A. macrostachyum en ausencia
y, particularmente, en presencia de metales pesados, mostrando mayor nivel de
germinacidn en pocos dias. La mejora en la germinacién en presencia de metales
pesados gracias a la inoculacién con bacterias también se ha observado
recientemente con semillas de Spartina densiflora, otra planta haldfita presente en
las marismas del Odiel (Paredes-Paliz et al., 2016b). Ambos consorcios (CR y CE)
aceleraron la germinacidn en presencia de pequeiias concentraciones de metales,
mientras que en ausencia de estos, la aceleracidn solo fue relevante en aquellas
semillas inoculadas con el consorcio rizosférico. Este efecto beneficioso del
consorcio rizosférico se podria explicar por la presencia de actividades enzimaticas,
como la pectinasa y la quitinasa, que son importantes para romper la pared celular
y podria contribuir a mejorar la hidratacién de las semillas. En presencia de
metales, el IAA producido por ambos consorcios puede actuar como un antagonista
contra el etileno producido por las semillas en condiciones de estrés por metales
(Burd et al., 2000), contribuyendo asi a la mejora de la germinacion. Estos
resultados claramente sugieren que las bacterias seleccionadas podrian utilizarse
como inoculantes para favorecer el establecimiento de A. macrostachyum en
marismas contaminadas con metales pesados, usando semillas para la propagacién

de la planta.



En los ensayos en plantas, los resultados de los andlisis de los metales
confirman, como han descrito diversos autores (Conesa y Schulin, 2010; Pérez-
Sirvent et al., 2008; Redondo-GAdmez et al., 2010b), que A. macrostachyum es capaz
de acumular grandes cantidades de metal en sus tejidos, concretamente en las
raices. En este trabajo, la inoculacién de las plantas con los consorcios bacterianos
favorecid esta capacidad de A. macrostachyum para acumular metales en las
raices. Varios autores han observado que las poblaciones microbianas (incluyendo
bacterias rizosféricas y endofiticas) podrian ser de gran importancia en el ciclo de
los elementos traza entre el suelo y los compartimentos de las plantas, mediante la
liberacion de agentes quelantes, la acidificacion, la solubilizacién de fosfato y los
cambios redox (Gadd, 2004; Ullah, 2015), pudiendo jugar un papel importante en la
movilidad y la absorcion de metales por la planta (Glick, 2010), por lo que es
posible que estos mecanismos puedan contribuir a la mejora del potencial
fitoestabilizador de A. macrostachyum mediante el incremento del contenido de
metal en sus raices. De los dos consorcios, el consorcio CE demostrd tener un
efecto mejor a la hora de acumular metales en las raices. Esto puede ser debido a
que los endofitos que forman este consorcio podrian tener cierta capacidad de
captacién de metales a través de uniones inespecificas de los cationes de la
superficie de la bacteria o por un mecanismo de captacion intracelular dependiente
del metabolismo (Gadd y Griffiths, 1978), y podrian contribuir a mejorar el
transporte de metales al interior de las plantas, ya que algunos de ellos también

presentan movilidad.

A veces el potencial de las plantas empleadas como herramientas en la
remediacion de metales estd comprometido por la inhibicion del crecimiento
debido al incremento de la toxicidad de los metales en los tejidos, y especialmente
cuando esta acumulacién ocurre en los tejidos fotosintéticos que son mas sensibles

al exceso de metales (Mateos-Naranjo et al., 2008; Pérez-Romero et al., 2016). En



relacion a este problema, Redondo-Gémez et al. (2010b) mostraron que el
incremento de la concentracion de Cd en los tejidos de A. macrostachyum se
acompafid de una reduccién del 25% de la biomasa después de un mes de
crecimiento en el invernadero en presencia de 1,35 mM de Cd. Por el contrario, los
experimentos de esta Tesis muestran que el incremento de la concentraciéon de los
metales en las raices de ambos tratamientos y en los tallos de las plantas
inoculadas con el consorcio CE no causa inhibicidn del crecimiento. De hecho, las
plantas tratadas con ambos consorcios tendieron a incrementar su biomasa. Esta
respuesta podria ser ocasionada por la presencia de propiedades PGP en las
bacterias que forman ambos consorcios y/o por la reduccion bacteriana de la
fitotoxicidad de los metales en la planta hospedadora (Haferburg y Kothe, 2007).
Una de estas propiedades presentes en ambos consorcios bacterianos es la
produccién de auxinas, implicadas en la divisién celular, la elongacion y la
diferenciacion de los tejidos de las plantas (Patten y Glick, 2002), ademas de tener
un papel principal en el crecimiento de la raiz y la formacién de las raices laterales
(Ljung, 2013; Remans et al., 2008; Zhao, 2010), por lo que podria contribuir a
explicar el mejor crecimiento de las plantas de A. macrostachyum en presencia de
ambos consorcios. Estos resultados ya fueron observados en otros trabajos, donde
el crecimiento de las plantas mejoré después de la inoculacidon con bacterias

rizosféricas y endofiticas (Abou-Shanab et al., 2003; Mesa et al., 2015b).

Con respecto a la reduccién bacteriana de la fitotoxicidad del metal en las
plantas, hay trabajos que indican que las bacterias resistentes a metales pueden
disminuir el estrés del metal en las plantas (Ahemad y Kibret, 2014; Mesa et al.,
20154, b; Rajkumar et al., 2012; Ullah et al., 2015; Yang et al., 2009). Como se ha
visto en los resultados, las cepas EAod10, EAR18 y RA8 presentan la habilidad de

formar biopeliculas y esto podria contribuir a hacer que la fitotoxicidad decreciera



mediante el secuestro de metales y de minimizar el traspaso de excesivo metal a
los tallos. Ademads, se ha descrito que los contaminantes tdxicos tomados por la
planta podrian ser degradados dentro de la misma planta por los endofitos (Khany
Doty, 2011), aunque los mecanismos no son bien conocidos. Otros efectos
bacterianos beneficiosos para la tolerancia de la planta a los metales se han
relacionado con el ajuste osmatico, la modulacidn de los sistemas antioxidantes y
la mejora de la captacidon de minerales (Compant et al., 2005; Khan et al., 2015;
Rajkumar et al., 2009), tanto como la proteccidon de las funciones fotosintéticas
(Mesa et al., 2015b; Rincon et al., 2008). Con respecto al impacto de la inoculacién
en el aparato fotosintético de A. macrostachyum, los resultados obtenidos en esta
Tesis muestran que los valores de la Ay, la gs y la Ci fueron mayores en las plantas
que crecieron en presencia de los consorcios bacterianos. Ademads, los valores de la
Fv/Fm y de la @5 a mediodia no variaron con los tratamientos de bioaumentacidn
con respecto al control. Estos resultados sugieren que el incremento de
crecimiento podria ser atribuido a la mejora de la asimilacién fotosintética de

carbono de las plantas de A. macrostachyum crecidas en los suelos bioaumentados.

Ademas, otro efecto fisioldgico durante este estudio fue la modulacién
diferencial de las respuestas antioxidantes de las plantas de A. macrostachyum
crecidas en los sedimentos bioaumentados. La toxicidad de los metales en las
plantas induce la generacion de ROS y como consecuencia dafios oxidativos, que
afectan al crecimiento y al desarrollo de la planta (Redondo-Gémez et al., 2011).
Sin embargo, las plantas tienen la habilidad de modular estos dafos con la
presencia de actividades enzimaticas como la ascorbato peroxidasa (APx), catalasa
(CAT), guaiacol peroxidasa (GPx) y superdxido dismutasa (SOD), que contribuyen a
mantener la homeostasis de los altos niveles de ROS (Dazy et al., 2009; Mesnoua et
al., 2016; Redondo-Gomez et al., 2011). Las actividades de estas enzimas

antioxidantes, tanto en tallo como en raices de A. macrostachyum, se vieron



significativamente afectadas por la inoculacién con las bacterias. Asi, hubo un
incremento de las actividades de la SOD y la GPx en las plantas inoculadas con el
consorcio CE, sugiriendo que la inoculacidn con endofitos podria contribuir a
reducir el estrés oxidativo derivado de las grandes cantidades de metales
acumuladas en el interior de estas plantas. De esta manera, la SOD puede convertir
los radicales superdxidos en H,0,, mientras que la GPx puede catalizar la
descomposicion de H,O, en H,O (Dazy et al., 2009; Qiu et al., 2008), pudiendo
contribuir a mantener la funcién fotosintética (Redondo-Gomez et al., 2011), a
pesar de los altos niveles de metal dentro de las plantas de A. macrostachyum. Por
otro lado, las actividades de la APx, CAT, GPx y SOD en las raices fueron
significativamente menores en las plantas crecidas con el consorcio CE,
comparadas con las que crecieron inoculadas con el consorcio CR y las plantas
control. Esta respuesta sugiere que los endofitos podrian contribuir en la
modulacién de los niveles de estrés por metal en las raices, como ya se vio en
plantas de Solanum nigrum inoculadas con el endofito Serratia sp. RSC-14 (Khan et
al., 2015). Es posible, como previamente se indicé, que en cierto grado los metales
acumulados en el interior las raices pudieran ser secuestrados por los endofitos,
evitando su interaccidn con los procesos esenciales del metabolismo de las plantas
de A. macrostachyum, aunque esta hipdtesis necesitaria estudios con mayor

profundidad.

2. Arthrocnemum macrostachyum como herramienta de fitodesalinizacion.

Con respecto a la salinizacion, en esta Tesis Doctoral se ha tratado de
elucidar el papel de un grupo de endofitos seleccionados, aislados de A.
macrostachyum, en la tolerancia de esta planta al estrés salino en dos fases de su
ciclo de vida: la germinacién y el desarrollo de la planta. Para este propdsito, se

aislaron de plantas de A. macrostachyum, crecidas en suelos afectados por la sal,



ocho bacterias endofitas, pertenecientes al género Bacillus y a otros géneros
relacionados. Como se ha dicho anteriormente, estos géneros son aislados
frecuentemente a partir de suelos degradados debido a su capacidad para tolerar
contaminantes y altas concentraciones de sal (Abou-Shanab et al., 2007; Mesa et
al., 2015b) y, ademas, el género Bacillus ha sido aislado previamente como
endofito de otras plantas (Qin et al., 2014). Durante esta Tesis, también se han
aislado 11 cepas de la filosfera de esta planta crecida en las marismas del Odiel.
Aunque estas cepas fueron completamente distintas a las descritas en este
apartado, la gran mayoria de ellas también pertenecian a sélo un par de géneros. El
alto nivel de concentracion de NaCl en la filosfera de esta haldfita (Redondo-Gomez
et al., 2010a) podria explicar el pequefio nimero de aislamientos y la reducida
biodiversidad encontrada, ya que, como se ha comentado anteriormente, el
incremento de sal disminuye la diversidad de las bacterias (Mora-Ruiz et al., 2015).
Debido a la alta concentracion de sal en la filosfera de esta planta, no es de
extrafiar que todas las cepas aisladas fueran halotolerantes y que incluso alguna
fuera haldfila. Ademas, todas las cepas presentaron los genes etcBC y betB para la
sintesis de solutos compatibles, que podrian estar relacionados con la gran

tolerancia a la sal presentada.

Todas las cepas presentaban actividades enzimaticas, incluyendo celulasas,
quitinasas y pectinasas, gracias a las cuales las cepas podrian haber entrado en los
tejidos de la planta y haberse establecido como endofitos, ayudados también por la
movilidad (Compant et al., 2010; Quecine et al., 2012; Trotel-Aziz et al., 2008).
Aunque todas las cepas aisladas presentaban alguna propiedad PGP y alguna
actividad enzimatica, las cepas seleccionadas para formar el consorcio fueron
Bacillus alcalophilus EA1, Bacillus thuringiensis EA3 y Gracilibacillus saliphilus EAS,
con el fin de evaluar su papel en la germinacion de las semillas de A.

macrostachyum y su desarrollo bajo condiciones de estrés salino. En este consorcio



estaban presentes la produccién de auxinas, la solubilizacion de fosfato, la
produccién de sideréforos y la capacidad de formacidn de biopeliculas.
Generalmente, el uso de un consorcio para la inoculacidn de plantas garantiza una
mayor promocién del crecimiento de las mismas que la inoculacién con una sola
bacteria, debido a los efectos sinérgicos de las propiedades PGP presentes en las

diferentes cepas (Kumar et al., 2016; Kumar et al., 2014).

La inhibicién de la germinacién de las semillas causada por la salinidad no es
inusual en las plantas haldfitas (Baskin y Baskin, 1998; Ungar, 1978; Woodell,
1985), y puede ser atribuida a la reduccidn del potencial osmético causada por la
salinidad (Beadle, 1952; Osmond et al., 1980; Ungar y Khan, 2001), lo que dificulta
la hidratacion de las semillas (Ramoliya y Pandey, 2002). Varios estudios
demuestran una mejora en la germinacidn en otras plantas haléfitas al inocular las
semillas con bacterias (Jha et al., 2012; Qin et al., 2014). En lo que respecta a A.
macrostachyum, diversos estudios han indicado que las semillas eran capaces de
germinar en altos porcentajes en presencia de NaCl (Pujol et al., 2000; Rubio-Casal
et al., 2002; Vicente et al., 2004). Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral
muestran que tanto la velocidad de la germinacién como el nimero de semillas
germinadas mejoraron con la inoculacién bacteriana en ausencia de sal en el
medio. Un resultado similar se obtuvo en la germinacién de semillas de Salicornia
europaea, donde el porcentaje de germinacién mejord con la inoculacién con 5
endofitos aislados de la propia planta (Zhao et al., 2016). Este efecto beneficioso se
podria explicar por la presencia de enzimas en las bacterias empleadas en la
inoculacidn, como pectinasas, celulasas y quitinasas, que, como se ha mencionado
anteriormente, son importantes a la hora de romper la pared celular, lo que podria

contribuir a mejorar la hidratacidn de las semillas bajo condiciones salinas. De esta



manera se podria facilitar la colonizacion de los suelos salinos por A.

macrostachyum a través de las semillas.

Con respecto a los experimentos del desarrollo de la planta, los resultados
expuestos en esta Tesis muestran que A. macrostachyum esta extremadamente
bien adaptada a la salinidad, con un crecimiento éptimo a 510 mM de NaCl y sin
diferencias entre las plantas inoculadas y sin inocular, ya que los mayores valores
del peso seco de raiz y tallo y del RGR se registraron a este nivel de salinidad. Sin
embargo, el crecimiento de A. macrostachyum decrecié considerablemente en las
plantas crecidas a 1030 mM de NaCl, siendo esta reduccién mitigada en las plantas
inoculadas con el consorcio de bacterias. A la vista de este resultado, es evidente la
accion de algunos mecanismos de la actividad microbiana que ayudan a tolerar

mejor el estrés salino en la planta.

El efecto de la salinidad en el crecimiento de A. macrostachyum se vio muy
apoyado por las medidas en el intercambio de gases, que mostraron respuestas a la
salinidad que, generalmente, se corresponden bien con el RGR. Esta relacion ha
sido previamente descrita por Redondo-Gomez et al. (2010). Asi, la Ay fue
estimulada por la salinidad superior a 510 mM de NaCl, ante una dréstica reduccion
con 1030 mM, que podria ser atribuida a la directa limitacién estomatica en la ruta

de difusion del CO,, como indicaron los bajos valores de g, y Ci en ambos extremos

de salinidad (0 y 1030 mM de NaCl). Sin embargo, al contrario de lo esperado, la
mitigaciéon de los efectos deletéreos del exceso de NaCl observados en el
crecimiento no se vio reflejado en la Ay, gs 0 en términos de funcionalidad del PSlI,
ya que nuestros resultados mostraron que F,/Fn y Opsi no variaron entre la
inoculacidén y los tratamientos salinos. Con estos resultados, los efectos positivos
de la inoculacién en A. macrostachyum a altas concentraciones de sal pueden ser

atribuidos a un efecto beneficioso indirecto en la asimilacion fotosintética global de



la planta, debido al aumento de las areas fotosintéticas, junto a una mejora en la
captacién de nutrientes (N, P y Fe) en plantas inoculadas. Por lo tanto, un Ay similar
podria ser mds que compensado por una gran area fotosintética a 1030 mM, como
resultado de la estimulacion de la biomasa del tallo inducido por las PGPB
empleadas en la inoculacién. Estas PGPB mejorarian el crecimiento de la planta,
incrementando la accesibilidad y/o el suministro de nutrientes bajo estas
condiciones de estrés (Bashan, 1998). La produccién de auxinas por las cepas EAly
EA8 podria ayudar al desarrollo de la planta a través de un incremento de la
superficie de la raiz (Brader et al., 2014). Ademas, las auxinas participarian en la
tolerancia de la planta a la sal, actuando como antagonista de la produccién del
etileno producido por las plantas en las condiciones de estrés. También, EA1 podria
incrementar la disponibilidad de fésforo en la planta debido a su habilidad de
solubilizar fosfato y la capacidad de EA3 y EA8 de producir sideréforos mejoraria la
solubilizacion de hierro y su captacion. De esta forma se mejoraria el estado
nutricional de la planta empobrecido por la salinidad (Burd et al., 2000;
Kpomblekou y Tabatabai, 2003). Asi, este efecto promotor en el crecimiento
proporcionaria una retroalimentacidn positiva, ya que mayores areas fotosintéticas
inducirian tasas de crecimiento mas altas que volverian a inducir mas area
fotosintética, amplificando la diferencia, con el tiempo, entre las plantas inoculadas
y las no inoculadas a 1030 mM de NaCl. Aunque el incremento de la tolerancia a la
sal podria ser atribuido a la presencia de las propiedades PGP en las bacterias
seleccionadas, otros mecanismos conocidos de las plantas frente al estrés
osmotico, como la acumulacidn de solutos organicos o la disminucién de las
enzimas antioxidantes, podrian también ser inducidos por estas bacterias. Se
necesitan investigaciones futuras mas eficientes para detallar el mecanismo
concreto que conduce a esta mejora en la tolerancia a la sal y para establecer la

base para la seleccién de las PGPB.



En términos de la acumulacién de Na*, en esta Tesis Doctoral se muestra una
marcada acumulacién de Na* en la biomasa seca de raices y tallos al incrementar la
salinidad externa, que se relaciona con el consumo de sal para la osmorregulacion,
como indican Redondo-Gomez et al. (2006; 2010a). Ademas, el desarrollo de la
biomasa por la inoculacién bacteriana a 1030 mM fue también acompaiado por
mayores concentraciones de Na* en los tallos, indicando que el consorcio
bacteriano parece haber aumentado el potencial de A. macrostachyum para
acumular Na* en sus tallos. Los ajustes osmoéticos, la regulacidon estomatica y la
mejora en la captacion de minerales son efectos beneficiosos atribuidos a los
endofitos (Compant et al., 2005; Rajkumar et al., 2009). Una mejora en la captacion
de Na* por el consorcio de endofitos a altas concentraciones de sal podria explicar
el incremento de la acumulacién de Na* en las plantas inoculadas. Ademas, la
acumulacién de Na* dentro de los endofitos que colonizan las partes aéreas de la
planta podria también ayudar a este incremento en la fitoextraccidn de sal. Varios
estudios han documentado que las PGPB se podrian utilizar para promover el
crecimiento de las plantas haldfitas y no haléfitas bajo condiciones salinas (de-
Bashan et al., 2012; Gamalero et al., 2009; Rueda-Puente et al., 2007). Aunque el
incremento en el rendimiento de la planta por las PGPB conduciria a mejorar la
fitoextraccion de sal (Chang et al., 2014), y se haya demostrado que plantas

infectadas por hongos endofitos mejoran la fitoextraccién de sal de dichas plantas

(Yin et al., 2014), no hay estudios en la literatura que muestren un incremento de la
fitoextraccion de sal relativa como resultado de la adicion de PGPB (Jesus et al.,

2015), por lo que este seria el primer estudio que lo describa.



3. La microbiota de Arthrocnemum macrostachyum como fuente de nuevas

especies bacterianas.

Las bacterias aisladas en esta Tesis Doctoral, tanto de la rizosfera como del
interior de las plantas de A. macrostachyum crecidas en las marismas del Odiel,
mostraron un bajo porcentaje de identidad en sus secuencias del gen del ARNr 16S
con respecto a las depositadas en las bases de datos. La mayoria de ellas no
presentaba una longitud adecuada de dicha secuencia, sin embargo, hubo cepas

cuyas secuencias tenian alrededor de 1400 pb.

Se estudiaron tres cepas aisladas de la rizosfera de A. macrostachyum
procedentes de las marismas del Odiel (RA1, RA15 y RA18) que pertenecen a los
géneros Vibrio, Pseudoalteromonas y Staphylococcus. Del interior de la planta, los
endofitos que se estudiaron fueron EAod3, EAod4, EAod7, EAod9 (aislados de la
filosfera) y EAR8 y EAR18 (aislados de la raiz). Estas cepas pertenecen a los géneros

Kushneria (las tres primeras), Vibrio, Halomonas y Bacillus, respectivamente.

Con los resultados de los arboles filogenéticos creados, todas estas cepas
encajan dentro de los géneros nombrados y las semejanzas calculadas demuestran

gue son cepas novedosas en comparacion con las cepas tipo de cada género.

Dentro del género Kushneria, la cepa EAod3" presenta resultados obtenidos
con el sistema Biolog parecidos a los obtenidos en las tres cepas de referencia,
mostrando mas resultados en comun con K. pakistanensis KCTC 42082". Ademds,
presenta dos caracteristicas que no se encuentran en ninguna de las cepas de
referencia, como es la oxidacion de acido acetoacético y el crecimiento en

presencia de telurito de potasio.



La cepa EAod4T presenta una mayor similitud con la cepa K. indalinina CECT
5902" en base a los resultados del sistema Biolog, aunque también presenta

muchas semejanzas con las otras dos cepas de referencia.

En cuanto los estudios realizados con el sistema Biolog, la cepa EAod7"
muestra resultados similares tanto a K. indalinina CECT 5902 como a K. marisflavi

DMS 153577

Ademas de estos resultados, las tres cepas problemas presentan la quinona
Q9 como ubiquinona mayoritaria, al igual que todas las especies del género
Kushneria (Sanchez-Porro et al., 2009) y comparten los mismos acidos grasos que

con las cepas de referencia.

Por su parte, los resultados obtenidos con la cepa EAod9" confirmaron que
se trata de una nueva especie del género Vibrio, a la que se ha dado el nombre de

Vibrio palustris (Lucena et al., en prensa).

La cepa Pseudoalteromonas sp. RA15" mostrd en los resultados obtenidos
con el sistema Biolog una gran similitud con las dos cepas de referencia
seleccionadas, presentando, ademds, algunas caracteristicas propias como la
capacidad de oxidar D-galactosa y el crecimiento en presencia de compuestos
como la rifampicina, violeta de tetrazolio y azul de tetrazolio. También presentd los .

mismos acidos grasos mayoritarios que las cepas con las que se comparé.

Con respecto al género Halomonas, la cepa EAR18™ presentd similitudes en
los resultados obtenidos con el sistema Biolog con ambas cepas de referencia,
mostrando un mayor parecido con H. xinjiangensis KCTC 22608". A pesar de su
parecido, EAR18"T mostrd hasta 14 caracteristicas propias. Ademds de estas
diferencias, esta cepa presentd también otros acidos grasos mayoritarios distintos

a los presentes en la cepa de referencia.
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La cepa Bacillus sp. EAR8™ presentd en los resultados obtenidos con el
sistema Biolog caracteristicas propias como la oxidacién de D-salicina, D-manosa,
mio-inositol, acido D-sacdrico, acido citrico y acido L-malico, aunque la mayoria de
los resultados tuvieron gran similitud con las cepas utilizadas como referencia. Con
respecto a los dacidos grasos, esta cepa mostré los mismos que la cepa de

referencia.

Por altimo, la cepa RA18T, perteneciente al género Staphylococcus, mostrd
una gran similitud con la cepa S. pasteuri CECT 236" en los datos obtenidos en el
sistema Biolog, teniendo también muchos resultados en comun con S. warneri
CECT 5329". A diferencia de las demds cepas estudiadas, RA18™ no mostrd ninguna
propiedad diferente a las cepas de referencia con respecto a los resultados
obtenidos con el sistema Biolog. Asi mismo, comparte idéntico perfil de acidos

grasos con dichas cepas.

Los datos muestran similitudes de cada cepa con las cepas de referencia, lo
gue demuestra que cada una de las cepas estudiadas tiene caracteristicas que la
incluyen dentro de cada género. Al mismo tiempo, se observan en los resultados
algunas diferencias, indicando que las cepas estudiadas son novedosas dentro de

cada género.

Ademas de las cepas que se estudian en esta Tesis Doctoral, hubo otras
cepas aisladas de la rizosfera de A. macrostachyum crecidas en las marismas de
Lebrija que se han descrito recientemente como nuevas especies, como es el caso
de Microbulbifer rhizosphaerae (Camacho et al.,, 2016a) y Labrenzia salina

(Camacho et al., 2016b).

La presencia de nuevas especies asociadas a la haldfita A. macrostachyum no

es un hecho aislado, ya que se han descrito especies nuevas asociadas a otras



plantas haldfitas crecidas en las mismas marismas. Una de estas plantas es Spartina
maritima, de donde se aislaron Marinomonas spartinae (Lucena et al., 2016) y

Vibrio spartinae (Lucena et al., en prensa).

Todas estas cepas estudiadas para ser descritas como nuevas especies y las
ya descritas como tal, muestran la gran diversidad de bacterias que interaccionan
con este tipo de plantas que aun se desconocen, colocando a las plantas haléfitas
en general, y a A. macrostachyum en particular, junto con las marismas del Odiel y
Lebrija, en herramientas y dreas, respectivamente, de potencial interés para el
estudio de nuevas especies con propiedades para la promocion del crecimiento de
plantas en ambientes afectados por la contaminacion con metales pesados y/o el

exceso de sal.
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1. Las bacterias cultivables asociadas a Arthrocnemum macrostachyum
mostraron una gran diversidad tanto en la rizosfera como en el interior de

la planta, habiendo diferencias segun el grado de contaminacién.

2. Las bacterias aisladas de las marismas del Odiel pueden crecer en presencia
de altas concentraciones de metales pesados y sal. Por su parte, los

aislados de Lebrija también toleran altas concentraciones de sal.

3. Todas las bacterias aisladas en esta Tesis Doctoral tienen alguna propiedad
promotora del crecimiento de la planta. Ademas, los aislados de las
marismas del Odiel mostraron altos valores incluso en presencia de

metales pesados.

4. En general, los metales pesados disminuyen el nimero de bacterias que
presentan propiedades PGP, pero en presencia de estos, hay bacterias que
producen alguna propiedad PGP que no mostraban en ausencia de

metales.

5. Las bacterias que forman tanto el consorcio endofitico como el rizosférico
contribuyen a mitigar el nivel de toxicidad relacionado con la acumulacién
de metales en los tejidos de las plantas, mostrando altos valores de RGR y
asimilacidn fotosintética. Ademas, la bioaumentacidn también participa en

la modulacidn de la maquinaria de enzimas antioxidantes.

6. La inoculacién de las plantas de A. macrostachyum con ambos consorcios

mejoran la germinacion de las semillas y la captacion de metales por la

planta y aumentan la acumulacidn de metales en las raices, mientras que el
consorcio formado por endofitos incrementa ademas la acumulacion de

metales en los tallos de las plantas.



7. Los endofitos seleccionados de la filosfera de A. macrostachyum parecen
tener un papel importante en la tolerancia de la planta a concentraciones
estresantes de sal, mejorando la germinacidn de las semillas, el crecimiento
de la planta en altas concentraciones de NaCl y favoreciendo la capacidad

fitoextractora de Na*.

8. Varias de las cepas aisladas, tanto de A. macrostachyum como de su
rizosfera, se caracterizaron como nuevas especies, mostrando la gran

diversidad bacteriana presente en las marismas del Odiel.

9. La utilizacién combinada de A. macrostachyum y su microbioma puede ser
una adecuada herramienta para la adaptacién de la planta al medio, la
fitoextraccion de Na* y la fitoestabilizacion de metales pesados durante la

recuperacion de suelos degradados.
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1. Bacteria associated with Arthrocnemum macrostachyum showed a great
diversity both in the rhizosphere and within the plant, showing differences

depending on the pollution level.

2. The isolated bacteria from Odiel marshes could grow in presence of high
concentrations of heavy metals and salt. On the other hand, the isolated

bacteria from Lebrija also tolerated high salt concentrations.

3. All bacteria isolated in this work showed some plant growth-promoting (PGP)
properties. Furthermore, the isolates from Odiel marshes showed high values

of PGP activities even in presence of heavy metals.

4. In general, the presence of heavy metals decreased the number of bacteria
able to show PGP properties. However, some bacteria displayed additional
PGP activities in the presence of metals, which were not detected in their

absence.

5. Bacteria forming the endophytic and rhizospheric consortia contributed to
mitigate phytotoxicity level related to metal accumulation in plant tissues, as
revealed by greater RGR and photosynthetic assimilation values. In addition,
the bioaugmentation also ascribed to the modulation of antioxidative enzyme

machinery.

6. Inoculation of A. macrostachyum plants with both consortia improved the

germination and metal uptake and accumulation in roots, while CE

consortium increased the capacity of A. macrostachyum to accumulate metals

in its shoots.

7. Endophytes selected from the phyllosphere of A. macrostachyum seem to

play an important role in plant tolerance towards stressful concentrations of




NaCl, improving seed germination rate, enhancing plant growth at high NaCl

concentrations, and favoring Na* phytoextraction capacity.

8. Some isolated bacteria, both from A. macrostachyum tissues and from its
rhizosphere, were identify as putative new species, thus revealing the great

diversity of bacteria interacting with this halophyte in the Odiel marshes.

9. The combined use of A. macrostachyum and its microbiome can provide an
adequate tool to enhance plant adaptation, Na* phytoextraction and

phytostabilization of heavy metals during the restoration of degraded soils.
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