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El planeta Tierra esta sufriendo graves alteraciones debido a la actividad del ser humano, entre las que cabe destacar el crecimiento exponencial de la poblacion
mundial. Dicho aumento conlleva la necesidad de producir mas alimentos basicos. Consecuentemente, se estan sobreexplotando las zonas agricolas, lo que
aumenta la demanda tanto de abono como de agua, que en ocasiones, hace que se utilice para el riego agua de baja calidad. Esto produce una salinizacion del
suelo agricola que se empobrece y deja de ser util. Se hace por tanto necesaria la recuperacion de zonas de cultivo salinizadas, para atender la creciente demanda
de alimentos.

Entre las soluciones que se plantean para recuperar dichos suelos esta la fitodesalinizacion, es decir, el uso de plantas para corregir el exceso de sal. En concreto,
existe un grupo de plantas denominadas halofitas (requieren sal para desarrollarse de forma éptima) que poseen un alto potencial para ser usadas en la
desalinizacion. A su vez, diversos estudios han mostrado que el empleo de bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPB) mejora la capacidad
remediadora de las especies vegetales. Con dichas ideas, el objetivo de esta Tesis Doctoral fue estudiar la capacidad de la halofita Arthrocnemum
macrostachyum (Morric.) Moris para fitodesalinizar suelos contaminados por exceso de sal y determinar la influencia en este proceso de bacterias con
propiedades PGP.

Tras estudiar la rizosfera (suelo alrededor de las raices) de A. macrostachyum, se aislaron 182 cepas bacterianas que se caracterizaron por su tolerancia a la
salinidad y a altas temperaturas, por la produccion de auxinas (AIA) y acil-homoserina lactona (AHL), asi como por la capacidad para solubilizar hierro y
fosfato. Una vez analizadas todas las propiedades, se concluyé que las mas comunes en la coleccion bacteriana, fueron la produccion de auxinas y la
solubilizacion de hierro. Respecto a la interaccion que se establece entre 4. macrostachyum y las bacterias seleccionadas hay diferentes aspectos a destacar. Por
un lado, las cepas bacterianas Hv16, RTE9 y OR133 inhibicron el efecto negativo que la sal ejerce sobre la germinacion de la haléfita, mejorandola al menos un
20 %. Ademas, se determiné que la sal es un factor que modula dicha interaccion, de manera que se promueve mas el crecimiento de la planta en ausencia de sal
0 en una concentracion por debajo del dptimo de la halofita. Se observd que, gracias a los inoculantes Hv16 y C58, enraizaron mejor las estaquillas de 4.
macrostachyum, produciendo un 20 % mas de raices. También se comprobo que la mayor interaccion entre 4. macrostachyum-bacteria, se produce cuando la
planta es inoculada a nivel de semilla.

En un experimento de fitodesalinizacion de suelos agricolas se consigui6 disminuir la salinidad de los suelos entre un 31-80 %,

independientemente de la inoculacion realizada en la halofita, permitiendo que se desarrollaran, a posteriori, diversos cultivos

en el suelo remediado. Se observo que la coinoculacion con las cepas bacterianas Hv16 y RTE9 permitio mejorar la gestion

de los recursos hidricos de 4. macrostachyum, sin mermar por ello su capacidad fitodesalinizadora.

En conclusion, la haléfita A. macrostachyum inoculada con las cepas bacterianas Hv16 (Kocuria polaris) y RTE9 (Rahnela

aquatilis) se propone como una bioherramienta para la recuperacion de suelos agricolas en desuso debido a la contaminacion

por sales.
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Tesis Doctoral Resumen

El planeta Tierra esta sufriendo graves alteraciones debido a la actividad del ser
humano, entre las que cabe destacar el crecimiento exponencial de la poblacién mundial.
Dicho aumento conlleva la necesidad de producir mas alimentos basicos.
Consecuentemente, se estdn sobreexplotando las zonas agricolas, lo que aumenta la
demanda tanto de abono como de agua, que en ocasiones, hace que se utilice para el riego
agua de baja calidad. Esto produce una salinizacion del suelo agricola que se empobrece
y deja de ser util. Se hace por tanto necesaria la recuperacion de zonas de cultivo
salinizadas, para atender la creciente demanda de alimentos.

Entre las soluciones que se plantean para recuperar dichos suelos estd la
fitodesalinizacion, es decir, el uso de plantas para corregir el exceso de sal. En concreto,
existe un grupo de plantas denominadas halofitas (requieren sal para desarrollarse de
forma 6ptima) que poseen un alto potencial para ser usadas en la desalinizacion. A su vez,
diversos estudios han mostrado que el empleo de bacterias promotoras del crecimiento de
las plantas (PGPB) mejora la capacidad remediadora de las especies vegetales. Con dichas
ideas, el objetivo de esta Tesis Doctoral fue estudiar la capacidad de la halofita
Arthrocnemum macrostachyum (Morric.) Moris para fitodesalinizar suelos contaminados
por exceso de sal y determinar la influencia en este proceso de bacterias con propiedades
PGP.

Tras estudiar la rizosfera (suelo alrededor de las raices) de A. macrostachyum, se
aislaron 182 cepas bacterianas que se caracterizaron por su tolerancia a la salinidad y a
altas temperaturas, por la produccion de auxinas (AIA) y acil-homoserina lactona (AHL),
asi como por la capacidad para solubilizar hierro y fosfato. Una vez analizadas todas las
propiedades, se concluyd que las mas comunes en la coleccidon bacteriana, fueron la
produccion de auxinas y la solubilizacién de hierro.

Respecto a la interaccion que se establece entre A. macrostachyum y las bacterias
seleccionadas hay diferentes aspectos a destacar. Por un lado, las cepas bacterianas Hv16,
RTE9 y OR133 inhibieron el efecto negativo que la sal ejerce sobre la germinacién de la
haléfita, mejordndola al menos un 20 %. Ademas, se determin6 que la sal es un factor que
modula dicha interaccion, de manera que se promueve mas el crecimiento de la planta en
ausencia de sal o en una concentracion por debajo del 6ptimo de la haléfita. Se observo
que, gracias a los inoculantes Hv16 y C58, enraizaron mejor las estaquillas de A.
macrostachyum, produciendo un 20 % mas de raices. También se comprobod que la mayor
interaccion entre A. macrostachyum-bacteria, se produce cuando la planta es inoculada a

nivel de semilla.
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Resumen Tesis Doctoral

En un experimento de fitodesalinizaciéon de suelos agricolas se consiguio
disminuir la salinidad de los suelos entre un 31-80 %, independientemente de la
inoculacion realizada en la halofita, permitiendo que se desarrollaran, a posteriori,
diversos cultivos en el suelo remediado. Se observo que la coinoculacion con las cepas
bacterianas Hvl6 y RTE9 permiti6 mejorar la gestion de los recursos hidricos de 4.
macrostachyum, sin mermar por ello su capacidad fitodesalinizadora.

En conclusion, la haléfita 4. macrostachyum inoculada con las cepas bacterianas
Hv16 (Kocuria polaris) y RTE9 (Rahnela aquatilis) se propone como una bioherramienta

para la recuperacion de suelos agricolas en desuso debido a la contaminacién por sales.
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1. La salinizacion
1.1. Historia y enfoque actual de la salinizacion

Ya desde el inicio del desarrollo agricola en el Neolitico, hace aproximadamente
10000 afios (Figura 1), y, sobre todo, con el posterior descubrimiento de los metales y la
manera de transformarlos, comenzaron las causas fundamentales de la contaminacion
ancestral de los suelos (Lovgren, 2005). Las labores agricolas han provocado la
salinizacion del suelo, en especial en climas aridos. Actualmente, hay que afiadir que el
regadio intensivo con aguas de baja calidad (a veces, ademas, en areas con suelos ricos
en sales) provoca la rdpida degradacién del suelo. En resumen, la salinizacion ha
originado pérdidas importantes de la capacidad productiva en todas las épocas y culturas

(Diamond, 2005).

Figura 1. Posibles zonas del origen de la agricultura en el Neolitico, nétese que el mas antiguo, situado en

la peninsula Mesopotamica, coincide con una zona arida potencialmente salinizable, como se vera mas

adelante, debido a la region climatica en la que se localiza (Diamond, 2005).

En la actualidad vivimos en un mundo caracterizado por ser global y cambiante,
en el cual los flujos de materia, energia e informacidén no conocen limites. En este marco
de trasiegos continuados entre los distintos ecosistemas (naturales, seminaturales y
antropicos) se observa la presencia de descompensaciones que producen alteraciones en
todos ellos (Ateweberhan et al., 2013). En concreto, en la naturaleza cada dia se detectan
muchas perturbaciones, en gran parte debido a los excesos de la actividad humana, que
actua como sinergia para los procesos naturales. Es decir, que los cambios que se dan de

forma natural en el planeta estdn siendo influenciados por la forma de maniobrar que

Barcia-Piedras, J. M. 31



Introduccion Tesis Doctoral

presenta el humano para sacar provecho del medio que lo rodea (Bytnerowicz et al.,
2007). Dichas alteraciones se engloban en un conjunto de alteraciones de diferente origen,
que afectan a todo el planeta y sin una respuesta lineal a sus efectores que, actualmente,
se acufia con el nombre de Cambio Global. Dentro de dichas alteraciones cabe destacar
el aumento progresivo de la temperatura (IPCC, 2008) y la falta de agua 1til para la
explotaciéon humana (Schmitt, 2010). A su vez, estos trastornos conllevan consecuencias
como la salinizacion del suelo o incluso la desertificacion, que derivan en la degradacion
del medio en el que vivimos (Comision Europea, 2003).

La Peninsula Ibérica no queda apartada de esta influencia general, un claro
ejemplo seria el proceso de desertificacion que estd afectando el suroeste peninsular
(Alvarez-Rogel, 2009). Tanto el aumento en la amplitud térmica como el descenso en la
pluviometria anual estan poniendo en jaque dicha region, en el sentido de ser una zona de
gran interés econdémico relacionado con la productividad agraria, pero que cada vez
encuentra mas obstadculos que conducen al deterioro de sus campos (Figura 2). Un
ejemplo seria el uso de aguas de riego que contengan un exceso de sales, pues acentua la
salinizacion y la sodificacion del suelo. En el primer caso se produce una acumulacion de
sales mas solubles que el yeso, que interfieren en el crecimiento de la mayoria de los
cultivos y plantas no especializadas. En el segundo acontecimiento se produce una
acumulacién de sodio intercambiable, que tiene una accion dispersante sobre las arcillas
y de solubilizacion de la materia organica, afectando negativamente a las propiedades
fisicas del suelo (Judrez-Sanz ef al., 2006).

Como en todo sistema organizado, y el planeta Tierra lo es, existen movimientos
de materia y energia que permiten la existencia de equilibrios dindmicos, pero, a su vez,
estables. En este sentido, las sales al ser parte de este sistema natural no deberian suponer
un problema. El problema es que debido a la actividad humana dichos ciclos, conservados
durante miles de afos, se estan alterando con graves consecuencias. Asi se explica como
la sal, que es un producto natural, puede estar acumulandose en zonas de alto interés para
el hombre como son las zonas de cultivo (Rengasamy, 2006).

En esta Tesis Doctoral se pretende poner de manifiesto el problema global que
supone la salinizacion de los suelos y presentar una metodologia para recuperarlos y poder
sacarles provecho de nuevo, utilizando tanto las plantas como bacterias en un tandem de
herramientas bioldgicas correctoras del mal comportamiento del hombre en el dmbito

agricola.
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B > 50 % suelo salino
I > 50 % suelo sodico
< 50 % suelo salino
<50 % suelo sodico

Suelo potencialmente
salinizable

=&

Figura 2. Mapa de la Unioén Europea sobre la distribucion de los suelos salinos y sddicos de origen tanto
primario (suelos naturales) como secundario (degradacion debida al hombre). Obsérvese como la costa
suroeste, de un alto caracter agricola, presenta problemas de salinizacion y algunas zonas presentan un alto

riesgo de salinizacion si no se gestionan adecuadamente (Téth et al., 2008).
1.2.  La salinizacion de los suelos

En un sentido amplio, se define salinizacion como un incremento de la
concentracion de sales y su eventual precipitacion en la disolucion del suelo (Juarez-Sanz
et al., 2006). Los suelos salinos tienen diferentes origenes, asi se pueden agrupar en (1)
suelos salinos primarios, cuyo origen es natural; y en contraposicion estan (2) los suelos
salinos secundarios, en los cuales la salinizacion no se debe a la historia geologica y
climéatica de la zona, sino a una salinizacién ocurrida en un plazo de tiempo mas corto y

asociado a la actividad antropica (Figura 3).
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Figura 3. Mapa global en el que se representan los paises con problemas de salinidad, tanto primario como

secundario. En muchas de esas zonas el problema se acrecenta debido a una climatologia desfavorable,

asociada a altas temperaturas y una pluviometria escasa (Zaman et a/.,2018).

Respecto a la salinizacion primaria, recordar que aproximadamente las tres cuartas
partes de la superficie terrestre estan cubiertas por agua. De todo ese volumen el 97 % es
agua de mar y océanos, es decir, aguas que contienen un valor medio de 35 g de sales por
litro de agua (Large ef al., 1994). Esto permite hacerse una idea de la gran cantidad de sal
presente en nuestro planeta y por qué puede ejercer una gran influencia en la vida
cotidiana de muchas personas que viven en zonas afectadas por un clima seco y suelos
salados (FAO, 1993). La sal es un compuesto muy distribuido por la corteza terrestre.
Con el término sal en general se conocen varios compuestos de origen natural (siendo el
mas comun el cloruro s6dico, NaCl). La sal aparece en el agua de los océanos y a partir
de ese punto puede sufrir diferentes procesos fisicos y quimicos que permiten su presencia
en todo el planeta. Asi los agentes fisicos presentes en las zonas costeras, tanto el agua
como el viento, pueden provocar deposiciones en un paisaje (Bresler et al., 1982).
También puede tener un origen mucho mas antiguo debido a la historia geologica del
planeta Tierra; asi, hay suelos formados por sedimentos marinos dejados por el mar al
retirarse de dicha zona (Bresler et al., 1982). La meteorizacion (degradacion por
diferentes agentes) de los minerales de la roca puede transportar la sal lejos de su origen
inicial. En paisajes sin alterar la mayoria de la sal poco a poco va lixiviandose en el
subsuelo mas alla del alcance de las raices de las plantas, que actian como barrera para

que la sal no se pierda, o al menos sea retenida (Brandy y Weil, 2002).
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Respecto a la salinidad secundaria, a su vez hay dos formas principales: (1) una
asociada a zonas aridas y semiaridas, conocida como salinizacion zonal; y (2) otra azonal,
no relacionada tanto con una zona climdtica, sino mas bien con la mala gestion en zonas
de laboreo (Martin de Santa Olalla-Mafias, 2001).

La salinizacion zonal puede ser la mas problematica en el sentido de que debido a
las zonas climaticas en las que se localizan estos suelos, normalmente zonas
subtropicales, la lluvia anual no es suficiente para cubrir las necesidades de
evapotranspiracion del suelo (movimiento ascendente del agua desde el suelo a la
atmosfera, impulsado tanto por las temperaturas como por la actividad vegetal). Esto
implica que son zonas supeditadas al agua de riego, lo que conlleva la adicion de sales a
la tierra ya que cualquier tipo de agua natural contiene las sales solubles mas comunes (a
destacar el cloruro de sodio, pero también hay sales, cloruros y sulfatos, de calcio,
magnesio y potasio) y, por ende, la acumulacion de dichos compuestos. Ademads, siempre
que el agua que se aporte al campo esté asociada a su uso por las plantas, la salinizacion
del suelo es inevitable, ya que la vegetacion potencia la evapotranspiracion. Por ello, se
puede considerar que los suelos de estas zonas estan siempre en un riesgo potencial de
salinizarse (FAO, 1999).

Los suelos con problemas de sales se pueden clasificar en tres grupos, de mayor a
menor problema para ser usados como cultivables, segun la clasificacion americana de
suelos (Chhabra, 1996): (1) suelos salinos, (2) suelos sddicos y (3) suelos salino-sodicos.

Los suelos salinos son aquellos que presentan, en la zona donde estan las raices
de las plantas, una cantidad de sales disueltas suficiente para restringir el desarrollo de
los cultivos. Las sales mas comunes son las de sodio, aunque también las de calcio y
magnesio. Estos suelos se caracterizan por tener siempre una costra blanca en la superficie
y una permeabilidad mayor o similar a la de suelos no salinos, con lo que se
lavan con facilidad. Ademas, se suelen ver afectados los cultivos, pero no asi la integridad
del suelo (Figura 4) (Lopez-Ritas y Lopez-Melida, 1990).

En los suelos sodicos la cantidad de sodio adsorbida (retenida por las particulas
del suelo) es suficiente para tener propiedades fisicas y quimicas perjudiciales para los
cultivos en la zona radicular. Entre sus caracteristicas mas destacables hay que indicar
que son suelos en los que las arcillas se dispersan y son desplazadas por el agua de drenaje
hacia abajo, lo que puede ocasionar que a no muchos centimetros se acumulen, formando
una capa pesada nada permeable y asfixiante, mientras que la capa superior tiene una

textura gruesa y quebradiza. Suelen tener un color negruzco en su superficie, alcali negro,
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ya que la materia organica se disuelve y dispersa. Son suelos que se ven afectados en su

estructura, ademas de afectar al crecimiento de los cultivos (Chen et al., 2014).

Figura 4. Suelo de cultivo afectado por la salinidad, ndtese la costa blanca formada por la acumulacion de

sal en la superficie del suelo que imposibilita el desarrollo del vegetal (fotografia de Roberto Casas).

Por ultimo, estan los suelos salino-sodicos en los que la cantidad de sal disuelta es
tal que sus propiedades fisicoquimicas hacen imposible el desarrollo de los cultivos.
Mientras que no tengan un exceso de sales, su apariencia y propiedades son idénticas a la
de los suelos salinos. Pero si las sales son lavadas, las propiedades del suelo pueden
cambiar notablemente, llegando a equipararse a la de los suelos sodicos. Si estos suelos
presentan yesos, al ser lavados intercambian el sodio que haya sido absorbido por el calcio
del yeso, provocando un lavado de las sales que no afecta a la estructura edafica (Brandy
y Weil, 2002).

Una ultima cuestion a tratar en este apartado va a ser la desertificacion. En Nairobi
en 1977, durante la Conferencia de las Naciones Unidas sobre la desertificacion, se
defini6 dicho proceso como: el agravamiento o extension de las condiciones
caracteristicas del desierto; proceso que acarrea una disminucion de la productividad
bioldgica y, con ello, una reduccion de la biomasa vegetal, de la capacidad de las tierras
para las actividades pecuarias, de la produccion agricola y una degradacion de las

condiciones de vida para el ser humano (FAO, 1993). Uno de los factores que interviene
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en que las caracteristicas de una zona seca sean aiin mas extremas o se amplie la superficie
de los desiertos es la salinizacidén de una zona. Aunque se disciernen como dos procesos
diferentes, ambos estdn muy vinculados, de manera que si una zona arida o subhumeda
afectada por la salinizacion no es tratada como es debido, o incluso se sigue trabajando
en ella sin tomar unas medidas correctoras, tienen una alta probabilidad de transformarse
en zona desértica, con todas las consecuencias sociales, culturales y econémicas que ello

acarrea (Martin de Santa Olalla-Manas, 2001).

1.3.  Problemaitica con la agricultura

La produccion de alimentos es limitada por diversos factores. Uno de los hechos
principales es la salinizacion edafica pues disminuye la capacidad de produccion de los
campos agricolas (Martin de Santa Olalla-Manas, 2004). Diversos estudios han
demostrado que casi la mitad de las zonas agricolas bajo riego, principalmente de zonas
aridas y semidridas, son afectadas por la salinizacion del suelo (Munns, 2002; Flowers,
2004).

Asi, de los 1500 millones de hectareas (ha) que se cultivan, aproximadamente el
5 % (77 millones de ha) se ven afectadas por la sal (Munns et al., 1999). En el caso de
Espana se calcula que unas 800000 ha estan afectadas por sales. Ademas, el problema de
la salinizacion va en aumento, a menudo debido a una erronea praxis agricola. En la Tabla

1 se puede consultar la extension de la salinizacion inducida por el hombre.

Tabla 1. Estima de la superficie de suelos afectados por sales inducidas por la actividad humana (Oldeman

et al., 1991; Mashali, 1995).

Extension de la salinizacién inducida por el hombre Tierras
(Millones de ha) cultivables

Salinizacién total

Zona Débil Moderada  Fuerte Extrema Total (Millones de ha)
Africa 4.7 7.7 24 - 14.8 185
Asia 26.8 8.5 17.0 0.4 52.7 451
Norteamérica 0.3 1.5 - - 23 274
Sudamérica 1.8 0.3 - - 2.1 142
Europa 1.0 23 - - 3.8 140
Australia - 0.5 - 0.4 0.9 282
Total 34.6 20.8 20.4 0.8 76.6 1474
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Como se mencioné en el apartado anterior las tierras de regadio estan
particularmente en riesgo. Aproximadamente un tercio de ellas esta afectado
significativamente por la salinidad (Tabla 2). A pesar de su area relativamente pequena,
se estima que las tierras de regadio producen un tercio de los alimentos del mundo

(Munns, 2002), por lo que la salinizacion de este recurso es particularmente critica.

Tabla 2. Datos sobre la superficie terrestre cultivable (ha) (Epstein et al., 1980).

Superficie de tierras 14 * 10°
Potencialmente cultivables 3,2 * 10°
Cultivadas 1,5 * 10°
Aridas y semiaridas 6 * 10°
Irrigadas 0,23 * 10°
Irrigadas y salinizadas 0,076 * 10°

El origen de estos problemas agricolas se debe a que las plantas de interés agrario
no suelen estar adaptadas a medios salinos (o sédicos), con lo cual presentan problemas
en su fisiologia que no les permite crecer adecuadamente. Asi, un problema critico se
produce en la germinacion, ya que la presencia de sal dificulta que la semilla se hidrate
correctamente (El-Madidi et al., 2004). Posteriormente, en el desarrollo de la radicula y
cotiledones (aparte de problema de la mala hidratacion, que a su vez interfiere en la toma
de nutrientes) esté el exceso de sodio en tejidos vegetales que suele ser toxico, lo que hace
que se retrase, e incluso, imposibilite el desarrollo vegetal (Gil-Martinez, 1995). Dicha
situacion puede llegar a ser un problema en paises agricolas en los que la mayoria de las
especies que se utilizan son los cultivos de grano, como es el caso de Espania (MAPA,
2018)

Respecto a la germinacion, hay cultivos mas sensibles que otros, aunque todos se
ven afectados. Hay que destacar que los productos hortofruticolas (algodon, tomate, etc.)
suelen ser mas sensibles que los de grano (trigo, cebada, cebada, etc.) y, aunque pueden
germinar en suelos con gran cantidad de sal, hay que tener en cuenta que muchas veces
las plantas no se desarrollaran en esos suelos (Maas y Poss, 1989; El-Tayeb, 2005). En
especial, habra problemas en los suelos sddicos debido a las caracteristicas edaficas, tales
como capas compactas de arcillas que la raiz no puede atravesar, la mala aireacion del
suelo o imposibilidad de un correcto drenaje, que impide el buen crecimiento y/o la
productividad de los vegetales (Juarez-Sanz ef al., 2006).

Por otro lado, es bésico recordar que para la toma de agua por parte de las plantas

la presencia de sales en la solucion del suelo actua como una barrera, impidiendo la
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hidratacion de la planta. Esto se explica por el proceso de dsmosis, ya que la planta
presenta barreras semipermeables en el flujo que va desde el suelo a los tejidos vegetales
(Taiz y Zeiger, 2015). Si la concentracién total de sales es mayor en el suelo que en la
planta se inhibe la toma de agua. Si esto ocurre de forma continuada puede incluso
provocar la salida de agua desde las células hacia el medio, llegando la célula a colapsar
(proceso de plasmolisis). Sin llegar al caso extremo citado anteriormente, si la toma de
agua de la planta no es la apropiada puede desencadenar problemas en la fotosintesis, que
estd directamente relacionada con la productividad de los vegetales de uso agrondomicos
(Gil-Martinez, 1995).

Las alteraciones que presentan las plantas en su nutricién pueden llevar o bien a
la falta de la toma de algin nutriente esencial para su desarrollo, o a la presencia de un
elemento presente en el suelo, y muy accesible a la planta, que le pueda provocar
toxicidad. Cualquiera de los dos procesos anteriores (defecto o exceso de un elemento)
esté ligado a dos factores: (1) exceso de sodio en suelos salinos que interfiere en la toma
de otros nutrientes. Y (2) el pH del suelo que permite que los elementos del suelo estén
en una forma quimica u otra (Juarez-Sanz, et al., 2006), asi la mayoria de los macro y
micronutrientes de las plantas estdn en mayor disponibilidad a pH ligeramente &cido (5.5-
6.5). Pero si se hace algo mas 4acido el suelo (pH 5), elementos tan frecuentes como el
aluminio se vuelven soluble y muy toxico para las plantas (Horst et al., 2010).

No obstante, la salinizacion es un proceso reversible. Se pueden recuperar suelos
salinos con un riego abundante que disuelva las sales y las arrastre hasta los horizontes
mas profundos del perfil del suelo, lejos de la zona de enraizamiento (Ayers y Westcot,
1985). El coste del lavado del suelo depende del tipo de cultivo y de la salinidad que
presente. En ocasiones los agricultores realizan lo que se denomina un riego a manta, que
consiste en inundar una serie de campos con agua procedente de diversas canalizaciones.
Ademas, suele ser frecuente tras el lavado realizar un drenaje artificial del agua afiadida,
con objeto de evitar un ascenso del nivel freatico hacia la superficie (evitando asi que
retornen las sales lavadas), lo que incrementa los costes.

Qadir ef al. (2014) identificaron paises en los que se ha reportado los gastos
economicos producidos por la salinizacion. Paises como Australia, India, Estados Unidos,
Irak, Pakistan, Kazajstan, Uzbekistan y Espafa indican dichos costes respecto a una
estima de pérdidas en la produccion de cultivos, aunque no estd claro si sus
comparaciones se hacen con los valores de produccion de cultivos tomados respecto a

tierras no afectadas por la salinidad. Teniendo en cuenta los paises anteriores, Qadir ef al.
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(2014) concluyeron que la extension del area irrigada global es de 310 millones ha (FAO-
AQUASTAT, 2013), que el 20 % de las misma esta afectada por la sal (62 millones ha)
y que los gastos que implican las areas contaminadas por la sal son de 608 € ha! en 2013.
Asi, las pérdidas globales podrian rondar los 37’7 millones €. En base a esta estimacion,
Qadir et al. (2014) recomendaron invertir en la remediacion de las tierras afectadas por
la sal y sefialaron que los costes de remediacion deben incluirse en una estrategia nacional
por la seguridad alimentaria.

En una experiencia de desalinizacion edéfica llevada a cabo en México tuvieron
que realizar una inversion de 1160 € ha™'. Usando este coste como referencia, y teniendo
en cuenta el numero de hectareas afectadas por la salinidad, indicadas en la Tabla 1, la
recuperacion de los suelos salinos de Europa podria costar unos 8236 millones €
(http://www.teorema.com.mx/agua/propicia-eu-la-salinidad-que-dana-suelos-de-cultivo-
en-mexicali/).

La superficie de Espafia se corresponde con 50 millones ha y casi la mitad de la
superficie se destina a actividades agricolas (INE, 2018). Aproximadamente 3’5 millones
ha se destinan al cultivo de regadio y de ese total el 3 % son suelos gravemente afectados
por la salinidad y otro 15 % se encuentra seriamente amenazado (Amezketa, 2011). Con
todos estos datos recabados, el coste de la recuperacion de ese 18 % de suelos alterados
por la sal utilizando el lavado de sales ascenderia a unos 731 millones €.

En el caso de la sodificacion el lavado es mas complejo y se realiza con la adicion
de yeso agricola (sulfato de calcio), que desplaza los iones sodio por calcio para recuperar
la estructura del suelo, ya que la disminucion de la infiltracién provocada por la presencia
de sodio agravaria el problema con un lavado normal. La aplicacion de correctores como
el yeso al suelo es mas cara. Una tonelada de yeso agricola cuesta unos 90 €, y se necesitan
unas 8 toneladas por hectarea, lo que supone unos 720 €/ha
(http://www.gatfertiliquidos.com/).

Por otro lado, se estima que en tres décadas a nivel mundial la agricultura deberia
producir un 60 % mas, y en el caso concreto de los paises en via de desarrollo esa cifra
seria muy cercana al 100 % (Alexandratos y Bruinsma, 2012). Sin embargo, las tasas
actuales de crecimiento de las demandas agricolas sobre los recursos de agua dulce del
mundo son insostenibles. La mala gestion de los recursos, como el uso ineficiente del
agua para la produccion de cultivos, agota los acuiferos, reduce los caudales de los rios,
degrada los hébitats de la vida silvestre y causa la salinizacion de las tierras irrigadas a

nivel mundial (FAO, 2011). Por ello, es necesario que tanto la produccion de alimento
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como las medidas correctoras para la recuperacion de tierras para la explotacion agricola

tengan un caracter sostenible.

2. Desarrollo Sostenible

Segun la UNESCO (2008) la sobreexplotacion y salinizacion de los recursos
hidricos en proyectos de riego de gran escala son a menudo resultado de la falta de
infraestructuras de drenaje, que no se incluyen en el disefio de ingenieria para que los
proyectos resulten economicamente mas atractivos. Pese a que se conocen las soluciones
a estos problemas, su aplicacion resulta costosa. Se estima que 950 millones ha de tierras
salinizadas se producen en las regiones aridas y semiaridas, casi el 33 % de la superficie
potencialmente cultivable del mundo. A nivel mundial, alrededor del 20 % de las tierras
de regadio (45 millones ha) estan afectadas por la salinizacion (Figura 5), con una pérdida
de suelos productores entre 0°25-0’5 millones ha afio! (FAO, 1995).

Es decir, es necesario poder abarcar la solucion al problema de la salinizacion
desde un punto de vista menos ambicioso econdémicamente, pero mas accesible a toda la
sociedad. Con esa idea aparece el concepto de desarrollo sostenible, definido como el
manejo y la conservacion de los recursos naturales; y la orientacion de los cambios
tecnologicos e institucionales de tal manera que se asegure la continua satisfaccion de las
necesidades humanas para las generaciones presentes y futuras (FAO, 1995). Este
desarrollo sostenible debe conservar los recursos de la tierra (agua, plantas y animales)
en todos sus sectores (agricola, forestal y pesquero) y no afectar al medio ambiente. Debe
ser técnicamente apropiado, econdémicamente viable y socialmente aceptable.

Ademas, la mayoria de la pobreza (70 %) se concentra en paises en desarrollo.
Coincide con poblaciones que socioculturalmente se caracterizan por vivir en zonas
rurales en las que su subsistencia depende de la agricultura. Mientras que existan zonas
deprimidas en las que haya problemas de hambruna no podra hablarse de un planeta que
tenga un desarrollo sostenible. La FAO estima que aun serd necesario el aumento de la
superficie agricola, en especial en Africa y Sudamérica, para que toda la humanidad se
encuentre abastecida (FAO, 2002).

Uno de los objetivos principales es que el citado aumento de tierras no sea a costa
de invadir espacios naturales. No hay que olvidar que el desarrollo sostenible se sustenta
en la busqueda del bienestar de la poblacién humana y la conservacion de la biodiversidad
en nuestro planeta. Para ello, hay que intentar mejorar el rendimiento de las cosechas que

actualmente se cultivan cada afio, asi como las condiciones de los suelos que se vean
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afectados por la salinizacion (con el riesgo de desertificarse); incluso recuperar suelos
que han perdido su potencial y poder asi responder a las necesidades nutricionales tanto

de las poblaciones actuales como de las venideras (FAO, 2002).

Figura 5. Imagen de satélite procesada en la cual, en verde, estan marcadas las zonas utilizadas actualmente

en la explotacion agricola. Muchas de esas zonas coinciden con zonas deprimidas econémicamente y, a su
vez, con un clima de altas temperaturas y/o escasos recursos hidricos; factores que acrecenta el problema
de la salinizacion (ejemplos: Africa subsahariana, el Medio Oeste o la zona del Indostan) (fuente:

https://web.croplands.org/app/map?lat=0&Ing=0&zoom=2).
3. La fitorremediacion

En general, remediacion hace referencia a técnicas utilizadas para recuperar suelos
contaminados, por agentes organicos o inorganicos, a su estado original (o al menos que
dejen de ser potencialmente nocivos para la salud). Los primeros procesos de remediacion
para recuperar suelos contaminados fueron mediante métodos fisicos y/o quimicos;
siendo una actividad que se lleva realizando, de manera habitual, algunas décadas. En
especial, la remediacion se ha focalizado mucho en la descontaminacién de metales
pesados.

Las técnicas mas habituales empleadas para limpiar suelos de metales toxicos han
sido: (1) la extraccidn, que es la excavacion, trasporte y deposito del suelo contaminado

a un vertedero de residuos peligrosos apropiado; (2) la fijacion, mediante procesos
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quimicos que consiguen inmovilizar el contaminante en el suelo, seguida de la
impermeabilizacion (impidiendo la lixiviacion del material fijado); y, por tltimo, (3) la
lixiviacion, en esta técnica se extraen los suelos, se limpian, usando soluciones acidas u
otros lixiviantes comerciales para desabsorber el contaminante y se retorna el suelo ya
libre del agente nocivo.

Desde hacia siglos que se intuia que las plantas eran capaces de limpiar
contaminantes, no obstante, al principio de la década de los 80 comienzan a describirse
como hay plantas que acumulan y a la vez toleran la presencia de metales pesados en sus
tejidos, es decir, se describe el potencial de las plantas como una bioherramienta para
descontaminar (Chaney, 1983).

Cunningham y Berti (1993) hablan por primera vez fitorremediacion, como: “el
uso de plantas verdes para eliminar, contener o hacer inofensivo un contaminante
ambiental, aplicdndolo a todos los procesos bioldgicos, quimicos y fisicos influenciados
por las plantas que ayudan en la remediacion del sitio”. A partir de la década de los 90, la
fitorremediacion se establecid como una linea de investigacion que crece de forma
exponencial. Pero es una década posterior cuando se revolucionan los estudios en la
fitorremediacion de manera transversal, gracias al uso de microorganismos que se asocian
a las plantas y potencian el proceso de fitorremediacion. Es un nuevo camino para la
recuperacion de zonas contaminadas mediante un proceso rentable, no invasivo,
alternativo y/o complementario a otros métodos para solucionar el problema de los suelos

contaminados (Pilon-Smits, 2005).

3.1. Tipos de fitorremediacion

La fisiologia de las plantas es bastante amplia, lo cual permite que haya muchas
vias que se pueden utilizar la remediacion del medioambiente. Dependiendo del 6rgano
de la planta que se utilice para fitorremediar y la forma de actuar sobre el contaminante,
se clasifican varios tipos de fitorremediacion (Figura 6):

(1) Fitoextraccion: es el proceso por el cual una planta extrae al contaminante del
medio y lo acumula en alguno de sus tejidos, bien acomplejandolo a otro compuesto para
neutralizarlo o bien compartimentandolo en vacuolas (Blaylock y Huang, 2000). Como
es el tipo de fitorremediacion usado en esta Tesis Doctoral, va a desarrollarse un poco
mas:

Las plantas pueden realizar dos tipos de fitoextraccion: (la) fitoextraccion

inducida, fue la primera que comenzd a realizarse, se basa en afiadir al medio agentes
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quelantes que permiten o facilitan la toma del contaminante por parte de la planta; aunque
no suelen representar mas del 0°6 % de la biomasa seca de la planta (Blaylock, et al.,
1997). En contra posicion esta (1b) la fitoextraccion continua, en este proceso la planta
va absorbiendo el contaminante de forma natural durante todo su ciclo vital. En este caso
la cantidad de contaminante respecto al peso seco total de la planta suele ser mas del doble
respecto a la fitoextraccion inducida; por ello, las plantas que fitoextraen asi se conocen
como hiperacumuladoras (Baker y Brooks, 1989). Es el modelo es el utilizado en esta
Tesis. Hay que resaltar que para que una planta sea dptima en este proceso no solo debe
ser capaz de tolerar y acumular altos niveles del contaminante en su parte cosechable,
sino que también debe tener el potencial de producir una gran cantidad de biomasa en el
campo (Salt et al., 1995).

Tras la limpieza del suelo hay que tomar ciertas precauciones para evitar que el
agente que se desea eliminar no retorne al medioambiente. En ese sentido, en el caso
concreto de la fitoextraccion, se utilizan plantas que no pierdan la biomasa que generan
0, sino es el caso, ésta se cosecha y se elimina en un vertedero o centro de reciclado (Salt
etal., 1998).

(2) Fitoestabilizacion: denota el uso de las raices de las plantas para estabilizar
contaminantes en el suelo, ya sea simplemente evitando la erosion, lixiviaciéon o
convirtiendo el contaminante en una forma menos disponible para los organismos, por
ejemplo, a través de la precipitacion en la rizosfera (Berti et al., 2000).

(3) Fitoestimulacion (o rizodegradacion): es el proceso por el cual las raices
facilitan la biodegradacion de contaminantes, normalmente organicos, mediante los
microorganismos de su rizosfera (McCutcheon y Schnoor, 2003), siendo rizosfera la
fraccion de suelo que se localiza inmediata a las raices vivas. La rizosfera se encuentra
muy influenciada por la actividad radical (toma y excrecion de compuestos), viéndose
alterada la biodiversidad de microorganismos de dicho volumen de suelo, normalmente
aumentando la densidad de estos (Hiltner, 1904; April y Keller, 1990; Burdman et al.,
2000).
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Figura 6. Mecanismos por los que una planta toma un contaminante durante la fitorremediacion, el
contaminante (representado por circulos rojos) se puede volatilizar tanto desde la raiz como en otros tejidos
(fitovolatilizacion), secuestrar (fitoextraccion) y/o degradar dentro del tejido de la planta (fitodegradacion),
y, por ultimo, estabilizar o degradar en la rizosfera (fitoestabilizacion y fitoestimulacion, respectivamente)

(Pilon-Smits, 2005).

(4) Fitodegradacion: proceso que se inicia con la captacion del contaminante y su
transporte hacia los tejidos para poder ser degrado directamente, a través de sus propias
actividades enzimaticas (Pilon-Smit, 2005).

(5) Fitovolatilizacion: una vez tomado el contaminante por las raices y trasportado
hacia las hojas, en ellas se realiza una transformaciéon de dicho compuesto en un

compuesto volatil, normalmente inocuo, que se emite a la atmosfera (Terry et al., 1995).

3.2. Metodologias de la fitorremediacion

Los procesos previamente citados ocurren de forma natural y espontanea. Es decir,
en aquellos lugares contaminados que tienen vegetacion hay una tendencia a limpiarse
sin que intervenga el ser humano, es lo que se conoce como atenuacion natural. Pero

dependiendo del componente medioambiental (agua, tierra o aire) que se quiera
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descontaminar se han desarrollado multiples métodos para implementar y optimizar la
fitorremediacion (Figura 7):

(1) Rizofiltracion (Figura 7a): con esta técnica lo que se hace es canalizar el agua
contaminada a través de un medio hidropénico en el que estan embebidas las raices de la
planta fitorremediadora, que actian como un filtro que retiene al contaminante (Raskin
et al.,1997). Lo ideal es que la planta que se utilice tenga un crecimiento rapido de sus
raices. Suele ser el método mas caro de la fitorremediacion, pero es altamente eficaz para
volimenes de agua no demasiado grandes (Pilon-Smit, 2005).

(2) La creacion de humedales o el control hidraulico: ambas técnicas tienen
similitud pues tratan de usar la vegetacion natural como barreras impermeables al
contaminante. En el primer caso, en humedales, en los que se aprovechan las
caracteristicas que presentan las herbaceas y arbustos que se desarrollan en esos
ecosistemas tan caracteristicos (Horne, 2000) (Figura 7b). En el segundo, gracias a los
arboles, en especial aquellos que tienen sistemas radicales amplios y profundos para
retener contaminantes tanto a nivel del suelo como de fuentes de agua profundas
(Newman et al., 1997) (Figura 7 ¢).

(3) El cultivo del suelo contaminado: lo que se busca es crear una barrera en el
suelo, combinando el potencial complementario de los arboles y las herbaceas. Los
primeros actiian como bombas de succion desde el suelo a la atmosfera, impidiendo asi
la pérdida del contaminante por lixiviacién; mientras que las herbaceas se desarrollan por
el suelo fijando el sustrato e impidiendo movimientos horizontales del contaminante
(Pilon-Smit, 2005) (Figura 7 d).

(4) La filtracion del aire: las plantas presentan en sus hojas una estructura
ultracelular, los estomas, a través de los cuales se realiza el intercambio gaseoso con la
atmoésfera necesario para la fotosintesis. A través de ese flujo, nada selectivo, entran
muchos componentes voldtiles que la planta incorpora bien acumuldndolos o
transformandolos (Figura 7¢).

Hay que destacar que todas estas técnicas de fitorremediacion no se excluyen
mutuamente; de manera que, en un humedal construido, la acumulacion, la estabilizacion

y la volatilizacion pueden estar sucediendo de manera simultanea (Hansen et al., 1998).
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Figura 7. Las técnicas de fitorremediacion utilizadas para la limpieza de los tres componentes del
medioambiente (el agua, la tierra y la atmdsfera). Las flechas indican el flujo del medio (agua o aire) y los

puntos rojos el contaminante (Pilon-Smits, 2005).
3.3. La fitodesalinizacion

Como se ha explicado en el apartado 3.2., existen diferentes mecanismos por los
cuales las plantas pueden ser ttiles para recuperar suelos contaminados. En concreto, esta
Tesis se centra en la fitodesalinizacion, que es una remediacion del tipo fitoextraccion
mediante el cultivo de una planta en suelo contaminado. Es decir, la eliminacién del
exceso de sales edaficas, en especial NaCl, por medio de una planta capaz de extraerla
del suelo y retenerla en su interior, permitiendo que la concentracion de sal de dicho suelo

disminuya, y de esta manera se recupere para el cultivo.
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4. Arthrocnemum macrostachyum (Morric.) Moris

Con todo lo expuesto hasta ahora, es necesario generar un sistema de
fitodesalinizacién, acorde con un enfoque sostenible, que cumpla unos requisitos
minimos, como son: (1) poder proporcionar servicio esencial al ecosistema, (2) generar
los minimos gastos economicos posibles, (3) ser ecologicamente inocuo y (4) duradero
(Vargas et al., 2018). Respecto a este ultimo aspecto, es mejor emplear especies de
arboles y arbustos perennes (Sapanov, 2003).

Teniendo en cuenta los requisitos anteriores, en las marismas hay una gran
variedad de especies que potencialmente podrian utilizarse con el objetivo de remediar
zonas degradadas por el exceso de sal. Las marismas y saladares se caracterizan por la
abundancia de sales en el suelo y poseer un nivel freatico proximo a la superficie, que
provoca afloramientos de agua, al menos durante una parte del afio (Rengasamy, 2006).
Hasta hace relativamente poco tiempo, los estudios en dichos ecosistemas se cernian a la
descripcion de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos. Pero en la actualidad se observan
dichas zonas como laboratorios bioldgicos de los que poder sacar un mayor rendimiento.
De ahi, surge la idea de utilizar plantas halofilas (tolerantes a la sal, muchas de ellas
incluso necesitan la sal para desarrollarse) como sumideros organicos de sal (Pilon-Smits,
2005). Suponen una actuacion mas barata y sencilla para aquellas zonas rurales sin los
recursos necesarios para acometer los complejos y costosos procesos de desalinizacion,
pues basicamente lo que se necesitaria es plantar las especies deseadas (Pilon-Smits,
2005). De esta manera, se podrian limpiar zonas afectadas por salinidades no 6ptimas
para el cultivo, complementando o incluso sustituyendo a las técnicas fisicas o quimicas,
tan costosas, que se utilizan en la actualidad.

Para el desarrollo de esta Tesis Doctoral seleccionamos a la halofita
Arthrocnemum macrostachyum (Moric.) Moris (Figura 8). Es una angiosperma
hermafrodita, arbustiva, semilefiosa, erecta o postrada radicante, que alcanza hasta 1’5 m
de altura. Sus tallos son articulados, formados por segmentos carnosos originados por las
hojas que se sueldan por la base y al tallo (Figura 8). Su color vira entre verde claro y
verde ceniciento. Pertenece al orden Caryophyllales y a la familia de las antiguas
Chenopodiaceae, pero segun la clasificacion APG (moderna clasificacion filogenética
basada en la historia evolutiva) actualmente se engloba dentro de la familia de las
Amaranthaceae, subfamilia Chenopodioideae (Chase et al., 2016). Su distribucion es

cosmopolita a lo largo de la cuenca mediterranea, Oriente Medio y Asia (Winter ef al.,
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1976), localizandose en saladares (tanto de interior como de costa) y marismas, aunque

nunca influenciada directamente por la marea (Castroviejo, 1986).

Figura 8. Vista general de varios individuos de Artrhocnemum macrostachyum (A), de un solo individuo

juvenil (B) y de las ramas estériles y ramas fértiles con flores (C).
4.1. El potencial fitodesalinizador de Arthrocnemum macrostachyum

La eleccion de A. macrostachyum se fundamenta en los siguientes aspectos: (1) es
una hal6fita obligada (necesita la sal para su correcto desarrollo) en la que la produccion
de biomasa se estimula entre los 200 y 400 mM de NaCl (Khan et al. 2005; Redondo-
Gomez et al., 2010). De manera que (2) puede crecer en suelos afectados por un amplio
rango de salinidad.

Es una especie perenne (no pierde las hojas), de porte medio, que acumula las
sales en sus ramas (Winter et al. 1976), con lo cual la sal que extrae del suelo no retorna
al medio. Es decir, tenemos una planta que presenta un crecimiento 6ptimo en suelos con
salinidades medias-altas, capaz de extraer y acumular la sal en su parte aérea, sin que
retorne al medio. Por ello, 4. macrostachyum tiene un gran potencial para ser utilizada en

fitodesalinizacion.
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5. Los microorganismos del suelo

Cientos de miles de especies de microorganismos aparecen por gramo de suelo
(Allison y Martiny, 2008). Solo con ese valor se puede considerar el suelo, por si mismo,
un ecosistema. Ademas de los macroorganismos existentes (raices de plantas,
invertebrados y vertebrados en menor medida), la microbiota de un suelo presenta una de
las mayores biodiversidades del planeta y conforma un complejo entramado de
interacciones, tanto entre sus propios componentes como con los animales y plantas con
los que cohabitan. En cualquier suelo se pueden encontrar bacterias, arqueas, hongos,
algas unicelulares, protozoos, nematodos e incluso virus (sin entrar en consideraciones de
si s 0 No un organismo vivo, pero estan presentes en muchos hospedadores del suelo).

No todos estos organismos estan representados en igualdad de proporciones, ni
siquiera todos tienen que presentarse, pero es cierto que cada uno de ellos cumple una
funcion en el ecosistema. Asi las arqueas, suelen ser un grupo de organismos
extremofilos, lo que ha permitido, y casi restringido, su presencia a ecosistemas de
ambiente extremo (Kimura et al., 2008; Swanson et al., 2009; Killham y Prosser, 2015).
Mas comunes son las algas unicelulares, localizadas en la fina capa de agua que cubre las
particulas del suelo, las cuales ellas mismas ayudan a mantener cohesionadas, mejorando
la estructura del mismo gracias a la secrecion de ciertos compuestos agregantes (Maier et
al., 2009). También hay que citar el papel de los protozoos como depredadores que
basicamente regulan las poblaciones de los organismos hasta ahora citados (Six et al.,
2006). Y estos a su vez son la base alimenticia para los nematodos (junto a los otros
grupos de la microbiota) (Yeates et al., 1993).

Sin duda alguna, los grupos mas presentes, tanto por diversidad como por nlimero
entre los microorganismos del suelo, corresponden a las bacterias y hongos, ya que entre
ambos constituyen mas del 90 % de los componentes de éste (Six et al., 2006). Con esta
breve descripcion se quiere mostrar la complejidad entre las comunidades de
microorganismos y sus interacciones, que llegan a conformar una red trofica (Steffan et
al., 2015). Ademas de la importancia que tienen a nivel global, pues meros cambios en la
biodiversidad de estos organismos afectan al buen funcionamiento del ecosistema; como
ejemplo, Maron et al. (2018) demostraron recientemente que descensos en la
biodiversidad bacteriana provocaban pérdidas de un 40 % de las fuentes de carbono

disponibles para el ecosistema.
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Estos cambios en la biodiversidad, al igual que las alteraciones a las cuales nos
referimos respecto a la salinidad, pueden tener (1) un origen natural (tanto abiotico como
biotico) o (2) ser alteraciones producidas por el ser humano (Nadal-Rocamora, 2015).
Atendiendo a las disrupciones de origen natural, basicamente se refieren a oscilaciones
en el clima y alteraciones del suelo. Asi, un aumento de la temperatura, asociado o no, a
cambios en la disponibilidad del agua, hace que disminuyan los microrganismos del suelo
o, al menos, que haya cambios en las densidades poblacionales. Ademas, el clima
mediterrdneo se caracteriza por alternar estaciones bien definidas, en las cuales los
cambios de luz, temperatura y precipitaciones moldean la comunidad de
microorganismos edaficos (Buckeridge et al., 2013; Bevivino et al., 2014), normalmente
tendiendo a favorecer a aquellas especies que mejor se aclimaten a dichas condiciones
(Schimel et al., 2007; Berard et al., 2011; 2012). Respecto a las alteraciones
antropogénicas, su principal impacto sobre los microorganismos procede de los focos de
contaminacion que producimos (Wong, 2003; Clarke y Smith, 2011; De Santiago-Martin
et al.,2013). Pero no es necesario realizar actividades tan agresivas con el medioambiente
para perturbar a la microbiota del suelo. De hecho, muchas actividades agricolas producen
alteraciones en la biodiversidad del mismo. Por ejemplo, el aporte de fertilizantes o quema
de restos de los cultivos altera la quimica del suelo (Mijangos et al., 2006; Diacono y
Montemurro, 2010), la roturacion del suelo cambia la talla de los agregados (Villar et al.,
2004; Lagomarsino et al., 2012) y la creacion de canales de riego y desagiie modifican la

pendiente del terreno (Rietz y Haynes, 2003).

5.1.  Las funciones de los microorganismos del suelo

Como se ha descrito en el apartado anterior, la biodiversidad de microorganismos
es fundamental en un suelo. Y no solo desde el punto de vista taxondmico, sino por las
funciones que desempefian en el ecosistema (Fierer ef al., 2007). Es decir, cada especie
de microorganismo tienen un nicho ecolégico determinado, con una funcién especifica a
realizar para que el ecosistema funcione bien.

Centrandonos en las bacterias, grupo de organismos que va a ser utilizado en esta
Tesis Doctoral, sus funciones son varias:

(1) Ciclos biogeoquimicos: se considera su principal actividad en los suelos,
gracias a la gran versatilidad metabolica que poseen las bacterias. Son componentes
claves que actian en el sentido de la mineralizacion de los nutrientes para que los

productores primarios tengan las bases para su crecimiento. Pero también intervienen en
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el sentido opuesto mediante las sintesis de compuestos organicos, ya sean moléculas
sencillas (ejemplo, los nitratos), o metabolitos secundarios (tales como las fitohormonas).
Las bacterias intervienen en los ciclos tanto de los macronutrientes (carbono, nitrogeno o
fosforo) como de los micronutrientes (hierro). Asi, tienen la capacidad de utilizar
multiples fuentes de carbono, incluso las méas complejas, lo que les permite eliminar
compuestos organicos muy variados del suelo (Garrido-Sanz et al., 2018; 2019). Con
respecto al nitrégeno, el grupo mas conocido es el de las bacterias fijadoras de nitrogeno
atmosférico, las cuales hacen independientes de la fertilizacion nitrogenada a las plantas
leguminosas, permitiendo incluso la incorporacion al suelo de este nutriente si las plantas
son enterradas y usadas como “abono verde”, pudiendo beneficiarse asi otros cultivos de
este N2 fijado. El fosforo es un elemento poco moévil y escaso dentro suelo, con lo cual
las bacterias juegan un papel muy importante en la movilizacioén del mismo, junto con los
hongos micorricicos (Darrah, 1993). De igual manera, aunque el hierro es un elemento
muy presente en la corteza terrestre, muchas veces se presenta en una manera no accesible
para la mayoria de los organismos y gracias a las bacterias se pone a disposicion de los
demas seres vivos (Barber, 1995).

(2) Interacciones con otros organismos: como en cualquier ecosistema los
microorganismos se relacionan con otros organismos. Estas interacciones pueden ser
tanto negativas como positivas. En las relaciones negativas, se considera que muchas de
estas especies colonizan nichos similares, con lo que unas actian como reguladoras de
las poblaciones de otras. Asi, se han descrito bacterias que regulan a determinadas
especies de hongos (Chen et al., 1995; Nowak et al., 1995; Mukhopadhyay et al., 1996),
a otras bacterias (Liu et al., 1995) e incluso a nematodos (Hallmann et al., 1995). Pero las
bacterias no solo interaccionan con otros microorganismos, pues también se han descrito
en el control de plagas de animales, por ejemplo, de insectos (Dimock et al., 1988). En
cuanto a las relaciones positivas, se han descrito numerosos casos de codmo una especie
bacteriana facilita la colonizacion de la raiz (tanto de arboles como de cultivares) por
parte de un hongo micorricico (Frey-Klett et al., 2007). Ademas, los microorganismos
pueden interaccionar no solo en una relacién entre dos organismos, sino que se han
descrito interacciones aiin mas complejas, como por ejemplo la demostrada por Lee et al.
(2000) en la cual restos de alimentos de rumiantes se degradan de forma maés eficiente

cuando estan presentes tanto hongos como bacterias y protozoos.
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5.2.  Las interacciones planta-microorganismo

La relacion entre microorganismos y plantas es muy antigua. Se sabe que ya en el
Paleozoico (hace 400 millones de afos) existia una interaccion de este tipo entre los
hongos micorricicos, que aportan nutrientes y agua a las plantas, y €éstas que, a su vez,
sintetizan compuestos para alimentarse, tanto ellas como a la micorriza (Honrubia, 2009).
Dentro de las bacterias, la relacion mas estudiada es la que establecen las leguminosas
con sus bacterias simbidticas, los rizobios; se ha estipulado que esa interaccion, y otras
similares, proceden de la época de Cretacico (hace entre 165 y 44 millones de afios)
cuando, debido a los suelos pobres en nitrégeno, se potenciaron las interacciones entre
plantas y microorganismos que podian fijar nitrogeno atmosférico (Doyle y Doyle, 1997).
Posteriormente, en la época de la Roma Antigua, aparecen las primeras referencias
escritas sobre las leguminosas, en las que el escritor Marco Terencio Varron (40 a.C.),
aun sin conocer el por qué, cita “las leguminosas deben ser plantadas en el suelo, no por
su interés como alimento sino por los efectos positivos que provocan en la siguiente época
de siembra” (Fred et al., 1933).

Como se ha mencionado anteriormente, estas interacciones existen sobre todo en
la rizosfera, que por si misma conforma un ecosistema acotado entre los primeros
milimetros alrededor de la raiz viva (la ectorizosfera) y la endodermis de la raiz (McNear,
2013). En ese volumen de suelo existen unas condiciones tanto fisicas como quimicas
especiales, producidas por la sinergia de las actividades de la planta y de los
microorganismos, con el suelo y entre ellas, donde se generan nichos muy especificos en
los que habitan las bacterias (Barea et al., 2005).

Las interacciones entre las plantas y los microorganismos se pueden catalogar en
beneficiosas o perjudiciales, haciendo referencia al efecto que el microorganismo produce
sobre la planta (Tinker, 1984) o, en infectivas y no infectivas, segiin el microorganismo
colonice o no el interior de la planta (De Felipe-Anton, 2004).

Centrandonos en las primeras y, con respecto a los hongos, son muchos los que
se han adaptado a sobrevivir a partir de la colonizaciéon de una planta, viéndose ésta
debilitada. Un ejemplo podria ser la interaccion perjudicial que se da entre el hongo
Gaeumannomyces graminis var. tritici y cualquier tipo de graminea que colonice, en la
que produce danos devastadores (Henson et al., 1999). Pero a la vez, hay especies de
hongos que favorecen de diferentes maneras a las plantas. Asi, la interaccion beneficiosa

mejor conocida es la ya citada, con las micorrizas, siendo una relacion que se establece
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en la mayoria de las plantas. Pero existen otros casos, como la que ocurre con muchas
especies del género Trichoderma, en la que el hongo se convierte en simbionte
oportunista de la planta y le otorga diferentes ventajas, tales como resistencia frente a
patdgenos y mejora en el crecimiento y/o la nutricion Harman et al. (2004). Dentro del
otro gran grupo de microorganismos, las bacterias, uno de los resultados de las
interacciones perjudiciales con plantas mas comun es la denominada agalla, producida
por la bacteria fitopatogena Agrobacterium tumefaciens, que no es mas que una estructura
de tejido vegetal que ha crecido en exceso, generando asi un ambiente idoneo para el
desarrollo de la bacteria (Link y Eggers, 1941).

Las vias por las se establecen interacciones positivas entre las plantas y los
microorganismos en general y las bacterias, en particular, son muy variadas (Figura 9).
En el apartado siguiente se desarrollard con mas detalle el tipo de acciones positivas
llevado a cabo por estas bacterias, denominadas rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal o PGPR (del término anglosajon plant growth promoting rhizobacteria) en sus

interacciones con las plantas.

5.3. Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Se denomina asi a un grupo heterogéneo de bacterias que, de forma directa o
indirecta, mejoran el desarrollo de las especies vegetales (Figura 9). Asi, se incluyen en
este grupo a las bacterias biofertilizantes, es decir, aquellas que gracias a su actividad en
los ciclos de los nutrientes estimulan la nutricion de las plantas aumentando el suministro
de los mismos (método directo) o aquellas que, mediante la producciéon de fitohormonas
(ejemplo, auxinas) aumentan el volumen de raices y, por ende, la captacion de nutrientes
por parte de la planta (método indirecto). Ademas, si una bacteria puede regular una
molécula precursora, o en general, algin compuesto que regule a las fitohormonas, estaria
a su vez favoreciendo el crecimiento de la planta por una via indirecta. Un ejemplo de
este tipo de control es el que realizan las bacterias que eliminan moléculas de ACC
(precursor del etileno, sefial de estrés en plantas) mediante la actividad enzimatica de la
ACC desaminasa.

Por ultimo, pero no menos importante como actividad promotora del crecimiento
vegetal, se encuentra el biocontrol. Como se menciono en las funciones de las bacterias
del suelo, éstas interactan con otros organismos regulando sus poblaciones. Si esa
regulacion se realiza sobre organismos patdgenos para la planta, se estd mejorando la

salud de la misma y su crecimiento (Barka et al., 2002). En otros casos se ha descrito que
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la bacteria PGP no influye al patégeno, sino que actiia estimulando la respuesta de defensa
de la planta, protegiéndola asi frente a organismos dafiinos (Barka et al., 2000).
En los siguientes subapartados describiremos brevemente los mecanismos de las

bacterias PGP que se han utilizado para el desarrollo de esta Tesis.

Efectos positivos de los reguladores vegetales sobre el
desarrollo radical o sobre lasrutashomonales

Efectos negativosdelosreguladoresvegetalessobre el
desarrollo radical o sobre lasrutashomonales

Efectos positivos de los microorganismos sobre |a

nutricionvegetaly/o el desarrollo radical Interacciones de las rizobacterias
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Figura 9. Esquema de los mecanismos que influyen de forma positiva y negativa sobre el crecimiento de

las plantas asociados a los microorganismos del suelo y de la rizosfera (Richardson et al., 2009).
5.3.1. Bacterias productoras de auxinas (AIA)

A lo largo del siglo XIX se comenzaron a realizar estudios basados en la intuicion
de que el desarrollo vegetal estaba controlado por sustancias que se sintetizaban en una
zona de la planta, pero su efecto se reflejaba en otra diferente (Von Sachs, 1865; Darwin
y Darwin, 1881). Mas de cien afios después, se sabe que aquellas sustancias a las que
hacian referencia son las hormonas vegetales, compuestos de naturaleza muy variada,

procedentes de las rutas metabolicas basicas de las plantas y que actian a concentraciones
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muy bajas, normalmente, en tejidos diferentes a los que se sintetizan (Vega-Celedon et
al., 2016). El término fitohormona engloba a diferentes familias tales como las auxinas,
las giberelinas, las citoquininas, o los brasinoesteroides; y compuestos como el acido
abscisico o el etileno. De todas ellas, destacan las auxinas, pues son las que mas influyen
en el desarrollo de las plantas (Wisniewska et al., 2006). Dentro de esta familia, se ha
determinado la presencia de cuatro hormonas diferentes (Simon y Petrasek, 2011): el
acido indol-3-acético (AIA); el acido indol-3-butirico, el acido 4-cloroindol-3-acético y
el acido fenilacético.

De todas ellas, es la hormona AIA la que juega un papel mas importante en la
interaccion con las plantas (Bonner y Bandurski, 1952; Mashiguchi et al., 2011). EI AIA
interviene en multitud de procesos esenciales como son la diferenciacion de los tejidos o
las respuestas fisioldgicas a la luz y a la gravedad (Silverstone ef al., 1993). Ademas,
estimula el alargamiento y la division celular (lo que implica que se produzca un
crecimiento vegetal) y actua sobre la morfologia de la planta, controlando la altura de los
tallos, el crecimiento del vastago principal (dominancia apical) y reduciendo el
crecimiento de las ramas laterales (Koshiba y Matsuyama, 1993). No debemos olvidar
que también actia en la respuesta defensiva (Leveau y Lindow, 2005; Santner et al.,
2009), que se ha asociado al desarrollo del xilema (Davies, 1995) y a la proliferacion de
los pelos radicales (Verbon y Liberman, 2016).

De forma natural, las plantas sintetizan el AIA en los meristemos de los tejidos
aéreos (Ljung et al., 2001), utilizando como precursor el aminoacido L-triptofano, situado
en estado libre en el citosol (Bialek ez al., 1992). De igual manera, muchas bacterias de
la rizosfera son capaces de producir este compuesto y liberarlo al medio (Frankenberger
y Arshad, 1995). De hecho, los exudados radicales son un aporte natural del L-Trp para
la microbiota rizosférica, lo que potencia la biosintesis de auxinas en la rizosfera
(Krauchenko et al., 1991). Asi, se ha comprobado en condiciones in vitro, que la sintesis
de AIA por parte de las bacterias, depende tanto de la bacteria utilizada como de la
concentracion de L-Trp presente en el medio (Oberhénsli et al., 1991; Sridevi y Mallaiah,
2007). Mas tarde, Glick et al. (1999) llegaron a la conclusion que bajas concentraciones
las bacterias productoras de AIA promueven el desarrollo y crecimiento de plantas. De
hecho, demostraron que si la bacteria secreta poco AIA (10 a 10712 M) se estimula la
elongacion de raices, mientras que si la bacteria produce concentraciones de auxinas
mayores se promovia un mayor nimero en las raices laterales y/o de pelos absorbentes.

Pero hay que tener en cuenta que con concentraciones de AIA muy altas el crecimiento
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se afecta, incluso pudiendo llegar a estresar a la planta hasta su muerte (Grossmann, 2003;

2007).

5.3.2. Bacterias productoras de acil-homoserina-lactona (AHL)

El quorum sensing es un mecanismo de determinacion de la concentracion celular
que presentan diversas bacterias; con ello pueden regular diferentes funciones de modo
que, éstas solo se produzcan cuando el nimero de individuos es suficiente, asegurandose
asi el éxito de dicha funcion (Fuqua et al, 1994). La molécula mas comun en este proceso
es la denominada AHL (Lixa et al., 2015). Entre las funciones que regulan cabe destacar
la formacion de biopeliculas y de exopolisacaridos, la transferencia de plasmidos o la
motilidad, siendo todos ellos procesos esenciales para establecer una buena relacion entre
las bacterias y la planta (Rinaudi y Giordano, 2010). Un ejemplo practico del beneficio
de esta propiedad hacia las plantas es la produccion de biofilms, una matriz en la que se
desarrollan las bacterias que les facilita tanto el protegerse ellas mismas de la
deshidratacion como poder adherirse a la superficie radical. Se cree, ademas, que esa
misma capa de bacterias podria proteger también a la planta frente al estrés hidrico (Pérez-

Montafio et al., 2013).

5.3.3. Bacterias para combatir la clorosis férrica

De todos los metales, el hierro es el cuarto metal mas abundante en los suelos
(Crichton y Charloteaux—Wauters, 1987). Es un elemento fundamental en el metabolismo
celular de cualquier organismo, pues actia como cofactor de muchas enzimas
(Wandersman y Delepelaire, 2004); ademas de cumplir diversas funciones en procesos
biologicos esenciales, como el transporte del oxigeno, la sintesis de ADN, la fijacion de
nitrogeno, la respiracion o la fotosintesis (Greenshields et al., 2007).

El problema radica en que su disponibilidad para los seres vivos depende de varios
factores como son el pH, la textura, la cantidad de materia organica o la aireacion del
terreno. Todos estos factores hacen que, a pesar de su abundancia, en presencia de
oxigeno y/o pH neutro o alcalino, este elemento se oxide rapidamente de Fe?" (ion
ferroso) a Fe** (ion férrico), que se transforma en hidroxidos insolubles, no disponibles
para los seres vivos (Harrington y Crumbliss, 2009), suponiendo un factor de estrés para
las plantas (Epstein, 1972).

Muchos organismos tienen la capacidad de producir moléculas que solubilizan el

hierro (quelantes del ion ferroso) para después poder asimilarlo. Las plantas producen los
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fitosideroforos, pero en condiciones limitantes de hierro, las bacterias también producen
sideroforos (Clark, 2004), llegando a producir tal exceso que las plantas pueden nutrirse
de ellos (Crowley et al., 1987; 1991). En este sentido, Jin ef al. (2010) demostraron que
las plantas frente a un déficit de hierro excretan compuestos fendlicos que favorecen la

aparicion de bacterias PGP.

5.3.4. Bacterias solubilizadoras de fosfato

El fosforo es un macronutriente de las plantas y representa, aproximadamente, el
0,2 % de su biomasa, ya que forma parte de los fosfolipidos de membrana y de los
nucleoétidos; siendo el portador basico de la energia, tanto en la fotosintesis como en el
catabolismo. Por ello, es un elemento que estd involucrado en procesos vitales como el
crecimiento de la planta, la floracion y la produccion de semillas (Coyne y Rasskin, 2000).

Tras el déficit de nitrégeno, el de fosforo es el principal problema de la nutricion
vegetal. Esto es debido a que, aun siendo la corteza terrestre el principal sumidero de este
elemento, éste se caracteriza por ser muy poco movil. Es decir, aunque haya o se afiada
fosforo al suelo, la gran mayoria se va a transformar en fosfatos de calcio en suelos
alcalinos y en fosfatos de hierro o aluminio en suelos 4cidos, siendo todos ellos formas
inorganica insolubles y no accesibles a las plantas (Goldstein, 1986; Sanyal y De Datta,
1991). Estos organismos basicamente captan el nitrogeno inorgénico en forma de aniones
fosfatos (HPO4>~ y H2PO4"). Estos iones, en el equilibrio de una solucion del suelo, estan
presentes a bajas concentraciones (1 y 10 uM), y réapidamente son agotados por los
organismos del suelo, sin que el propio equilibrio quimico tenga la velocidad necesaria
para compensar ese consumo (Richardson, 1994; Richardson et al., 2009). Ademas, el
fosforo también se presenta en el suelo de forma organica, siendo la mayoria (entre 50-
80 %) en forma de acido fitico (CéH18024P6) y sus derivados de polifosfatos de inositol
(Richardson et al., 2001); el resto corresponde a componentes de los seres vivos; aunque
todas esas formas no son accesibles a las plantas.

Estas dificultades que presenta el fosforo para su asimilacion por las plantas, junto
a la concienciacion de un uso sostenible de los fertilizantes, ha hecho que se busquen
soluciones alternativas, entre las que, el uso de bacterias con capacidad para movilizarlo,
independientemente de su forma, cobra una gran importancia. Asi, respecto al fosforo
inorganico hay bacterias (normalmente gram-negativas) que aceleran su solubilizacion
mediante la acidificacion del medio, excretando 4cidos organicos como el gluconico, el

citrico, el oxalico, el malonico o el succinico (Illmer y Schinner, 1995; Rodriguez y Fraga,
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1999; Bobadilla-Henao y Rincén-Vanegas, 2008). Por otro lado, respecto a las formas
organicas, las bacterias aportan fosforo a las plantas mediante la mineralizacion de los
compuestos organicos. Sobre todo, mediante la actividad enzimatica de las fosfatasas,
que desfosforilan los grupos fosfoéster de la materia orgdnica, y de las fitasas,
catalizadoras de la hidrolisis del 4cido fitico (Rodriguez, et al., 2006); aunque también se
han descrito bacterias con actividades como las fosfonatasas y cabonofosfoliasas que
intervienen en la catalizacion de los compuestos organofosfonatos (Fernandez y

Rodriguez, 2005; Galvez y Burbano, 2015).

5.3.5. Bacterias con la actividad enzimatica ACC desaminasa

El papel del etileno como hormona vegetal estd ampliamente estudiado. Asi, se
sabe que juega un papel decisivo en procesos importantes del desarrollo vegetal,
incluyendo la maduracion, abscision, senescencia, crecimiento, floracion y expresion
sexual (Abeles, 1973). Ademas, en ciertos casos de estrés, puede terminar inhibiendo la
produccion de raices adventicias (Geneve ef al., 1983).

Antes que nada, es necesario recordar que el precursor del etileno es la molécula
de ACC. Existen bacterias, muchas de ellas presentes en la rizosfera, que presentan la
actividad enzimatica ACC desaminasa, que puede catalogarse como una pieza clave en
relacion con el etileno y la interaccién planta-microorganismo, como se explicard a
continuacion. Por un lado, mediante esta enzima, las bacterias descomponen las
moléculas de ACC que se excretan al medio junto con los exudados de la raiz, hecho que
la planta intenta compensar exudando mas ACC y, consecuentemente, disminuyendo la
cantidad de ACC en el interior de la célula vegetal. Esta disminucion de ACC intracelular
conlleva una disminucién en la produccion de etileno que provoca la inhibicion del
crecimiento radical. Por otro lado, la bacteria al degradar la molécula de ACC origina o-

cetobutirato y amonio, que son fuentes de carbono y nitrogeno para la propia planta.

6. Inoculantes microbianos

Los inoculantes microbianos son un producto comercial compuesto por uno o mas
microorganismos (bacterias u hongos) y un soporte inerte econdmico y facil de usar, que
puede ser de diferente naturaleza (s6lido o liquido). El soporte solido més usado ha sido
la turba, que esté siendo desplazado por formulaciones liquidas, cuya composicion suele

ser secreto profesional de la empresa que lo comercializa. El inoculante es el medio de
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transporte del microorganismo desde donde se crea hasta el punto donde se aplica, ya sea
semillas, plantas o suelo, con el fin de mejorar al vegetal. Son productos biotecnologicos
que se pueden usar de forma simultanea o, sustituyendo a los fertilizantes quimicos,
consiguiendo asi una agricultura mas sostenible. Aunque hay que decir que algunos
inoculantes pueden requerir procedimientos de registro largos y costosos en algunos

paises (Bashan, 2014).

6.1. Precedentes historicos

El uso de los inoculantes es bastante antiguo, incluso sin conocer las bacterias, en
la Grecia clésica de forma practica se sabia que para mejorar un cultivo habia que mezclar
el suelo donde se iba a sembrar con el suelo de un cultivo de legumbres, que ahora
sabemos que es rico en rizobios simbiontes fijadores de nitrogeno atmosférico (Bashan,
1998). De hecho, a finales del siglo XIX en USA ya habia establecido un protocolo para
la inoculacion de leguminosas mediante el mezclado de suelos “inoculados naturalmente”
con las semillas a plantar (Smith, 1992). A lo largo de siglo XX se fue fomentando la
inoculacién de plantas con bacterias no simbioticas, en especial con bacterias del género
Azotobacter, pero los pobres resultados obtenidos, y sobre todo la Segunda Guerra
Mundial, hicieron abandonar los estudios en inoculacién (Rubenchik, 1963). Ya es a
finales de la década de los 70, cuando comienzan de nuevo a florecer estos estudios,
debido al alto potencial de estos microorganismos para mejorar el crecimiento de las
plantas y aumentar su resistencia frente a diversos factores de estrés y, por lo tanto,

mejorar la salud de los vegetales (Compant et al., 2019).

6.2.  Seleccion de cepas

Los estudios de inoculantes comienzan con la realizaciéon de una coleccion de
cepas bacterianas, procedente del lugar de interés, a las que se le realizan diferentes
pruebas caracteristicas de promocion del crecimiento vegetal. Estos ensayos de deteccion
se basan principalmente en propiedades bacterianas especificas como la solubilizacion de
fosfato, la fijacion de nitrogeno o la produccion de antibidticos, sideréforos, hormonas
vegetales y ACC desaminasa (Compant, et al., 2019). Posteriormente, las cepas mas
prometedoras se prueban en el invernadero donde se seleccionan aquellas con las que se
realizaran los ensayos de campo. Pero hay que tener en cuenta que muchas cepas
bacterianas muestran un gran éxito en las condiciones de laboratorio e invernadero, pero

no lo logran a nivel de ensayos en campo (Backer et al., 2018). Esto es debido a la
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competencia con otros microorganismos presentes en el suelo. Sin embargo, hoy dia
muchos de los inoculantes son aplicados bajo condiciones controladas (invernaderos o
viveros) permitiéndoles asi ejercer la funcion por la que fueron seleccionados (por
ejemplo, un mayor desarrollo radical) o permitiendo una colonizaciéon temprana del

sistema radical que haga mas dificil la posterior colonizacion por otros microorganismos.
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Tesis Doctoral Objetivos generales

El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue estudiar el potencial de la halofita
A. macrostachyum como herramienta biotecnoldgica para recuperar suelos agricolas
contaminados por un exceso de sal, asi como el papel que desempefian inoculantes
bacterianos procedentes de su propia rizosfera en dicho potencial. Para la consecucion de

este objetivo se establecieron los siguientes objetivos especificos:

e Cuantificar la capacidad fitodesalinizadora de A. macrostachyum.

e Estudiar la biodiversidad microbiana presente en la rizosfera de A.
macrostachyum en las marismas del rio Guadalquivir: aislamiento,
caracterizacion de las propiedades PGP (promotoras del crecimiento de las
plantas) de las bacterias aisladas y determinacion de la tolerancia a altas

temperatura y concentraciéon de NaCl.

e Determinar el efecto de diferentes cepas bacterianas con propiedades PGP en la

germinacion, el crecimiento y la capacidad desalinizadora de A. macrostachyum.

e Comprobar si el efecto de la inoculacion depende del estadio de desarrollo de la

halofita y de la presencia de sal en el medio.

e Estudiar la capacidad fitodesalinizadora de A. macrostachyum inoculada con un

consorcio bacteriano.
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Abstract

We studied the capacity of extreme halophyte, Arthrocnemum macrostachyum, to
desalinize an experimentally salinized soil under non-leaching conditions. Furthermore,
we tested the effect of salt pre-exposure of this species on its phytodesalination capacity.
The presence of the halophyte, independently salt pre-exposure, decreased salinity of the
sanilized soil by 31 % after 30 days; reducing the negative effects on emergence of both
test cultures, barley and wheat. Plants of 4. macrostachyum pre-treated without salt
showed 4-fold higher relative desalination rate than those grown with optimum salinity
(with higher initial biomass). Thus, previous salt exposure was as determinant as plant
biomass for desalinizing capacity. In conclusion, pre-exposure to salt of halophytes must

be taken into account for desalination programs.

I.1. Introduction

Salinization of soil is one of the main factors that limit the capacity of agricultural
fields for food production (Flowers, 2004). Several studies have shown that almost half
of agricultural areas under irrigation, mainly in arid and semi-arid zones, are affected by
soil salinization (Flowers, 2004; Munns, 2002). In fact, 5 % of the worldwide crop area
is affected by salt (Munns et al., 1999). However, salinization is a reversible process
because saline soils can be recovered with chemical remediation (Jesus et al., 2018) or
abundant irrigation that dissolves the salts and leaches them to the deepest horizons far
from the rooting zone (Ayers y Westcott, 1985). Chemical amendments also require
leaching of the soil to wash away the sodium that was removed (Jesus et al., 2018). The
cost of washing the soil depends on the type of crop and its salinity. In Spain the cost of
this recovery is estimated about 260 million euros (MAPAMA, 2015). In this way,
phytoremediation, the use of plants for environmental decontamination, appears as a
profitable, non-invasive, alternative or complementary process to other methods of
solving the problem of contaminated soils (Pilon-Smits, 2005; Shukla et al., 2011).
Phytoremediation success being dependent on the ability of the selected plant species for
accumulating high concentrations of pollutant in the shoots and to produce high biomass
(Redondo-Gomez et al., 2011; Sassi et al., 2017).

Shoot-succulent halophytes, which are able to accumulate enormous Na quantities
within their above-ground organs, are promising candidates for the study of desalination

of salt-affected soils (Pilon-Smits, 2005; Nikalje et al., 2018). Shukla et al., (2011)
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established that biomass density of halophytes is one of the main variables that governs
the desalination process. According to this, several studies have tried to select suited
species, as the first step for affordable soil desalination at a wider scale in arid and semi-
arid regions (Sassi ef al., 2017; Rabhi et al.,2009; Rabhi ef al.,2015). However, no study
has previously evaluated the effect of the prior salt experience of the halophyte on its
desalination capacity. In this way, we hypothesize that desalination capacity of the
extreme halophyte A. macrostachyum could be affected by its prior salt experience.
Therefore, the aims of our work were to: (i) study the desalination capacity of extreme
halophyte A. macrostachyum; (i1) test the effect of pre-exposure to salt on A.
macrostachyum phytodesalination capacity; and (iii) verify the effectiveness of soil
restoration by means of glycophytic test cultures of Hordeum vulgare and Triticum

durum.

1.2. Materials and methods
I.2.1. Soil and plant material

The substrate used in the experiments was a mixture of silica sand, perlite
(fractions employed to maintain the correct aeration and humidity in the edaphic system)
and clay loam soil coming from the experimental farm “La Hampa” (37°17'0.3"N-
6°4'1.7"W, Puebla del Rio, Seville) at a ratio of 2:1:1. Before mixing, the soil fraction
was dried in an oven for one week at 55 °C, crushed and sifting through a sieved of a pore
size of 0.3 mm. The substrate was characterized by a pH of 8.2, an electrical conductivity
(EC) 0f 0.19 dS m™! and Ca as the main nutrient at a rate of 3.25% followed by 0.28% K,
0.21% Mg and 0.09% Na. The experiments were conducted in unperforated trays filled
with 10 L of substrate. Seeds of A. macrostachyum were collected from natural plants of
the Odiel marshes, Huelva (37° 13" 22.2" N - 6° 57" 46.0"W). Seeds were disinfected (1’
in sodium hypochlorite 1% and then 5’ in distilled water) and 1% agar-water petri dishes
with seeds were placed in a germinator (ASL devices scientist M-92004, Spain) and
subjected to a diurnal regimen of 10 h of light (400—700 nm, 35 umolm ™2 s ') at 20 °C/14
h darkness at 5 °C for 21 days (Redondo-Goémez et al., 2007). Seedlings were planted
into seedbed stuffed with perlite, which were placed in trays (5%39x53 cm) and watered
with 3 L of 20% Hoagland's solution (Hoagland y Arnon, 1950). Half of the seedlings
were watered with 20% Hoagland's solution plus NaCl (171 mM) and levels in the trays

were monitored and were topped up to the marked level with 20% Hoagland's solution.
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The entire solutions were replaced every two weeks for 90 days. Seeds of Hordeum
vulgare (barley) and Triticum durum (wheat) were obtained from commercial

distributors.

1.2.2. Experiment 1: phytodesalination with A. macrostachyum

Three different soil treatments were established, with 4 replicates per treatment:
Saline soil (S) and two saline soils with 4. macrostachyum, grown with (P1) or without
(P0) NaCl, as previously described. Each replicate consisted of a tray (5x39x53 cm) filled
with 12 kg of substrate, under non-leaching conditions (the trays were not perforated so
there was no loss in the soil-plant system) (Figure 10). The saline soil treatment (S) was
obtained by adding NaCl until reaching a final concentration of 171 mM. For PO and P1
treatments, plants were planted 5 cm apart around (30 plants per replicate). The
experiment was conducted in a glasshouse at the University of Seville with controlled
temperature, ranging between 21 and 25 °C, 40-60% relative humidity and natural
daylight for 30 days. During the experiment, the trays were watered weekly with 1.5 I of
distilled water. At the end of the experiment the soils of the three treatments (S, PO and

P1) were preserved for experiment 2.

Figure 10. Two different saline soil treatments of phytodesalination under non-leaching conditions for 30

days. At left, saline soils with 4. macrostachyum grown with salt (P1); and at right, saline soils with 4.
macrostachyum grown without salt (P0). Note the difference of biomass of A. macrostachyum in each

treatment.
1.2.2.1. Electrical conductivity
To analyse the electrical conductivity (EC), soil samples of 50 mL were collected

along the 5 cm depth of the trays (n=6, per treatment). Then, samples were saturated with
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100 ml of distilled water for 30 min and EC was measured with an electrical conductivity

meter (handylab LF11, SCHOTT Instruments, Germany).

1.2.2.2. Growth of A. macrostachyum

Ten plants of PO and P1 treatments were harvested at the beginning and at the end
of the experiment and separated into roots and shoots. Plant material was dried at 60 °C
for 48 h to obtain the dry weight, after measuring the fresh weight of shoots. The Relative
Growth Rate (RGR) of whole plants was calculated using the formula:

RGR = (In Bf- In Bi) * D! (g g'! day™!) (1)

where Bf=final dry mass of ten plants, Bi=initial dry mass and D=duration of experiment
in days.

The shoot water content (WC) was calculated as:
WC = (FW - DW) * FW™! *100 (2)
where FW and DW are the fresh and dry weights of the shoots, respectively.

1.2.2.3. Analysis of nutrients

Dried biomass was ground and sieved for subsequent chemical analysis. Soil and
plant samples (n=3) were digested with 4 ml HNOs3 at 69% (p/v) and 1 mL H20: at 33%
(v/v). Analysis of the ionic composition for soils and Na concentration to tissue plants
were carried out by mass spectrometry with an ICP- OES (Thermo ICAP 6500 DUO,
USA).

Nutrient pool in shoots and roots of 4. macrostachyum was calculated as:
Nutrient pool = nutrient concentration in a tissue X tissue biomass (3)
1.2.2.4. Phytodesalination parameters

The following phytodesalination parameters were calculated according with
(Rabhi et al., 2015):
Phytodesalination capacity (Crn), the quantity of Na accumulated in shoots of A4.

macrostachyum per hectare:

Cri = [Na*Jshooss * DW * S (kg Na ha'') (4)
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where [Na+]shoots=final shoot sodium concentration, DW=final shoot biomass, and
S=desalinated surface.
Phytodesalination rate (Ren), the quantity of Na" removed per unit of area and

time:
Rpu = AQNa * At (kg Na ha'! day™) (5)

where 4QNa=the difference between Na concentrations in the beginning and the end of
the experiment and 4¢ the number of days of the experiment.
Relative phytodesalination rate (RPR), the aptitude of shoots to accumulate

sodium ions per unit of biomass per unit of time, calculated as:
RPR = RGR * (Nas-Nai) * (BeBi)! (kg Na t! DW day™) (6)

where RGR=Relative Growth Rate, Nar= final shoot Na concentration in terms of shoot
biomass, Nai = initial shoot Na concentration in terms of shoot biomass, Br= final dry

mass and Bi= initial dry mass.

1.2.3. Experiment 2: phytodesalinized soil quality

Seeds of barley and wheat were sown in unperforated pots of 65 ml, filled with
the soils of previous experiment, S, PO and P1 (n=50 per treatment and crop) (Figure 11).
Pots were placed in trays filled with 3 1 of water and covered with a transparent plastic
wrap in order to maintain a constant humidity (Figure 11). Once seeds had surfaced, the
plastics were drilled to allow the growth of seedlings. The emergence was recorded daily
for 30 days.

Four characteristics of emergence were determined: final emergence percentage,
number of days to first emergence and mean time to emergence (MTE), which was

calculated using an equation modified of Redondo-Goémez et al. (2008):
MTE = Zi (ni * di) * Ni (7)

where n is the number of emerged seeds until day i; d is the incubation period in days,
and N is the total number of emerged seeds. Lower values of MTE indicate a faster

emergence.
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Figure 11. Unperforated pot for phytodesalinized soil quality (A). Method for humidity conservation (B).
1.2.4. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using PASW Statistics 18 program (IBM).
Normality of data was checked by the Kolmogorov-Smirnov test and the homogeneity of
variance with the Brown-Forsythe test. Data were analysed using one-way ANOVA, and
significant test results were followed by Tukey test (p <0.05). Differences between initial
and final growth, nutrient content of A. macrostachyum and emergence of 7. durum were

compared by the t-Student test.

I.3.  Results and discussion
I.3.1. Experiment 1: phytodesalination with A. macrostachyum

Extreme halophyte, Arthrocnemum macrostachyum, demonstrated a high capacity
to desalinize an experimentally-salinized soil, under nonleaching conditions. The
halophyte reduced by 31% soil salinity (from 10.94 to 7.5 dS m') after 30 days of
treatment, regardless of whether 4. macrostachyum had been previously grown in the
presence or absence of salt (PO and P1 treatments). Muchate et al. (2016) and Rabhi et al.
(2010) found similar electrical conductivity (EC) reductions (31% and 37 and 33% in the
upper and lower 10 cm of non-perforated pots, respectively) for salinized soil treated
during 90 and 189 days with seedlings of the halophyte Sesuvium portulacastrum, taken
from motherplants grown under moderate saline conditions; and that reduction
corresponded to a decline in the soluble sodium content. Additionally, Rabhi ez al. (2010)
recorded a decline in soil sodicity (estimated by SAR), which depends on Na, Ca and Mg

salts (Oster y Sposito, 1980). In our experiment, the analysis of the ion sodium in the soil
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ratified the EC data; the Na concentrations of the phytoremediated soils were 33 and 37%
lower than in saline soil, for PO and P1 respectively (Table 3). Otherwise, soil Fe, K, Mg
and P contents were lower in P1 than in PO, although no significant differences were
found with saline soil; thus nutrients of remediated soils remained available for the

subsequent growth of crops (Table 3).

Table 3. Total calcium, iron, potassium, magnesium, manganese, sodium, phosphorus and sulphur
concentrations for soils in response to three treatments for 30 days: saline soil (S); saline soil remediated
with A. macrostachyum non-pre-treated with NaCl (P0); saline soil remediated with 4. macrostachyum pre-
treated with 171 mM NaCl (P1). Values are means + S.E. (n = 3). Letters indicate means within an analysed

variable that are significantly different from each other (Tukey; p < 0.05).

Concentration in soils

Ca Fe K Mg Mn Na P S
Soil treatment (mgg™)  (mgg) (mgg) (mgg') (mgg!) (mgg") (ugg!) (ngg)
S 221405 4482+178° 18401 14+0.1® 868=138 27=00° 130=£2® 21345
PO 210406 4651+130° 2.0+0.1° 15+0.1° 746+3.6 17+00° 138+£5% 21848
Pl 238409 3987+128b® 1.7+0.0° 10+00° 815427 17+0.1° 118+1° 19645

1.3.1.1. Growth of A. macrostachyum

At the beginning of experiment, an unequal plant growth was observed, depending
on whether the plants have been pre-treated with salt or not (Table 4). Thus, the plants
grown with 171 mM had higher shoot and root dry weights (5- and 6-fold, respectively)
as well as 6% higher water content in the shoots; and at the end of the experiment A.
macrostachyum of P1 treatment presented greater shoot and root dry weights (2- and 4-
fold, respectively) and root/shoot ratio than plants of P0O. This is in agreement with
Redondo-Gomez et al. (2010) and Khan et al. (2005), who described a broad optimum of
171-510 mM and 200400 mM NaCl, respectively, for growth of A. macrostachyum.
They used plants without previous salt experience, which would explain why PO plants
showed similar RGR value (0.052 g g”!' day™) to that recorded by Redondo-Gémez et al.
(2010) at 171 mM NaCl; being higher than that of P1 (c. 2-fold; Table 4). It seems to be
a saturation in the RGR response to salt, since P1 plants were in total (pre-treatment and
experiment 1) one month more exposed to 171 mM NaCl than 4. macrostachyum plants
used by Redondo-Goémez et al. (2010). Final dry weight of P1 plants was consistent with
that obtained by Khan ez al. (2005) at 125 days after the salt concentration treatments
were established (650 mg DW), although they did not show RGR data to be compared.
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Table 4. Shoot and root dry weights, root/shoot ratio, shoot water content and relative growth rate (RGR)
of A. macrostachyum at the beginning and the end (initial and final growths, respectively) of two
phytoremediation treatments for 30 days: 4. macrostachyum non pre-treated with NaCl (P0) and 4.
macrostachyum pre-treated with 171 mM NaCl (P1). Values are means + S.E. (n = 10 and 30 for initial and
final growth, respectively). Letters indicate means within an analysed variable that are significantly

different from each other (t-Student; p < 0.05).

Initial growth Final growth
PO P1 PO P1
Shoot dry weight (mg) 47+£52 246 +29° 233+332 572+£52°
Root dry weight (mg) 9+12 557" 23+32 89+9P
Root/shoot ratio  0.20+0.010*  0.21+0.0152 0.10 £ 0.009 @ 0.16 + 0.008 ®
Shoot water content (%) 86.7+0.6° 91.8+£0.2° 89.6+0.9°? 88.6+0.6%
RGR (g g—1 day—1) - - 0.048 £0.004 2  0.020 +0.004 °

In this way, at the end of the experiment shoot Na concentration of PO was 31%
greater than that of P1 (27.2 + 4.7 and 18.7 + 2.4 mg g! for Po and P1, respectively),
although there were no significant differences; root Na concentrations were c. 27.5 mg g
! for both PO and P1 plants. Redondo-Goémez et al. (2010) found 22.9 mg g' Na in shoots
of A. macrostachyum grown at 171 mM NaCl for three months. When nutrient pools and
fluxes between tissues were considered (Figure 12), we observed that Na translocation
from roots to shoots was c. 10 % lower in P1 than PO plants; 81% Na content was in
shoots while this percentage was 91 % for PO. In the same way, Ca, Mg, Fe and Mn pools
were 6-7 % lower in P1 shoots. The lower Fe and Mg fluxes from roots to shoots could
be explained by the lower soil Fe and Mg availability of P1 soils. Donovan et al. (1997)
found that leaf Mg concentrations of the halophytic shrub Sarcobatus vermiculatus
declined in parallel with soil Mg availability, along a soil salinity gradient. Moreover,
Muchate et al. (2016) observed a reduction in K tissues of Sesuvium portulacastrum
growth with salinity (4-20 dS m™), and K concentration was always lower than Na
content. In contrast, K content of 4. macrostachyum was higher than Na content (Figure

12).
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1.3.1.2. Phytodesalination parameters

Phytodesalination capacity (Cru) was 47% higher in P1 than PO treatment (11.9
and 6.3 kg Na ha’, respectively), due to the greater biomass of P1 plants. However, there
were no differences between treatments for the phytodesalination rates (Rpr=19 kg Na
ha'! day’1 for both PO and P1), which is consistent with the similar EC reductions recorded
for PO and P1 soils. (Rabhi et al., 2009) found Cpu values of 800 kg Na ha'l for both
Suaeda fruticosa and Arthrocnemum indicum, while Reu values were 4.7 and 4.2 kg Na
ha! day™!, respectively. They used S. fiuticosa and A. indicum tufts of 0.2-0.7 and 0.5-3.0
g DW tuft!, respectively, which produced c. 2 mg DW plant™!, for both species, during
170 days. Values of Cru depends on the ability of each species to accumulate sodium in
its tissues, but above all of the biomass, so initial biomass and the duration of the
phytodesalination experiment are key to compare results. Therefore, relative
phytodesalination rate (RPR) is more appropriate rate (Rabhi ef al., 2015) to compare the
desalination ability of species and, in our case, to check the effect of pre-treatments; thus,
RPR of PO plants was c. four-fold than P1 (1.61 and 0.43 kg Na t' DW day’,

respectively).
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1.3.2. Experiment 2: phytodesalinized soil quality

The results of the emergence of both glycophytes, barley and wheat, in the three
different types of soil (saline, PO and P1) are shown in Table 5. The final emergences of
barley for both PO and P1 treatments were about 90 % higher than S treatment;
furthermore, barley emerged earlier and faster (lower MTE values) in soils treated with
A. macrostachyum. There is an inverse correlation between the amount of salt present in
the environment and the final emergence due to a decrease in survival of barley seeds
(Goumii et al., 2014) and/or a delay in the seed imbibition that slows the germination rate
(Huang et al., 2008). At the end of the experiment, the barley seedlings grown in S
treatment did not survive.

Wheat was more sensitive to salinity than barley, wheat emergence in soils treated
with the halophyte was 22 %, while no emergence was recorded in saline soil (Table 5).
Munns et al. (2006) found a significant reduction in accumulation of potassium in
germinating wheat seed with the increase in sodium concentration, which negatively

affected the germination of wheat seed.

Table 5. Final emergence percentage, days to first emergence and mean time to emergence (MTE) of H.
vulgare and T. durum grown in three soils for 30 days: saline soil (S), saline soil remediated with A.
macrostachyum non pre-treated with NaCl (P0), saline soil remediated with A. macrostachyum pre-treated
with 171 mM NaCl (P1). Values are means £ S.E. (n = 50). Letters indicate means within an analysed
variable that are significantly different from each other (Tukey test; p < 0.05 for H. vulgare; and t-Student;
p <0.05 for T. durum).

Final emergence (%) First emergence (d) MTE

Soil treatment H. vulgare
S 40+£23° 12.0+0.0° 6.0+0.0%
PO 36.0£2.5° 58+1.1° 24+£02°
P1 355+£14° 6.0+£0.9° 29+0.2°%
T. durum
S - - -
PO 22.0+3.3° 7.0+04% 2.7+04%
P1 21.8+54¢ 6.5+0.6% 2.7+0.7%

Anyway, the soils phytodesalinized by A. macrostachyum (PO and P1) provided

significant better germination conditions for barley and wheat than the salinized one (S).
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1.4. Conclusions

Halophyte A. macrostachyum is a species of great interest for desalination
programs; it desalinized an experimentally-salinized soil in a percentage similar to that
described for other halophytes previously (Rabhi ef al., 2010) but in much less time. This
allowed the emergence of both barley and wheat seeds. In the case of 4. macrostachyum,
previous salt exposure was as determinant as plant biomass for desalinizing capacity.
Plants grown without salt showed similar phytodesalination rate to those grown with
optimum salinity (with higher initial biomass), due to the higher relative
phytodesalination rate of the former. Nevertheless, further field tests are required to
determine the importance of prior salt experience of the halophytes in their

phytodesalination capacity.
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II.1 Objetivos

El objetivo de este capitulo fue realizar una coleccion bacteriana mediante el
aislamiento y caracterizacion de colonias bacterianas cultivables procedentes de la
rizosfera de A. macrostachyum, en dos zonas diferenciadas, una zona de marisma alta del

Rio Guadalquivir y un canal de riego, en dos estaciones del afio, verano y otofo.

I1.2. Materiales y Métodos
I1.2.1. Microorganismos

Para realizar los aislamientos bacterianos se recogieron muestras de suelo de la
rizosfera (a 5 cm de profundidad) de plantas de 4. macrostachyum (Moric.) C. Koch en
dos ambientes diferenciados de las marismas de Lebrija (SO de la Peninsula Ibérica),
aunque geograficamente cercanos (Figura 11). Por un lado, se tomaron las muestras de
rizosfera de plantas localizadas en mitad de la marisma alta (36° 54' 09.7" N - 6° 12' 36.6"
O) y por otro, de plantas localizadas en un canal de riego (36° 54' 10.9" N - 6° 12'45.2"
O). Ambos suelos son de textura franco-arcillo-arenosa, con un pH neutro. En ambas
zonas se realizaron dos muestreos, uno en la época seca de la region (julio de 2013) y otro
tras las primeras lluvias (octubre de 2013).

Los aislamientos se obtuvieron tras homogenizar 1 g de suelo en 50 ml de sales
minerales y realizar diluciones decimales seriadas hasta 10 - 10, las cuales se
sembraron en superficie, en placas conteniendo Plate Count Agar (PCA, Difco®, Espaiia)
al 50% suplementado con cicloheximida (100 mg 1!, Sigma-Aldrich®, USA) para evitar
el crecimiento de hongos. El mismo procedimiento se realizé adicionando NaCl al medio
a una concentracion final de 350 mM. Las placas se incubaron a 28 °C durante 24 - 48h,
hasta la aparicion de colonias individuales. Tras aislar colonias en este tiempo, se dejaron
incubar las placas durante 72 horas mas y se procedi6 al aislamiento de aquellas colonias
de crecimiento lento.

Con estos pasos, dividimos las cepas aisladas en 8 grupos arbitrarios segun (1) la
zona (2) la estacion y (3) la concentracion de sal. En la Tabla 6 se resumen los apelativos

de las muestras.
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Figura 11. Localizacion de las zonas de muestreo

realizar los aislamientos de bacterianos.

en las cuales se tomaron las muestras de la rizosfera de A. macrostachyum utilizadas en este trabajo para
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Una vez aisladas y purificadas, las cepas se conservan en tubos criogénicos con
una mezcla de peptona (0.5 %) y glicerol (15 %) a -80 °C.

Para la inoculacion en los distintos test, cada cepa se sembrd, a partir de
congelado, en placas de agar nutritivo (AN), compuesto por caldo nutritivo (CN)
(Scharlau®, Espafia) con 16 g I'' de agar bacteriologico (Difco®, Espaiia); y se dejo crecer
a 28 °C durante 48 h. Para aquellas bacterias aisladas en sal, se le adiciond al medio de
cultivo NaCl a una concentracion final de 300 mM. A continuacion, se tomoé una colonia
y se inoculd mediante asa en tubos con 5 ml de CN, que se incubaron durante 72 h, a 28
°C, en agitacion continua (180 rpm), obteniéndose una concentracién final de 10 ufc ml”
!, Para la inoculacion en material vegetal (semillas o plantas), los cultivos se centrifugaron
a 12000 rpm durante 5 minutos y las células se resuspendieron en tampoén sulfato

magnésico 0.03 M, hasta conseguir una concentracion de 10% ufc ml™.

Tabla 6. Nomenclatura y clasificacion para las cepas aisladas en este trabajo segtn la zona, la estacion y

cantidad de sal.

Nombre Descripcion
Sigla Enumeracion Zona Estacion  Aislamiento
1-16 Marisma Otofo Sin sal
Hv
51-80 Marisma Verano Sin sal
1-18 Marisma Otofo Con sal
Hvs
51-81 Marisma Verano Con sal
c 1-27 Canal de riego  Otofio Sin sal
51-69 Canal de riego  Verano Sin sal
c 1-27 Canal de riego  Otofio Con sal
S

51-62 Canal de riego  Verano Con sal

I1.2.2. Caracterizacion molecular de las bacterias: amplificacion, secuenciacion y

analisis filogenético del ADNr 16S

Para la amplificacion del ADNr 168, las bacterias se sembraron en placas de Petri
conteniendo los medios indicados en el apartado anterior. Se recogio el cultivo desde la
placa, por medio de un palillo estéril, y se depositd en un tubo eppendorf de 1,5 ml. Se
anadi6 20 pl de solucidn de lisis y se resuspendio por agitacion. Se incubo6 durante 15 min
a 85 °C - 90 °C. Transcurrido este tiempo se afadieron 100 pl de agua estéril y se agitd

suavemente. Se centrifugd 5 min a 13000 rpm (dos veces) y se cogié 1-2 pl del
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sobrenadante para la PCR, en la que se utilizaron los cebadores 27F y 1492R (Lane,
1991). La amplificacion del ADNr 16S se llevo a cabo en un termiciclador MyiQ (Bio-
rad®, USA) empleando una Master Mix de Qiagen® (USA) (Master Mix Top Taq PCR)
en un volumen final de 50 ul, segun las concentraciones indicadas por el fabricante, y
afadiendo 0,5 pl de cada cebador (10 uM) y 1ul de ADN (aprox. 50 ng pl'). Las
condiciones de amplificacioén fueron: 5 min a 95 °C, (30 s a 94 °C, 30 s a 50 °C, 1 min a
52°C, 1 mina 72 °C) x 40 y 7 min a 72 °C. El producto de PCR se purifico con el kit
Favorgen GEL/PCR Purification Kit (Biotech Corp®, USA) y se secuenci6 en el Servicio
de Secuenciacion de la Universidad de Alcala de Henares. Para comparar similitudes con
secuencias conocidas se uso la base de datos EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net)

(Yoon et al., 2017).

I1.2.3. Caracterizacion de la coleccion bacteriana

Cada una de las cepas aisladas se clasificaron en base a seis propiedades, dos de
ellas fisicas (tolerancia a la sal y a una temperatura de 40 °C) y otras cuatro bioquimicas
(produccién de auxinas, AHL y sideréforos; y solubilizacion de fosfatos). Todos los

ensayos se realizaron por triplicado en cultivos independientes.

11.2.3.1. Caracterizacion de las bacterias mediante propiedades fisicas
11.2.3.1.1. Tolerancia a la sal

Para conocer el rango de sal que toleran las bacterias se prepararon placas con AN
con concentraciones crecientes de NaCl, entre 0-25 % (con incrementos del 1 %). Una
vez sembrados los cultivos bacterianos en ellas, se incubaron durante una semana a 28 °C

(Figura 12).

~ Figura 12. Caracterizacion de las
cepas bacterianas respecto un
gradiente de sal. Cada placa
~ aumentaba en un 1 % la
| concentracion de NaCl y cada cepa
bacteriana se replico en la misma

posicion en cada placa.
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11.2.3.1.2. Tolerancia a la temperatura

Se colocaron 10 ul de cada cultivo bacteriano sobre placas con medio AN y se

incubaron a 40 °C durante 2-7 dias.

11.2.3.2. Caracterizacion de las bacterias mediante propiedades bioquimicas
11.2.3.2.1. Produccion de acido indol acético

Para conocer la concentracion final de AIA producido por las bacterias se sigui6
el método colorimétrico descrito por Patten y Glick (2002). Para ello se realiz6 una recta
patrén a partir de un stock de AIA (Panreac®, Espafia) de 200 pg g! disuelto en etanol 10
%, del cual se realizaron diluciones seriadas entre 0 y 200 pug g con CN. Las bacterias
se crecieron como se indica en el apartado anterior, con la salvedad que al CN se le
adicioné 100 mg I'' de L-Tyr (precursor necesario para la produccion del AIA). Una vez
crecidos, los cultivos se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos y se utiliz6 el
sobrenadante para cuantificar la concentracion de AIA, agregandole reactivo de
Salkowski en proporcion 1:4 (v:v). Esta reaccion se dej6 20 minutos a temperatura
ambiente y, a continuacion, se cuantificd la absorbancia en un espectrofotometro (iMark
Microplate Absorbance Reader, Bio-rad®, USA) a 535 nm (Figura 13). Las mediciones
se realizaron para una recta patron de auxinas entre 0 y 200 ppm de AIA. Los resultados
de cada cepa se extrapolaron a una clasificacion categoérica entre 0 (sin produccion de

AlIA) y 4 (méas de 200 ppm de AIA).

Figura 13. Caracterizacion de las cepas bacterianas respecto la produccion de AIA. El viraje de color es
del amarillo (sin produccion de auxinas) al rosa (con produccion de auxinas), siendo el color mas oscuro

cuanta mayor produccion haya.
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11.2.3.2.2. Quorum sensing. Produccion de AHL

Los aislados bacterianos usados en este trabajo se crecieron como se indica en el
apartado 1. Agrobacterium tumefaciens NT1 pLRZ4 (bacteria indicadora usada en este
protocolo) se crecié en medio de Vincent (Vincent, 1970) suplementado con X-gal a 28
°C y 180 rpm durante 24-48 h (Pérez-Montafio et al., 2013).

Una vez la cepa estaba bien crecida, la prueba se llevd a cabo en una placa
multipocillos. A cada pocillo se afiadieron, en este orden, 100 pl del cultivo de 4.
tumefaciens y 100 ul del sobrenadante de las bacterias a analizar. Una vez bien mezclado
todo, la placa se incubd durante 24-48 h a 28 °C. Se realiz6 un patron de 3-oxo-C6-HSL,
entre 0 y 100 mg ml™!, al cual se le midi6 la absorbancia a 615 nm, con un lector
automético de microtitulacion iMark (Bio-rad®, USA). La placa de microtitulacion se
incubo durante 24 horas a 28 °C y se midid de nuevo la absorbancia (Figura 14). La prueba
se considerd positiva si tras la incubacion se cuantific6 un aumento en la absorbancia.

Los datos se presentan como presencia / ausencia de dicha actividad.

Figura 14. Caracterizacion de las cepas bacterianas respecto la produccion de AHL. La presencia de esta

actividad se produce con la aparicion del color turquesa en la reaccion.
11.2.3.2.3. Produccion de sideroforos

Se afiadieron 10 pl del cultivo bacteriano sobre una placa de medio CAS
(Alexander y Zureber 1991), que se incub6 durante 78 h a 28 °C. Transcurrido este
tiempo, se cuantificd la produccion de siderdforos segtin el didmetro del halo hidrolitico

producido por la cepa (Figura 15A).
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11.2.3.2 4. Solubilizacion de fosfatos

Para la realizacion de este test se colocaron gotas de 10 ul de los cultivos
bacterianos sobre una placa de medio PVK (Pikovskaya, 1948) y se mantuvo a 28 °C
durante 5 dias. A continuacion, se valor6 la actividad segun el halo hidrolitico generado

por cada cepa (Figura 15B).

A

Figura 15. (A) Caracterizacion de las cepas bacterianas respecto la produccion de sideréforos. La presencia
se detectd mediante el halo amarillo que se forma alrededor de la colonia bacteriana al solubilizar el hierro.
(B) Caracterizacion de las cepas bacterianas solubilizadoras de fosfato. La presencia se detecté mediante el
halo transparente que se genero alrededor de la colonia bacteriana al solubilizar el fosfato. En ambos casos

la intensidad de la esta actividad se cuantificé midiendo el diametro del halo.
11.2.4. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico multivariable para verificar si las caracteristicas
analizadas en las bacterias caracterizan cada una de las zonas estudiadas. Para ello, se
utiliz6 el software IBM SPSS Statistics 21® (USA) realizindose un analisis de

componentes principales (ACP).
I1.3. Resultados

Se aislaron un total de 182 cepas bacterianas, 25 de las cuales se identificaron a
nivel de especie, por medio de la amplificacion del ADNr 16S (Tabla 7), debido al alto
interés que presentaban por sus diferentes propiedades promotoras del crecimiento
vegetal. Del total de las cepas aisladas (Apéndice 2), la mitad se obtuvieron en verano y
la otra mitad en otofio. La distribucion, segin la zona de aislamiento y la estacion, se

indica en la Tabla §.
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Tabla 7. Clasificacion taxondémica de las cepas secuenciadas procedentes de la Marisma de Lebrija y de

un canal de riego de la misma zona.

Cepa Especie Similitud (%)
Hv12 Microvirga soli 99.8
Hv14b Kocuria salina 100
Hv16 Kocuria polaris 98.8
Hv52 Bacillus altitudinis 99.8
Hv63 Gordonia branchialus 99.9
Hv64 Paracoccus carotinifaciens 98.3
Hv67 Pseudomonas rhodesiae 99.5
Hve68 Roseomonas vinacea 99.9
Hvs2 Bacillus licheniformis 98.0
Hvs6 Streptomices fradiae 100
Hvs8 Brevibacterium frigoritolerans 99.9
Hyvs11 Halomonas zhanjiangensis 99.4
Hvs13 Brevibacterium frigotolerans 100
Hvs18 Thalassobacillus devorans 99.7
Hvs53 Pseudomonas zhaodongensis 98.9
Hvs76 Arthrobacter siccitolerans 99.4
C13b Rhodococcus corynebacteroides 99.3
C14 Bacillus aquimaris 99.3
C21 Bacillus aryabhattai 99.8
C25  Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus 99.7
C58 Arthrobacter siccitolerans 99.3
C59 Ensifer meliloti 99.9
Cslb Microbulbifer celer 99.9
Csl6b Microbulbifer rhizosfaerae 100
Cs25 Labrenzia salina 100

Tabla 8. Numero de cepas aisladas de la rizosfera de A. macrostachyum procedentes de la marisma de

Lebrija en dos zonas contrastadas segin su edafologia y en dos estaciones climatolégicamente bien

diferenciadas.
Estacion
Zona Verano Otoilo
Marisma 61 35

Canal de riego 30 56
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En el estudio de la tolerancia a la sal (Figura 16), cabe destacar que la mayoria de
las cepas se reparten de forma similar entre los dos primeros intervalos (1-5 y 6-10 % de
NacCl), con la excepcion de las cepas aisladas de la rizosfera de plantas situadas en el
canal de riego en verano, que son las que menos sal toleran (90 % menos del 6 %). Por el
contrario, en la rizosfera de A. macrostachyum de la marisma se localizaron las cepas que

soportan una mayor concentracion salina.

100
E Marisma verano
80 - S\\N marisma otofio
;\3‘ [ canal verano
e canal otofio
©
o 60 .
8 N
O
© N
@ M Q
@ S
£ 40 N S
O N §
(&) N N
) N N
o N §
20 1 IR \
\ \
\ N
\ \
\ N
0 \ o B¥ps s n
1-5% 6-10% 11-15% 16-20% 21-25%

Rango NaCl

Figura 16. Porcentaje de las cepas bacterianas, agrupadas por zona y estacion, que son tolerantes a un rango

de concentracion salina comprendido entre 1-25% de NaCl.

Respecto a la tolerancia a altas temperaturas, se observd que el verano es la
estacion en la que hay mas cantidad de cepas que soportan mejor las altas temperaturas,

siendo el porcentaje algo mayor en la marisma que en el canal (Tabla 9).

Tabla 9. Porcentaje de cepas aisladas a baja (28 °C) y alta temperaturas (40 °C) en la marisma de Lebrija y

en un canal de riego de la misma zona en las estaciones de verano y otofio.

Zona  Estaciébn Baja temperatura Alta temperatura

Verano 51,4 48.6

Marisma
Otofio 64,7 35,3
Verano 56,7 43,3

Canal
Otono 67,9 32,1
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Sinos centramos en el numero de propiedades PGP que presentan las cepas vemos
que, el 50% de las bacterias aisladas en otoflo no expresaron ninguna propiedad PGP,
mientras que, en las aisladas en verano, esa proporcion disminuye a la mitad. Asi, un
tercio de las cepas posee, al menos, una propiedad favorecedora del crecimiento vegetal,
sea cual sea la estacion en la que se aisld, pero en verano es muy comun (40 %) que
presenten mas de una. También es resefiable que ninguna cepa presentd todas las
actividades estudiadas (Tabla 10A). Ademas, se observo que habia patrones respecto a la
asociacion de propiedades PGP que presentaban las cepas. Asi, las actividades que mas
se asociaron fueron la produccion de siderdforos y la de auxinas, que se asociaron entre
ellas. Por el contrario, la solubilizacion de fosfatos no se relacioné con ninguna otra
propiedad. Atendiendo a la zona muestreada, en la rizosfera de plantas de la marisma
hubo el doble de interacciones que en las del canal; y respecto a la estacion del afio, en
verano fue mas frecuente encontrar cepas con mas de una propiedad. En resumen, en la
rizosfera de 4. machrostachyum en verano es cuando aparecieron un mayor nimero de
interacciones entre las propiedades PGP, siendo la mas frecuente la asociacion entre la

produccion de auxinas y de sideroforos (Figura 10B).

Tabla 10. Porcentaje del nimero de propiedades promotoras del crecimiento presentes en las cepas aisladas
en la Marisma de Lebrija y en un canal de riego de la misma zona en verano y otofio (A). Nimero de
interacciones entre las propiedades PGP presentes en las cepas aisladas (AHL, quorum sensing; AIA,

produccion de auxinas; SID, produccién de sideréforos; y PVK, solubilizacion de fosfatos) (B).

10A Porcentaje propiedades PGP
Zona Estacion Ninguna Una Dos Tres
Verano 279 32.8 36.1 33
Marisma
Otofio 51.4 37.1 11.4 0
Verano 20.0 36.7 30.0 13.3
Canal
Otono 53.6 39.3 7.1 0
10B Interacciones entre propiedades PGP

Zona  Estacion SID-PVK SID-AIA SID-AHL PVK-AIA PVK-AHL AIA-AHL

) Verano 4 18 3 1 0 4
Marisma
Otofo 1 1 0 0 0 5
Verano 1 10 4 0 0 3
Canal
Otonio 3 0 0 0 0 1
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Ademas, se observo una tendencia comun por la cual hay mas cepas que presentan
cada actividad en verano que en otofio (Figura 17), siendo la excepcion la propiedad de
solubilizar fosfatos que presentan las bacterias del canal. A continuacion, se describe de
forma mas concreta cada una de las propiedades PGP:

e Auxinas: es llamativo el ascenso de cepas que presenta esta propiedad en el canal de riego
en el verano (40 % mas frecuente que en otofio); dicho aumento también se observo en la

marisma, pero mas leve.

e  Quorum sensing: en la rizosfera de las plantas de marisma no hubo diferencias
estacionales entre las cepas que presentaron esta actividad, mientras que en el
canal se presento el doble de bacterias que sintetizan AHL en la estacion seca que
en la lluviosa.

e Sideréforos: fue la propiedad PGP estudiada mas abundante, siendo en el canal
donde se dieron un mayor numero de cepas que los producen (casi un 65 % en
verano y un 40 % en otofio). Por zonas, la disminuciéon de verano a otofio fue
idéntica (40 % aprox.).

e Solubilizacion de fosfatos: fue la propiedad menos frecuente de las propiedades
PGP que se analiz6. Presentd un patron inverso segun la zona, mientras que en la
marisma sigue la misma tendencia descrita hasta ahora, en el canal las cepas que
solubilizan fosfatos fueron mas comunes tras las lluvias (11 % aproximadamente).
Una vez obtenidos todos estos datos, se realizd6 un analisis de componentes

principales para comprobar si las rizosferas se diferenciaban segin las propiedades
estudiadas, entre ambas zonas y/o en las dos estaciones. EI ACP aglutino el 45 % de la
varianza en las dos primeras componentes y apoyo los resultados obtenidos hasta ahora
(Figura 18A). Asi, la primera componente, estuvo dominada por tres factores, tolerancia
a alta temperatura, produccion de siderdforos y solubilizacion de fosfatos (Figura 18B),
explicando el 25 % de las diferencias entre las rizosferas de A. macrostachyum. Mediante
la segunda componente se explico aprox. un 20 % de la varianza, siendo el factor de
mayor peso la tolerancia a una alta salinidad (las mas resistentes en la parte inferior),
junto la produccion de AIA y la capacidad de quorum sensing en menor grado (Figura
18B). Por todo ello, lo mas destacable es que la rizosfera de 4. macrostachyum en verano

presenta unas cepas con unas caracteristicas muy determinadas y extremas.
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Figura 17. Porcentaje de cepas que presentan cada una de las propiedades promotoras del crecimiento
vegetal que se han estudiado en dos zonas diferenciadas de la marisma de Lebrija (marisma y canal de

riego), en verano y en otoflo.
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Figura 18. (A) Representacion de las 182 cepas aisladas de la rizosfera de 4. macrostachyum en las dos
zonas de muestreo (marisma y canal de riego en Lebrija) en dos estaciones diferentes del afio (verano y
otofio) seguin las variables propiedades PGP, resistencias al exceso de temperatura y sal. (B) Autovalores
del analisis de componentes principales (ACP) basado en las distancias ponderadas. AHL (quorum
sensing); AIA (produccion de auxinas); SID (produccion de sideroforos); PVK (solubilizacion de fosfatos);

TEM (crecimiento a 40 °C) y SAL (tolerancia a la alta concentracion de NaCl).

I1.4. Discusion

Las bacterias cultivables del suelo representan una fraccion muy reducida (1-5%)
del total de bacterias que viven en ¢l (Rondon et al., 1999; Torsvik y Ovreas 2002;
Torsvik et al., 2002; Curtis y Sloan, 2004). Sin embargo, la técnica del aislamiento de

colonias puede proporcionar informacion sobre el papel que ejercen las bacterias en la
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zona (Zaccone et al., 2002). En este sentido, aun habiendo obtenido un nimero total de
cepas aisladas similar en ambas estaciones, es resefiable que, respecto a cada zona, la
cantidad de aislados es inverso, siendo en verano mayor el nimero de bacterias aisladas
en la marisma que en el canal y viceversa en otono; datos corroborados por posteriores
estudios de metagendmica (Camacho-Sanchez et al., en revision). Este hecho se debe a
que las bacterias, como el resto de los organismos, no se distribuyen de forma homogénea
alrededor del planeta, sino que su distribucion esta condicionada por factores biodticos y
abidticos (Schmidt y Schaechter, 2001). Incluso a nivel local, las variaciones en las
comunidades bacterianas pueden darse de manera estacional (Gonzélez-Acosta et al.,
20006; Lacap et al., 2007), variar segun las especies vegetales existentes en la zona (Berg
et al., 2002) o variar en zonas muy proximas (1 m de distancia) debido a cambios en las
condiciones fisicoquimicas del suelo (Gonzalez-Acosta et al., 2006).

Centrandonos en la cantidad de sal en el suelo, en la marisma puede llegar a
formarse una costra blanquecina producida por acumulacién de ésta en la superficie
(Lopez-Ritas y Lopez-Melida, 1990). En este ambiente extremo se favorece el desarrollo
de bacterias haldfilas (organismos que crecen en una concentracion minima de 1 % de
NaCl). De hecho, en este capitulo se ha observado que la mayor tolerancia a la sal aparece
en organismos aislados en verano, cuando no hay precipitaciones y la evaporacion es
elevada, factores que favorecerian la presencia de bacterias halofilas extremas, las cuales
crecen en concentraciones superiores al 10 % de NaCl (Bowers et al., 2009). Por el
contrario, la falta de organismos que soporten altas concentraciones de sal en el canal de
riego podria deberse a que en verano esa zona recibe todo el excedente del agua de riego,
con lo cual se produce una alta lixiviacion y, por tanto, presentaria menos cantidad de sal.
Es cierto que la temperatura es un factor decisivo en el crecimiento de las bacterias
(Gonzélez-Acosta et al., 2006; Stabili et al., 2006), incluso esta descrito que
microorganismos extremofilos para la sal también sean termofilos (Bowers ef al., 2009).
A pesar de lo descrito por estos autores, en este trabajo no se ha encontrado dicha relacion,
incluso hay una total independencia entre dichos factores. Asi, al realizar una correlacion
de Spearman entre la resistencia a la sal y el crecimiento a 40 °C se obtuvo un coeficiente
de correlacion cercano a cero (0.043). Hecho que también se recoge al analizar la gréafica
de los autovalores del ACP (Figura 18B), en el que se observa como ambos factores estan
considerablemente distanciados, indicando que no hay dependencia entre la capacidad de

las bacterias para vivir a alta temperatura y su resistencia a mayor concentracion de sal.
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Por otro lado, la presencia de propiedades promotoras del crecimiento es mas
comun en la temporada de verano que en la otofal, hecho que puede deberse a diversos
factores, bien de forma independiente o en interaccidon. El crecimiento bacteriano esta
condicionado a la existencia de temperaturas Optimas. Stabili et al. (2006) establecen
dicha idea siendo la media de la temperatura maxima de verano (27 °C) mejor que las del
otofo (en torno a 15 °C). Esto concuerda con los registros de temperaturas de la zona en
la que se ha trabajado, en la que se registraron temperaturas medias maximas de 26 y 17
°C en verano y otofo, respectivamente (datos obtenidos de la Red de Informacion
Agroclimatica de Andalucia). Otro factor que podria fomentar la presencia de bacterias
con actividades PGP podria ser la propia planta, pues A. macrostachyum presenta el
periodo tanto de crecimiento vegetal como de floracion entre marzo y junio (Fernandez-
Illescas et al., 2010), época en la que la planta presenta una mayor actividad metabolica
(Iglesias et al., 2002). Este aumento en dicha actividad también se refleja en las raices,
que exudan una mayor cantidad de metabolitos secundarios, lo cual favorece la presencia
de microorganismos en la rizosfera (Dakora y Phillips, 2002).

Respecto al hierro, este elemento es un micronutriente para las plantas (Welch,
1995), y en ambas zonas estudiadas la concentracion de este elemento es baja si las
comparamos con otras marismas de zonas cercanas; asi, respecto a la marisma del rio
Piedras, hay un descenso del orden de 10° en la cantidad de hierro presente en el suelo
(Mesa et al., 2015). Debido a este estado de deficiencia, se podria explicar que sean tan
abundantes las cepas secretoras de sideroforos. Ademas, en ambas zonas siempre hay un
mayor porcentaje de bacterias que presentan esta actividad en verano, suceso que podria
explicarse por ser mas necesaria la presencia de sider6foros para absorber el hierro en
esta época, que es cuando factores como la escasez de humedad o un pH que vire hacia
mas basico dificultan la absorcion de este metal (Lindsay, 1979).

Relacionado con otro nutriente, se observa que el porcentaje de cepas que presenta
la capacidad de solubilizar foésforo es muy bajo. Esto podria deberse a que no es una
propiedad PGP muy util en estos suelos, ya que una concentracion de fosfatos entre 0.2-
0.3 ppm en la solucion del suelo es suficiente para un buen desarrollo vegetal (Asher y
Loneragen, 1967; Fox y Kamprath, 1970); y los suelos estudiados presentan
concentraciones de 500 ppm, que ademas, al ser arcillosos y con un pH neutro, hacen que
el fosforo sea facilmente adquirible por las plantas.

A continuacion, mediante el ACP se pudo comprobar como la distribucion de

algunos organismos estd condicionada por su ambiente y sus propiedades PGP. Asi,
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mientras que se observd gran una uniformidad en otofio, en verano se detectaron
diferencias. En concreto, en el canal aparecieron un gran nimero de cepas que no crecen
a alta salinidad; esto podria deberse, como ya se ha comentado, a que dicha zona en verano
recibe el agua de riego sobrante, lo que mantiene la concentracion salina en niveles bajos.
A su vez, en la marisma hubo cepas que se caracterizan por solo aparecer en verano, lo
que podria explicarse por las duras condiciones que se dan en la region muestreada en esa
estacion (altas temperaturas, estrés hidrico o aumento de la salinidad). Frente a dichas
condiciones extremas, el poseer, por ejemplo, la capacidad de sintetizar AHL podria
otorgar a las bacterias ser mas competitivas y aparecer en esa estacion. De hecho, en
ambientes marinos extremos se han descrito bacterias que producen AHL, siendo este
uno de los factores que les permite resistir en dichas zonas (Edwards et al., 2000;
Reysenbach y Cady, 2001; Hall-Stoodley et al., 2004).

Para concluir, se puede decir que la rizosfera de la halofita A. macrostachyum ha
sido una fuente muy rica de biodiversidad bacteriana, y mas atin, una fuente de cepas
potencialmente utiles gracias a las propiedades promotoras del crecimiento vegetal que

presentaron, siendo el verano la estacion mas adecuada de muestreo con este proposito.
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III.1. Objetivos

En este capitulo los objetivos que se propusieron fueron tres. Por un lado, se quiso
dilucidar el efecto que tienen diferentes bacterias con propiedades PGP (en especial las
productoras de auxinas) sobre (1) el crecimiento vegetal y la fisiologia de A4.
macrostachyum crecida tanto a 0 mM como a 171 mM de NaCl. Las mejores cepas se
seleccionaron para comprobar sus efectos sobre (2) la germinacion de A. macrostachyum

en condiciones salinas y (3) en el enraizamiento de estaquillas de 4. macrostachyum.

I11.2. Materiales y Métodos
I11.2.1. Microorganismos

A continuacion, se describen las bacterias utilizadas en este capitulo (Tabla 11):

Tabla 11. Denominacion de las cepas, nombre de la especie y ambiente de las que se han aislado las

bacterias.
Cepa Especie Procedencia
Hv16 Kocuria polaris Rizosfera de A. macrostachyum de la marisma de Lebrija

Rizosfera de A. macrostachyum de la marisma de Lebrija
Hvs13  Brevibacterium frigotolerans )

(aislada con 350 mM de NaCl)

Rizosfera de A. macrostachyum de la marisma de Lebrija

(aislada con 350 mM de NaCl)

Hvs76 Arthrobacter siccitolerans

Rizosfera de A. macrostachyum en un canal de riego de la

Cs8 Arthrobacter siccitolerans ) B
marisma de Lebrija.
Rizosfera de 4. macrostachyum en un canal de riego de la
C59 Ensifer meliloti ) y
marisma de Lebrija.
Interior de una planta sin determinar de la marisma del Rio
RTE9* Rahnella aquatilis

Tinto.

Todas las cepas proceden de la coleccion realizada en el Capitulo II de esta Tesis,
salvo la cepa RTE9 que fue cedida por la Dra. Rosario Espuny (Universidad de Sevilla).
A todas las cepas se le realizé la caracterizacion bioquimica y fisica de acuerdo con lo

descrito en el Capitulo II (apartados 11.2.3.1. y 11.2.3.2.).

I11.2.2. Material vegetal

En este trabajo se utilizaron semillas comerciales de Colza (Brassica napus L.)y
semillas de A. macrostachyum (Moric.) C. Koch recolectadas en las marismas del rio

Odiel, SO de la Peninsula Ibérica (37° 13' 4.4" N - 6° 57' 35.3" O) en dos campafias
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diferentes (2014 para el ensayo 1 y 2015 para el ensayo 2). Una vez recolectadas las
semillas fueron conservadas a 5 °C hasta su uso. En el ensayo 3 se utilizaron esquejes
procedentes de plantas adultas de la campafia del 2014.

Para la desinfeccion de las semillas de colza se siguid el protocolo descrito por
Montero-Calasanz (2011). Las semillas de A. macrostachyum se desinfectaron
sumergiéndolas 30" en H2SO4 96 %, seguido de 7 lavados con H204 estéril, lejia al 5 %

durante 3' y finalmente otros 7 lavados con H2Oq estéril.

I11.2.3. Ensayo 1: influencia de la inoculacion bacteriana y la sal en la fisiologia de

A. macrostachyum

I11.2.3.1. Evaluacion de las cepas bacterianas sobre la colza

La colza es una especie sensible a los cambios hormonales, que se reflejan en la
elongacion de su raiz (Penrose y Glick, 2003). Por ello, cincuenta semillas de colza se
colocaron en un tubo eppendorf con 1 ml de la suspension bacteriana correspondiente
(10% cel m1'") y se mantuvo en agitacion durante 1 h (cepas crecidas como se describi6 en
el 11.2.3.2.1.) (Figura 19A). Como control se utilizaron semillas embebidas en MgSOa4
(0.03 M). A continuacion, las semillas se colocaron en un numero de diez por bolsa de
crecimiento estéril (DIK-710A, Daiki®, Japén) (Figura 19B) que contenia 12 ml de
solucion Hewitt 0°5x (Hewitt, 1952). Se realizaron cuatro réplicas por tratamiento (40
semillas).

Las bolsas se colocaron en una cdmara de crecimiento (Sanyo Electric®, Japon)
con un ciclo de 12 h luz y 12 de oscuridad, iluminada por una fuente, (A = 400-700 nm)
con una densidad de flujo de 250 umol m? s™'; con la humedad relativa al 80 % durante

siete dias, tras los cuales se midi6 la longitud radical de cada plantula (Figura 19C).
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Figura 19. Inoculacion de las semillas de colza mediante imbibicidn en una suspension bacteriana (108 cel
ml ) (A). Colocacion de las semillas inoculadas en las bolsas de germinacion (B). Cuantificacion de la

elongacion de la raiz de colza una semana después de inocularlas (C).

I11.2.3.2. Evaluacion de las cepas bacterianas sobre A. macrostachyum

I11.2.3.2.1. Crecimiento vegetal

Las cepas seleccionadas en el ensayo de elongacion radical de la colza se
utilizaron para inocular semillas de A. macrostachyum. Se utilizaron 100 semillas por
tratamiento, cada tratamiento se inoculd de la misma manera que en el apartado anterior

y se repartieron equitativamente en 4 placas de Petri con agar-agua al 1 % (Figura 20).
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Tras esto, las placas se mantuvieron durante un mes en una camara de crecimiento (Sanyo

Electric®, Japén) con un ciclo de 10 h luz a 20 °C y 14 h oscuridad a 5 °C.

Figura 20. Semillas de A. machrostachyum germinando en una placa de Petri. Las semillas previamente
habian sido embebidas en la suspensién bacteriana correspondiente (10® cel ml!") o en sulfato magnésico

(control).

A continuacion, las semillas germinadas se trasplantaron a semilleros perforados,
con un sustrato compuesto por perlita-vermiculita 2:1 (v/v) (Figura 21). Una vez
preparados, los semilleros se introdujeron en bandejas que se llenaron con solucién
Hewitt 0’5x hasta 1 cm de profundidad. Todo el material utilizado se esterilizo
previamente, los semilleros y la solucién nutritiva mediante calor himedo 60 minutos a
121 °C, mientras que las bandejas fueron bases de placas de Petri estériles. Las bandejas
se colocaron en el invernadero del centro IFAPA Las Torres en Sevilla (37° 30' 42.4" N
-5°57'47.4" O) con un ciclo de 16 h de luz a 30 °C, 8 h de oscuridad a 20 °C y se regaron
3 veces por semana (se mantuvo constante el mismo volumen de solucion nutritiva). En
estas condiciones permanecieron creciendo las plantulas de 4. macrostachyum durante 3
meses. Al dia siguiente de trasplantarse y, posteriormente una vez al mes, se realizé un
recordatorio de la inoculacidn, afiadiendo a cada plantula 200 ul de una suspension

bacteriana (10® cel ml™!) de la cepa correspondiente.
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Figura 21. Las semillas germinadas de 4. machrostachyum se trasplantaron a semilleros estériles de perlita
vermiculita (2:1; v/v) en las que estuvieron creciendo durante los siguientes tres meses. Un dia después del
trasplante se inocularon con la cepa correspondiente (o sulfato de magnesio para los controles), y se repitid

una vez al mes.

Transcurrido este tiempo, en 20 plantas por tratamiento se cuantifico la longitud
y el diametro de la rama principal, ademas del nimero de ramas. Luego, dichas plantas
se colocaron en jarros de Leonard estériles como soporte hidropdnico (Figura 22). En este
sistema la fase solida estaba compuesta por perlita-vermiculita 2:1 (v/v) y la fase liquida
por 200 ml de solucion nutritiva Hewitt 0°5x. Con la intencion de ver el efecto de la
presencia de la sal en A. macrostachyum respecto a las cepas inoculadas, la mitad de las
plantas se regaron con la solucion Hewitt per se; y la otra mitad contenia la misma
solucion nutritiva adicionada con NaCl 171 mM (manteniéndose el volumen y
concentracion de la solucion nutritiva de forma constante). En estos jarros se dejaron
crecer las plantas durante tres meses mas, siendo idénticas las condiciones ambientales
del invernadero a las descritas anteriormente. Respecto a la inoculaciéon de los
tratamientos, se realizd un recordatorio una vez al mes durante todo el ensayo con 1 ml
de la cepa correspondiente (10% cel ml™).

Al final del ensayo se cosecharon las plantas, se peso la parte aérea y la raiz.
Posteriormente, se secaron en una estufa, a 60 °C, durante 48 h volviéndose a pesar de

nuevo, para calcular el contenido hidrico (CH) de la siguiente manera:
(1) CH = (PF - PS) * PF' * 100 [%]

donde PF es el peso fresco de la biomasa aérea; y PS es el peso seco de la biomasa aérea.
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" Figura 22. El jarro de Leonard es un sistema hidropénico
] que permite su esterilizacion al completo, la parte
superior es un sistema so6lido compuesto por perlita
. vermiculita (2:1, v/v) comunicado mediante una gasa a la
parte inferior que contiene la solucion nutritiva (Hewitt
0’5x). Una vez esterilizado, se colocaron en ellos las
plantulas de A. macrostachyum de tres meses. Un dia
después del trasplante se inocularon con la cepa
correspondiente (o sulfato de magnesio para los
controles) y se realiz6 un recordatorio de la inoculacion

una vez al mes.

I11.2.3.2.2. Intercambio de gases

Antes de cosechar las plantas, en el apice de la rama principal de 5 plantas de cada
tratamiento, se midid el intercambio de gases fotosintético mediante un analizador de
gases por infrarrojo (LCi-portable photosynthesis, ADC®, UK). Se cuantificé la tasa
fotosintética neta (A), la conductancia estomatica (gs) y la concentracion intercelular de
COz2 (Ci). Las condiciones en las que se midieron estos parametros fueron las ambientales
(30-35 °C, humedad relativa del 45%, concentracion atmosférica de 400 pmol mol™! de
CO2 y densidad de flujo de fotones de 1000 pmol m s™!). Los valores de A, gs y Ci fueron
calculados segtn las formulas de Von Caemmerer y Farquhar (1981). Notese que al ser
una planta de seccion cilindrica solo la mitad de la rama, el lado expuesto hacia la luz, se
considerd como superficie fotosintética. También se calculo la eficiencia intrinseca en el

uso del agua (WUE) como:

(2) iWUE = A * g¢'! [umol mol™]
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I11.2.4. Ensayo 2: efectos de la inoculacion bacteriana y la sal en la germinacion de

A. macrostachyum

Con los tratamientos bacterianos que mds promovieron el crecimiento de A.
macrostachyum, se realizd este nuevo ensayo de la misma manera que se indica en el
I1.2.3.2.1., salvo que se duplicéd el nimero de semillas. La mitad de las semillas se
germinaron sin sal y la otra mitad con una concentracion salina de 171 mM. Diariamente
se anotaron las semillas que germinaban en cada tratamiento. A lo largo del ensayo se
determinaron cuatro caracteristicas de la germinacion: porcentaje de germinacion final,
numero de dias hasta la primera germinacion, nimero de dias hasta la ultima germinacioén
y tiempo medio de germinacion (MTG), que se calcul6 utilizando la ecuacion de Ellis y

Roberts, 1978:
(3) MTG = i (ni * di) * Ni! [dias]

donde n es el nimero de semillas germinadas hasta el dia i; d es el periodo de incubacion
en dias, y N es la cantidad total de semillas germinadas. Los valores mas bajos de MTE
indican una emergencia mas rapida.

Para determinar si las bacterias tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de
los hongos asociados a las semillas de A. macrostachyum, al final del ensayo se hizo un

recuento de las colonias fingicas aparecidas en las placas.

I11.2.5.Ensayo 3: influencia de la inoculacion bacteriana en el estaquillado de A.

macrostachyum
I11.2.5.1. Material vegetal e inoculacion

Los esquejes de A. macrostachyum utilizados en este ensayo proceden de
individuos adultos de la campafia del 2014, que habian sido regados semanalmente con
solucion nutritiva Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950). El ensayo se llevo a cabo en el
Servicio de Invernadero del CITIUS (Centro de Investigacion, Tecnologia e Innovacion
de la Universidad de Sevilla, 37° 21' 32.6" N - 5° 59' 13.4" O). Las estaquillas se
obtuvieron cortando los primeros 5 cm de las ramas nuevas. Tras inocularlas
(sumergiéndolas en 100 ml de suspension bacteriana durante una hora, Figura 23A), se
introdujeron 2 cm de cada estaquilla en una mezcla de fibra de coco:perlita 5:1 (v/v), en
un semillero perforado de 96 ml, que a su vez se coloc6 en bandejas que se mantuvieron

con un volumen constante de solucion Hoagland (Figura 23B). En total se cortaron 200
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estaquillas (40 por tratamiento, separadas en 4 réplicas), ademas de 40 esquejes para las
medidas iniciales. Las condiciones en las que se desarrolld este ensayo son: temperatura

de 21- 25 °C, humedad relativa de 40-60 % y 16 h luz natural (250 umol m™ s™! como

-2 S-l

minimo y 1000 pmol m como maximo), durante 60 dias.
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Figura 23. Esquejes de 4. machrostachyum embebidos en una solucion bacteriana (108 cel ml™") durante

una hora (A). A continuacion se trasplantaron a semilleros de perlita vermiculita (2:1; v/v) en las que

estuvieron creciendo durante los siguientes dos meses (B).
I11.2.5.2. Crecimiento vegetal

Al inicio del ensayo se tomaron medidas de longitud y didmetro de todos los
esquejes. Cuarenta de ellos se secaron y pesaron para obtener el peso seco inicial
(apartado 111.2.3.2.1.).

Tras dos meses, se midiod la longitud, el didmetro, nimero de esquejes vivos y su
peso fresco. Posteriormente, se metieron los esquejes en bolsas de autocierre con agua
destilada a 5 °C en oscuridad y, tras 24 h se pesaron para conocer el peso turgente. Por
ultimo, se secaron (apartado I11.2.3.2.1.) para conocer el peso seco tanto de las ramas
como de las raices.

Con todos estos datos de peso se calculd el contenido hidrico relativo de la

siguiente manera:
(4) CHR = (PF - PS) * (PT - PS)! * 100 [%]

donde PF es el peso fresco de la biomasa aérea; PS es el peso seco de la biomasa aérea;

y PT es el peso turgente de la biomasa aérea.
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También se calculo la tasa de crecimiento relativo (RGR):
(5)RGR =In (Bf*Bi')d! [gg! dia]

donde Bf es la biomasa final de las ramas; Bi es la biomasa inicial de las ramas; y d es el

nimero de dias de duracién del ensayo.

I11.2.5.3. Intercambio de gases

Antes de cosechar las plantas, se realizaron medidas puntuales de intercambio de
gases fotosintéticos mediante un analizador de gases por infrarrojo en un sistema abierto
(LI-6400XT, LI-COR®, USA). Para cada tratamiento se midieron 7 estaquillas al azar, y

se determinaron los mismos parametros que en el apartado 111.2.3.2.2.

II1.2.6. Estadistica

Los valores corresponden a la media =+ error estandar (E.E.). Para las variables
continuas se test6 la normalidad con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y el test de
Brown-Forsythe para comprobar la homocedasticidad. Con el objetivo de testar si habia
diferencias se uso el test de Kruskal-Wallis en las variables discretas, y una ANOVA en
las continuas; para los post-hoc se utiliz6 la prueba de la U de Mann-Whitney y el test

LSD de Fisher respectivamente, en ambos casos con un valor de significancia de 0.05.

II1.3. Resultados
I11.3.1.Propiedades promotoras del crecimiento vegetal de los microorganismos

Todas las cepas utilizadas en este trabajo presentan al menos una de las cuatro
propiedades estudiadas. La cepa que mas propiedades presenta, y en mayor cantidad, es
la cepa Hv16, seguida por la Hvs76 que tiene las mismas propiedades, pero en menor
medida. Las cepas Hvs76 y C58 se describieron como la misma especie, sin embargo, la

segunda no expresa la capacidad de formar biofilm (Tabla 12).
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Tabla 12. Cuantificacion de las propiedades promotoras del crecimiento vegetal de las cepas utilizadas en

este trabajo. AIA, produccion de auxinas; AHL, capacidad de gquorum sensing; SID, produccion de

sideroforos; y FOS, solubilizacion de fosfato.

Cepa AJIA AHL SID FOS
Hvl6 +++++ ++ ++ =
Hvs13 + - + -
Hvs76  ++++ 4 + =
C58  ++++ - + -
C59  +++ - - -

RTE9  ++++ - -

II1.3.2. Influencia de la inoculacion bacteriana en la fisiologia de A. macrostachyum

I11.3.2.1. Evaluacion de las cepas bacterianas sobre la colza

Como se dijo anteriormente, la colza es un buen modelo para los estudios

hormonales, respecto a la elongacion radical. Para seleccionar las bacterias que se usaron

con A. macrostachyum, se realiz6 una prueba previa con semillas de colza. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 24. En ella podemos observar que las cepas C58 y

Hv16 fueron las que indujeron un mayor crecimiento radical, respecto del tratamiento

control, un 54 % y 42%, respectivamente. Los tratamientos C59 y RTE9 también lo

mostraron, pero de forma mas ligera que las cepas anteriores, y sin llegar a ser

significativamente diferentes. Por el contrario, las cepas Hvs13 y Hvs76 afectaron de

forma negativa al desarrollo de la raiz.
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Figura 24. Longitud de
la raiz de plantulas de
colza inoculadas con
diferentes cepas
bacterianas tras 7 dias.
Los valores correspon-

den a la media + E.E. (n
= 4). Las letras indican
que los valores medios
son significativamente
diferentes entre ellos (test

LSD de Fisher; p <0.05).
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I11.3.2.2. Crecimiento vegetal de A. macrostachyum

Tras descartar las cepas menos influyentes en la elongacion radical de la colza, el
resto de los in6culos (Hv16, C58, C59 y RTED9) se utilizaron para inocular semillas de 4.
macrostachyum. Antes de trasplantarlas a los jarros de Leonard, las plantulas crecieron
durante 3 meses en semilleros. Durante ese periodo, algunos de los tratamientos
inoculados con bacterias desarrollaron un mayor tamafio que el tratamiento sin inocular
(Tabla 13). Si nos fijamos en la longitud de la rama se observo que, las cepas Hv16 y
RTE9 son un 31-22 % respectivamente superiores al control. Sin embargo, respecto al
diametro no se aprecié ninguna diferencia significativa. Relacionando longitud y
diametro obtenemos la superficie de la rama, pardmetro en el que se observo la misma
tendencia que en la longitud. Por otro lado, en cuanto al nimero de ramas, solo el

tratamiento Hv16 acelerd la ramificacion de las plantulas.

Tabla 13. Longitud, diametro, superficie y nimero de ramas de las plantulas de A. macrostachyum
inoculadas con las diferentes bacterias, después de 3 meses. Los valores corresponden a la media + E.E. (n
= 20). Las letras indican que los valores medios son significativamente diferentes entre si (LSD de Fisher

para todas las variables, excepto el nimero de ramas, U de Mann-Whitney; para ambos p < 0.05).

Caracteristicas morfométricas de las plantulas A. macrostachyum

Longitud de la Diametro de la rama Superficie rama Numero de
Tratamiento rama (cm) (mm) (cm?) ramas
No inoculada 2.2+0.2° 1.7 +0.1% 1.2+0.1¢ 0+0°
Hvl16 2.9+0.2° 1.9+£0.1* 1.7+£0.12 2+0°
Cs8 2.1£0.2% 1.9+0.1 1.4£0.1% 1 £ Qb
C59 2.0+0.2° 1.6+£0.1% 1,L1+0.1° 1+ Qbc
RTE9 2.7 +0.2° 1.8+0.1° 1,7+0.22 1 + Qb

A continuacion, las plantas de A. macrostachyum se pasaron a jarros de Leonard,
en los cuales estuvieron otros 3 meses. Al final del experimento, las plantas volvieron a
ser medidas, observandose que algunas de las cepas estimularon el crecimiento de A.
macrostachyum cuando no hubo presencia de sal (Tabla 14). Asi, se registrd que la parte
aérea de las plantas inoculadas con las cepas Hv16 y RTE9 duplicaron a la del tratamiento
control, mientras que la cepa C58 la incrementd en un 60%, también respecto al
tratamiento no inoculado. De la misma manera, todos los tratamientos inoculados,
excepto C59, obtuvieron diferencias significativas en la biomasa radical respecto al de las
plantas sin inocular. Sin embargo, sélo la cepa C58 mostro diferencias en el contenido

hidrico relativo.
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Por otro lado, en las plantas crecidas en presencia de sal, si bien no se apreciaron
diferencias ni en la biomasa aérea ni en su contenido hidrico (Tabla 14), si observamos

que todas las bacterias, a excepcion de C58, estimularon la produccion de raices.

Tabla 14. Peso seco de la rama y de la raiz, y contenido hidrico de la rama de 4. macrostachyum crecidas
a0y 171 mM NaCl, con y sin inocular con cuatro cepas bacterianas diferentes, después de 90 dias. Los
valores corresponden a la media + E.E. (n = 10). Las letras indican que los valores medios son
significativamente diferentes entre si (LSD de Fisher; p < 0.05). Los tratamientos 0 y 171 mM estan

analizados de forma independiente.

Biomasa final de 4. macrostachyum 0 mM

Peso seco Peso seco Contenido
Tratamiento de la rama (g) de la raiz (g) hidrico (%)
No inoculada 0,27 +£0.10¢ 0,19 + 0.06° 84.1+1.8®
Hv16 0,59 +£0.122 0,73 £0.18° 853+0.8
Cs8 0,45 £ 0.09% 0,81 £0.23% 78.9 +1.2°
C59 0,34 + 0.072 0,40 £0.11% 80.4 +0.7%
RTE9 0,57 £0.13% 0,67 £0.19% 81.4 +0.5%¢
Biomasa final de A. macrostachyum 171 mM
No inoculada 1,25+ 0.27% 0,75+0.18° 87.6 + 0.4%
Hv16 1,66 +0.30% 1,14 £0.15% 88.0 +£0.2%
Cs8 0,89 £0.15° 0,77 £0.13% 88.6 +0.9%
C59 1,84 +£0.322 1,21 £0.19% 87.4+0.6°
RTE9 1,93 £0.23% 1,28 £0.13% 87.7 +0.5%

I11.3.2.3. Intercambio de gases

Al analizar la fotosintesis de las plantas de 4. macrostachyum crecidas sin sal, se
observa un grupo conformado por los tratamientos Hv16 y RTE9, que presenta valores
superiores de tasa de fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (gs) y concentracion
intercelular de CO2 (Ci), y otro que incluye los tratamientos C58 y C59, que muestra
valores muy similares al control (Tabla 15). Respecto a la eficiencia del uso del agua
(iWUE), no observamos diferencias entre los distintos tratamientos, situdndose todos
ellos en valores cercanos a 80 mmol mol™'. En las plantas que si estuvieron expuestas a la
sal, la fotosintesis fue mas homogénea pues no hubo diferencias en ninguno de los

parametros estudiados, salvo en la eficiencia en el uso del agua (Tabla 15).
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Tabla 15. Tasas de fotosintesis neta (A) y conductancia estomatica (gs), concentracion intercelular de CO,
(C)) y eficiencia intrinseca en el uso del agua GWUE) de 4. macrostachyum crecidas a 0 y 171 mM NaCl,
con y sin inocular con cuatro cepas bacterianas diferentes, después de 90 dias. Los valores corresponden a
la media + E.E. (n = 5). Las letras indican que los valores medios son significativamente diferentes entre si

(LSD de Fisher; p < 0.05). Los tratamientos 0 y 171 mM estan analizados de forma independiente.

Fotosintesis de A. macrostachyum 0 mM

A o G WUE

Tratamiento (nmol m?s™") (mmol m2s!) (umol mol™) (nmol mol™)
No inoculada 7.5+1.4° 90 + 20° 215 +20b 85+ 12
Hvlé6 14.1+1.0* 240 + 30° 250 £+ 6° 70 + 14
C58 8.6+ 1.7% 120 + 40° 215+ 17% 82+£12
C59 5.8+ 1.7° 90 + 20° 224 4+ 19 78+ 12
RTE9 10.9 + 1.6% 150 + 30° 250 + 10? 76 £16

Fotosintesis de A. macrostachyum con 171 mM

No inoculada 73+0.7 140 £ 20 275+ 7° 53 £4°
Hvl6 58+1.1 100 £ 30 252 £ 9 61 = 7%
C58 6.8+1.2 90 + 20 232 + 192 86 + 15%
C59 5.5+£0.6 90+ 10 246 + 192 69 + 132

RTE9 56+0.9 90 £ 40 215+ 13b 86+ 12

I11.3.3. Efectos de la inoculacion bacteriana y la sal en la germinacion de A.

macrostachyum

Para comprobar si la inoculacioén con las bacterias tenia algin efecto positivo en
la germinacion de semillas de A. macrostachyum, se realiz6 un ensayo de germinacion
con tres de los cuatro tratamientos bacterianos utilizados en el ensayo anterior y, en
presencia y ausencia de sal en el medio. En este ensayo observamos que en los
tratamientos sin sal la inoculacidén no tiene un efecto beneficioso sobre la germinacion
(Figura 25A; LSD de Fisher; p < 0.05). Por el contrario, en presencia de NaCl el
tratamiento sin inocular sufre una desaceleracion en el reclutamiento de semillas
germinadas a partir del quinto dia, pero gracias a la inoculacion, los tratamientos RTE9 y
Hv16 no sufren ese retraso en la cinética de germinacion, de manera que ésta mantiene
valores finales similares a los obtenidos en los tratamientos germinados sin sal (Figura

25B; LSD de Fisher; p < 0.05).
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Figura 25. Porcentaje acumulado de germinacion de A. macrostachyum crecidas a 0 (A) y 171 (B) mM
NaCl, con y sin inocular con tres bacterias, lo largo de 14 dias. Los valores corresponden a la media + E.E.

(n=4).

Igualmente, el porcentaje final de germinaciéon en las cepas Hvl6 y RTE9
mantiene los mismos valores que los obtenidos en ausencia de sal (Tabla 16). En el resto
de los parametros de germinacion estudiados (dia de inicio y fin de la germinacion, y

MTG) no se observan diferencias por la presencia/ausencia de sal.

Tabla 16. Parametros de la germinacion de A. macrostachyum a 0’y 171 mM NaCl, con y sin inocular con
tres bacterias, después de 30 dias. Los valores corresponden a la media + E.E. (n = 4). Las letras indican
que los valores medios son significativamente diferentes entre si (LSD de Fisher; p < 0.05). Los

tratamientos 0 y 171 mM estan analizados de forma independiente.

Caracteristicas de la germinacion de A. macrostachyum 0 mM NaCl

Porcentaje Primera Ultima
final germinacion germinacion MTG
Tratamiento (%) (d) (d) (d)
No inoculada 86+5 5+1 11+1 72+0.6
Hvlé 86+3 4+1 12+1 72+0.3
Cs8 83+6 4+0 11+£2 6.6+0.3
RTE9 88+3 4+0 1243 6.9+0.2

Caracteristicas de la germinacion de A. macrostachyum 171 mM NaCl

No inoculada 64 + 5° 6+1 14+£0 9.6+0.4
Hv16 85+ 6° 6+1 14+1 93+0.2

Cs8 71 £ 23 6+1 13£1 9.4+0.2

RTE9 91 +3b 5+£1 14+2 8.8+0.4
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Respecto al control bioldgico de hongos en la germinacioén, de forma general,
aparecieron mas colonias fungicas en los tratamientos salinos (Figura 26). En este
sentido, cabe destacar la capacidad de biocontrol que ejerce la cepa Hv16 cuando las
semillas germinan en presencia de sal, pues redujo la aparicion de colonias en un 50%

respecto al tratamiento no inoculado (Figura 26).
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Figura 26. Aparicion de unidades formadoras de colonias de hongos en la germinacion de A.

macrostachyum a 0y 171 mM NaCl, con y sin inocular con tres bacterias, después de 30 dias. Los valores
corresponden a la media = E.E. (n = 4). Las letras indican que los valores de las medias son
significativamente diferentes tras analizar la varianza (U de Mann-Whitney; p < 0.05). Los tratamientos

con y sin sal estan analizados de forma independiente.

I11.3.4. Influencia de la inoculacion bacteriana en el estaquillado de A.

macrostachyum

Tras comprobar el efecto beneficioso de las bacterias, tanto en el crecimiento
como en la germinacion de A. macrostachyum, se nos plante6 la duda de como afectarian
al posible estaquillado de esta planta. Por ello, y basandonos en la experiencia previa en
el estaquillado de plantas semilefiosas de Montero-Calasanz et al. (2013), nos propusimos
realizar un ensayo para averiguarlo. De esta manera, inoculamos estaquillas de A.
macrostachyum con las mismas bacterias utilizadas en el ensayo de germinacion vy,
trascurridos 60 dias se determinaron parametros relativos tanto al crecimiento como al

estado fisiologico de las plantas.
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I11.3.4.1. Crecimiento vegetal

Transcurridos dos meses desde la inoculacion, no se observaron diferencias
significativas en las ramas (Tabla 17) aunque si se aprecia una tendencia, en la cual la
longitud de los esquejes inoculados es ligeramente superior a los no inoculados. Por otro
lado, centrandonos en el crecimiento radical, se observa que si estd bajo la influencia de
los indculos. En especial la cepa Hv16, que promueve la elongacion radical
aproximadamente un 20% madas que el tratamiento control. Ademas de favorecer la
elongacién radical, esta cepa junto a la C58, estimularon la produccion de raices, de
manera que el peso seco de ambas fue casi un 20 % superior respecto al del tratamiento

sin inocular (Tabla 17).

Tabla 17. Biomasa y biometria de la rama y la raiz de estaquillas de A. macrostachyum inoculado con tres
cepas bacterianas diferentes, después de 60 dias. Los valores corresponden a la media + E.E. (n = 4). Las

letras indican que los valores medios son significativamente diferentes entre si (LSD de Fisher; p < 0.05).

Caracteristicas esquejes de 4. macrostachyum

Rama Raiz

) Longitud Peso seco CHR RGR Longitud Peso seco

Tratamiento _
(cm) (mg) (%) (mg g'dia™) (cm) (mg)

No inoculada 82+ 6 43+3 89 + 28 25+£3 44 + 4> 8.6+ 0.6°

Hvl6 88+5 45+ 3 79 + 2P 25+3 52 + 42 10.4 + 0.6

C58 84+ 6 38+3 87 £ 2° 21 +£3 48 + 5% 10.4 £0.62

RTE9 80+5 39+3 72 +£2¢ 27+2 47 + 5% 8.8+£0.7%

I11.3.4.2. Intercambio de gases

Respecto a los parametros fotosintéticos, de los cuatro parametros medidos, solo
la tasa de fotosintesis neta y la eficiencia intrinseca en el uso del agua presentaron
diferencias significativas. Asi para el parametro A, los tratamientos con mayor tasa (y
significativamente diferentes) fueron RTE9 y C58, alcanzando valores que fueron un 28
y un 14 % superiores al tratamiento control, respectivamente (Tabla 18). En cuanto al
parametro iWUE, fueron las cepas RTE9 y Hv16 las que presentaron los valores mas
altos, estando la cepa RTE9 cercana a duplicar el valor de la eficiencia respecto a los
esquejes no inoculados, y mostrando la cepa Hv16 un valor 36 % superior al tratamiento

control (Tabla 18).
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Tabla 18. Tasas de fotosintesis neta (A) y de conductancia estomatica (gs), concentracion intercelular de
CO; (C) y eficiencia en el uso del agua GWUE) de estaquillas de A. macrostachyum inoculado con tres
cepas bacterianas diferentes, después de 60 dias. Los valores corresponden a la media + E.E. (n = 4). Las

letras indican que los valores medios son significativamente diferentes entre si (LSD de Fisher; p < 0.05).

Parametros fotosintéticos de los esquejes de A. macrostachyum

A gs Gi WUE
Tratamiento
(nmol m?s™") (mmol m2s!) (nmol mol™) (umol mol )
No inoculada 6.9+0.2° 150+ 20 306 +5 45 £ 4¢
Hvl1e6 7.3+0.1% 130+ 20 280+ 12 61 + 5%
C58 7.9 + (.42 150+ 10 296 + 6 53 + 3bc
RTE9 8.8 +0.4 123+ 17 281 +11 70 + 102

I11.4. Discusion

La influencia de la salinidad en la interaccion planta-bacteria es un campo de
estudio que actualmente esta en auge. Sin embargo, en lo que concierne a la antigua
familia Chenopodiaceae no existen muchos estudios que aborden este campo. Ademas,
la mayoria de ellos se centran en plantas de interés comercial, como los realizados por
Yang et al. (2016) con la quinoa (Chenopodium quinoa) o los realizados por Piernik
(2017) al aplicar cepas bacterianas aisladas de Salicornia europea a la remolacha (Beta
vulgaris) crecida bajo estrés salino. Respecto a las especies naturales, cabe destacar los
trabajos de Asghari et al. (2005) quienes estudiaron cémo afectaba la inoculacién con
otro tipo de microorganismos (micorrizas arbusculares) al crecimiento de Atriplex
nummularia frente al NaCl y, los de Ozawa et al. (2007) y Navarro-Torre et al. (2017),
quienes aislaron diferentes cepas endofitas bacterianas (de la endorizosfera de Salicornia
europea y la filosfera de A. macrostachyum, respectivamente) para aplicarlas sobre esas
mismas especies en un gradiente salino. Por otra parte, Bashan et al. (2000) aplicaron
bacterias rizosféricas aisladas en zonas salinas, a Salicornia bigelovii bajo una sola
concentracion de sal.

En esta Tesis Doctoral se pone de manifiesto como bacterias aisladas de la
rizosfera de A. macrostachyum, con propiedades PGP, favorecen el crecimiento de esta
misma planta en condiciones que no le son favorables, mejoran la germinacion de las
semillas e incluso ayudan al estaquillado de la planta. Redondo-Gomez et al. (2010)
describieron que A. macrostachyum estd muy adaptada a la salinidad, lo que corrobora
que su 6ptimo de crecimiento se situe entre 200 - 400 mM (Khan et al., 2005). En este

trabajo se ha conseguido aumentar, mediante la inoculacion con bacterias rizosféricas, la

Barcia-Piedras, J. M. 139



Capitulo III Tesis Doctoral

superficie fotosintética de las ramas de A. macrostachyum de plantas crecidas durante tres
meses en ausencia de sal (ambiente estresante para una halofita estricta), hecho que se
refleja gracias al aumento de la longitud de la rama principal y la presencia de mas ramas
secundarias. Este Gltimo efecto, que se observo con la cepa Hv16, coincide con los datos
obtenidos por Bashan et al. (2000) en la halofita Salicornia bigelovii al ser inoculada con
cepas, de forma individual o en consorcio, aisladas de rizosferas de plantas del mismo
ecosistema.

Igualmente, en la siguiente fase del ensayo, en la cual la mitad de las plantas
crecieron en condiciones de salinidad, se observaron diferencias en el efecto que las
bacterias tienen sobre el crecimiento vegetal de 4. macrostachyum. Asi, cuando A.
macrostachyum crece sin sal, la inoculacion con bacterias PGP propici6 una mayor
biomasa, tanto en ramas como en raices. Esto contrasta con los resultados obtenidos por
Navarro-Torre et al. (2017), quienes no detectaron cambios en estos mismos parametros
en plantas de 4. macrostachyum inoculadas con endofitos en las mismas condiciones.
Ademas, en el tratamiento con sal se constatd un beneficio de casi todos los inoculantes
sobre las raices. Esto supone una mejora respecto a otros trabajos similares realizados con
Chenopodiaceas halofitas y bacterias. Asi, mientras que en esta Tesis se cuantificé un
aumento entre un 50-70 % en la cantidad de raices, trabajos anteriores como el de Ozawa
et al. (2007), utilizando Salicornia europea inoculada con una bacteria PGP fijadora de
nitrogeno o el de Navarro-Torre et al. (2017), inoculando A. macrostachyum con
endofitos PGP, no detectaron dicha mejora en las raices. La explicacion a que un indculo
en plantas hal6fitas tenga menos efecto en un medio con sal puede tener dos vertientes (o
un punto intermedio entre ambas). Por un lado, Egamberdieva et al. (2017) describieron
que la efectividad de las bacterias PGP depende del ambiente en el que se encuentran, es
decir, que el medio salino pudiese afectar a la bacteria, pero debido a que todas las cepas
utilizadas en este trabajo soportan concentraciones salinas mucho mas elevadas que la
planta (capitulo I y apéndice II), es poco probable que se deba a ello. Mas bien podria
ser que la presencia de NaCl sea un factor de mayor importancia que el inoculante en la
produccion de biomasa vegetal. De manera que la presencia de una concentracion idonea
de sal estimula mas el crecimiento de A. macrostachyum que el propio indculo,
enmascarando asi el efecto que se produce cuando la planta esta creciendo en condiciones
estresantes (sin sal), en las que las auxinas bacterianas pueden actuar como antagonistas

de las sefiales de estrés que bloquean el crecimiento de la planta (Glick et al., 1998).

140 Barcia-Piedras, J. M.



Tesis Doctoral Capitulo III

Respecto al intercambio gaseoso, se observo el mismo efecto descrito para la
biomasa. En un medio sin sal, la tasa fotosintética se correlaciona con un aumento en la
biomasa producida. Aqui de nuevo se manifiesta como, en condiciones no favorables para
A. macrostachyum, las cepas Hv16, C58 y RTE9 permiten que se potencie el intercambio
gaseoso de la planta. Hecho que no se habia puesto de manifiesto con anterioridad aun
con condiciones similares, pero con otras cepas bacterianas (Navarro-Torre ef al., 2017).
Por el contrario, los tratamientos que contenian sal no presentaron diferencias en la
fotosintesis. Esto podria relacionarse con el efecto que tiene la sal sobre la superficie
fotosintética de A. macrostachyum, pues como describe Redondo-Gomez et al. (2010),
esta planta respecto a la salinidad tiene un 6ptimo (entre los 171-510 mM) en el cual
aumenta la superficie fotosintética gracias a un aumento en el didmetro de sus ramas. Por
ello, para idéntica tasa de fijacion de COz2, los tratamientos con sal presentaron mas
superficie fotosintética.

Atendiendo a la germinacion, se considera que es un proceso clave para que se
establezca bien una planta. En las haléfitas puede considerarse todavia una fase mas
sensible, pues aun necesitando o siendo tolerantes a la sal de adultas, en la germinacion
la gran mayoria de especies suelen ser sensibles a dicho factor (Mohammad y Sen, 1990).
En este sentido, las bacterias utilizadas vuelven a jugar un papel fundamental cuando la
planta estd expuesta a un factor estresante como es el NaCl en el momento de la
germinacion. Son varios los aspectos a destacar de las bacterias en esta fase, siendo el
mas importante que la presencia de las cepas Hv16 y RTE9 permitiera obtener porcentajes
de germinacion similares a los obtenidos cuando no hay estrés salino. Ademas, en
presencia de sal la cepa RTE9 destaca en otro aspecto y es que en la cinética de
geminacion (Figura 25B) se dio una aceleracion (la pendiente de su curva es mas
pronunciada). Dicho proceso indica que, a un momento determinado de tiempo, siempre
hubo maés semillas germinadas si estaban inoculadas con RTE9. Desde un punto de vista
ecoldgico se reclutan mas individuos en menos tiempo, lo cual es una ventaja frente a
posibles factores que pongan en compromiso la aparicion de nuevos individuos de A.
macrostachyum (oscilaciones en la inundacidn, la temperatura, la salinidad, etc.). Con
respecto al porcentaje final de germinacion, en este trabajo se han obtenido valores
similares a los de Navarro-Torre et al. (2017), quienes inocularon semillas de A.
macrostachyum con bacterias endofitas de la misma planta y las germinaron a 0’9 % de
NaCl, aunque en su caso no obtuvieron la aceleracion en el reclutamiento que se ha

descrito en este trabajo. La explicacion a esta mejora en la germinacion puede atribuirse

Barcia-Piedras, J. M. 141



Capitulo III Tesis Doctoral

a la presencia de AIA producido por las bacterias. Esta hormona influye sobre algunas
enzimas como la ai-amilasa que facilitan la asimilacion del almidon, y esto a su vez induce
una germinacion temprana incluso en situaciones de estrés (Din ef al., 2019).

Otro aspecto a destacar en el ensayo de germinacion es el biocontrol de los hongos,
ya que, aun desinfectando la semilla superficialmente, hay hongos asociados a la zona
mas profunda de la testa dificiles de erradicar. En este sentido, la cepa Hv16 ha
demostrado controlar la proliferacion de los hongos in vitro y en presencia de sal. Esta
especie no se habia descrito como biocontroladora, aunque otras especies de su género
(Kocuria rosea) se han descrito como tales en tubérculos de patata (Michaud et al., 2002).

Por ultimo, se determind que los esquejes de A. macrostachyum tienen la
capacidad de enraizar, proceso que no se habia descrito hasta ahora. El enraizamiento de
estaquillas es un proceso a tener en cuenta, pues permitiria su multiplicacion asexual,
acelerandose la produccion de la planta, ya que la obtencion de las mismas a partir de
semillas es un proceso bastante mas lento. Ademas, se ha podido constatar cémo el uso
de las bacterias mejora el enraizamiento de estas estaquillas, reflejandose tanto en la
mayor cantidad de raices producidas, como en la mayor longitud alcanzada. De hecho,
otros autores han descrito resultados positivos que concuerdan con lo obtenido en este
trabajo respecto al estaquillado auxiliado mediante cepas bacterianas productoras de AIA
a nivel de invernadero. Asi, Montero-Calasanz et al. (2013) lo describieron para Olea
europaea o Zenginbal y Demir (2018) para dos especies del género Morus. Ademas,
gracias a que se ha realizado un andlisis del intercambio gaseoso, se podria relacionar la
inoculacién de bacterias productoras de auxinas con que una gran parte del flujo de CO2
fijado por 4. macrostachyum (mayor valor de A en todos los tratamientos inoculados) se

orientase a la produccion de raices y no a la produccion de parte aérea.
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IV.1. Objetivos

Los objetivos de este capitulo fueron: (1) conocer si la interaccion entre A.
macrostachyum y la bacteria depende de la fase del ciclo bioldgico en el que se encuentra
la planta cuando se produce la inoculacion (semilla o plantula); y (2) determinar si la
presencia de una concentracion suboptima de sal influye en dicha interaccion, puesto que
en el capitulo anterior no se observo efecto de los inoculantes cuando en el medio habia
una concentracion de sal de 171 mM. Para ello, se utiliz6 la cepa bacteriana OR133
(Pseudomonas lurida) en interaccion con A. macrostachyum en concentraciones de 0 y

86 mM de cloruro sodico.

IV.2. Materiales y Métodos
IV.2.1. Microorganismos

La cepa bacteriana OR133 que se utiliz6 en este trabajo se aislo de la rizosfera de
una planta no determinada de la marisma del rio Odiel (37° 9' 3.6" N - 6° 53' 56.2" O).
La secuenciacion del ARN 16S permiti6 clasificarla como Pseudomonas lurida. Esta cepa
se ha caracterizado como PGPR, determinandose que produce una pequena cantidad de
auxinas, solubiliza fosfatos, produce sideréforos y en especial presenta la actividad ACC
desaminasa. En cuanto a actividades relacionadas con biocontrol, posee actividades lipasa
y proteasa e inhibe el crecimiento de algunos hongos y bacterias patdgenos. La
multiplicacion de la bacteria OR133 y su resuspension para la inoculacion se realizé como

se describe en el apartado I1.2.1. del Capitulo II.

IV.2.2. Material vegetal

En este trabajo se utilizaron semillas de A. macrostachyum (Moric.) C. Koch
recolectadas en la marisma del rio Piedras, SO de la Peninsula Ibérica (37° 13.7' 7" N -
7° 11' 7.2" O) en septiembre de 2016. Una vez recolectadas las semillas fueron

conservadas a 5 °C hasta su uso.
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IV.2.3.Ensayo 1: efectos en la germinacion de A. macrostachyum de la cepa OR133

y la sal
IV.2.3.1. Material vegetal e inoculacion

La desinfeccion, inoculacion y germinacion de las semillas de 4. macrostachyum
se describen en el Capitulo III (apartados I11.2.2. y I11.2.3.1.). Se realizaron cinco réplicas
por tratamiento (50 semillas) y, al igual que en el Capitulo III, se anotd el nimero de

colonias de hongos que aparecieron en cada placa (n = 5).

IV.2.4.Ensayo 2: influencia del momento de la inoculacion, la cepa bacteriana

OR133 y la sal sobre A. macrostachyum
IV.2.4.1. Crecimiento vegetal e inoculacion

Los tratamientos utilizados en este ensayo son ocho. Cuatro de ellos son plantas
procedentes del ensayo 1, a los que a partir de ahora se les denominard “tratamientos
semillas” (Tabla 19). Para los otros cuatro tratamientos, se utilizaron semillas germinadas
en las mismas condiciones, pero sin inocular. Estos se conoceran como “tratamientos
plantulas” (Tabla 19).

Todas las plantas (inoculadas y no inoculadas) se pasaron a macetas con un
sustrato inerte de perlita-vermiculita 2:1 (v/v) que se colocaron en el invernadero del
CITIUS de la Universidad de Sevilla (37°21'32.6" N - 5° 59' 13.4" O) en las condiciones
ya descritas en el Capitulo III (apartado I11.2.5.1.). Las macetas se repartieron en bandejas
que contenian solucion Hoagland al 20 % (Hoagland y Arnon, 1950); soluciéon que se
renovo cada quince dias durante todo el ensayo.

Transcurrido un mes desde el trasplante, a los tratamientos con sal se les adicion6
¢ésta hasta alcanzar una concentracion de 86 mM y los “tratamientos plantulas™ se
inocularon como se describe en el Capitulo III, (apartado I11.2.3.1.). El ensayo se mantuvo
en estas condiciones tres meses. Durante el primer mes se realizé un recuerdo semanal de
la inoculacion, mientras que en los dos siguientes meses el recordatorio fue mensual. En

la Tabla 19 se resumen los ocho tratamientos configurados en este ensayo:
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Tabla 19. Configuracion de los tratamientos utilizados en el ensayo para conocer la influencia del inicio

de la inoculacion, la cepa bacteriana OR133 y la sal sobre plantas de 4. macrostachyum.

Tratamiento Inicio inoculacion  [NaCl] (mM) Inoculacion
No-inoculada Semilla 0 No
0mM OR133 Semilla 0 Si
Semilla No-inoculada Semilla 86 No
86mM " ori33 Semilla 86 i
No-inoculada Plantula 0 No
OmM = oR133 Pléntula 0 si
Plantula No-inoculada Plantula 86 No
8omM  GRi33 Plantula 86 Si

Al final del experimento, ademas de las medidas descritas en el Capitulo III
(apartado 111.2.3.2.1.), se determind el potencial osmotico (Wo) de las ramas primarias (n
= 10), utilizando una técnica psicrométrica mediante un osmometro de presion de vapor

5600 Vapro (Wescor®, USA).

IV.2.4.2. Intercambio de gases

Antes de cosechar las plantas, en el apice de la rama principal de 6 plantas de cada
uno de los tratamientos se midio el intercambio de gases mediante un analizador de gases

por infrarrojo (LI-6400XT, LI-COR®, USA) (Capitulo III, apartado 111.2.5.3.).

1V.2.4.3. Pigmentos

Antes del cosechado de las plantas, se tomaron muestras de ramas al azar (n = 6)
y se congelaron en nitrogeno liquido para mas tarde liofilizarlas durante 72 h en
oscuridad, para evitar la fotodegradacion de los pigmentos (Duarte et al., 2015). Luego,
las muestras se homogeneizaron en 5 ml de acetona pura. La extraccion de los pigmentos
se produce durante las siguientes 24 h en oscuridad a -20 °C. A continuacion, las muestras
se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos. Se realizaron lecturas del sobrenadante
en un espectrofotometro de doble haz (Hitachi®, Japén) de 1 nm en 1 nm entre los 350 a
750 nm de longitud de onda. La curva de absorbancia obtenida se us6d para la
cuantificacion de pigmentos gracias a una biblioteca de adaptacién de espectros de la

curva de Gauss utilizando el programa informatico SigmaPlot® (Kiipper et al., 2007).
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IV.2.5. Estadistica

Los valores corresponden a la media + error estindar (E. E.). Debido a que el
factor “momento de la inoculacidon” tuvo un efecto muy potente sobre A. macrostachyum,
enmascar6 los efectos de los otros dos factores (sal e inoculacion) sobre las variables
analizadas, por ello se analizaron de forma independiente las muestras del tratamiento
“semilla” y “plantula”. Se testd la normalidad con la prueba de Kolmogorov-Smirnov y
para comprobar la homocedasticidad el test de Brown-Forsythe. Para detectar si existio
interaccion entre los factores sal e inoculacion sobre las diferentes variables medidas se
utilizé el modelo lineal general (LGM; p < 0.05). Por ultimo, con el fin de concretar las
diferencias significativas se realiz6 el analisis post-hoc del Chi Cuadrado de Wald (p <

0.05).
IV.3. Resultados

IV.3.1.Ensayo 1: efectos en la germinacion de A. macrostachyum de la cepa OR133

y la sal

La cinética de germinacion de las semillas de A. macrostachyum sin inocular e
inoculadas con la cepa OR133, en presencia y ausencia de sal se muestra en la Figura 27.
Cabe destacar que el tratamiento con sal e inoculado, aceler6 el reclutamiento de plantulas
a partir del noveno dia. Esto permitié que, el nimero de germinaciones totales en dicho
tratamiento fuese casi un 20 % superior al mismo tratamiento sin inocular, alcanzando
valores idénticos a los obtenidos en los tratamientos sin sal (Figura 27 y Tabla 20).
Respecto al resto de parametros, podemos observar que la sal produce un retraso en la

germinacion.
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Figura 27. Porcentaje acumulado de germinacion de 4. macrostachyum crecidas a 0y 171 mM NaCl, con
y sin inocular con la cepa bacteriana OR133, a lo largo de 14 dias. Los valores corresponden a la media +

E.E. (n=4).
Tabla 20. Parametros de la germinacion de 4. macrostachyum crecidas a 0 y 171 mM NaCl, con y sin
inocular con la cepa bacteriana OR133, después de 30 dias. Los valores corresponden a la media + E.E. (n

= 4). Las letras indican que los valores medios son significativamente diferentes entre si (prueba de Wald;
p <0.05).

Caracteristicas de la germinacion de A. machrostachyum 0 mM NaCl

Porcentaje Primera Ultima
MTG
final germinacion germinacion @
Tratamiento (%) (d) (d)
No inoculada  86.6 +4.9* 5+£1% 11+1* 72+0.6%
OR133 92.5+3.2¢ 4+0° 13£1% 7.1+0.2°2

Caracteristicas de la germinacion de A. machrostachyum 171 mM

No inoculada  64.3+£9.0° 6L£1° 14+0° 9.6+£04°
OR133 83.8+24*2 6+10b 13+£1%2 94+02°

Ademés, al observar las colonias de hongos que se formaban en las placas, se
detectd que éstos parecen crecer mejor con la sal. Pero que, en ambos casos (con y sin
sal), la bacteria tenia la capacidad de controlar el nimero de colonias que se generaban
(Figura 28).
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Figura 28. Cuantificacion de unidades formadoras de colonias en la germinaciéon plantulas de A.
macrostachyum crecidas a 0y 171 mM NaCl, con y sin inocular con la cepa bacteriana OR133, después de
30 dias. Los valores corresponden a la media + E.E. (n = 4). Las letras indican que los valores de las medias

son significativamente diferentes tras analizar la varianza (prueba de Wald; p < 0.05).

IV.3.2.Ensayo 2: influencia del momento de la inoculacion, la cepa bacteriana

OR133 y la sal sobre A. macrostachyum

IV.3.2.1. Crecimiento vegetal

Centrandonos en los datos de biomasa, hubo patrones diferentes segun el
momento de la inoculacion. Asi, cuando A. macrostachyum se inoculd a nivel de semilla
existid una interaccion entre los factores sal e inoculo, de manera que llegd a ser el
tratamiento de mayor peso de ramas y raices (Wald; p < 0.05) (Tabla 21). Sin embargo,
cuando se inocul6 a nivel de plantula, s6lo el factor sal produjo un aumento en la biomasa.
Respecto al resto de variables no se dio una interaccion entre ambos factores.

En el contenido hidrico tanto en los tratamientos “semillas” como en los
“plantulas” se dio la misma tendencia. De manera que en presencia 86 mM NaCl no hay
diferencias, pero sin sal el in6culo tiende a mejorar el CHR de A. macrostachyum (Tabla
21).

Para la biometria, en los tratamientos “semillas” la bacteria tuvo diferentes efectos

positivos. Asi, en la longitud de la rama principal al haber sal, el tratamiento inoculado
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con OR133 fue el mas largo de todos. Fijandonos en el didmetro de la rama principal, en
ausencia de sal el tratamiento inoculado gan6 en grosor respecto al no inoculado. Por
ultimo, la raiz alcanzo una longitud mayor cuando se inoculd A. macrostachyum,
independientemente de la sal. Sin embargo, en los tratamientos “plantula” o no hay
diferencias, como pasa con la longitud de la rama principal; o es la sal el factor que hace
que aumenten de diametro la rama principal y la longitud de las raices de A.
macrostachyum (Tabla 21).

Atendiendo al potencial osmético, sin sal en el medio no hubo ningtin efecto de la
bacteria. Pero a 86 mM NaCl, de nuevo en los tratamientos “semilla” se dio una
interaccion entre los factores sal e inoculacion (Wald; p < 0.05). En esta interaccion, el
tratamiento inoculado con sal present6 un potencial osmoético mayor que el tratamiento
no inoculado, A su vez, en los tratamientos “plantula”, solo el factor sal fue significativo

(Wald; p <0.05) con un efecto inverso al descrito para los tratamientos “semilla” (Figura

29).

-4 -4

Potencial osmético (MPa)
b
X

(edN) o2130WsSO [elduajod

-5 4 1T [ no inoculado -5

a s OR133

-6 T T . : T -6
0 mM 86 mM 0 mM 86 mM

Semilla Plantula

Figura 29. Potencial osmotico (o) de semillas y plantulas de A. macrostachyum crecidas a 0 y 86 mM
NaCl, con y sin inocular con la cepa bacteriana OR133, después de 90 dias. Los valores corresponden a la
media + E.E. (n = 6). Las letras indican que los valores medios son significativamente diferentes entre si

(prueba de Wald; p < 0.05). Los tratamientos semilla y plantula estan analizados de forma independiente.
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Tabla 21. Biomasa y biometria, de las ramas y la raiz, de 4. macrostachyum crecidas a 0 y 86 mM NaCl, con y sin inocular con la cepa bacteriana OR133,

después de 90 dias. Los valores corresponden a la media + E.E (n = 10). Los valores corresponden a la media + E.E. (n = 6). Las letras indican que los

valores medios son significativamente diferentes entre si (prueba de Wald; p < 0.053).

Peso seco rama CHR Peso secoraiz  Longitud rama principal ~Didmetro rama principal ~ Longitud raiz
(€9) (%) (2 (mm) (mm) (cm)
Tratamiento Inoculacion: semilla
0 mM No-inoculada  0.479 £0.080° 753 +4.7°¢ (.084 £ 0.014° 209+ 1.8° 1.68 £ 0.07° 17.3+£1.5°
ORI133 0.538+£0.064° 81.9+1.5® 0.105=+0.010° 22.5+1.9% 1.91 +£0.08° 262+ 1.72
%6 mM No-inoculada  1.597 +0.220° 80.4 £2.4® (.255+0.033° 259+1.4° 2.51+0.05* 19.6 £ 1.7°
OR133 2.739+0.204* 87.4+28* 0.438+0.038" 31.6 £ 1.6° 2.65 +0.09* 26.1 +1.6*
Inoculacion: plantula
No-inoculada  0.505 +0.059® 58.6+6.8° 0.113+£0.012° 27.0+1.7 1.66 +0.09° 19.4+£1.2°
0 mM OR133  0.562+0.057° 70.1+£2.0° 0.129+0.014° 26.9+1.9 1.94 +0.09° 19.6 £1.5°
No-inoculada  1.536 £0.149* 822+3.7*  0.397 +0.050° 28.0£1.3 244 +£0.122 252+ 1.7°
somM OR133 1.971+0.246* 813+1.8* 0.462+0.084° 31.1£1.6 241+£0.132 23.9+1.1°

Capitulo IV
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1V.3.2.2. Intercambio de gases

Respecto al intercambio de gases, no se detecto interaccion entre los factores sal
e inoculo (LGM; p < 0.05). Lo mas destacable fue que en ausencia de sal no hubo
diferencias significativas para ninguna variable, independientemente del momento de la
inoculacion. Sin embargo, si hubo diferencias en la tasa de fijacion de CO:2 en los
tratamientos inoculados; pero en este caso la respuesta fue inversa seglin cuando se realizd

la primera inoculacion (Tabla 22).

Tabla 22. Tasas fotosintética neta (A) y de conductancia estomatica (gs), concentracion intercelular de CO,
(Ci) y eficiencia intrinseca en el uso del agua (WUE) de 4. macrostachyum crecidas a 0 y 86 mM NaCl,
con y sin inocular con la cepa bacteriana OR133, después de 90 dias. Los valores corresponden a la media
+ E.E. (n = 6). Las letras indican que los valores medios son significativamente diferentes entre si (prueba

de Wald; p <0.05). Los tratamientos semilla y plantula estan analizados de forma independiente.

A g Ci iWUE
(umol m?s')  (mmol m?s™) (umol mol ™) (umol mol™)
Tratamiento Inoculacion: semilla
0 mM No-inoculada 6.3 +0.5? 115+ 92 296 + 72 55+ 9b
m
OR133 6.8 +0.5% 106 £+ 102 276 £ 72 67 £ 10°
No-inoculada 42+0.6° 39+ 7b 207 + 8b 112+ 11°
86 mM
OR133 5.6+0.5% 58+ 10° 218+ 7° 103 £ 102
Inoculacién: plantula
0 M No-inoculada 7.4+ 0.6° 71+ 11° 234 + 9be 126 + 102
m
OR133 6.9 £0.6° 67+ 11° 218 £ &°¢ 105 + 112>
No-inoculada 10.2 £0.52 151 £ 10?2 273 £ 72 69 + 10°
86 mM
OR133 7.1+0.5° 77 £ 10° 237+ 7° 92 + 10
1V.3.2.3. Pigmentos

En los pigmentos fotosintéticos no se detectaron patrones destacables, salvo en las
clorofilas a y b donde encontramos un patrén similar a lo que ocurria en los pardmetros
fotosintéticos en los tratamientos “semillas”. Asi, observamos que la presencia de sal hizo
disminuir los valores, aunque este descenso se atenu6 en los tratamientos inoculados con
OR133. Sin embargo, en los “tratamientos plantulas” el patrén fue inverso. Esto es, el
valor mas alto lo alcanza el tratamiento sin sal y no inoculado, no existiendo diferencias
significativas entre el resto de los tratamientos. Por otra parte, para el resto de los

pigmentos no se observaron tendencias destacables (Tabla 23).
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Tabla 23. Concentraciones de pigmentos fotosintéticos (ug / g) de A. macrostachyum crecidas a 0 y 86 mM NacCl, con y sin inocular con la cepa bacteriana
OR133, después de 90 dias. Los valores corresponden a la media + E.E. (n = 6). Las letras indican que los valores medios son significativamente diferentes

entre si (prueba de Wald; p < 0.05). Los tratamientos semilla y plantula estan analizados de forma independiente.

Inoculacién: semilla

Tratamiento Clorofilaa Clorofilab  Feofitinaa Feofitinab Anteraxantina  [-carotenos Luteina Zeaxantina
No inoculada 227 + 372 161 +£26* 200+ 33° 1.5£04 29.4+4.5 11.7+1.5° 26.5+4.0 12.4 + 1.6

0mM ORI133 221 +40° 138+19° 161 +16® 3.8+09 204 +6.2 11.1+£1.5° 21.5+3.1 11.7+1.5
No inoculada 91 + 15° 66+ 7° 122 +13° 27+0.7 <L.R. 6.4+0.6° 141+24 6.7+1.9°

somM ORI33  114+5° 74 +5° 133+ 6° 29+1.7 <L.R. 7.7+0.6° 16.5+1.4 82+1.9°

Inoculacion: plantula

No inoculada 290 + 25° 186 + 22 191 £ 5 10.0 2.0 43.0+6.5% 12.7 £ 1.4 32.6 £4.5° 143+1.7°

0 mM
OR133 177 +20° 128 +13° 159 £ 18 51+1.5 17.2+520 159 +3.3? 35.1+4.0° 244 +532

No inoculada 200 =+ 10° 87 +12° 75+ 5° <L.R. 7.9+£2.0° 8.6 £0.6° 20.6 +4.0° 9.2 £0.7%

86 mM
OR133 167 +30° 107 + 12b¢ 113 +15° 9.6+34 20.2 +£4.7° 29+0.9¢ 26.3 +£9.0% 3.0+£0.9¢

Capitulo IV
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IV.4. Discusion

Un amplio porcentaje de las especies de marisma, a pesar de ser la mayoria
halofitas, tiene condicionada la germinacion por la salinidad (Shumway y Bertness, 1992;
Wabhid et al., 1999). A. macrostachyum es una de estas especies (Vicente et al., 2007) de
forma que, aumentos en la salinidad van afectando a su germinacion (Khan et al., 2006)
hasta inhibirla completamente a partir del 3-4 % NaCl (Rubio-Casal et al., 2003; Vicente
et al., 2009). Sus semillas, a alta concentracion de sal, entran en un estado de dormancia,
estado en el que permanecen hasta que el medio recupera unas condiciones idoneas para
la germinacion (Pujol et al., 2000). Esto se debe, basicamente, a que el potencial osmotico
del suelo imposibilita una correcta hidratacion de la semilla (Pujol et al., 2000). En
nuestro caso, el retraso en la imbibicion de la semilla se detect6 en la primera semana en
los dos tratamientos salinos, coincidiendo con lo descrito por Rubio-Casal et al. (2003) y
por Vicente et al. (2009). Sin embargo, al igual que en el Capitulo III, la presencia de la
bacteria permitié que el tratamiento con sal comenzase a germinar mas rapido. Con
relacion a este hecho, se ha constatado que la presencia de bacterias con propiedades PGP
facilita la germinacion de las semillas frente al estrés salino. Nuestros datos vendrian a
corroborar los obtenidos por Din et al. (2019) quienes demostraron que cepas de Bacillus
poseedoras de la enzima ACC desaminasa facilitaban la germinacion de semillas de trigo,
al ser capaces de degradar el ACC (precursor del etileno) producido en respuesta a dicho
estrés. Asimismo, esta mejora en la germinacién podria ser debida a la capacidad
proteolitica de la cepa OR133 (actividad lipasa y proteasa), pues debilitaria la cubierta de
la semilla facilitando la entrada del agua, acelerando asi su germinacién en un medio
salino, hecho ya descrito previamente (Navarro-Torre ef al., 2017).

Atendiendo al bajo nimero de hongos que aparecen en las placas de germinacioén
en los tratamientos inoculados con la cepa OR133 de P. lurida, cabe resaltar que los datos
obtenidos concuerdan con los descritos por Abanda-Nkpwatt et al. (2006), en los que una
cepa de P. lurida fue capaz de controlar in vitro el crecimiento de hongos patogenos. Esto
podria deberse, de igual modo, a la capacidad proteolitica que presenta la bacteria.
Ademas, en esta Tesis por primera vez, se describe la capacidad de P. [urida para
controlar el nimero de colonias de hongos en un medio salino.

Respecto al efecto que tuvieron la inoculacion y la sal sobre la cantidad de
biomasa producida, tanto aérea como subterranea, cabe destacar que, al igual que en el

Capitulo III, las mayores biomasas se produjeron en presencia de sal. Sin embargo, en
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este ensayo el efecto del indculo fue inverso al del capitulo anterior; esto es, su efecto fue
notable cuando A. macrostachyum crecié a 86 mM NaCl. Ademas, hay que indicar que
el momento de la inoculacion influy6, pues se dio un efecto potenciador entre la cepa y
la sal cuando lo inoculado fueron las semillas. Estos datos contrastan con los obtenidos
por Navarro-Torre et al. (2017) quienes encontraron que la interaccion de bacterias
endofitas con la planta solo se daba en situaciones de alto estrés salino (1040 mM), no
observando resultados a concentraciones de sal menores (0 y 510 mM).

Este efecto potenciador de la bacteria y la sal en inoculaciones mas tempranas
(semilla) puede ser el resultado de diferentes hechos. Por un lado, la colonizacién
bacteriana de la raiz es un proceso fundamental en la interaccion planta-microorganismo
(Lugtenberg y Kamilova, 2009). Y es obvio que, al inocular la semilla, la colonizacion se
facilita frente a la inoculacion de una planta con un sistema radical desarrollado. Ademas,
P. lurida podria tener un caracter endofito (Mora-Ruiz et al. 2016) lo que igualmente,
otorgaria beneficios a la planta. Asi, una inoculacion mas temprana adelantaria la
colonizacién endofitica de la misma, permitiendo a la bacteria ejercer su funciéon
promotora durante un periodo de tiempo mas extenso. Por otro lado, a parte de la
colonizacién de la raiz y de las propiedades PGP descritas para esta cepa (AIA,
solubilizacion de fosfatos y ACC desaminasa), pudiera ser que la bacteria aumentase la
disponibilidad del sodio para la planta, factor vital para una planta haléfita estricta como
A. macrostachyum, bien por su propio metabolismo (modificando el pH de la rizosfera)
o bien mediante la excrecidon de quelantes.

Igualmente, en los tratamientos “semilla” el incremento en biomasa podria estar
relacionado con la biometria de la planta. Para explicar este hecho habria que tener en
cuenta la superficie fotosintética de cada tratamiento. Asi, vemos que todos los
tratamientos con sal presentaron didmetros mayores en sus ramas. Esto, unido al hecho
de que el tratamiento inoculado desde semilla y con sal presentase la mayor longitud, le
otorgaron a este tratamiento una ventaja para fijar mas CO2, al poseer una mayor
superficie fotosintética, que pudo destinar a crecer (Redondo-Gomez et al., 2010).

Un altimo aspecto sobre la biometria de las plantas se observo en la longitud de
las raices. Asi, en los tratamientos “semilla” las raices fueron madas largas en los
tratamientos inoculados, mientras que en los tratamientos “plantulas™ las raices fueron
moldeadas por la presencia de la sal. Es decir, el desarrollo de la raiz de A. macrostachyum

estuvo condicionado por el primer factor al que estuvo expuesta la planta; esta idea de
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plasticidad en la raiz a causa de factores post-embrionarios ya fue descrita por Miiller y
Schmidt (2004) en una planta modelo como es Arabidopsis.

A. macrostachyum es una halofita obligada, con lo cual en un tratamiento sin sal
0 con una concentracion baja de la misma, se puede considerar que la planta se encuentra
en un estado estresado o suboptimo, respectivamente, lo que explicaria las diferencias
observadas en el contenido hidrico en estos tratamientos (Tabla 21). Sin embargo, la
presencia de la cepa OR133 ayud¢ a disminuir dicho déficit hidrico, probablemente por
la presencia de la enzima ACC desaminasa. Como se menciond anteriormente, esta
enzima utiliza el ACC como sustrato, con lo que la planta produce menos etileno, no
percibe la situacion estresante y, por tanto, no desarrolla los sintomas propios de la
situacion (Morgan y Drew, 1997; Mayak et al., 2004a; 2004b; Saikia et al., 2018; Salem
etal., 2018).

Respecto al intercambio de gases y la concentracion de pigmentos, no se observo
un efecto claro de la bacteria sobre estas variables. Un patron preciso fue que el inoculante
no alterase la fotosintesis de A. macrostachyum en ausencia de sal, corroborando lo ya
descrito por Navarro-Torre et al. (2017). La diferencia observada en los datos de A.
macrostachyum inoculado desde semilla respecto a los resultados obtenidos en el
Capitulo III en el que algunos inoculantes mejoraron la fotosintesis a 0 mM de sal, podria
deberse a que las propiedades PGP de cada cepa actiian de diferente modo sobre A.
macrostachyum. Por otro lado, las tendencias opuestas observadas en la variable A
dependiendo del momento de la primera inoculacion, es posible que se deban més a otros
factores ambientales de mayor calado sobre la fotosintesis (por ejemplo, la temperatura)
que al propio in6culo.

En conclusion, la cepa OR133 podria ser propuesta como inoculante para A.
macrostachyum, tanto por sus caracteristicas de biocontrol como de promocion de

crecimiento, al igual que la cepa de P. lurida descrita por Siunova et al. (2017).
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V.1. Objetivos

Los objetivos de este capitulo de la Tesis fueron dos: (1) demostrar que la
fitodesalinizacion realizada por A. macrostachyum en suelos agricolas mejora con la
aplicacion de un consorcio bacteriano y (2) comprobar la viabilidad del suelo

fitodesalinizado para el cultivo de leguminosas.

V.2.Materiales y Métodos
V.2.1. Microorganismos

Para la inoculacion de A. macrostachyum se utilizd6 un consorcio bacteriano
formado por las cepas productoras de auxinas, Hv16 y RTE9. Estas cepas fueron
seleccionadas para formar el consorcio en base a los resultados obtenidos en el capitulo
ITI. Antes de realizar el consorcio, se llevo a cabo un estudio de compatibilidad entre
ambas cepas. Para ello, se utiliz6 una colonia aislada de cada cepa para inocular, de forma
conjunta, un matraz con 50 ml de CN, que se mantuvo durante 48 h en agitacion a 28 °C.
Después de ese periodo de incubacion, se confirm6 la presencia de ambas bacterias
mediante siembra en superficie de diluciones seriadas en placas de CN solidificado con
16 g 1! de agar (Bacto Agar de BD®, Espaiia); confirmando asi que el nimero de colonias
de cada cepa era similar (aprox. 10® células ml'). Para inocular las plantas de A.
macrostachyum con tres meses de edad, se utilizé 1.5 ml de una suspension bacteriana
que contenia 10® células ml!' de cada cepa, previamente crecida de forma individual y
comprobada su produccion de auxinas.

Con el objeto de elegir el simbionte adecuado para las plantas de judia y alfalfa
que se iban a usar en el ensayo de recuperacion de suelos salinos, se realizo un ensayo
previo. Para ello, se inocul6 cada leguminosa con 3 cepas diferentes de su simbionte, a
tres concentraciones de sal (0, 50 y 300 mM). Se mantuvieron durante 6 semanas en
condiciones controladas y se selecciond aquella cepa bacteriana que permitié6 un mejor
crecimiento de las plantas, tanto en ausencia de sal como a 50 mM (datos no mostrados).
Asi, para inocular Phaseolus vulgaris se utilizé la cepa ISP42 de Rhizobium etli y para
inocular Medicago sativa se us6 la cepa ORTI11 de Ensifer meliloti. Los rizobios
crecieron en medio YM (Behringer, 1974), incubandose en agitacion a 180 rpm y a una

temperatura de 28 °C, durante 3 dias.
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V.2.2. Material vegetal

Las semillas de A. macrostachyum fueron recolectadas de plantas naturales de las
marismas de Odiel, Huelva (37° 13' 22.2" N - 6° 57' 46.0" O) en septiembre de 2016, y
se conservaron a 5 °C hasta su utilizacion. Las semillas se desinfectaron (1' en hipoclorito
de sodio al 10 % seguido de 7 lavados con agua destilada) y se dispusieron en placas de
petri con agar-agua (1 %) que se colocaron en un germinador (dispositivo cientifico ASL®
M-92004, Espafia) con un régimen de 10 horas de luz (400-700 nm, 35 umol m s') a 20
°C; y 14 h de oscuridad a 5 °C durante 21 dias (Redondo-Goémez et al., 2010).
Posteriormente, las plantulas se colocaron en semilleros rellenos de perlita, que se
pusieron en bandejas (5 x 39 x 53 cm) y se regaron con 3 I de solucién de Hoagland al 20
% (Hoagland y Arnon, 1950). Se marc6 en las bandejas el nivel al que 1llego la solucion
y este se mantuvo durante tres meses (hasta el inicio del ensayo), reponiendo la solucion
necesaria hasta alcanzar dicho nivel. Las soluciones completas se reemplazaron cada dos
semanas.

Las semillas de judia (Phaseolus vulgaris, variedad Negro Jamapa) y alfalfa
(Medicago sativa, variedad Aragon) proceden de la coleccion de semillas del Dr.
Francisco Temprano-Vera del centro IFAPA Las Torres (Alcala del Rio, Sevilla, Espafia).
La desinfeccion de la judia se realizo con un lavado con etanol 96 % durante 30", seguido
de otro lavado con hipoclorito de sodio al 10 % durante 7'y ocho lavados con H204 estéril.
Para la alfalfa se realiz6 de igual manera salvo el lavado con hipoclorito de sodio, que fue
al 6 % durante 15'. Posteriormente, las semillas se pregerminaron en placas de agar-agua

(1 %) durante 24-48 h (previas de la siembra) a 28 °C y en un régimen de oscuridad total.

V.2.3. Ensayo 1: Fitodesalizacion
V.2.3.1. Suelo

Para este ensayo se recolect6 un suelo de las marismas del Lebrija (36° 54' 25.1"
N -6°10'30.6" O) en mayo de 2016. Es un suelo franco arcilloso salino, caracterizado
por un pH de 7.9 y una CE de 5.51 dS m™. Los ensayos se realizaron en bandejas no
perforadas, rellenas con una mezcla de 2.6 kg de suelo al que se le anadid 1 kg de arena
silice (para evitar la compactacion del sustrato).

Se establecieron tres tratamientos de suelo diferentes (n = 6): suelo salino (S) y
dos suelos salinos cultivados con A. macrostachyum, uno inoculado (F+) y otro sin

inocular (F-). Cada réplica consistid en una bandeja (5 x 30 x 45 cm) llena con la mezcla
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de suelo descrita previamente, en condiciones de no lixiviacion. Para los tratamientos F+
y F-, se sembraron, de forma equidistante, seis plantas de 4. macrostachyum por bandeja.
El ensayo se realizé en un invernadero de la Universidad de Sevilla (37° 21' 41.9" N - 5°
59' 15.9" O) con temperatura controlada, que oscilaba entre 21-25 °C, 40-60 % de
humedad relativa y luz natural durante 67 dias. El riego semanal de los suelos fue de 1200
ml de agua destilada uniformemente repartidos. Al final del experimento, los tres suelos

resultantes de los tratamientos (S, F- y F+) se utilizaron para el ensayo 2.

V.2.3.2. Conductividad eléctrica

El andlisis de la conductividad eléctrica (EC) se llevo a cabo de forma continua,
colocéndose en tres bandejas por tratamiento una sonda especifica TEROS11 (Decagon®,
USA), que registraba la CE cada 30 min, almacenando los datos en un DataLogger Em50
(Decagon®, USA).

V.2.3.3. Velocidad de fitodesalizacion

De acuerdo con Rabhi et al. (2015), se calcul6 la tasa de fitodesalizacion (Ren)

como la cantidad de Na* extraida por unidad de area y tiempo:
(1) Rer=AQ Na*/ At (kg Na ha'! dia™!)

donde AQNa = la diferencia entre las concentraciones de Na" al principio y al final del
experimento; y At, el nimero de dias del experimento.

La cantidad de sodio se estimo¢ a partir de la CE (Rhoades y Corwin, 1981):
(2) QNa" = CE * 640/ 1000 (g Na")

donde QNa" es la concentracion de sodio soluble en el suelo; y CE la conductancia

eléctrica del suelo en mS m™..

V.2.3.4. Crecimiento de A. macrostachyum

Se cosecharon diez plantas de los tratamientos F- y F+ al principio y al final del
experimento y se separaron en raices y ramas. Tras medir el peso fresco, se cuantifico el
peso turgente de las ramas al igual que en el Capitulo III (apartado I11.2.5.2.). Luego, el

material vegetal se secd a 60 °C durante 48 h para obtener el peso seco.
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La tasa de crecimiento relativo (RGR) de las plantas completas se calculd

mediante la férmula;
B)RGR=(InBf-InBi)*D ! (gg'dia™)

donde Bf = masa seca final de diez plantas, Bi = masa seca inicial y D = duracion del
experimento en dias.

El contenido hidrico relativo de las ramas (CHR) se calculé como:
(4) CHR = (FW - DW) * (TG - DW)™! * 100
donde FW, TG y DW son los pesos fresco, turgente y seco de las ramas, respectivamente.

V.2.3.5. Intercambio de gases de A. macrostachyum

Se realizaron las mediciones y calculos como se describieron en el Capitulo 11

(apartado 111.2.3.2.2.).
V.2.4. Ensayo 2: calidad del suelo fitodesalinizado

V.2.4.1. Germinacion de las leguminosas

Una vez cosechadas las plantas de A. macrostachyum, en cada bandeja se
sembraron de forma equidistante y a 1.5 cm de profundidad, 6 semillas pregerminadas de
judia y 9 de alfalfa por bandeja (n = 6). Una vez colocadas las semillas se inocularon con
1 ml de la cepa adecuada (apartado V.2.1) y se cubrieron con una envoltura de film
transparente para mantener una humedad constante. La emergencia se registrd
diariamente a lo largo de 30 dias. Durante todo el ensayo se mantuvo el riego semanal de
1.2 1 con agua destilada.

Se determinaron tres caracteristicas de emergencia: el porcentaje de emergencia
final, el nimero de dias hasta la primera emergencia y el tiempo medio de emergencia

(MTE), que se calcul6 utilizando una ecuacion modificada de Brenchley y Probert (1998):
(5) MTE = Xi (ni * di) / Ni

donde n es el nimero de semillas emergidas hasta el dia i; d es el periodo de incubacion
en dias y N es el nimero total de semillas emergidas. Los valores mas bajos de MTE

indican una emergencia mas rapida.
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V.2.4.2. Crecimiento vegetal e intercambio de gases de las leguminosas

Tras el mes de seguimiento de la emergencia, las plantas se dejaron crecer durante
otros 30 dias. Antes de cosechar las plantas de cada tratamiento se midi6 el intercambio
de gases en la primera hoja madura de 6 plantas al azar (Capitulo III, apartado I111.2.5.3.).
A continuacion, se cosecharon las plantas, tanto la parte aérea como la raiz, se secaron a

60 °C durante 48 h y se pesaron.

V.2.5. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa Statistix 10 (Analytical
Software®, USA). La normalidad de los datos se verific6 mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de la varianza con la prueba de Brown-
Forsythe. Todos los datos se analizaron utilizando ANOVA de una via. Por tltimo, en
todas las variables se testaron las diferencias significativas mediante la prueba LSD de
Fisher (p < 0.05), a excepcion del Reu y las variables de 4. macrostachyum que se

analizaron mediante la prueba t-Student (p < 0.05).

V.3. Resultados
V.3.1. Ensayo 1: fitodesalizacion con A. macrostachyum
V.3.1.1. Conductividad eléctrica

Al inicio del ensayo se partia de suelos contaminados por sal, caracterizados por
presentar una CE de 5.51 dS m™ + 0.14 dS m™'. Tras crecer plantas de 4. macrostachyum
en dichos suelos durante un periodo de 67 dias, se obtuvo un descenso en la CE del suelo
cercano al 80% (con un E. E. de 0.18 dS m™"), sin mostrar diferencias entre el tratamiento
con y sin inocular (LSD de Fisher; p < 0.05). Durante el periodo de descontaminacion, se
detect6 que la eliminacion de sal fue mas pronunciada durante los primeros 20 dias de

tratamiento (Figura 30).

Figura 30. Conductividad eléctrica del
suelo durante 67 dias de

fitodesalinizacién: suelo salino (S),

suelo salino remediado con A.

C.E.(dS cm)

macrostachyum sin inocular (F-), suelo

salino remediado con 4. macrostachyum

inoculado (F+). Los valores son medias,

o o 20 20 40 s ©  conunE.E. de0.18dS m (n=3).
Tiempo (dia)
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V.3.1.2. Velocidad de fitodesalizacion

Tras cuantificar la CE final de los suelos, se pudo estimar la cantidad de sodio que
quedo en los suelos (QNa ") mediante la formula (2). Esto a su vez permitié cuantificar la
velocidad de fitodesalinizacion (Ren), comprobandose que fue idéntica en ambos

tratamientos de remediacion, aproximadamente 3.7 kg Na ha! dia! (t-Student; p < 0.05).

V.3.1.3. Crecimiento de A. macrostachyum

Con el fin de determinar si habia diferencias en el crecimiento de las plantas de A.
macrostachyum segun hubiesen sido inoculadas o no, éstas se cosecharon en los
tratamientos de descontaminacion al finalizar el primer ensayo. Los datos mostraron que
no hubo diferencias de biomasa en la parte aérea ni en la subterranea, lo que implica que
tampoco se observaron diferencias en la proporcion raiz / rama, ni en el RGR (Tabla 24).

Por el contrario, los datos obtenidos de CHR mostraron que, en el tratamiento
inoculado, 4. macrostachyum presentd un CHR significativamente superior al alcanzado

por el tratamiento no inoculado (Tabla 24).

Tabla 24. Parametros del crecimiento vegetal de A. macrostachyum en dos tratamientos de
fitorremediacion durante 67 dias: 4. macrostachyum no inoculado (F-) y A. macrostachyum inoculado (F+).
Los valores son medias = E.E. (n = 30). Las letras indican medias dentro de una variable analizada que son

significativamente diferentes entre si (t-Student; p < 0.05).

Tratamientos
F- F+
Peso seco rama (g) 1.48+0.09 1.34+0.11
Peso seco raiz (mg) 344 £ 19 304 £21
Tasa raiz / rama 0.33+0.10 0.27£0.04
Contenido hidrico relativo rama (%) 87.1+1.3> 91.9+1.4
RGR (mg g 'dia ™) 17+2 15+2

V.3.1.4. Intercambio de gases

El tratamiento no inoculado presentd una mayor tasa de fijacion de CO2 (A). A su
vez, es destacable que la conductancia estomadtica (gs) se redujo a la mitad en el
tratamiento inoculado. Por ultimo, y relacionando los dos parametros anteriores, cabe

resaltar la diferencia significativa obtenida en la eficiencia intrinseca del uso del agua
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(iWUE) de manera que, el tratamiento F+ fue més eficiente que el tratamiento F- (Tabla

25).

Tabla 25. Parametros del intercambio de gases de A. macrostachyum en dos tratamientos de
fitorremediacion durante 67 dias: 4. macrostachyum no inoculado (F-) y A. macrostachyum inoculado (F+).
Los valores son medias + E. E. (n = 30). Las letras indican medias dentro de una variable analizada que son

significativamente diferentes entre si (t-Student; p < 0.05).

Tratamientos

F- F+

A (umol m2s)  7.37£0.75° 5.04 +0.59°

gs (mmol m2s!)  96.4+159* 52.0+6.6°

Ci (umol mol ™) 249 £ 8 228+9
iWUE (umol mol™!) 81 +5° 102 + 6°

V.3.2. Experimento 2: calidad del suelo fitodesalinizado
V.3.2.1. Germinacion de las leguminosas

Una vez realizada la desalinizacion con plantas de 4. macrostachyum, se observo
una recuperacion de los suelos, pues ambos permitieron el crecimiento de los cultivos de
judia y alfalfa. En los suelos tratados con 4. macrostachyum germinaron un 40 % mas de
semillas de judia (P. vulgaris) que, ademas, emergieron antes y mas rapido que en el suelo
no tratado (Tabla 26). Respecto a la germinacion de la alfalfa (M. sativa), destacé como
se acortaron los tiempos para la emergencia, ya que las semillas emergieron casi 10 dias
antes en los suelos fitodesalinizados. Ademas, la velocidad de emergencia fue mucho
mayor (Tabla 26). Para ambos cultivos, el efecto de la inoculacidon bacteriana no fue

significativo (tratamientos F- vs F+) en la emergencia.
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Tabla 26. Caracteristicas de la emergencia de P. vulgaris y M. sativa cultivados en tres suelos durante 30
dias: suelo salino (S), suelo salino remediado con A. macrostachyum sin inocular (F-), suelo salino
remediado con A. macrostachyum inoculado (F+). Los valores son medias = E. E. (n = 36 para P. vulgaris
y 54 para M. sativa). Las letras indican que las medias dentro de una variable analizada son

significativamente diferentes entre si (LSD de Fisher; p < 0.05).

P. vulgaris M. sativa
Emergencia Primera Emergencia  Primera
total emergencia MTE total emergencia MTE
Tratamiento (%) (d) (%) (d)
S 61+ 10P 8.5+5.12 85+1.7% 72 £ 10 85+52* 13.0+1.1°
F- 100 + 0° 3.3+£0.5° 43+0.5° 81+3 2£0.6° 3.6 +0.6°
F+ 100 + 0° 33+£1.2° 49+0.5° 69+3 25405 48+0.7°

V.3.2.2. Crecimiento vegetal e intercambio de gases de las leguminosas

A parte de ver la respuesta en la germinacion de las semillas de judia y alfalfa,
¢éstas se dejaron crecer para comprobar su viabilidad en los tres suelos. Asi, tras 30 dias
de crecimiento de la judia, se observé que el tratamiento F- produjo de forma significativa
una mayor cantidad de biomasa, tanto aérea como de raices, respecto a P. vulgaris crecida
en el tratamiento S. Los dos suelos tratados con 4. macrostachyum produjeron la misma
cantidad de biomasa (Tabla 27). Del mismo modo, la tasa de fijacion de CO2 fue
significativamente menor en el tratamiento salino respecto a los recuperados y los
estomas del tratamiento salino permanecieron cerca de un 66 % mas cerrados que los de

los tratamientos F- y F+ (Tabla 28).

Tabla 27. Biomasa de la parte aérea y de la raiz de P. vulgaris y M. sativa cultivados en tres suelos durante
30 dias: suelo salino (S), suelo salino remediado con A. macrostachyum sin inocular (F-), suelo salino
remediado con A. macrostachyum inoculado (F+). Los valores son medias = E. E. (n = 36 para P. vulgaris
y 54 para M. sativa). Las letras indican que las medias dentro de una variable analizada son

significativamente diferentes entre si (LSD de Fisher; p < 0.05).

P. vulgaris M. sativa

Peso seco aéreo  Peso seco raiz | Peso seco aéreo  Peso seco raiz

Tratamiento (mg) (mg) (mg) (mg)
S 442 + 42° 100 + 10° 33+9° 29+ 6°
F- 581 + 48 140 £ 9?2 72 £ 128 84 + 2318
F+ 556 + 59 123 £ 13%® 86+ 10° 79 + 72
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En la alfalfa, la merma en la produccion vegetal obtenida en el tratamiento salino
es considerable, tanto en los valores de parte aérea como en los de raices, ya que produjo
menos de la mitad de la biomasa generada en los tratamientos fitodesalinizados (Tabla
27). Respecto al intercambio gaseoso, hubo un ascenso significativo en el valor de A en
las plantas crecidas en los tratamientos desalinizados, respecto al obtenido en las crecidas
en el tratamiento salino. A su vez, en el tratamiento F+ el valor de la gs llegd a ser mas

del doble que en el tratamiento salino (Tabla 28).

Tabla 28. Parametros del intercambio de gases de P. vulgaris y M. sativa cultivados en tres suelos durante
30 dias: suelo salino (S), suelo salino remediado con A. macrostachyum sin inocular (F-), suelo salino
remediado con 4. macrostachyum inoculado (F+). Los valores son medias + E. E. (n = 6). Las letras indican
que las medias dentro de una variable analizada son significativamente diferentes entre si (LSD de Fisher;

p <0.05).

P. vulgaris M. sativa
A g Ci A g Ci
Tratamiento (umol m?s') (mmolm?s') (umolmol™) | (umol m?s!) (mmolm?s!) (umol mol)
S 2.1+0.6° 20+ 6° 260 + 282 9.6+2.1° 190 + 55° 295 + 132
F- 7.4+0.5° 57+42 165+ 5° 17.0+£3.18 263 + 84 255+ 17°
F+ 7.5+0.5° 61+11° 174 £ 7° 18.8+1.6* 459+ 68 308 + 6°

V.4. Discusion

Un aumento en la CE de un suelo evidencia el deterioro que esta sufriendo debido
a una acumulacion de sales (Rhoades, 1989). Por tanto, la notable reduccion obtenida en
este trabajo por los dos tratamientos con A. macrostachyum (inoculado y sin inocular) en
dicho pardmetro, muestra la efectividad de la desalinizacién realizada. Los datos
obtenidos concuerdan con lo descrito en el Capitulo I de esta Tesis Doctoral, donde se
obtuvo un descenso del 30 % en la CE, utilizando la misma especie vegetal. Consecuentes
con el descenso de la CE son los valores de Rpu obtenidos, muy proximos a los descritos
por Rabhi et al. (2009) al utilizar las especies halofitas Suaeda fruticosa y Arthrocnemum
indicum en un ensayo de fitodesalinizacién. La disminucion del valor de Reu respecto al
obtenido en el Capitulo I, podria deberse a que este suelo es més arcilloso que el utilizado
en dicho Capitulo, con lo que las arcillas podrian estar adsorbiendo una mayor cantidad
de sodio (Navarro-Garcia y Navarro-Garcia, 2013).

La gestion de los recursos hidricos que presenta un organismo es fundamental para

su supervivencia. En este sentido, se puede decir que gracias a las bacterias A.

Barcia-Piedras, J. M. 175



Capitulo V Tesis Doctoral

macrostachyum present6é una mayor capacidad de acumular agua en sus tejidos, lo cual
qued¢ reflejado en un aumento en el CHR del tratamiento F+.

Esa mejora en la capacidad de retener agua puede estar relacionada a su vez con
la regulacion de la fotosintesis. Y es que, dicha regulacion, se llevd a cabo mediante el
cierre estomatico, marcado por el bajo valor de gs y por el descenso en el valor de A, lo
cual permitié6 que A. macrostachyum presentase una mayor iWUE. Esta mejora en el
estado hidrico de la planta gracias a la regulacion de los parametros fotosintéticos ya fue
recogida en la revision que realizé Buckley (2005). Del mismo modo, la mejora obtenida
en el estado hidrico de las plantas tras ser inoculadas concuerda con lo descrito por Vivas
et al. (2003) quienes obtuvieron plantas de lechuga mas eficientes respecto al uso del
agua, tras ser inoculadas con Bacillus sp. y Glomus intraradices.

Como se ha citado anteriormente, el descenso del valor de gs en el tratamiento
inoculado es reflejo del cierre estomatico (Jarvis y McNaughton, 1986). Respecto a la
caida del valor de gs en condiciones salinas en presencia de un inoculo, Hidri ez al. (2016)
describieron un efecto similar en algunos ecotipos de Sulla carnosa crecida con 200 mM
NaCl, al aplicarle cualquiera de las dos cepas bacterianas productoras de AIA que
utilizaron (Pseudomonas sp y Bacillus sp). Dicho descenso podria deberse a una respuesta
conjunta de diferentes factores de la planta como la concentracion de potasio, el estado
rédox y/o la concentracion de COsz.

Hasta ahora se ha visto como 4. macrostachyum en el tratamiento inoculado
economiza el agua que utiliza (mayor CHR e iWUE), parametros que influyen en la
desalinizacion de la siguiente manera. Esta descrito que las plantas se comportan como
una bomba extractora de agua (y solutos) del suelo (Gil-Martinez, 1995), de hecho ese
mecanismo es la base para la remediacion que se ha llevado a cabo en esta Tesis, la
fitoextraccion. Para que se produzca la toma de la solucion del suelo por parte de una
planta, es necesario la existencia de un flujo continuo de agua suelo-planta-atmosfera
(McDowell et al., 2008). Dicho flujo, a su vez, esta regulado por la planta mediante la
apertura y cierre de sus estomas (cuantificado mediante el valor de gs); es decir, que para
que una planta extraiga una mayor cantidad de solucion del suelo, necesita bombear una
mayor cantidad de agua a la atmosfera. Y es en este sentido, en el que los dos tratamientos
de desalinizacion (F- y F+) se han comportado de igual manera, pues han eliminado la
misma cantidad de sal (valores de CE y Rpu idénticos). Sin embargo, el tratamiento

inoculado (F+) lo ha realizado con un valor de gs cercano a la mitad del que presentd A.
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macrostachyum no inoculado, lo que se traduce en un ahorro de agua en la
fitodesalinizacion provocado por la inoculacion.

Otro aspecto destacable es, como el indculo favorece mantener la concentracion
de CO:z2 intercelular (Ci) a pesar del cierre estomatico y a una menor tasa de fijacion de
COsz. Esto hecho supone un avance frente a otros inoculantes utilizados en halofitas que
provocan el decaimiento de todos los parametros fotosintéticos (Jia et al. 2018),
provocando diferentes problemas de indole metabolico, como problemas de
fotorespiracion en los que, debido a la baja tension de CO2, la Rubisco fijaria Oz en vez
de COz (Farquhar y Sharkey, 1982).

Centrandonos en la recuperacion de los suelos para su uso agricola, podemos decir
que el resultado fue satisfactorio. Respecto a la judia, no hay estudios de la variedad
Negro Jamapa creciendo en suelos restaurados por un exceso de salinidad, pero si existen
estudios con otras variedades de P. vulgaris y los efectos perjudiciales que la sal produce
tanto en la semilla (Bayuelo-Jiménez, 2002), como en la planta (Seemann y Critchley,
1985). En esta Tesis Doctoral, el papel negativo de la salinidad sobre la germinacion
coincide con lo descrito por Bayuelo-Jiménez (2002) y, podria relacionarse con un
problema de imbibicién de la semilla (El-Madidi et al., 2004; El-Tayeb, 2005). Por otro
lado, la planta de judia (como gliofita) al crecer en un tratamiento salino sufrié una
alteracion en su estado hidrico. Esta situacion se tradujo en un descenso, tanto en el valor
de gs como en la produccion de biomasa, hechos ya descritos por Franzini et al. (2019) al
exponer esta misma especie vegetal a una concentracion de 100 mM de NaCl. Pero,
gracias a la desalinizacion realizada, la planta no sufre deshidratacion y, por tanto, vuelve
a abrir los estomas (aumento en la gs), permitiendo fijar mayor CO:2 (ascenso de A)
conforme a lo descrito por Ashraf (2001). A su vez, ese mayor valor de A podria verse
reflejado en un aumento en la cantidad de biomasa aérea.

Respecto a la inoculacién, el tratamiento inoculado presentd, en general, una
biomasa intermedia entre el control y el tratamiento F-; esto podria deberse a que las
bacterias PGP inoculadas (Hv16 y RTE9) hayan ejercido una cierta inhibicion sobre la
cepa de rizobio utilizada (ISP42). De hecho, las plantas del tratamiento F+ mostraron un
menor numero de nodulos (datos no mostrados) que las del tratamiento F-.

En el caso de la alfalfa, aunque no se vio afectada la emergencia total, si se dio a
continuacion una merma en el crecimiento. Respecto a la emergencia, no hay estudios
con la variedad Aragén de la alfalfa y los efectos que tiene la sal sobre ella, pero hay

investigaciones que hablan de una amplia tolerancia a la sal en la germinacion, segun la
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variedad empleada de M. sativa (Johnson et al., 1992; Gao et al., 2019). Otro aspecto
diferente es el desarrollo de la plantula ya que, aunque no se detectaron problemas en la
emergencia, M. sativa no logro desarrollarse. Esta situacion ya fue descrita por Malcolm
et al. (2003) en un ensayo en perlita y soluciones crecientes de NaCl, observando que el
tratamiento salino produjo menos biomasa debido a la deshidratacion que sufren las
plantas por el exceso de sal. Al igual que sucedi6 con la judia, la alfalfa es un cultivo que,
a pesar de la tolerancia de algunas variedades a la sal, se considera un gli6fito, por lo cual
la presencia de sal en el suelo le produce estrés. En nuestro caso, se observo el mismo
comportamiento que en la judia. Asi, en los tratamientos fitodesalinizados se produjo
tanto una apertura estomatica (ascenso de la gs), como una subida en la fijacion de CO2
y, de forma consecuente, hubo mayor cantidad de fotosintatos para la producciéon de
biomasa.

En general, se observd que la inoculacion con las cepas Hv16 y RTE9 permitié a
A. macrostachyum una mejora en la gestion de los recursos hidricos, sin que ello mermase

su capacidad de fitodesalinizar.
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Estamos inmersos en una sociedad orientada a la globalizacion y al consumismo,
que esta llevando a la sobreexplotacion de los recursos naturales, y con ello provocando
alteraciones en el planeta Tierra a una velocidad que jamas habia ocurrido (Cox ef al.,
2000; Davidson y Janssens, 2006; Nicholls y Cazenave, 2010; Steffen et al., 2015).

Cualquier ecosistema del planeta, ya sea natural, seminatural (como los sistemas
agricolas que utilizamos) o antrdpico, presenta equilibrios de materia y energia entre los
organismos que lo conforman y el medio que los rodea. Y dichos equilibrios, basandose
en la teoria de Gaia, estdn en homeostasis dindmica, es decir, que los diferentes elementos
que lo conforman intentan compensar la variacién amoldandose a la nueva situacion
(Lovelock, 1988). Pero en la actualidad la especie humana estd consumiendo tantos
recursos y tan rapido, que los ecosistemas no son capaces de llegar a estabilizarse.

Un claro ejemplo de esta alteracion es la necesidad de alimentos para la poblacion.
Desde la Revolucion industrial el ser humano esté creciendo de forma exponencial, y se
espera que asi continue (Steffen ez al., 2015). Esto esta llevando a una situacion en la que
las explotaciones agricolas producen tanto que los suelos no son capaces de regenerar los
nutrientes, con lo que se van empobreciendo. Debido a esta pérdida de fertilidad del suelo,
nos vemos abocados a abonarlos; pero al no consumirse todos los nutrientes a igual
velocidad, se produce la acumulacion de alguno de ellos, lo que provoca la salinizacion
del suelo (Canedo et al., 2016). Ademas, como regla general, mayores producciones
requieren un mayor consumo de agua, lo que conlleva la sobreexplotacion de acuiferos
que, a su vez también se salinizan, provocando que pierdan calidad o directamente
desaparezcan (Cafedo et al., 2016). Es decir, una mala gestion de las zonas agricolas hace
que se pierda fertilidad, teniendo que aumentar la superficie para la obtencion de alimento
(Tilman et al, 2002).

El ejemplo de mala préctica anterior puede potenciarse debido a otras actividades
de origen humano. Asi, la emision de gases de efecto invernadero en algunas zonas
provoca un aumento de temperatura y/o una mayor amplitud en los periodos entre lluvias,
lo cual acrecienta los problemas para la agricultura. Todas estas alteraciones fomentan el
problema de la desertificacion en muchas zonas, siendo este uno de los factores de mayor
impacto en el Cambio Climatico Global que esté4 sufriendo nuestro planeta (IPCC, 2013).

Frente a tal situacion, es necesario presentar acciones correctoras. En este sentido,
la ONU realizé una declaracion de intenciones en la que marcaba unas lineas a seguir
frente a la desertificacion, tanto para el norte de Africa como para Europa, siendo una de

ellas el evitar la salinizacion del medio (Naciones Unidas, 2017).
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Dentro de la busqueda de métodos para disminuir el exceso de salinidad de los
suelos, es donde se encuadra el trabajo de esta Tesis. Asi, la fitodesalinizacion puede ser
un método de remediacion, eficiente por si mismo o complementario a otras acciones,
para recuperar los suelos que han perdido calidad para su uso agricola debido al exceso
de sal. Ademas, al utilizar plantas se considera que es una alternativa amigable con el
medioambiente y no presenta costes econdmicos elevados frente a otros métodos mas
eficientes (Qadir et al., 2014).

Existe un grupo de especies vegetales, de diferente origen filogenético, que se
distribuye en ecosistemas con ambientes extremos (altas temperaturas, sequia, salinidad,
bajo potencial rédox, etc.) como saladares, marismas o dunas. Dichas plantas se han
adaptado a estos ecosistemas gracias a la aparicién de ciertas propiedades fisiologicas,
atipicas en el resto de las especies vegetales, que las hacen susceptibles de ser utilizadas
como herramientas biotecnologicas (Glenn et al., 1999). Asi, A. macrostachyum (planta
utilizada en esta Tesis Doctoral), esta descrita por una de esas propiedades, su caracter
haléfilo. Esto se traduce en una acumulacién de sal en sus tallos suculentos (Khan ef al.,
2005) y, ademas, en una estimulacion de su fotosintesis y una mejora de su crecimiento,
en presencia de la sal (Redondo-Gomez et al., 2010). Estas cualidades sitian a A.
macrostachyum en objetivo idoneo para ser utilizado en procesos de fitodesalinizacion.

En el Capitulo I de esta Tesis se ha llevado a cabo un ensayo de invernadero en el
que, por primera vez, se ha podido demostrar la capacidad de 4. macrostachyum para
remediar un suelo afectado por un exceso de sal. Aun siendo bastantes los trabajos que
han descrito especies vegetales que pueden ser usadas en procesos de desalinizacion
(Rabhi et al., 2010; Jlassi et al., 2013; Muchate et al., 2016), en esta Tesis, ademas, se ha
puesto de manifiesto como 4. macrostachyum en comparacidon con otras especies
vegetales, lo hace en un plazo més corto de tiempo. Aun mads, se ha demostrado que,
dependiendo del momento en el que la halodfita se exponga por primera vez a la sal, va a
variar su tasa de fitodesalinizacion relativa.

Una vez demostrado que A. macrostachyum era capaz de desalinizar un suelo, se
plante6 potenciar dicha capacidad. Con esta idea, se usaron bacterias como
biofertilizantes de A. macrostachyum, es decir, se seleccionaron bacterias que fomentasen
el crecimiento de la planta, potenciando asi su capacidad de eliminar el exceso de sal del
suelo. Se realizo una coleccion bacteriana con cepas aisladas del suelo con el que se iba
a trabajar (Capitulo II). Se emplearon bacterias autctonas con el fin de evitar alteraciones

de la biodiversidad y/o de las funciones de otras bacterias del ecosistema (Singh y
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Agrawal, 2008; De Araujo et al., 2010). Como A. macrostachyum crece en dos paisajes
diferentes de la marisma de Lebrija, marisma natural y canales de riego, se tomaron
muestras de la rizosfera de la halofita en ambos sitios, pues la actividad agricola podia
haber alterado la diversidad bacteriana del suelo (Diacono y Montemurro, 2010). De la
misma manera, la estacionalidad que caracteriza al clima mediterraneo nos llevo a tomar
muestras en verano y otofio. Asi pudimos determinar de qué manera distintos factores
abioticos (temperatura y salinidad) influian en las composicion de las comunidades
bacterianas de la rizosfera de 4. macrostachyum, observandose que en verano es el
periodo del afio en el que hay mayor posibilidad de encontrar cepas con propiedades PGP;
situacion similar a la descrita por Zif¢dkova et al. (2016), quienes encontraron una
disminucién en las funciones de los microorganismos del suelo de un bosque desde el
verano al otofio. Y es que, los ecosistemas con ambientes extremos (como puede ser el
verano en el Sur de la peninsula Ibérica), son proclives a presentar cepas con propiedades
beneficiosas para las plantas (Verma et al., 2017). Se puede decir que los estudios
estacionales son interesantes, pues aportan nuevas perspectivas sobre la dinamica de
biodiversidad de un suelo. Ademas, pueden abarcarse desde diversos puntos de vista; asi
Schutter et al. (2001) demostraron la variacion de las cepas bacterianas entre estaciones
analizando los FAMEs (ésteres metilicos de acidos grasos de las membranas celulares),
mientras que Nadal-Rocamora et al. (2015) realizaron un andlisis funcional en el que
contemplaron las propiedades y actividades que realizan las bacterias. En este sentido, el
analisis de las propiedades PGP llevado a cabo en esta Tesis Doctoral sigui6 la misma
tendencia que la descrita por Navarro-Torre et al. (2017) utilizando la misma haléfita,
tanto en el porcentaje de propiedades PGP como en la forma en que estas se asociaron.
Este estudio se realizdé con la finalidad de seleccionar bacterias PGP, por lo que la
coleccion bacteriana se caracterizd en base a seis propiedades que se consideraron
interesantes para mejorar la fitodesalinizacion (Apéndice 2).

Aunque no fue el objetivo de esta Tesis, orientada a un campo mas aplicado,
dentro del Proyecto en el que se realizaron estos trabajos también se describio la
biodiversidad bacteriana de las zonas de muestreadas mediante secuenciacion masiva del
gen ARNr 16S. Con ello, Camacho et al. (2020) compararon las muestras utilizadas en
esta Tesis y concluyeron que la mayor biodiversidad se present6 en la marisma en verano,
diferenciandose del canal y que, en otofio, las muestras eran practicamente semejantes.
Segln sus analisis, las diferencias atendieron mas a una mezcla de factores abiodticos que

a la presencia de 4. macrostachyum (factor biotico).
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Una vez descrita la amplia coleccion de rizobacterias, se comprobo el efecto que
estas bacterias podria tener sobre el crecimiento de A. macrostachyum (Capitulo III).
Debido al alto numero de cepas potencialmente utiles como biofertilizantes para dicha
planta, se realiz6 una primera seleccion usando semillas de colza, ya que es un sistema
mas rapido y sensible a la inoculacion bacteriana, en especial a las bacterias productoras
de auxinas (Penrose y Glick, 2003). Tras la seleccion de las bacterias con las que se iba a
trabajar, se decidio probar los in6culos de forma individual, pues, aunque hay estudios
que abogan por indculos mixtos (Shaharoona et al., 2006; Dary et al., 2010; Upadhyay et
al., 2012), se queria conocer el efecto que cada bacteria per se ejercia sobre la planta.

A su vez, se quiso estudiar si la presencia de sal era un factor que provocase algin
tipo de efecto en la interaccion bacteria-planta. Relacionado con esta idea, Navarro-Torre
et al. (2017), ya habian estudiado el efecto que bacterias endofitas de A. macrostachyum
ejercian sobre esta misma planta a concentraciones altas de sal (510-1030mM). Por eso,
en este capitulo nos centramos en los posibles efectos a una concentracion de sal que se
considera moderada para una halofita, 171 mM NaCl. De esta manera, se observo el
beneficio que las distintas cepas bacterianas producian sobre A. macrostachyum a
diferentes niveles de desarrollo de la planta. Asi, la presencia de las cepas Hv16 y RTE9
solvento el efecto negativo en la germinacion que suele tener la sal, incluso en plantas
haléfilas, al no permitir la hidratacion de la semilla (Wahid et al., 1999). A continuacion,
a nivel de plantulas, se observd que aquellas inoculadas con las cepas Hv1l6 y CS58,
presentaban una mayor superficie de ramas. Esto se considera un factor importante en los
inicios del ciclo de la planta, ya que, en este tipo de plantas carnosas, las hojas aparecen
fusionadas al tallo, con lo cual se relaciona con una mayor superficie para poder realizar
la fotosintesis (Redondo-Gémez et al., 2010). Mas tarde, en plantas adultas de A.
macrostachyum crecidas sin sal, se observo que la inoculacion con las cepas Hv16 y C58
provocaba un aumento de peso tanto en la parte aérea como en la raiz, lo que se considera
un efecto positivo, pues la ausencia de sal se considera un factor de estrés para una halofita
estricta como A. macrostachyum (Flowers y Colmer, 2008). Incluso en tratamientos en
los que A. macrostachyum creci6 con sal, los indculos tendian a aumentar la cantidad de
raiz, hecho fundamental para facilitar la absorcién de nutrientes en general (Richardson
et al.,2009) y, en concreto, para la remediacion de sal mediante fitoextraccion, objeto de
estudio en esta Tesis Doctoral.

Por otro lado, se planteé qué efecto tendrian los inoculantes, seleccionados en el

ensayo anterior, sobre esquejes de A. macrostachyum. Esta idea surgié pensando en la
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multiplicacion de A. macrostachyum para una futura remediacion de suelo y en los
diferentes inconvenientes que puede presentar el hacerlo desde semilla. Y es que la
multiplicacion de 4. macrostachyum mediante semillas no es un proceso rapido, pues al
ser una planta perenne su ciclo de vida es mas lento que el de otras especies anuales de
su misma familia. Ademas, las semillas que se producen cada afio pierden viabilidad
rapidamente con lo cual, un afio en el que la cosecha sea mala podria poner en jaque la
multiplicacion. Por ultimo, la multiplicacién por esquejes o estaquillado, evitaria la
variabilidad genética a la hora de realizar investigaciones o de seleccionar individuos
adecuados para la multiplicacion. Este sistema alternativo, que puede ser usado a lo largo
de todo el afio, podria verse potenciado por el uso de bacterias. Asi, se comprobd co6mo
gracias a la presencia de las cepas Hvl6 o C58 los esquejes presentaban una mayor
cantidad de raices, hecho fundamental en el proceso de estaquillado para la supervivencia
y desarrollo de los esquejes.

El siguiente capitulo es producto de dos cuestiones que se deseaban abordar. Por
un lado, debido a los ensayos del Capitulo III y las diferencias observadas entre los
ensayos realizados con semillas y esquejes, nos planteamos comprobar si el efecto que
tenia una bacteria sobre la planta (con interaccion de la sal) era el mismo dependiendo
del estadio en el que se inoculase A. macrostachyum. Por otro lado, conociendo el
potencial de las bacterias PGP que presentan la actividad enzimatica ACC desaminasa y
su influencia para evitar que las plantas detecten sefiales de estrés (Mayak et al., 2004),
se quiso estudiar el efecto de una bacteria con dicha propiedad sobre A. macrostachyum
en condiciones de ausencia de sal y baja salinidad (86 mM), que pueden considerarse
como situaciones de estrés y subdptima respectivamente (Capitulo I'V).

A nivel de semillas, se obtuvieron resultados similares a los del Capitulo III, de
manera que la cepa OR133 facilito la germinacion en una situacion de estrés como es la
presencia de sal. Por otro lado, lo més resenable de este capitulo es la sinergia que hay
entre la bacteria y la sal sobre la biomasa de ramas y raices, de manera que al inocular A.
macrostachyum, en estado de semilla, la planta generé un 72 % mas de biomasa. Son
escasos los trabajos que han estudiado la inoculacion en semillas y plantas a la vez para
analizar el crecimiento vegetal diferencial. Asi, Martinez et al. (2007) inocularon plantas
de pino con esporas de un hongo micorricico en dos tiempos diferentes, pero no
obtuvieron ninguna diferencia en tamafo ni forma. En nuestro caso, la mejora de la

biomasa podria deberse al tiempo que la bacteria tarda en colonizar la raiz, ya que, al
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inocular la semilla, la bacteria comienza la colonizacion desde la radicula, mientras que
al inocular plantas adultas el proceso de colonizacion es mucho mas lento.

Ademas, no son muchos los estudios en los que se aislan bacterias rizosféricas de
una halofita para ser aplicadas sobre ella misma, pues lo mas comun es utilizarlas sobre
otros cultivos que presentan problemas para desarrollarse en un medio salino. Dentro de
los estudios que aplicaron los aislados sobre la propia halofita, la observacién mas comun
fue el efecto positivo del indculo sobre plantas que presentaban estrés por exceso de sal.
Asi, encontramos ejemplos como el de Navarro-Torres ef al. (2017) que describieron el
efecto positivo de bacterias endofitas sobre plantas de A. macrostachyum crecidas a 1030
mM NaCl; o el de Komaresofla et al. (2019), que expusieron los beneficios que ejerce un
consorcio de bacterias rizosféricas y endofitas, sobre plantas de Salicornia sp crecidas
entre 400-600 mM NaCl. Por lo tanto, en el Capitulo IV de esta Tesis Doctoral, se muestra
el primer estudio en el que se ha observado un efecto positivo de la inoculacion en plantas
haléfitas cuando estas han crecido cerca de su 6ptimo de sal.

Una vez integrados los datos de los ensayos anteriores y, con el objeto de
comprobar si la fitodesalinizacion llevada a cabo por A. macrostachyum se veia
influenciada por la inoculacién bacteriana, se realizé un ultimo ensayo de remediacion en
un suelo contaminado con un exceso de sal moderado (Capitulo V). Como ya se conocian
los efectos que cada cepa bacteriana originaba, de forma individual, sobre A.
macrostachyum, se formuld un inoculante compuesto por las dos bacterias que habian
presentado los mejores resultados en el Capitulo III. Ademas, y gracias a los datos
obtenidos en el primer capitulo de esta Tesis, las plantas de A. macrostachyum se
crecieron sin sal, pues ya se habia determinado que la velocidad de fitodesalinizacion era
mayor en esas condiciones. La inoculacion no se realizd en las semillas, sino en el
momento de comenzar la fitodesalinizacion, con el objetivo de no generar diferencias de
biomasa respecto al tratamiento sin inocular (Capitulos III y IV), ya que la biomasa de la
planta influye en la toma del sodio (Capitulo I).

Con todas esas apreciaciones y los datos obtenidos, se concluyé que la
fitodesalinizacion realizada por 4. macrostachyum permitié recuperar un suelo afectado
por exceso de sal, para un posterior uso agricola. Ademas, la inoculacidon con bacterias
PGP posibilitd una mejora en la eficiencia en el uso del agua, gracias a la regulacion de
la tasa de conductancia estomatica. Dicha mejora en la gestion de los recursos hidricos es

un factor interesante y deberia tenerse en cuenta en los planes de fitodesalinizacion, ya
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que, una porcion importante de las zonas agricolas afectadas por la salinizacion presenta
limitaciones hidricas al estar asociada a climas aridos.

Asi, con el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral, se pone de manifiesto el
potencial que presenta el uso de microorganismos autdctonos para mejorar el papel de las
plantas como bioherramientas, contribuyendo a un desarrollo mas sostenible del planeta.

Para finalizar, es necesario realizar un esbozo sobre las posibles vias de
investigacion que se abren camino a partir de los conocimientos adquiridos en esta Tesis
Doctoral.

A raiz de comparar los valores de la tasa de fitodesalinizacion (Rpu) entre los
Capitulos I y V, y observar que eran diferentes, se pensd que este hecho podria estar
relacionado con la concentracion de NaCl presente en el suelo, pues esta era mayor en el
Capitulo 1. Por ello, seria interesante determinar si la capacidad fitodesalinizadora de 4.
macrostachyum también depende de la concentracion de sal presente en el suelo o, si la
diferencia de potencial osmotico entre el suelo y la planta condiciona la capacidad de
extraccion de 4. macrostachyum.

Trayendo a colacion los resultados de interaccion bacteria-planta de los Capitulos
III, IV y V, es evidente que, aun obteniendo resultados satisfactorios, seria necesario
indagar en las bases de dicha interaccion para intentar potenciarla. Se deberia abordar el
estudio, a nivel genético, de la respuesta diferencial que las distintas cepas provocan sobre
A. macrostachyum, pues como se ha observado, no parece que todas las cepas actien de
igual manera (Capitulos Il y IV).

Sin olvidar la idea del parrafo anterior, creemos que es muy importante abundar,
desde diferentes niveles, en la respuesta que A. macrostachyum genera en la
fitodesalinizacion con respecto al uso del agua. Es de gran importancia que se pueda
aumentar la eficiencia de la fitodesalinizacion respecto al uso de los recursos hidricos si
se quiere que esta técnica sea 1til en distintas regiones del planeta.

Por otro lado, esta Tesis Doctoral ha generado una amplia coleccion bacteriana,
llegandose a utilizar algunos de sus aislamientos en ensayos de plantas bajo condiciones
controladas; pero si algo cuenta la historia de la ciencia, es que muchos de los inoculantes
seleccionados en el laboratorio muestran en el campo un bajo rendimiento. Por ello, es
necesario que los ensayos de fitodesalinizacion asistida por microorganismos, se
extiendan a experimentos de campo para demostrar que es un sistema eficaz. Nunca sin
olvidar que son necesarios estudios transversales, como los de practicas de manejo

agricola que favorezcan tanto a las bacterias como a la planta o de métodos para lograr
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que la inoculacion sea exitosa y a la vez, econdmica para el agricultor. Y, aunque se han
utilizado bacterias autdctonas, también seria relevante monitorizar el suelo desde el punto
de vista del microbioma para saber como el inoculante modula al resto de poblaciones y
viceversa.

Ademas, esta coleccion de bacterias halotolerantes con potencial de promover el
crecimiento de las plantas, podria ser muy ttil para la busqueda de cepas que confiriesen
resistencia tanto a la salinidad como a otros factores abidticos a diferentes cultivos que
presenten limitaciones debido a condiciones adversas (sequia, altas temperaturas, etc.).

Por ultimo, a la vez que se realizan estudios para obtener la fortificacion de
cultivos gliéfitos mediante la inoculacion con bacterias PGP (Hall ef al., 1996; Khalid et
al., 2004; Mayak et al., 2004; Dey et al., 2004; Orhan et al., 2006), se podria hacer
hincapié¢ en aquellos encaminados al aprovechamiento, como complemento alimenticio,
de las plantas utilizadas en proyectos de fitodesalinizacion. El uso de A. macrostachyum
en remediacion debido a su distribucion cosmopolita en la region mediterranea y a su
caracter perenne, queda mas que justificado. Si, ademas, a través de la inoculacion
obtenemos una mejora nutricional en la planta, seria muy interesante que ésta, una vez
recolectada, pudiera ser utilizada bien como alimento para el ganado (Barroso et al.,
2005), bien para la alimentacion humana (Glenn et al., 1999; Khan y Gul, 2002; Flowers,
2004).
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1. La exposicion previa a la sal es tan determinante como la biomasa vegetal para la
capacidad desalinizadora de A. macrostachyum. Las plantas crecidas sin sal
muestran una tasa de fitodesalinizacion similar a las crecidas con una salinidad
optima (con una biomasa inicial mayor), debido a la tasa de fitodesalinizacion

relativa mas alta de las primeras.

2. La rizosfera de la halofita 4. macrostachyum es una zona de muestreo adecuada
para la seleccion de bacterias con propiedades promotoras del crecimiento

vegetal, siendo el verano la estaciéon mas propicia para ello.

3. Las cepas bacterianas RTE9, Hv16 y OR133 compensan el efecto negativo que
produce el NaCl sobre la germinacion de 4. macrostachyum, incrementando los

porcentajes de germinacion bajo estas condiciones.

4. Las cepas Hvl6 y OR133 reducen el desarrollo de hongos en las semillas de 4.
macrostachyum en presencia de sal, mientras que la cepa OR133 ejerce también

su actividad de biocontrol en ausencia de esta.

5. Los efectos de la interaccion planta-microorganismo son mas evidentes cuando 4.
macrostachyum se inocula desde semilla, siendo los efectos casi nulos cuando la

inoculacion se realiza a nivel de planta.
6. Las cepas bacterianas Hv16, C58 y RTE 9 potencian el desarrollo de la biomasa
de ramas y raices en plantas de 4. macrostachyum crecidas bajo condiciones de

déficit salino (0 mM).

7. En condiciones Optimas de sal, las cepas Hv16, C58 y RTE9 inducen una mayor

produccion de raices en las plantas de 4. macrostachyum.

8. Las cepas Hv16y C58 potencian el estaquillado de A. macrostachyum al estimular

una mayor biomasa radical en los esquejes.
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9. La inoculacion con la cepa OR133 a concentraciones subdptimas de sal produce
un efecto sinérgico, incrementando la biomasa de ramas y raices de A4.

macrostachyum.

10. La fitodesalinizacion que realiza 4. macrostachyum en los suelos agricolas es
efectiva, permitiendo el posterior establecimiento y desarrollo de distintos

cultivos.
11. La coinoculacion con las cepas Hv16 y RTE9 mejora la gestion de los recursos

hidricos por parte de A. macrostachyum sin mermar por ello su capacidad

fitodesalinizadora.
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Solucion de sales minerales (Vincent, 1970)

Componente Cantidad
K2HPO4 500 mg
MgSO04*7H20 200 mg
NaCl 100 mg
CaClz 50 mg
H204 11

Medios para el crecimiento de bacterias

Medio minimo Nfb (Ddbereiner, 1980)

Componente Cantidad
L-4cido malico 25¢g
K2HPO4 500 mg
MgSO04*7H20 200 mg
NaCl 100 mg
CaClz 20 mg
KOH 45¢
NHa4Cl 500 mg
Solucién de microelementos 2 ml
FeEDTA (1,64 p/v, acuoso) 0.4 ml
Biotina 100 mg
H204 11

pH 6.8+0.2
Solucion de microelementos
NaxMoO4*2H20 02¢g
MgSO4*H20 lg
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Medio de Vincent (Vincent, 1970)

Componente Cantidad
D-Manitol 10g
Extracto de levadura 800 mg
MgSO04*7H20 200 mg
K2H PO4 0,50 g
NaCl 100 mg
ClCa 50 mg
H204 11

pH 6.9+0.1

Medio CAS (Alexander y Zureber, 1991)

Componente Cantidad
Solucidn 1 (solucion indicadora de Fe-CAS)

FeCl3*6H20 1 mM (en 10 mM HCI) 10 ml
Solucién acuosa de CAS (1,21 mg ml™) 50 ml
Solucién acuosa de HDTMA (1.82 mg ml) 40 ml
Solucioén 2 (solucidon tampdn)

PIPES 3024 g
KH2PO4 03g
NaCl 05¢g
NHa4Cl lg
H204 800 ml
pH (ajustado con KOH 50%) 6.8
Solucion 3

Glucosa 2¢g
Manitol 2g
MgSO04*7H20 493 mg
CaClz 11 mg
MnSO4+*H20 1.17 mg
H3BO:3 1.4 mg
CuSO4*5H20 0.04 mg
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ZnSO4+*TH20 1.2 mg
NaxMoO4*2H20 1 mg
Solucion 4

Casaminoacidos 3g
H204 30 ml

Medio PVK (Pikovskaya. 1948)

Componente Cantidad
Glucosa 10g
(NH4)2S04 500 mg
MgSO4*7TH20 100 mg
Extracto de levadura 500 mg
KCl 200 mg
NaCl 200 mg
FeSO2*7H20 2 mg
MnSO4*H20 2 mg
Cax(POa)s 50g
H204 11

pH 7.0+0.2

Si el medio a utilizar era solido se le afiadi6 16 g I'' de agar.
Si la cepa requeria sal para crecer, al medio se afiadié NaCl hasta los 350 mM.
Todos los medios descritos en este apartado fueron previamente esterilizados

mediante autoclave (20 minutos a 121 °C).

Medio TY (Behringer, 1974)

Componente Cantidad
Extracto de levadura 3g

Triptona S5¢g

CaCl2*2H20 0,65¢g

H204 Completar hasta 1
pH 6.8-7.0
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Antibioticos
Cicloheximida
Componente Cantidad
Chx 200 mg
Etanol 96 % 4 ml
H>Od 6 ml
Reactivos

Salkowski (Patten y Glick, 2002)

Componente Cantidad
H2S04 96% 150 ml
H204 250 ml
FeCl3 0.5 M 7.5 ml

Soluciones nutritivas para plantas

Medio Hewitt (Hewitt, 1952)

Componente Cantidad
Solucién 1 10ml
Solucion 2 20 ml
Solucion 3 10 ml
Solucion 4 10 ml
Solucion 5 1 ml
H204 949 ml
pH 6.5
Solucion 1

NOs 40.44 g 1!
Solucion 2

NO:3Ca*4H20 4723 g 1!
Solucion 3

SOsMg*7H20 3697 g1'!
POsH2K 272 mg 1!
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Solucion 4
NaEDTAFe 421 gl!
Solucion 5
SOsMn*4H->0 223 g1
BOsH3 3.09 g 1!

Medio Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950)

Componente Cantidad
Solucion 1 1 ml
Solucion 2 2 ml
NH4(H2PO4) 115 mg !
MgSO4*7H20 493 mg 1'!
Ca(NO3)*4H20 945 mg 1!
KNOs3 607 mg 1!
H204 997 ml
Solucién 1

BOsH3 2.86 g 1!
MnCl>*4H>0 180 mg 1!
ZnSO4*7TH20 222 mg I'!
CuSO4*5H20 80 mg 1'!
H>MoO4* H20 20 mg 1!
Solucion 2

EDDHAFe 5mgl!
pH 6.5
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Cepa Zona Estacion Temp. (40 °C) Salinidad Sideréforos Fosfatos Auxinas Biofilm
Hvl Marisma Otofio 0 0 0 0 0 0
Hv2 Marisma Otofio 0 0 2 1 0 0

Hv3a Marisma Otofio 0 0 0 0 0 0

Hv3b Marisma Otofio 0 0 0 0 0 0
Hv4 Marisma Otofio 0 0 0 0 1 0
Hv6 Marisma Otofio 0 1 0 0 0 0
Hv7 Marisma Otofio 0 0 0 0 0 1
Hv8 Marisma Otofio 0 1 0 0 0 0
Hv9 Marisma Otofio 0 0 0 0 0 0

Hv10 Marisma Otofio 0 1 0 0 0 0

Hvll Marisma Otofio 0 0 0 0 0 0

Hv12 Marisma Otofio 0 0 0 0 0 1

Hvl13 Marisma Otofio 0 0 0 0 1 1

Hv14 Marisma Otofio 0 2 0 0 0 0

Hvl4a Marisma Otofio 0 0 0 0 0 0
Hvl14b Marisma Otofio 0 2 0 0 0 0

Hvl16 Marisma Otofio 0 1 2 0 4 0
Hvsl Marisma Otofio 0 0 0 0 0 0
Hvs2 Marisma Otofio 0 1 0 0 0 0
Hvs3 Marisma Otofio 0 1 0 0 0 0
Hvs4 Marisma Otofio 0 1 1 0 0 0
Hvs5 Marisma Otofio 0 0 0 0 0 1
Hvs6 Marisma Otofio 0 1 3 0 0 0
Hvs7 Marisma Otofio 0 0 0 0 1 0
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Cepa Zona Estacion Temp. (40 °C) Salinidad Sideréforos Fosfatos Auxinas Biofilm
Hvs8 Marisma Otofio 0 0 0 0 2 0
Hvs9 Marisma Otofio 0 0 0 0 1 1
Hvs10 Marisma Otofio 0 0 0 0 0 0
Hvsl11 Marisma Otofio 0 0 0 0 2 0
Hvs12 Marisma Otofio 0 0 0 0 1 0
Hvs13 Marisma Otofio 0 1 1 0 0 0
Hvs13a Marisma Otofio 0 0 0 0 1 0
Hvs13b Marisma Otofio 0 0 0 0 0 0
Hvs14 Marisma Otofio 0 1 0 0 4 0
Hvs16 Marisma Otofio 0 0 0 0 0 0
Hvsl18 Marisma Otofio 0 3 0 0 0 0
Cl Canal de riego Otofio 0 1 3 0 0 0
C2 Canal deriego  Otofio 0 1 1 0 0 0
C3 Canal deriego  Otoflo 0 0 1 0 0 0
C4 Canal de riego Otofio 0 0 1 2 0 0
C5 Canal deriego  Otofio 0 1 1 0 0 0
C6 Canal deriego  Otoflo 0 1 0 0 0 0
C7 Canal deriego  Otoflo 0 0 2 1 0 0
C8 Canal deriego  Otofio 0 0 0 0 1 1
C9 Canal deriego  Otoflo 0 0 0 0 0 1
Cl0a  Canal de riego Otofio 0 0 0 0 0 0
Cl10b  Canalderiego  Otofio 0 1 0 0 0 0
Cl1 Canal deriego  Otoflo 0 1 1 1 0 0
C12 Canal deriego  Otoflo 0 0 0 0 0 0

214 Barcia-Piedras, J. M.



Tesis Doctoral Apéndice II: coleccion bacteriana

Cepa Zona Estacion Temp. (40 °C) Salinidad Sideréforos Fosfatos Auxinas Biofilm
C13b  Canal deriego  Otofo 0 0 0 0 0 0
Cl4 Canal deriego  Otoflo 0 2 0 0 0 0
C15 Canal deriego  Otofio 0 1 0 0 0 0
Clé6 Canal deriego ~ Otoflo 0 1 0 0 0 1
C17 Canal deriego  Otoflo 0 1 0 0 0 0
C18 Canal de riego Otofio 0 0 0 3 0 0
C20 Canal deriego  Otoflo 0 1 0 0 0 1
C21 Canal deriego  Otoflo 0 1 0 0 1 0
C22 Canal de riego Otofio 0 0 0 0 0 0
C23 Canal deriego ~ Otoflo 0 1 0 0 1 0
C24 Canal deriego  Otoflo 0 1 0 0 0 0
C25 Canal de riego Otofio 0 0 0 0 0 0
C26 Canal deriego  Otofio 0 1 0 0 0 0
Cc27 Canal deriego  Otoflo 0 1 0 0 0 0
Csl Canal deriego  Otofio 0 1 0 0 0 1
Cs2 Canal deriego  Otofio 0 1 1 0 0 0
Cs3 Canal deriego  Otoflo 0 0 0 0 0 0
Cs4 Canal deriego  Otoflo 0 0 1 0 0 0
CsS5 Canal deriego  Otofio 0 1 0 0 2 0
Cs6 Canal deriego  Otoflo 0 1 0 0 0 0
Cs7 Canal deriego  Otoflo 0 0 3 0 0 0
Cs8 Canal deriego  Otofio 0 0 0 0 0 0
Cs9 Canal deriego  Otoflo 0 0 2 0 0 0
Csl0  Canal deriego  Otofio 0 0 0 0 0 0
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Cepa Zona Estacion Temp. (40 °C) Salinidad Sideréforos Fosfatos Auxinas Biofilm
Csll  Canalderiego  Otoiio 0 1 1 0 0 0
Csl2  Canal deriego  Otoflo 0 1 3 0 0 0
Cs13  Canalderiego  Otofio 0 0 0 0 0 0
Csl4  Canalderiego  Otofio 0 0 0 0 0 0
Csl5  Canal deriego  Otoflo 0 0 0 0 0 0
Csl6a  Canal de riego Otofio 0 0 0 0 0 0
Csl6b  Canalderiego  Otoiio 0 1 0 0 0 0
Cs17  Canal deriego  Otofio 0 0 0 0 0 0
Cs18  Canal de riego Otofio 0 0 0 0 0 0
Csl9  Canalderiego  Otofio 0 1 1 0 0 0
Cs20  Canal deriego  Otoflo 0 0 0 0 0 0
Cs20a  Canal de riego Otofio 0 0 0 0 0 0
Cs21  Canal deriego  Otofio 0 0 0 0 0 0
Cs22  Canal deriego  Otofio 0 1 0 0 1 0
Cs23  Canal de riego Otofio 0 1 0 1 0 0
Cs24  Canal deriego  Otoflo 0 0 0 0 0 0
Cs25 Canalderiego  Otofio 0 2 0 0 0 0
Cs26  Canal de riego Otofio 0 1 0 0 0 0
Cs27  Canal deriego  Otofio 0 0 0 3 0 0
Hv51 Marisma Verano 1 0 0 1 0 0
Hv52 Marisma Verano 1 1 1 2 0 0
Hv53 Marisma Verano 0 0 0 0 0 0
Hv54 Marisma Verano 0 3 1 0 1 0
Hv55 Marisma Verano 0 0 1 0 2 0
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Cepa Zona Estacion Temp. (40 °C) Salinidad Sideréforos Fosfatos Auxinas Biofilm
Hv56 Marisma Verano 0 1 0 0 1 0
Hv57 Marisma Verano 0 0 0 0 0 0
Hv58 Marisma Verano 0 0 3 0 0 0
Hv59 Marisma Verano 0 0 0 0 0 0
Hv60 Marisma Verano 0 1 0 0 0 0
Hv61 Marisma Verano 0 0 0 0 1 0
Hv62 Marisma Verano 0 1 0 0 1 0
Hv63 Marisma Verano 0 1 0 0 0 0
Hv64 Marisma Verano 0 1 0 0 0 0
Hv65 Marisma Verano 0 2 0 0 1 0
Hv66 Marisma Verano 0 1 1 0 1 0
Hv67 Marisma Verano 0 0 3 4 0 0
Hv68 Marisma Verano 0 0 3 4 0 0
Hv69 Marisma Verano 0 0 3 4 0 0
Hv70 Marisma Verano 0 0 2 0 0 0
Hv71 Marisma Verano 0 0 0 0 0 0
Hv72 Marisma Verano 0 0 2 0 1 0
Hv73 Marisma Verano 0 0 1 0 1 0
Hv74 Marisma Verano 0 0 1 0 1 0
Hv75 Marisma Verano 0 0 2 0 1 0
Hv76 Marisma Verano 0 1 2 0 1 0
Hv77 Marisma Verano 0 0 0 0 0 0
Hv78 Marisma Verano 0 1 0 0 0 0
Hv79 Marisma Verano 0 0 1 0 3 1
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Cepa Zona Estacion Temp. (40 °C) Salinidad Sideréforos Fosfatos Auxinas Biofilm
Hv80 Marisma Verano 0 0 0 0 0 0
Hvs51 Marisma Verano 0 1 0 0 0 0
Hvs52 Marisma Verano 0 1 0 0 0 0
Hvs53 Marisma Verano 0 1 0 0 0 0
Hvs54 Marisma Verano 0 1 0 0 0 0
Hvs55 Marisma Verano 0 4 0 0 1 0
Hvs56 Marisma Verano 0 1 0 0 0 1
Hvs57 Marisma Verano 0 1 2 0 0 0
Hvs58 Marisma Verano 0 1 0 0 1 1
Hvs59 Marisma Verano 0 0 2 0 0 0
Hvs60 Marisma Verano 0 0 0 0 1 1
Hvs61 Marisma Verano 1 0 2 0 0 0
Hvs62 Marisma Verano 1 0 2 0 0 0
Hvs63 Marisma Verano 0 0 2 0 1 0
Hvs64 Marisma Verano 0 4 1 0 0 0
Hvs65 Marisma Verano 0 1 0 0 0 0
Hvs66 Marisma Verano 0 3 1 0 1 0
Hvs67 Marisma Verano 0 0 0 0 0 0
Hvs68 Marisma Verano 0 1 2 0 0 1
Hvs69 Marisma Verano 0 1 2 0 1 0
Hvs70 Marisma Verano 0 0 2 0 1 0
Hvs71 Marisma Verano 0 1 2 0 1 0
Hvs72 Marisma Verano 0 1 1 0 1 0
Hvs73 Marisma Verano 0 3 1 0 1 0
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Cepa Zona Estacion Temp. (40 °C) Salinidad Sideréforos Fosfatos Auxinas Biofilm
Hvs74 Marisma Verano 0 1 1 0 0 0
Hvs75 Marisma Verano 0 2 0 0 0 1
Hvs76 Marisma Verano 0 0 1 0 4 1
Hvs77 Marisma Verano 0 0 2 0 0 0
Hvs78 Marisma Verano 0 1 0 0 0 0
Hvs79 Marisma Verano 0 0 2 0 0 0
Hvs80 Marisma Verano 0 0 2 0 0 0
Hvs81 Marisma Verano 0 2 2 0 0 0
C51 Canal deriego ~ Verano 0 0 0 0 0 0
C52 Canal de riego ~ Verano 0 0 2 0 0 0
C53 Canal deriego ~ Verano 0 0 0 0 1 0
C54 Canal de riego ~ Verano 0 0 0 0 0 0
C55 Canal deriego ~ Verano 0 0 1 0 1 0
C56 Canal deriego ~ Verano 0 0 0 0 0 1
C57 Canal deriegop ~ Verano 0 0 0 0 0 0
C58 Canal deriego ~ Verano 0 0 1 0 4 0
C59 Canal de riego ~ Verano 0 0 0 0 3 0
C60 Canal de riego ~ Verano 0 0 1 0 0 0
C61 Canal deriego ~ Verano 0 0 1 0 1 0
C62 Canal de riego ~ Verano 0 0 1 0 2 1
C63 Canal deriego ~ Verano 0 0 1 0 1 0
C65 Canal deriego  Verano 0 0 1 0 1 0
C66 Canal de riego ~ Verano 0 0 1 0 0 0
C67 Canal deriego ~ Verano 0 0 0 0 0 0
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Cepa Zona Estacion Temp. (40 °C) Salinidad Sideréforos Fosfatos Auxinas Biofilm
C68 Canal de riego ~ Verano 0 0 0 0 1 0
C69 Canal deriego ~ Verano 0 0 0 0 2 0
Cs51  Canal deriego  Verano 0 0 0 0 0 0
Cs52  Canal deriego  Verano 0 0 0 0 0 0
Cs53  Canal deriego  Verano 0 0 1 0 1 1
Cs54  Canal deriego  Verano 0 0 1 0 0 1
Cs55  Canal deriego  Verano 0 0 2 0 1 0
Cs56  Canal deriego  Verano 0 0 2 0 0 0
Cs57  Canal deriego  Verano 0 0 1 0 1 1
Cs58  Canal deriego  Verano 0 0 2 0 0 1
Cs59  Canal deriego  Verano 0 2 3 1 0 0
Cs60  Canal deriego  Verano 0 0 1 0 0 0
Cs61  Canal deriego  Verano 0 1 1 0 2 1
Cs62  Canal deriego  Verano 0 0 2 0 0 0
Cs62  Canal deriego  Verano 0 0 2 0 0 0
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