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Resumen

Para alimentar a la creciente poblacion y abastecer las necesidades de nutrientes
de los suelos, se extendio el uso de fertilizantes sintéticos a lo largo del siglo XX (Tilman
et al., 2002). En muchos de estos fertilizantes también se documentd la presencia de
metales pesados como As, Cd, Cr, Hg, Pb y Zn (Brevik, 2013). Desde entonces, la
contaminacion de los suelos ha aumentado hasta alcanzar niveles toxicos y perjudiciales
para los seres vivos. Por esta creciente preocupacion mundial, las técnicas basadas en el
uso de microorganismos han alcanzado una gran importancia, no solo por su funcion
promotora del crecimiento sino como técnica de biorremediacion por las propiedades de
las bacterias y su capacidad para tolerar altas concentraciones de metales pesados. Gracias
a su versatilidad, su fécil cultivo y la poca especificidad de las bacterias para establecer
relaciones simbidticas con las plantas leguminosas, que se han convertido en una
potencial herramienta clave en la solucion del problema de la contaminacién de los
suelos. En este trabajo se aislaron bacterias procedentes de nodulos de plantas de
Medicago spp. y se caracterizaron, con intencion de utilizar aquellas que reunieran las
mejores caracteristicas para inocular semillas del mismo género en condiciones
controladas. Los resultados mostraron un efecto positivo de las bacterias seleccionadas
sobre dichas plantas, que aumentaron no solo su peso y su longitud, sino también su
namero de hojas y nddulos. Se concluy6, por lo tanto, que la asociacion leguminosa-
rizobio era beneficiosa para las plantas, y que la adicion a esta simbiosis de una bacteria
con ciertas propiedades promotoras del crecimiento vegetal (PGPB; (plant growth-

promoting bacteria)) incrementaba alin mas el efecto positivo.

Palabras clave: rizobios, nddulo, leguminosas, inoculacion, PGPB, metales

pesados
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1. Introduccion.

Cuando se habla de “contaminacion del suelo” se hace referencia a la presencia
en el suelo de cualquier sustancia que se encuentre fuera de su sitio natural y/o esté
presente en una concentracion mas alta de lo normal, teniendo efectos adversos sobre
cualquier organismo al que no esta destinado (FAO e ITPS, 2015). A pesar de que la
mayoria de los contaminantes tienen origen antropogénico, algunos pueden encontrarse
de forma natural en los suelos como componentes de minerales y pueden ser toxicos en
concentraciones altas. La cantidad y diversidad de contaminantes se encuentra en
constante aumento debido al continuo desarrollo agroquimico e industrial (FAO e ITPS,
2015).

La contaminacion del suelo fue identificada como la tercera amenaza mas
importante para el suelo en Europa (FAO, 2015). La Unica estimacién global de este
problema fue realizada en la década de los 90 y concluy6 que 22 millones de hectareas
estaban contaminadas (Oldeman, 1991). Sin embargo, datos mas recientes indican que
este nimero podria ser mayor (CCICED, 2015). Por suerte, la gravedad del problema esta
haciendo que la poblacién sea cada vez mas consciente de ello, favoreciéndose asi la
busqueda de posibles soluciones.

Como ya se ha dicho anteriormente, las principales fuentes de contaminantes en
el suelo son el ser humano y sus actividades (figura 1). Siglos de actividades
antropogénicas han convertido la contaminacion del suelo en un problema generalizado
en todo el mundo (FAO, 2015). Las principales fuentes son los quimicos usados o
producidos en las actividades industriales y los desechos domésticos y municipales. Estos
productos son liberados al medio ambiente de forma accidental o intencionadamente,
como ocurre con los fertilizantes y plaguicidas. Los metales presentes en estos
agroquimicos (Cu, Cd, Pb y Hg) son considerados también contaminantes porque pueden
alterar el metabolismo de las plantas y disminuir la productividad de los cultivos. El
exceso de metales pesados y otros elementos como el N y el P supone, ademas, un peligro
para la poblacion humana cuando estos elementos entran en la cadena trofica y/o alteran
la calidad del agua (FAO, 2015). Por ello, la correcta manipulacion y utilizacion de los

fertilizantes es clave para evitar la contaminacion del suelo (Stewart et al., 2005).
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Figura 1. Esquema de las principales actividades humanas contaminantes del suelo
(Rodriguez-Eugenio et al., 2019).

1.1 Contaminantes y compuestos presentes en el suelo.

Cuando se habla de “metales pesados”, se hace referencia a un grupo de metales
de masa relativamente alta (> 4,5 g/cm®) como Pb, Cd, Cu, Hg, Sn y Zn, que pueden
causar problemas de toxicidad. Existen otros no metales (As, Sb y Se) que son incluidos
con frecuencia en esta misma categoria (Kemp, 1998). Aunque muchos de ellos son
micronutrientes esenciales para plantas, animales y humanos, no estan sujetos a
degradacion metabdlica por lo que se acumulan en los tejidos y, en altas concentraciones,
pueden dafar la salud humana (Tchounwou et al., 2012; figura 2). Ademas, estimulan la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Mithofer et al., 2004) e interaccionan
con el sistema antioxidante de los vegetales (Srivastava et al., 2004), causando
fitotoxicidad.
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Figura 2. Esquema de los posibles efectos toxicos en el ser humano de los contaminantes

del suelo en exposicion oral (Hosford, 2008).

Encontramos diferencias en cuanto al efecto de estos metales sobre los seres vivos:
mientras que Zn, Ni, Co y Cu son mas toxicos para las plantas; As, Cd, Pb, Cry Hg lo
son mas para los animales superiores (McBride, 1994). Estos ultimos son especialmente
relevantes para la salud de los seres humanos (McLaughlin, Parker y Clarke, 1999; figura
3).
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Figura 3. Esquema de los elementos que se pueden encontrar en los suelos contaminados

(Rodriguez-Eugenio et al., 2019).

Otros nutrientes anteriormente mencionados (N y P) pueden convertirse en
contaminantes a elevadas concentraciones a pesar de que su importante papel en el

funcionamiento de todos los seres vivos (Yaron et al., 2012; Frumin y Gildeeva, 2014).

1.2 Situacion actual de los fertilizantes quimicos y su legislacién.

Desde la FAO (Food and Agriculture Organization) se promueve un enfogue de
la fertilidad del suelo basado en los siguientes principios: 1) “ni las practicas basadas
exclusivamente en fertilizantes minerales, ni el manejo exclusivo de materia organica son
suficientes para la produccion agricola sostenible”; 2) “es necesario un germoplasma bien
adaptado vy resistente a las enfermedades para hacer un uso eficiente de los nutrientes
disponibles”, y 3) “son esenciales las buenas practicas agrondémicas para garantizar el uso
eficiente de los recursos”. Este organismo internacional anima a los gobiernos de cada
pais a regular los niveles de contaminacion del suelo, mas alla de los ya establecidos. Se
les aconseja también que, para proteger la salud de los humanos y el medio ambiente,
faciliten la remediacion de los suelos contaminados (FAO, 2015).

En junio de 2019, el Parlamento Europeo derogd el Reglamento (CE) 2003/2003,
que regulaba casi exclusivamente el uso de fertilizantes quimicos o inorganicos, y mostrd
su deseo de favorecer la disponibilidad en el mercado europeo de otros productos que

fueran reciclados u organicos. En el Reglamento (CE) 2019/100 se defendio que el

9
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beneficio derivado del uso estos nuevos abonos no seria solo la reduccion de la
contaminacion, sino que también contribuiria al mejor aprovechamiento de los nutrientes,
reduciendo asi la dependencia de la Unidén Europea del suministro de terceros paises.
También incluyd este Reglamento la necesidad de limitar la presencia de contaminantes,
como el Cd, en los fertilizantes debido a su acumulacion en el medio ambiente y su
entrada en la cadena trofica. Ademas, se animd a promover no solo el uso de productos
destinados a proporcionar nutrientes a las plantas, sino también el de los destinados a
mejorar la eficiencia nutricional de los vegetales.

A nivel internacional, muchos paises de todo el mundo han adoptado o estan en
vias de adoptar regulaciones nacionales para proteger sus suelos, prevenir la
contaminacion y abordar los problemas histéricos de contaminacion. Incluso paises en
desarrollo, donde los recursos son mas limitados, han adoptado regulaciones para impedir
y controlar la contaminacion del suelo (Conselho Nacional do Meio Ambiente, 2009;
MINAM, 2017; MMA, 2013).

1.3 Principales técnicas de remediacion.

Pueden ser clasificadas principalmente en in situ (tratamiento en el sitio) y ex situ
(tratamiento del suelo fuera del sitio). En ellas se incluyen tratamientos fisicos, quimicos
y bioldgicos, y ofrecen soluciones para la mayoria de los contaminantes del suelo
(Scullion, 2006). Muchos de los métodos fisicos ex situ disponibles en la actualidad son
costosos por el elevado coste de la excavacion y del transporte de los materiales, lo que
ha propiciado que crezca el interés en tecnologias in situ alternativas, en especial aquellas
basadas en la remediacion biolégica de ciertas plantas y microorganismos (Chaudhry et
al., 2005).

La biorremediacion es una técnica basada en la destruccion o conversion a
compuestos inocuos de los contaminantes, utiliznado el crecimiento y la actividad
bioldgica de algunos microorganismos. Por ello, su efectividad depende en gran parte de
las condiciones ambientales y del suelo. Ha sido usada mundialmente con éxito variable
y se considera una tecnologia con un gran potencial (Zouboulis et al., 2011).

En paralelo al creciente interés de las técnicas de biorremediacion, ha aumentado
la demanda del mercado de fertilizantes mas respetuosos con el medio ambiente. Los
biofertilizantes, formados por microorganismos vivos (bacterias, hongos, protozoos,
algas y virus), desempefian un papel fundamental en la fertilidad del suelo, la rentabilidad
de los cultivos y su productividad sin las consecuencias de los productos utilizados hasta

10
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el momento. Algunos de los microorganismos beneficiosos mas usados en estos
fertilizantes pertenecen a los grupos cominmente denominados rizobios y micorrizas, y
a los géneros Bacillus, Pseudomonas y Streptomyces. Estos son capaces de aumentar la
disponibilidad de los macro y micronutrientes esenciales para las plantas y descomponer
la materia organica del suelo. También resultan muy Utilese en el manejo de desechos
solidos y aguas residuales, y aumentan la tolerancia de las plantas a las agresiones
externas (por ej.: sequia, calor, frio, salinidad), a los insectos y a las enfermedades
(Rodriguez-Eugenio et al., 2019). Por ello, cuando se utilizan estos biofertilizantes no
solo se produce un mayor crecimiento y un incremento de la productividad de los cultivos,
sino que la calidad de estos se ve mejorada al controlar diversos insectos y enfermedades

que atacan a las plantas.

1.4 Simbiosis Leguminosas-rizobios.

La asociacion simbidtica Leguminosas-rizobios ha sido estudiada como una
herramienta de biorremediacion y recolonizacion de suelos contaminados (Pajuelo et al.,
2007; Graham y Vance, 2003). Las Leguminosas son una familia grande y diversa de
vegetales que se encuentran distribuidos en distintos ecosistemas alrededor de mundo.
Presentan, ademads, una caracteristica diferenciadora: en sus raices hay nddulos,
estructuras que albergan bacterias de géneros como Rhizobium, Bradyrhizobium y
Mesorhizobium especializadas en la fijacion de nitrégeno atmosférico. Estos
microorganismos son capaces de transformar el nitrégeno de la atmosfera (N2), que las
plantas no pueden absorber, en nitrato (NO3"), que si pueden utilizar (Franche et al., 2009).
Ademas, pueden favorecer el desarrollo de otros géneros de bacterias en los que se ha
observado esta fijacion de N2, como son Azospirillum (Steenhoudt y VVanderleyden, 2000)
0 Xanthobacter (Alam et al., 2001).

Para la formacidn de los nodulos, las raices de las plantas leguminosas liberan al
suelo metabolitos secundarios (flavonoides) que atraen quimiotacticamente a las bacterias
(Bauer, 1981). A continuacién, estos microorganismos penetran en el pelo radical al
disolver parte de la pared celular de este (Callaham y Torrey, 1981; Turgeon y Bauer,
1985). En este lugar se forma una pared celular secundaria que forma el denominado
cordon de infeccidn, a través del cual las bacterias viajan hasta las células de la raiz donde
crecen. Las bacterias son liberadas en una estructura denominada primordio nodular

(Kijne, 1992; Dudley et al., 1987). Tras esta liberacion, se diferencian a bacteroides,

11




TFG Sara Caballero Delgado  2020/2021

capaces de fijar el nitrogeno gaseoso, y el primordio se desarrolla hasta formar el nédulo
(Rodriguez-Llorente, 2001; figura 4).

Ademas, se ha demostrado que los rizobios (simbiontes naturales de leguminosas)
son resistentes a altas concentraciones de metales pesados (Carrasco et al., 2009; Noguez-
Inesta et al., 2017) y que algunos son capaces de colonizar diferentes leguminosas, por lo
que existe poca especificidad por parte del rizobio con respecto a la planta hospedadora
(Broughton, 2003).

El uso de leguminosas en la rehabilitacion de suelos contaminados es una técnica
viable econdmicamente, al alcance de productores y empresarios (Grahamy Vance, 2003;
Wang et al., 2012). Asi mismo, estas son plantas altamente productoras de biomasa y
fitoestabilizadoras, por lo que se pueden usar como forraje (Guefrachi et al., 2013). Sim
embargo, es necesario seleccionar la cepa bacteriana y la planta hospedadora adecuada,

ya que de eso depende el éxito de la técnica (Kuiper et al., 2004).

Cortical cells Root hair

|- Rhizobium bacteria

|__Root hairs release a substance
that attracts Rhizobium.

Infection
+ thread

|__Rhizobium proliferates and causes an
infection thread to form.

~Cortical cells begin to divide.

L —Infection thread grows
into the cortex of the root.

Root hair

| -Infection thread releases bacterial cells,
which become bacteroids (bacterial cell
membrane disappears) in the root cells.
Cytokinins from bacteria cause plant
cortical cells to divide.

|- Root nodule

Root cap
Root nodule forms from rapidly dividing,
infected cortical cells. Bacteroids perform
symbiotic nitrogen fixation.

Bacteroids

Figura 4. Esquema del proceso de nodulacién (Barton et al., 2007).

Si bien la demanda de fertilizantes ha aumentado globalmente, no existe una
correlacion lineal entre ello y el aumento en la produccion de las cosechas; al contrario,
estos incrementos podrian provocar un descenso de la eficiencia en el uso de nutrientes

y, con ello, rendimientos mas bajos (Hossain et al., 2005; Zhu et al., 2005). La

12




TFG Sara Caballero Delgado  2020/2021

contaminacion global, asi como la de los terrenos usados para la agricultura, es un
problema mundial con repercusiones en todos los ambitos, tanto econémicos como
sociales. Es por ello por lo que la busqueda de alternativas ecoldgicas, basadas sobre todo

en el empleo de microorganismos, es de gran relevancia en la actualidad.

2. Objetivos.

El objetivo general de este trabajo serd aislar y caracterizar bacterias extraidas de
los nddulos de plantas leguminosas para posteriormente ensayar sus efectos en terrenos
contaminados sobre el crecimiento de plantas de la misma familia. De esta forma, se
tratara de constatar el efecto positivo de estos microorganismos sobre dichas plantas. Para
ello, se desarrollaron los siguientes objetivos especificos:

1. Aislamiento de enddfitos extraidos de nddulos de Medicago spp.

2. Caracterizacion de dichos endofitos, buscando propiedades promotoras del
crecimiento vegetal (PGP), enzimas beneficiosas para los cultivos, y tolerancia a
metales pesados.

3. Seleccidn de las mejores bacterias en base a sus propiedades PGP, actividades
enzimaticas y tolerancia a metales pesados.

4. Estudio de los efectos de las bacterias tras la inoculacion de plantas de Medicago

sativa con las mejores bacterias aisladas.

3. Metodologia.

3.1 Recogida de muestras.

En febrero de 2020 se recogieron plantas de Medicago spp. con una edad y tamafio
similar de las marismas del rio Odiel (Huelva, Espafia). Las muestras se recolectaron
utilizando una pala y guantes de plastico, se metieron en bolsas de plastico, y se
transportaron inmediatamente al laboratorio. Después, se almacenaron a 4 °C hasta su

procesamiento.

13
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3.2 Aislamiento de endofitos del nédulo.

Para el aislamiento de los endofitos, se separaron la parte aérea y las raices de las
plantas. Las raices se lavaron con agua y se introdujeron en tubos Falcon. Se sumergieron
las muestras en etanol al 70% (v/v) y se sometieron a agitacion durante 1 minuto para
desinfectar su superficie. A continuacion, se lavaron de nuevo con agua estéril y fueron
sometidas a agitacion durante 15 minutos mientras permanecian sumergidas en
hipoclorito sodico al 3% (v/v). Finalmente, se lavaron cuatro veces con agua destilada
estéril. Una vez desinfectada la superficie, los nodulos se cortaron y se trituraron en un
mortero estéril con 1 ml de solucidn salina estéril al 0,9% (p/v). De la mezcla formada se
sembraron 100 ul por placa, utilizando una espatula, en dos placas de Petri con medio TY
(agar de triptona-extracto de levadura) que se incubaron a 28 °C durante 72 horas. Se
hicieron controles de la solucion salina, del aire de la cabina donde se manipularon las
muestras, del agua estéril y de los nddulos antes de triturar.

Las bacterias se aislaron en base a la diferente morfologia y coloracion de las
colonias en placas, y la tipologia y morfologia de las células observadas en la tincion de

Gram.

3.3 Identificacion de las bacterias.

Las bacterias que mostraron mejores propiedades para ser utilizadas en la
inoculacion de las plantas de Medicago sativa fueron identificadas. Para ello, las bacterias
se cultivaron en 3 ml de TY durante 24 horas a 28 °C en agitacion continua. EI ADN
gendmico fue extraido utilizando el kit G-spin™ for Bacteria (iNtRON Biotecnology),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras la extraccién, se realiz6 la PCR utilizando
como cebadores 16F27 y 16R1488 (tabla 1), y la enzima i-Taqg polimerasa (Maxime PCR
PreMix Kit, Intron Biotechnology) con una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2
minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 20 segundos, alineamiento a 58
°C durante 10 segundos y extension a 72 °C durante 50 segundos, seguido de una
extension final a 75 °C durante 5 minutos. Tras la realizacion de la PCR, se realizo una
electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con RedSafe™ utilizando 5
ul de los productos de la PCR. Dicho gel fue sometido a una corriente eléctrica de 100V
durante 30 minutos y fue revelado por exposicion a radiacion UV. Finalmente, los restos
de los productos de la PCR se purificaron utilizando la enzima ExoSAP-IT (Affymetrix
USB) siguiendo las instrucciones del fabricante, y se enviaron para su secuenciacion a la
empresa StabVida (Portugal). Se utilizd el servidor EzTaxon para determinar la
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homologia de las secuencias del gen del ARNr 16S amplificadas con las ya conocidas de
la base de datos EzBioCloud (Chun et al., 2007).
Tabla 1. Cebadores utilizados en las amplificaciones del gen del ARNr 16S y del gen de

la enzima ACC desaminasa.

Cebador | Secuencia

16F27 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'
16R1488 | 5'-CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC-3’
acdsf3 5'-ATCGGCGGCATCCAG-3’

acdSr3 | 5'-GTGCATCGACTTGCCCT-3’

3.4 Medicion de la tolerancia a metales.

La medicion de la tolerancia a metales pesados de las bacterias aisladas se realizo
en placas de medio TY preparadas afiadiendo concentraciones crecientes de dichos
metales. Se utilizaron soluciones stock de NaAsO2 1 M, CuSO4 1 M, CdCl, 1 My ZnSO4
1M. Las placas inoculadas se incubaron durante tres dias a 28 °C. La aparicion de
crecimiento bacteriano indicaba que las bacterias podian tolerar la concentracidn de metal
ensayada, por lo que se aumentdé en 0,1 mM dicha concentracién y se repitié el
experimento. En caso contrario, la concentracion expuesta se reducia en 0,1 mM y se
volvia a ensayar. Se consider6 la CMT (concentracion maxima tolerada) la concentracion

mas alta a la cual se observo crecimiento bacteriano (figura 5).

<>

]

]

+ No crecimiento a
|

i [metal] 0,1 mM
H

mayor

_____________________
:
No crecimiento ®

Figura 5. Esquema del proceso de tolerancia a metales. CMT: concentracién maxima tolerada

(Elaboracion propia).
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3.5 Medicion de actividades enzimaticas.
3.5.1 ADNasa.
Se sembraron las bacterias en el medio Agar ADN (Scharlau, Espafa) y se
incubaron las placas a 28 °C durante 7 dias. Tras ese tiempo, se revelaron afiadiendo 10
ml de HCI 1 N. La aparicion de un halo transparente alrededor de la zona de crecimiento

bacteriano hace que esta prueba se considere positiva (Mesa et al.,, 2015).

3.5.2 Actividad amilasa.
Se sembraron las bacterias en el medio Agar almidon y se incubaron las placas a
28 °C durante 7 dias. Pasado ese tiempo, se adicionaron de 10 ml de Lugol para su
revelacion. La aparicion de un halo transparente alrededor del crecimiento de la bacteria

indica que las bacterias poseen esta actividad (Mesa et al., 2015).

3.5.3 Actividad celulasa.

Se sembraron las bacterias en el medio CMC y se incubaron a 28 °C durante 7
dias. Para revelar las placas se utilizé una solucién de Rojo Congo al 0,1% (p/v), que se
dejo actuar 20 minutos. Tras esta solucién, se afiadié NaCl 1 M para decolorar las placas.
La aparicién de un halo claro alrededor del crecimiento de la bacteria confirma la
presencia de la actividad en los microorganismos de la placa (Elbeltagy et al., 2000).

3.5.4 Actividad lipasa.
Se sembraron las bacterias en el medio Tween80 y se incubaron a 28 °C durante
7 dias. La presencia de un halo alrededor del crecimiento bacteriano indica una prueba

positiva (Harley y Prescott, 2002).

3.5.5 Actividad pectinasa.

Se sembraron las bacterias en el medio AMA y se incubaron a 28 °C durante 7
dias. Posteriormente, se revelaron las placas con CTAB al 2% (p/v). La presencia de un
halo alrededor del crecimiento bacteriano identifica la prueba como positiva (Elbeltagy
et al., 2000).
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3.5.6 Actividad proteasa.
Se sembraron las bacterias en el medio Agar caseina y se incubaron a 28 °C
durante 7 dias. La aparicion de un halo transparente alrededor del crecimiento bacteriano

confirma una prueba positiva (Harley y Prescott, 2002).

3.5.7 Actividad quitinasa.
Se sembraron las bacterias en un medio minimo suplementado con quitina
coloidal y se incubaron a 28 °C durante 7 dias. La presencia de halos alrededor del

crecimiento bacteriano indica que la prueba es positiva (Mesa et al., 2015).

3.6 Medicion de propiedades PGP.
3.6.1 Produccion de 1AA.

Se sembraron 3 ml de NB suplementado con triptéfano durante 72 horas en
agitacion continua a 28 °C, tras lo cual se centrifugaron 1,5 ml de dicho cultivo durante 5
minutos a 13000 rpm. Se afadieron 4 ml del reactivo de Salkowski a 1 ml del
sobrenadante formado y se incub6 a temperatura ambiente durante 20 minutos. La
aparicion de un color rojo indica que la prueba es positiva (Gordon y Weber, 1951). Se
calculd la cantidad de &cido indol-3-acético (IAA) midiendo en un espectrofotémetro la
absorbancia a 535 nm, utilizando como blanco la mezcla del control negativo con el
reactivo de Salkowski.

Se realiz6 una curva patrén utilizando IAA (200 mg/l) como se muestra en la tabla
2. Tras incubar 20 minutos, se midieron las absorbancias de las distintas concentraciones
de IAA. Con los datos obtenidos, se cre6 una recta de regresion y su respectiva formula
usando Excel.

Tabla 2. Datos para realizar la curva patron de la produccion de I1AA.

Patrones (mg/l)

200 | 150 | 100 | 75 50 20 10 5 2 |0

Volumen de 1AA
(200 mg/l) (ml)
VolumendeNB(mI) | O 10,25 05 | 0,625|0,75/0,90,95| 0,975 0,99 | 1
Volumen de reactivo
Salkowski (ml)

1 107505 0375/0,25/0,1 0,050,025 001|0

4 4 4 4 4 4 4 4 4 |4
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3.6.2 Produccion de sideroforos.

Se cultivaron las bacterias en 3 ml de TY y se incubaron a 28 °C durante 24 horas
en agitacion continua. Tras ese tiempo, se colocaron 100 pl de cada cultivo en un pocillo
en placas con medio CAS, que fueron cubiertas con papel de plata e incubadas a 28 °C
durante 7 dias. La aparicion de un halo de color naranja alrededor del pocillo indica que
la bacteria produce sideroforos (Schwyn y Neilands, 1987). Para terminar, se midio el
didmetro de los halos (mm).

3.6.3 Solubilizacion de fosfato.

Se cultivaron las bacterias en 3 ml de TY y se incubaron a 28 °C durante 24 horas
en agitacion continua. A continuacion, se depositaron 100 ul de cada cultivo en un pocillo
en placas con medio NBRIP y se incubaron a 28 °C durante 7 dias. La aparicion de un
halo transparente alrededor del pocillo indica que la bacteria solubiliza fosfatos

(Pikovskaya, 1948). Para terminar, se midié el diametro de los halos (mm).

3.6.4 Fijacion de nitrogeno.
Se sembraron las bacterias en placas con medio NFB y se incubaron a 28 °C
durante 7 dias. La aparicion de crecimiento indica que la bacteria podria fijar nitrégeno
(Tak et al., 2020).

3.6.5 Formacion de biopeliculas.

Se incubaron las bacterias en 3 ml de medio TY a 28 °C durante 24 horas en
agitacion constante. Tras ese tiempo, se transfirieron 20 pl de los cultivos a pocillos de
una placa de microtitulacion con 96 pocillos. Se realizaron 4 réplicas de cada cultivo y se
afiadié medio sin inocular como control negativo. Estas placas se incubaron a 28 °C
durante 4 dias selladas con parafilm. Despues, se descarto el medio liquido presente en
los pocillos, se lavaron 5 veces usando agua destilada y se tifieron con 200 ul de cristal
violeta al 0,01% durante 20 minutos. Para finalizar, los pocillos se lavaron de nuevo 3
veces con agua destilada y se afiadio sobre ellos 100 pl de &cido acético al 33% disuelto
en etanol al 95%. Se midié la absorbancia de los pocillos a 570 nm/595 nm utilizando un
lector de microplacas ASYS UVM-340 (del Castillo et al., 2012).
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3.6.6 Presencia del gen de la enzima ACC desaminasa.

Para determinar la presencia de la enzima ACC desaminasa se recurrid a la técnica
de PCR con el fin de buscar el gen que codifica a dicha enzima en las bacterias aisladas
siguiendo lo descrito en Zhengyi et al, 2015. Se recurrid a esta técnica por problemas de
suministro del reactivo necesario para realizar el ensayo de esta actividad. Para ello, se
utilizaron como cebadores acdSf3 y acdSr3 (tabla 1), y la enzima i-Tag polimerasa
(Maxime PCR PreMix Kit, Intron Biotechnology) con las siguientes condiciones de PCR:
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C durante 20 segundos, alineamiento a 53 °C durante 10 segundos y extension a 72 °C
durante 50 segundos, seguido de una extension final a 75 °C durante 5 minutos. Tras la
realizacion de la PCR, se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 1% en TAE
1X tefiido con RedSafe™ utilizando 5 pl de los productos obtenidos en la etapa anterior.
Se afiadi6 también la misma cantidad de ADN de la bacteria Variovorax paradoxus, que
presenta esta actividad enzimética, como banda control. Dicho gel fue sometido a una
corriente eléctrica de 100V durante 30 minutos y revelado por exposicion a radiacion UV.
Finalmente, los restos de los productos de la PCR se purificaron utilizando la enzima
ExoSAP-IT (Affymetrix USB) siguiendo las instrucciones del fabricante, y se enviaron
para su secuenciacion a la empresa StabVida (Portugal). Las secuencias obtenidas fueron
introducidas en el buscador BLAST (NCBI) para comprobar si las bandas amplificadas

correspondian al gen de la enzima ACC desaminasa.

En la determinaciéon de las actividades enzimaticas y las propiedades PGP se
utilizaron como controles positivos y negativos bacterias de la coleccion del laboratorio
BIO-181.

3.7 Determinacion de los tratamientos de inoculacion.

Para la formacion de los diferentes tratamientos de inoculacion en los siguientes
experimentos en plantas, se escogieron las mejores cepas bacterianas considerando la
tolerancia a los metales, la presencia de propiedades PGP y las actividades enzimaticas.
Se formd un consorcio (Csc) compuesto por las bacterias BN4, BN8, BN10 y BN12.
Ademas, se agruparon por parejas (rizobio y no rizobio): BN4+BN10, BN4+BN12,
BN8+BN10 y BN8+BN12. Cada bacteria fue ensayada tambien individualmente y se

incluyd una bandeja de macetas que fueron regadas con agua estéril a modo de control
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negativo (tabla 3). Cada tratamiento constd de una bandeja con ocho macetas con dos
semillas cada una, es decir, 16 plantas por tratamiento. En total, se utilizaron 9 bandejas,
72 macetas y 144 semillas.

Tabla 3. Tabla de todos los tratamientos ensayados. BN: bacteria del nddulo.

Tratamiento Bacterias
C- No inoculacion
BN4 Inoculacién con Pseudomonas gessardii
BN8 Inoculacion con Pseudomonas thivervalensis
BN10 Inoculacién con Ensifer meliloti
BN12 Inoculacién con Ensifer mayense
BN4+BN10 Inoculacién con P. gessardii y E. meliloti
BN4+BN12 Inoculacién con P. gessardii y E. mayense
BN8+BN10 Inoculacion con P. thivervalensis y E. meliloti
BN8+BN12 Inoculacién con P. thivervalensis y E. mayense
Inoculacion con P. gessardii, P. thivervalensis, E. meliloti y E.
Cse mayense

Para saber que no habia incompatibilidades entre las bacterias a la hora de
inocular, se realiz6 un ensayo de convivencia entre las distintas especies. Para ello, se
cultivaron 3 ml de los distintos cultivos bacterianos (BN4, BN8, BN10 y BN12) por
separado en medio TY liquido durante 24 h a 28 °C en agitacion. Al dia siguiente, se
afiadieron 100 pl de cada cultivo a un matraz con 50 ml de TY liquido, que se incubo
durante 24 h a 28 °C en agitacion constante. Pasado ese tiempo, se realizaron diluciones
y se sembraron en placas de TY las diluciones 108, 107, 101° y 10!, Estas placas se
incubaron 24 h a 28 °C para comprobar el crecimiento de las bacterias. El crecimiento de

las distintas colonias confirmé que se podian utilizar agrupadas.

3.8 Inoculacion de plantas de Medicago sativa.
3.8.1 Germinacion de las semillas.
Se desinfectaron las semillas antes de proceder a su germinacion. Para ello, se
lavaron durante dos minutos con etanol al 70% (v/v) en agitacion y se expusieron a
hipoclorito sodico al 3% (v/v) durante 20 minutos. Finalmente, se lavaron en repetidas

ocasiones con agua estéril y se colocaron en placas de agar agua 0,9%. Las placas fueron

20




TFG Sara Caballero Delgado  2020/2021

tapadas con papel metélico y puestas en zonas sin iluminacion durante tres dias para

favorecer la germinacion. Pasado ese tiempo, se colocaron en las macetas.

3.8.2 Preparacion de los indculos bacterianos.

Para la inoculacion de las plantas de M. sativa, las cepas seleccionadas se
incubaron en diferentes matraces con 50 ml de TY durante 18-24 horas a 28 °C en
agitacion continua. Tras ese tiempo, los cultivos se centrifugaron durante 10 minutos a
8000 rpm vy los sedimentos fueron lavados con 50 ml de solucién salina estéril al 0,9%
(p/v). Después se volvieron a centrifugar en las mismas condiciones y el sedimento
formado se resuspendi6 en 5 ml de solucion salina estéril al 0,9% (p/v). Los cultivos de
las bacterias que formaban el mismo tratamiento se mezclaron en un tubo Falcon de 50

ml que fueron llevados a un volumen total de 400 ml tras la adicion de agua estéril.

3.8.3 Siembray riego de las macetas.

Para la siembra, se utilizd suelo recogido de las marismas del Odiel previamente
esterilizado. Este se mezclo con perlita y arena, también esterilizadas, para eliminar
cualquier microorganismo que pudiera alterar los resultados. Ademas, durante todo el
proceso se utiliz6 agua estéril para regar por el mismo motivo. Se colocaron dos semillas
en cada maceta, haciendo orificios de 1-2 cm de profundidad y se mantuvieron en las

mismas condiciones de invernadero durante cuatro meses (figura 6).

[~ Suelo del Odiel,
perlita y arena

Maceta/’//'a E E E\\Semilla
M=-1=-1=-1-p

Agua —

Figura 6. Representacion grafica de una bandeja (Elaboracion propia).

Durante ese tiempo, se inocularon las plantas cada semana con 50 ml del in6culo
correspondiente a cada tratamiento, regando con agua entre inoculaciones. Las plantas no
inoculadas se regaron con 50 ml de agua estéril por maceta. Las plantas estuvieron

inundadas todo el tiempo con agua, dejando 1 cm de profundidad.
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3.9 Medicion parametros obtenidos de las plantas.

Pasados los cuatro meses de cultivo, se procedi6 a la retirada de las plantas para
el andlisis de los resultados obtenidos. Los pardmetros determinados fueron la longitud
de las plantas, el nimero de hojas y nédulos y el peso seco. Para determinar el peso seco,
las plantas se secaron durante una semana en la estufa a 50 °C. Tras ese tiempo, se
determind su peso utilizando una balanza de precision. Se pesaron por separado parte

aerea y raices.

3.9.1 Andlisis estadistico de los datos.

Para el anélisis de estadistico de los datos se recurrié al programa informatico
“Statistica” version 6.0 (Statsoft Inc.). Primero, se prob6 la normalidad de los datos
utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov. Las comparaciones entre las medias en los
diferentes tratamientos se hicieron usando el ANOVA de una variable. Las diferencias

significativas fueron obtenidas con el test de Tukey.

4. Resultados y discusion.

4.1 Aislamiento de los endofitos.
De acuerdo con la morfologia de las colonias y la tincién de Gram, se aislaron 13
bacterias cultivables de los nédulos (nombradas como BN), siendo un 92% de ellas
bacterias Gram negativa (tabla 4).

Tabla 4. Morfologia de las bacterias aisladas. G-: Gram negativa, G+: Gram positiva,

BN: bacteria del nédulo.

Bacteria Morfologia
BN1 Bacilos G-
BN2 Bacilos G-
BN3 Bacilos G-
BN4 Bacilos G-
BN5 Bacilos G-
BN6 Bacilos G-
BN7 Bacilos G-
BN8 Bacilos G-
BN9 Bacilos G-
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BN10  Bacilos G-
BN11  Bacilos G+
BN12  Bacilos G-
BN13  Bacilos G-

4.2 Identificacion de las bacterias.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de las propiedades PGP y las
actividades enziméticas, se envio a secuenciar el ADN de las bacterias que reunian mayor
namero de caracteristicas estudiadas, siendo estas las cepas BN4, BN8, BN10 y BN12
(tabla 5).

Tabla 5. Datos obtenidos de la identificacion de las bacterias con mejores caracteristicas
utilizando la base de datos EzBioCloud. BN: bacteria del nédulo.

) _ _ Fragmento secuenciado _
Bacterias | Especies relacionadas (ob) Identidad (%)
Y

BN4 Pseudomonas gessardii 1474 97,39
Pseudomonas

BN8 ) ) 1459 98,31
thivervalensis

BN10 Ensifer meliloti 1301 98,83

BN12 Ensifer mayense 1430 91,30

Los bajos porcentajes de identidad obtenidos parecen sugerir que las bacterias
aisladas podrian ser especies nuevas. Para que una especie se considere nueva debe tener
un porcentaje de identidad menor del 98,7%; si es mayor o igual habria que hacer

comparaciones con los genomas completos (Chun et al., 2018).

4.3 Tolerancia a metales.

Se observo que las bacterias toleraron mayores concentraciones de arsénico que
de los deméas metales, siendo el cadmio el metal con menor concentracion tolerada en
placa. En el caso del cadmio, las concentraciones fueron desde 0,1 mM hasta 1,9 mM. En
cuanto al arsénico, se observaron variaciones mucho mayores, siendo la mayor
concentracion de arsénico soportada de 17,4 mM y la menor de 1 mM, aunque la bacteria
BN12 no mostro la capacidad de tolerar ninguna de las concentraciones de As a las que

se la expuso. Los valores de concentracion de cobre oscilaron entre 1,4 mM y 4,4 mM.
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En lo que se refiere a los valores de concentracion de zinc, se obtuvieron datos desde 1,4
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mM a 6 mM (tabla 6, figura 7).

Tabla 6. Tabla con los datos de la tolerancia a los metales ensayados de las bacterias

aisladas. BN: bacteria del nodulo.

2020/2021

<2mM 2-4mM 4-6mM 6-8mM 8-10mM >10 mM

Rango de concentraciones toleradas

Bacteria/Metal Cd (mM) | As(mM) | Cu(mM) | Zn (mM)
BN1 1,8 2,9 3,4 3,9
BN2 0,6 8 3,8 6
BN3 0,6 8 4.4 6
BN4 0,7 1 3 19
BN5 0,9 2,9 3,7 6
BN6 19 17,4 3,9 3,9
BN7 14 8 44 5,2
BN8 0,4 2,5 19 1,8
BN9 0,9 8 1,9 5,2
BN10 0,4 0,4 1,4 2,5
BN11 0,2 2,9 19 1,9
BN12 0,1 0 1,8 14
BN13 0,9 8 3,6 3,9
Tolerancia a metales

., 15

g 12

ORI P .h — . &

S z -— .. .. —_— .. Cd : g

Figura 7. Diagrama de barras de la tolerancia a metales de las bacterias aisladas.

4.4 Actividades enzimaticas.

Se observé que un 62% de las bacterias aisladas poseia enzimas capaces de

degradar la celulosa y un 8%, enzimas pectinasas. Ambas enzimas tienen un papel muy
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importante en la germinacion de las semillas (Navarro-Torre et al., 2016), que se ve
complementado en el caso de las pectinasas por su accion defensiva frente a fitopatdgenos
(Soriano-Lasheras, 2004). En el caso de la enzima celulasa, su efecto beneficioso para la
nodulacion se observa en la infeccion primaria, donde ejerce una funcion fundamental al
degradar la pared del vegetal y favorecer la formacion del cordon de infeccion (Robledo
et al., 2008). Ademas, un 38% y un 15% presentaban enzimas proteasas y ADNasas,
respectivamente. Estas enzimas participan también en la defensa de la planta frente a
microorganismos invasores (Kim et al., 2009; Park et al., 2010). Otras enzimas como
amilasas, quitinasas y lipasas no fueron encontradas en las bacterias estudiadas (tabla 7).

Cabe mencionar que los resultados positivos de las actividades enzimaticas fueron
escasos, ya que el madximo nimero de enzimas encontrados en una misma bacteria fue
dos, siendo siete el nimero total de enzimas estudiadas. Aunque un 84% de las bacterias
presentaba alguna enzima estudiada, mas de la mitad de ellas mostré una sola actividad.

Tabla 7. Propiedades enzimaticas de las bacterias aisladas (+: presencia de la enzima; -:

ausencia de la enzima). BN: bacteria del nodulo.

Cepa | ADNasa | Amilasa | Celulasa | Pectinasa | Proteasa | Quitinasa | Lipasa
BN1 - - - - - - -
BN2 - - + + - - -
BN3 - - + - - - -
BN4 - - - - + - -
BN5 - - + - - - -
BN6 - - - - - - -
BN7 - - + - + - -
BNS - - + - + - -
BN9 - - + - - - -
BN10 + - + - - - -
BN11 - - - - + - ;
BN12 + - + - - - -
BN13 - - - - + - ;

Al finalizar los ensayos de las actividades enzimaticas se observo que las bacterias

BN2, BN7, BN8, BN10 y BN12 presentaban el mayor nimero de enzimas estudiadas.
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Todas estas bacterias presentaban actividad proteasa. Ademas, BN2 mostré actividad

pectinasa; BN7 y BN8, proteasa; y BN10 y BN12, ADNasa (figura 8).

Actividades enzimaticas
3 W Lipasa

m Quitinasa
2

m Proteasa
m Pectinasa
I I I Celulasa
® Amilasa

BN1 BN2 BN3 BN4 BN5 BN6 BN7 BN8 BN9 BN10BN11BN12BN13
. ADNasa

Bacterias

N° de actividades enzimaticas
-

Figura 8. Diagrama de barras de las actividades enziméticas de las bacterias aisladas.

Los resultados de los ensayos de las diferentes bacterias se vieron reforzados por
otros estudios. La actividad proteolitica de la bacteria Pseudomonas gessardi habia sido
descrita anteriormente en Mehdi et al. (2020), en donde se afirmaba que se trataba de una
de las bacterias méas proteolitica aislada en leche cruda de vaca, resistente a altas
temperaturas, y una de las principales responsables de la descomposicion de este

alimento.

4.5 Propiedades PGP.

Se observd que todas las bacterias producian sider6foros y fijaban nitrégeno,
mientras que un 92% de ellas formaban biopeliculas, un 85% auxinas y un 77%
solubilizaba fosfatos. Finalmente, en un 38% de estos microorganismos se encontrd
presente el gen que codifica la enzima ACC desaminasa, enzima que podria reducir la
cantidad de etileno producido por la planta en situaciones de estrés y permitir el
crecimiento de esta en dichas condiciones (Glick, 2014). La fijacion de nitrégeno parece
consistente con el hecho de que las bacterias estudiadas fueron aisladas de nédulos, en
los cuales se encuentran bacterias con esta propiedad. La capacidad de producir
sideroforos se considera un aspecto positivo debido a la funcion quelante de hierro de
estos compuestos, lo que permite que la planta obtenga este metal, responsable del
correcto funcionamiento fisiolégico de ella (Afzal et al., 2019). La produccion de
biopeliculas podria reducir la fitotoxicidad al secuestrar metales. De esta forma, se
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reducira la cantidad de estos iones que pasan al tallo (Das et al., 2012). La produccion de

auxinas, compuestos implicados en la division celular, puede tener también un papel

relevante en el crecimiento de la raiz y en la formacion de las raices laterales (Ljung,

2013; Remans et al., 2008; Zhao, 2010). La solubilizacion de fosfatos es una propiedad

importante ya que hace que la disponibilidad de este elemento aumente (Hameeda et al.,
2008) (tabla 8).

ausencia de la propiedad). BN: bacteria del nodulo.

Tabla 8. Propiedades PGP de las bacterias aisladas. (+: presencia de la propiedad; -:

Solubil. Produc.

Fosfatos Sideroforos | Produc. o
Cepa | (diametro (didametro | Auxinas F-ua,uon Biopeliculas ACC

del haloen | delhaloen | (mg/l) Nitrogena pesam.
mm) mm)

BN1 - 13 - + + +
BN2 12 35 7,9 + + -
BN3 10 50 6,7 + + -
BN4 11 73 - + + +
BN5 12 40 2,4 + + -
BN6 - 15 - + + +
BN7 - 25 1,5 + + -
BNS8 12 44 16,8 + + +
BN9 12 39 5,0 + + -
BN10 15 13 0,3 + + -
BN11 17 20 15,1 + + +
BN12 14 10,2 - + + -
BN13 11 42 14,4 + + -

Al finalizar los ensayos de las propiedades PGP se observo que las bacterias BN8

y BN11 presentaban todas las propiedades estudiadas. También se concluy6 que todas las

bacterias presentaban al menos cuatro propiedades y un 80% de ellas presentaba cinco o

mas (figura 9).
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Figura 9. Diagrama de barras de las propiedades PGP de las bacterias aisladas.

4.6 Inoculacion de semillas de Medicago sativa.
4.6.1 Efecto de las bacterias seleccionadas en las plantas.
Tras la inoculacién de las semillas durante cuatro meses, se procedié a determinar

el tamafio y el peso seco de las plantas (figura 10 y figura 13).
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Figura 10. Grafico de barras del tamafio medio de las plantas segun el tratamiento aplicado.
Los valores se representan como la media + desviacion estandar, n=16. Las diferentes letras
(mindsculas para la parte aérea, mayusculas para la raiz) indican diferencias significativas (P <
0,05).

El tamafio de las plantas se vio afectado positivamente por los distintos
tratamientos. EI mayor crecimiento se observo en el tratamiento con el consorcio (figura

10 y 11), sequido del tratamiento formado por BN8+BN10. El resto de las parejas
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aumentaron el peso de la planta, pero no mostraron diferencias significativas entre ellas.
De forma individual, los mejores datos se obtuvieron en la inoculacion con BN8 (figura
10y 12).

Figura 11. Comparacion de tamarfio entre C- (maceta de la izquierda) y Csc (maceta de

la derecha).

Figura 12. Comparacion de tamafio entre C- (maceta de la izquierda) y BN8 (maceta de
la derecha).
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En cuanto al peso de las plantas, todas las inoculaciones tuvieron un efecto
positivo (figura 13). Sin embargo, el mayor aumento de peso, tanto en la raiz como en la
parte aérea, se observé en las plantas inoculadas con el consorcio; seguidas de las tratadas
con la pareja BN8+BN10. Las parejas restantes mostraron un efecto similar en el peso de
las plantas, siendo las diferencias no significativas entre ellas. Se observo, de nuevo, que
la bacteria BN8 era el tratamiento individual con mejores efectos sobre las plantas, sin
diferencias significativas con las parejas BN4+BN10 y BN8+BN12 en cuanto al aumento

de peso de la parte aérea, aunque si en el caso de la raiz.
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Figura 13. Diagrama de barras del peso medio de las plantas segun el tratamiento
aplicado. Los valores se representan como la media * desviacion estandar, n=16. Las diferentes
letras (minusculas para raiz, mayusculas para parte aérea) indican diferencias significativas (P <
0,05).

4.6.2 Recuento del namero de hojas y nodulos.

Los resultados obtenidos del recuento del nimero de hojas mostraron un mayor
efecto positivo del consorcio (figura 14). La pareja formada por BN8+BN10 fue, de
nuevo, el segundo tratamiento con mejores resultados; y la bacteria BN8 la que mayores
efectos mostro inoculada individualmente. Al igual que ocurria en el caso anterior, las
diferencias entre el efecto de los dos rizobios no fue significativamente diferente y el

aumento del nimero de hojas fue similar en ambos.
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Figura 14. Gréfico de barras del nimero de hojas de las plantas seguin el tratamiento
aplicado. Los valores se representan como la media * desviacion estandar, n=16. Las diferentes

letras indican diferencias significativas (P < 0,05).

Al igual que en los anteriores casos, se observo un efecto beneficioso de las
inoculaciones en el recuento de nédulos (figura 15). EI mayor nimero de nédulos se
observo en el tratamiento del consorcio, lo que refuerza la hipétesis de que la presencia
de endofitos con propiedades PGP favorece la nodulaciéon de las plantas. Tal y como
ocurrio en el recuento de hojas, los efectos de las dos parejas con mejores resultados
(BN8+BN10y BN8+BN12) fueron significativamente diferentes entre ellos y con el resto
de los tratamientos. La inoculacion de las plantas con las bacterias BN4 y BN8 no produjo
nodulos, lo cual es consistente con el hecho de que se trata de bacterias no rizobios. Podria
decirse que, segun los resultados, la bacteria BN8 estimulaba en mayor medida la
nodulacion de las plantas, por lo que la presencia de la enzima celulasa, Unica diferencia
encontrada en los ensayos entre ambos no rizobios, es especialmente relevante en la

formacion de nodulos (figura 16).
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Figura 15. Gréfico de barras del nimero de nddulos de las plantas segun el tratamiento
aplicado. Los valores se representan como la media + desviacion estandar, n=16. Las diferentes

letras indican diferencias significativas (P < 0,05).

Figura 16. Foto al microscopio de los nédulos de las plantas inoculadas con Csc.

En resumen, los mejores resultados fueron los obtenidos en las plantas tratadas
con el consorcio, aunque de manera individual y por parejas, destacaba la bacteria BN8.
Las parejas que incluian a este no rizobio mostraban mejores resultados al ser comparadas

con las demas.

5. Conclusiones.

1. La diversidad de rizobios encontrada fue escasa, siendo las especies aisladas de
géneros ampliamente descritos como bacterias rizosfeéricas.
2. Dentro del nddulo existen bacterias con propiedades PGP que pueden ser

interesantes como biofertilizantes o como inoculantes.
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3. La actividad enzimatica celulasa parece jugar un papel importante en la
nodulacion.

4. Lainoculacion con un consorcio de PGPB es mejor que la inoculacion de manera
individual. En todos los casos, la inoculaciéon con bacterias mostro resultados
positivos para las plantas.

5. Los nddulos de las leguminosas que crecen en suelos contaminados podrian ser
fuente de especies nuevas de bacterias, teniendo en cuenta el bajo porcentaje de

identidad obtenido en la identificacién de las bacterias inoculadas.
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