DESARROLLO DE MICROECONOMIAS REGIONALES
EN LA PRODUCCION DE ACEITES ESENCIALES
COSECHADOS EN SUELOS MINEROS - ATN/RF 16110

Producto 5: Informe con la coleccidon de cepas
rizosféricas aisladas

Saran Anabel
Fernandez Lucia
Merini Luciano

n
»
N
ON

FONTAGRO




FONTAGRO

Cddigos JEL: Q16

FONTAGRO (Fondo Regional de Tecnologia Agropecuaria) es un programa de cooperacion
administrado por el Banco Interamericano de Desarrollo (BID), pero con su propia membresia,
estructura de gobernabilidad y activos. Las opiniones expresadas en esta publicaciéon son de los
autores y no necesariamente reflejan el punto de vista del Banco Interamericano de Desarrollo,
FONTAGRO, de sus Directorios Ejecutivos ni de los paises que representan.

El presente documento ha sido preparado por la Lic. Anabel Saran, la Lic. Lucia Fernandez y el Dr.
Luciano Merini.

Copyright © 2021 Banco Interamericano de Desarrollo. Esta obra se encuentra sujeta a una
licencia Creative Commons IGO 3.0 Reconocimiento-NoComercial- SinObrasDerivadas (CC-1GO 3.0
BY-NC-ND) (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/igo/legalcode) y puede ser
reproducida para cualquier uso no comercial otorgando el reconocimiento respectivo al BID. No
se permiten obras derivadas. Cualquier disputa relacionada con el uso de las obras del BID que no
pueda resolverse amistosamente se sometera a arbitraje de conformidad con las reglas de la
CNUDMI (UNCITRAL). El uso del nombre del BID para cualquier fin distinto al reconocimiento
respectivo y el uso del logotipo del BID no estdn autorizados por esta licencia CC-IGO y requieren
de un acuerdo de licencia adicional. Note que el enlace URL incluye términos y condiciones
adicionales de esta licencia.

Esta publicacidn puede solicitarse a:
FONTAGRO

Correo electronico: fontagro@fontagro.org

www.fontagro.org

@00


http://creativecommons.org/licenses/

Resumen

El suelo cercano a las raices de las plantas (rizosfera) es un habitat y ecosistema
importante para los microorganismos, incluidas las bacterias, hongos, algas y protozoos
(Zubair et al., 2016). Las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) son
una importante comunidad microbiana que ayuda a las plantas a remediar los suelos
contaminados con metales pesados (Seth, 2012). Estas bacterias pueden aumentar el
crecimiento de las plantas mediante diversos mecanismos como la reduccion de la
produccién de etileno, la produccion de fitohormonas, el biocontrol de fitopatogenos,
la sintesis de agentes quelantes y siderdforos, la actividad enzimatica especifica y la
fijaciéon de nitrogeno atmosférico (Glick et al., 1998). Las bacterias PGP también
aumentan la movilidad y la disponibilidad de elementos traza, inducen cambios redox,
mejoran la solubilizacion de fosfato, la acidificacion y la produccion de agentes
quelantes (Gadd, 2010). Estas bacterias PGP poseen diferentes mecanismos para la
tolerancia a metales, incluido la eliminacidn activa por mecanismos de flujo de salida,
biosorcion, exclusion, bioacumulacion intracelular o precipitacion tanto en espacios
intracelulares internos como externos, secuestro extracelular (Glick et al.,, 2012). El
objetivo del presente producto fue aislar e identificar microorganismos rizosféricos de
especies vegetales aromaticas, con especial interés en aquellos capaces de reducir el
estrés por toxicidad de los metales pesados y/o promover el crecimiento vegetal,
constituyendo asi un banco de cepas tolerantes. Este producto se enmarca en las
actividades propuestas para el afio 2018.
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Informacion de Relevancia con
una discusion técnica

Las estrategias de remediacién de dreas contaminadas con metales pesados que utilizan
plantas, como lo son la fitoestabilizacion y la fitoextraccién dependen en gran medida
de las bacterias promotoras del crecimiento (PGPB), que habitan la rizosfera y los tejidos
internos de las plantas. Algunas de las caracteristicas que poseen estas bacterias
incluyen la produccién de fitohormonas, sideréforos y ACC deaminasa, asi como la
fijacidn de nitrégeno, la solubilizacion fosforo insolubles y la produccion de antibiéticos.
A través de estos mecanismos, estos microorganismos PGP pueden mejorar la tolerancia
de la planta al estrés generado por estos metales y aumentar la producciéon de biomasa
(Ptociniczak et al., 2016).

Ademas, cuando se inoculan en el suelo (bioaugmentacion) estas bacterias pueden
influir en la biodisponibilidad de los metales mediante transformaciones redox, lo que
lleva a la movilizacidn, disolucién, lixiviacion o inmovilizacion de estos elementos a
través de la union y precipitacién con molécula organica (Gadd, 2014).

Los microorganismos han desarrollado varios mecanismos de resistencia para tolerar la
presencia de los metales pesados y organometales. Uno de los mecanismos comunes es
la induccién de proteinas de unidn a elementos especificos que facilitan el
secuestro/bioacumulacion de elementos toxicos dentro de la célula. Estas proteinas de
union a elementos se denominan metalotioneinas (MT) (Hamer, 1986). Esta demostrada
la induccién de estas proteinas en respuesta a la presencia de metales especificos como
Cd, Pb, Zny Cu en el suelo (Nanda et al., 2019).

Entre los mecanismos de flujo de salida, las ATPasas de tipo P que transportan metales
son un grupo de proteinas involucradas en el transporte de elementos traza fuera de la
membrana celular y que rigen la resistencia bacteriana a los metales. Estas proteinas
transportadoras evitan la acumulacién excesiva de iones de elementos altamente
tdxicos y reactivos como Pb, Cu, Ag, Zn y Cd. (Taghavi et al., 2009).

Los microorganismos también aplican una estrategia de inmovilizacion de metales
mediante la secrecién de exopolisacaridos (EPS). Los EPS son polimeros que se acumulan
en la superficie celular. El EPS desempeia un papel activo en diversos mecanismos
bioldgicos en bacterias, como la supervivencia, la adhesidn, la agregacién celular, la
floculacién, la transduccion de sefiales y la formacion de biopeliculas (Caruso et al.,
2018). Sin embargo, la produccién de EPS es una caracteristica esencial de varias
bacterias, ya que actua como barrera protectora para las células durante condiciones
ambientales adversas como la toxicidad generada por la presencia de metales pesados
y la desecacién (Hassan e lbrahim, 2017). Estudios han demostrado que el
exopolisacdrido producido por Paenibacillus jamilae puede biosorber 303.03 mg de
plomo por g de EPS (Morillo et al., 2008).

La biosorcién de metales pesados en la superficie bacteriana es otro mecanismo de
secuestro extracelular para evitar su entrada dentro de las células bacterianas,
manteniendo asi la homeostasis. La biosorcidn de elementos esta mediada por varios
mecanismos, como el intercambio idnico, la quelacidn por grupos carboxilo, la adsorcién
y la difusién a través de las paredes y membranas celulares (Chang et al., 1997). Estudios
realizados en P. aeruginosa 4EA una cepa resistente a metales pesados aislada de suelo
contaminado con residuos de baterias de automaviles en Goa, India, han demostrado
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gue tolera el nitrato de Pb 0,8 mM mediante la biosorcion de Pb en la superficie celular
como lo revela la microscopia electrénica de barrido junto con la espectrometria de
rayos X dispersiva de energia (SEM— EDX) (Naik y Dubey, 2011).

La precipitacién de oligoelementos en complejos insolubles es otra herramienta que
reduce la biodisponibilidad y toxicidad de los metales. Varias bacterias han sido
reportadas como capaces de precipitar Pb3(PO4), y PbS (De et al., 2008; Park et al.,
2011a). La recuperaciéon de ambientes contaminados con plomo utilizando el método
de precipitacién microbiana ha sido una solucién tecnoldgica efectiva, asequible y
ecoldgica en varias aéreas (Naik et al., 2013).

En diferentes cultivos, como el arroz, se han llevado a cabo estudios sobre la mejora de
la toxicidad del arsénico (As) mediante el uso de un consorcio sintético de rizobacterias
(Pseudomonas putida) y algas (Chlorella vulgaris) (Awasthi et al., 2018). También se ha
encontrado que algunas bacterias tolerantes a Pb juegan un papel especifico en el
crecimiento de plantas expuestas a Pb. Por ejemplo, el enddfito Bacillus sp. MN3-4
aumenta la acumulacion de Pb (Il) en Alnus firma, y la combinacion de Pseudomonas
fluorescens G10 y Mycobacterium sp. G16 promueven el crecimiento de las plantas y
reducen la toxicidad de Pb en Brassica napus (Sheng et al., 2008; Shin et al., 2012).

OBIJETIVOS

El objetivo de este estudio fue aislar y caracterizar bacterias rizosféricas tolerantes a Cd
y Pb y analizar su capacidad de promover el crecimiento vegetal, asi como, su interaccién
con los metales y se enmarca dentro de las actividades propuestas para el afio 2018.

METODOLOGIA

Aislamiento de bacterias tolerantes a metales pesados endofiticas y rizosféricas

Se aislaron bacterias endofiticas de raices esterilizadas de plantas de H. petiolaris que
crecian en suelos enriquecidos con 1000 mg kg™ de Pb y 100 mg kg™* de Cd procedentes
del trabajo Saran et al. (2019). Para la esterilizacién de la superficie, las raices se
sumergieron en etanol al 70% durante 10 segundos, luego en hipoclorito de sodio al
2.5% durante 30 minutos, y finalmente se enjuagaron cinco veces en agua destilada
estéril. Para evaluar la esterilidad, 100 ml del agua utilizada para enjuagar los tejidos
vegetales se colocaron en placas sobre extracto sélido de glucosa-levadura (glucosa: 10
g I™%; levadura: 5 g I™1; agar: 15 g I'Y). Las placas GY se incubaron a 30 °C durante dos dias.
Se macerd 1 g de tejido radicular en mortero estéril con 200 pl de tampdn de fosfato
estéril (PBS 10 mM, pH 7,4). Los extractos de tejido (100 uL) y sus diferentes diluciones
se colocaron en placas con medio solido GY suplementado con 10 mg |I™* Cd 0 100 mg I*
Pb (usando CdCl,, Pb (NOs3), respectivamente). Después de la incubacién a 30 °C durante
dos dias, se obtuvieron colonias de morfologia variable, las que se repicaron
repetidamente en medio solido GY-Metal hasta que las cepas se identificaron como
puras. Se seleccionaron 22 aislamientos tolerantes a Cd y 34 aislamientos tolerantes a
Pb, los que se almacenaron en glucosa isotdnica (5%) glicerol (40%) para su posterior
estudio.

El aislamiento de las bacterias rizosféricas se realizé lavando 1 g de raices con soluciones
de NaCl 0.85% y NaCl 0.85% / Tween 80 0.01%. Estos lavados se inocularon en medio
liquido GY estéril suplementado con 10 mg I* Cd o 100 mg I* Pb. Después de varias
rondas de cultivo de enriquecimiento en medio liquido GY-Metal se realizé el
aislamiento y purificacion en placas con medio solido GY-Metal. Se seleccionaron 28



aislamientos tolerantes a Cd y 21 aislamientos tolerantes a Pb, los que se almacenaron
en glucosa isoténica (5%) glicerol (40%) para su posterior estudio.

Caracterizacion genotipica de cepas tolerantes a Cd y Pb

Las bacterias se cultivaron durante 24 h a 30 °C en placas con medio solido GY-Metal.
Posteriormente, se extrajo el ADN total usando un kit comercial (E.Z.N.A; kit de ADN
bacteriano, VWR, Lovaina, Bélgica). La amplificacidon del gen 16S rRNA se realizé en un
volumen final de 25 plL con 1x tampdn de PCR de alta fidelidad Roche, MgCI2 1.8 mM,
0.2 mM de cada dNTP, 0.2 uM cebador directo e inverso (27F, 5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 'Y 1492R, 5'-TACGGCTACCTTGTTACGAC-3 '), 1.2U Roche
Taqg Polimerasa ADN de alta fidelidad (Sigma, Lovaina, Bélgica) y 1 uL de ADN (1 ng uL-1).
Las condiciones de reaccién de PCR fueron: una desnaturalizacion inicial durante 5
minutos a 95 °C, 32 ciclos cada uno consistentes en desnaturalizacién durante 1 minuto
a 94 °C, recocido de cebador durante 30 segundos a 52 °Cy extensién a 72 °C durante 3
minutos. Por ultimo, el alargamiento final de 10 min a 72 °C (Biorad T100, Bruselas,
Bélgica). La calidad del ADN obtenido luego de la PCR se evalué mediante electroforesis
(100 V, 30 min) en gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed (Biotium, EE. UU.). Los
productos de PCR purificados se enviaron a Macrogen (Amsterdam, Paises Bajos) para
la secuenciacidn de Sanger. Las secuencias de genes de ARNr 16S parciales obtenidas se
recortaron para mejorar la calidad en Geneious v4.8 y se contrastaron contra secuencias
de nucledtidos de referencia presentes en GenBank, NCBI.

Actividad PGP in vitro de las cepas

La produccién de sideréforos se determiné en placas de Petri con agar CAS (Chrome
Azurol S) (Shin et al., 2001). Las placas se incubaron durante siete dias a 29 °C. Las
bacterias que producen sideréforos muestran un halo naranja alrededor de sus colonias.
La eficiencia de solubilizacion de fosfato de las bacterias se calculé en base a los halos
producidos alrededor de las colonias que crecen en placas con medio sélido fosfato del
Instituto Nacional de Investigaciéon Botdnica preparado segun Nguyen et al. (1992) en
placas de Petri. La produccién de acido organico bacteriano se evalué de acuerdo con el
método colorimétrico de Cunningham y Kuiack (1992) después de inocular 800 uL de
medio triptona-sacarosa en placas de cloruro de polivinilo (PVC) de 48 pocillos. Se evalué
la produccion bacteriana de indol-3-acético (IAA) en 1 ml de caldo de cultivo 1/10 con
0,5 g de L-1 triptéfano. Después de la incubacion en placas de 48 pocillos, se indujo una
reaccion colorimétrica con el reactivo Salkowski (Gordon y Weber, 1951). Para
identificar las cepas que utilizan la via del butilenglicol y producen acetoina, se
inocularon bacterias en medio Methyl Red-Voges Proskauer (MRVP). Después de 48 h
de incubacién en placas de 48 pocillos, se indujo una reaccidon colorimétrica segun
Romick y Fleming (1998). La actividad 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)-
deaminasa se evalué mediante el protocolo de Belimov et al., (2005). Las células
bacterianas lavadas se resuspendieron en 1 ml de medio de sales minimas con 1,5 pyL de
ACC 0,5 M como Unica fuente de nitrégeno en placas de 48 pocillos. Después de 3 dias
a 30 °C, las células bacterianas se resuspendieron en 0,1 ml de tampdn Tris-HCl (pH 8,5,
0,1 M) y se detuvo la reaccion agregando 0,5 ml de HCI 0,56 N para verificar visualmente
la presencia de ACC desaminasa. La formacion de biopeliculas se examind siguiendo el
método descrito por O'Toole et al.,, (2000). Las cepas seleccionadas se cultivaron en
medio de cultivo especifico para el crecimiento de biopeliculas (Luria-Bertani, mas



MgS04 1 mM vy glucosa al 0,1%) en placas de 24 pocillos, las cuales luego fueron
incubadas a 29 °C sin agitar durante 48 h. Las biopeliculas se detectaron por tinciéon con
cristal violeta al 0,1% p/v. Para todos los ensayos, los medios no inoculados se usaron
como control negativo y se realizaron tres réplicas por cepa probada.

Absorcion de metales in vitro por la biomasa bacteriana en cultivo liquido - Andlisis de
microscopia electrénica de barrido (SEM-EDX)

Se realizaron estudios de captacidén de los metales por parte de la biomasa bacteriana
utilizando tubos Falcon de 50 ml que contenian 25 ml de medio liquido GY suplementado
con 10 mg It de Cd y 100 mg I de Pb (CdCl,, Pb (NOs)2). Todos los tubos se inocularon
con 1 ml de una suspension de células bacterianas (densidad dptica a 600 nm = 1), que
se cultivé previamente en medio GY a 28 °C durante 24 h. Las muestras se incubaron a
28 °C y 100 rpm en un agitador orbital. Para estimar la cantidad de metal pesado
retenido por las células bacterianas, las concentraciones de metales se determinaron en
el sobrenadante después de 72 h de incubacidn mediante espectrometria de emision
atémica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES, Agilent Technologies, serie 700,
Bélgica). Los cultivos se centrifugaron 15 min a 4800 rpm. Se filtré una alicuota de
sobrenadante (0,22 um) y se usé para la determinacién de los elementos. Medios sin
metal y medio con metal no inoculados con bacterias se usaron como controles
negativos (Sheng et al., 2008). Para la visualizacién de la estructura bacteriana, los
sedimentos bacterianos se lavaron 3 veces con tampodn salino fosfato 0,01 M (PBS, pH
7,0) para eliminar restos de metales, azucares y proteinas no unidos. Los granulos se
resuspendieron en glutaraldehido al 2% durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, las muestras bacterianas se centrifugaron durante 3 min a 3000 rpm y
los granulos se lavaron 3 veces con agua milli-Q. Se colocd 1 uL de muestra en un soporte
de muestra, en cinta conductora de carbono. Luego, las muestras se recubrieron 30
segundos con una capa de oro de 15 nm y se analizaron utilizando un microscopio
electrénico de barrido (FEI Quanta 200F FEG-SEM con sistema EDS Thermo Fisher
Pathfinder Alpine con detector EDD UltraDry Premium (area activa de 60 mm?)). Las
imagenes fueron tomadas usando un voltaje de aceleracién de 12.5 kV.

Inoculacion in vitro en placas de agar vertical (VAP), germinacién y promocion del
crecimiento

Semillas de H. annuus se esterilizaron antes de la inoculacién agitdndolas en etanol al
70% durante 5 minutos, seguidas de hipoclorito al 5% durante 5 minutos y enjuagando
cinco veces en agua desionizada estéril. Los inoculantes se prepararon haciendo crecer
las cepas en medio liquido GY-Metal a 30 °C durante 48 h. Los cultivos se centrifugaron
y los pellets bacterianos se lavaron dos veces en tampén MgS0O4 10 mM estéril antes de
resuspenderlos completamente en 10 ml de tampdn salino hasta una densidad optica
de 1 a 600 nm (=109 UFC ml™) (Lessl et al., 2014). Se incubaron quince semillas
sumergidas en 10 ml de cultivo bacteriano durante 60 minutos a 29 °C en agitacién
orbital. Luego se descarto el liquido de cultivo y se sembraros en placas de Petri que
contenian una capa de papel estéril y 10 ml de agua desionizada estéril. La germinacién
se evaluo después de 48 h. Tres semillas germinadas se transfirieron a placas de agar
vertical que contenian un medio de sales basales Murashige y Skoog y se mantuvieron
verticalmente durante dos semanas en camara de crecimiento (16:8 claro/oscuro,
fotoperiodo; 25 °C/19 °C; 400 pM cm™ seg™! PAR; 60% de humedad relativa). Se



realizaron tres réplicas por cepa. Los parametros de biomasa como la longitud de la raiz
y tallo y el peso fresco y seco (DW) se determinaron después de este tiempo de
incubacion.

RESULTADOS

Se aislaron un total de 105 cepas morfolégicamente diferentes, identificadas
genotipicamente y posteriormente caracterizadas. Cincuenta y tres cepas fueron
tolerantes a 100 mg I Pb, 22 de la rizésfera y 31 endéfitos de raiz. Cuarenta y nueve
cepas fueron tolerantes a 10 mg "1 Cd, de los cuales 28 de la rizdsfera y 21 endéfitos de
raiz.

Entre los 105 morfotipos aislados, se identificaron 29 bacterias diferentes. Quince eran
tolerantes a Pb y 14 tolerantes a Cd. La figura 1 muestra los porcentajes de presencia de
cada cepa en el compartimento del que se aislo.

Se identificaron nueve géneros, que incluyeron Bacillus (68%), Brevibacterium (3%),
Cellulosimicrobium (3%), Gordonia (2%), Pseudobacter (5%), Rhizobium (3%),
Cupriavidus (3%), Klebsiella (2%) y Methylobacterium (3%).

Algunas cepas pertenecientes a la familia Bacillaceae, incluidas B. cereus ST10/ST60, B.
paramycoides ST9/ST98, B. tropicus ST22/ST77, B. proteoliticus ST4/ST89 muestran
tolerancia a ambos elementos Cd y Pb, mientras que B. proteoliticus ST4 , B. safensis
ST11, B. subtilis ST7 y B. tropicus ST22 se aislaron tanto de la rizosfera como de la
endosfera radicular.
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Figura 1. Bacterias tolerantes a Pb A) rizosféricas B) endofiticas; Bacterias tolerantes a Cd C)
rizosféricas y D) endofiticas; aisladas en medio heterotréfico glucosa-levadura, a partir de raices
de plantas de H. petiolaris cultivadas en suelos contaminados

Las capacidades PGP in vitro de 28 aislamientos bacterianos se muestran en la Tabla 1.
Doce cepas fueron positivas para todas las capacidades cualitativas PGP testeadas.
Bacillus aryabhattai ST25, Brevibacterium frigoritolerans ST30 y Klebsiella varicola
ST106 exhibieron las capacidades mas altas para solubilizar fosfato tricalcico. Solo dos
cepas, Bacillus cereus ST10 y Bacillus wiedmannii ST29 fueron capaces de producir
siderdforos. La produccion de IAA se detectd en seis aislamientos, que van desde 25.94
a 81.47 pg ml?t y Bacillus cereus ST10 fue una de los mayores productoras de

biopeliculas.



Tabla 1. Capacidades de promocidon de crecimiento vegetal de las cepas tolerantes a
metales pesados aisladas.

ACC  Acet bp- eConc.
Cepas . aAO bSID cIAA dBiofilm H
P D oina Solub. P Metal
Lead tolerant
Bacillus so. ST1 + + + 0.06 + 0.16 + 0.00+0. 0.01+ 427 591+
P: 0.01* 0.01** 00 0.00 0.18* 0.05**
. " 0.06 + 0.26 + 4361+ 0.03+ 423 + 5.67 =
Bacillus proteoliticus ST4 + + + 0.01* 0.02** 1.03% 0.00* 0.28* 0.05*
. e 0.23 ¢ 0.00 £ 0.00 £ 0.08 £ 422 + 6.31t
Bacillus subtilis ST7 ; * T 001** 000 0.00 0.02* 0.08* 0.09%*
Bacillus paramycoides ST9 N N N 0.19+ 0.16 + 0.00 £ 0.02+ 420 585+
paramy; 0.01** 0.1 0.00 0.00 0,15+ 0.07**
. 0.09 £ 0.18 £ 0.00 £ 0.02 £ 4,16 = 6.19 ¢
Bacillus cereus ST10 + + + 0.01% 0.01%* 0.00 0.00 0.07* 0.05+*
. , 0.08 + 0.00 + 0.00 £ 0.00 + 4,15+ 6.02 +
Bacillus safensis ST11 ) * T 001 0.00 0.00 0.00 0.07* 0.04%*
. . 0.06 £ 0.20+ 0.00 £ 0.01+ 421+ 6.01
Bacillus tropicus ST22 + + + 0.01* 0.01%* 0.00 0.00 0.18* 0.07+*
. . 0.34+ 0.00 + 0.00 £ 0.03+ 421+ 6.03
Bacillus aryabhattai ST25 + - + 0.02%* 0.00 0.00 0.00 0.32% 0.05%*
, , N 0.37 0.00 + 0.00 £ 0.02+ 4.26 5.20 +
Brevibacterium frigoritolerans ST30 - + + 0.02+* 0.00 0.00 0.00 0.18* 0.12*
, , .. 0.05+ 0.53 0.00 £ 0.01+ 4,25+ 5.09 +
Bacillus wiedmannii ST29 + + + 0.01* 0.04%* 0.00 0.00 0.04%* 0.08*
. . . 0.04 + 0.14 + 0.00 £ 0.03+ 4.254 + 530t
Bacillus tequilensis ST34 - + - 0.00* 0.01%* 0.00 0.00* 0.08* 0.10*
. . 0.05+ 0.11+ 0.00 £ 0.02+ 4,17 6.58 +
Bacillus dentrensis ST38 - + - 0.01* 0.01* 0.00 0.00 0.07* 0.22%*
. . 0.01+ 0.00 + 54.30 = 0.02+ 4.24 + 579+
Bacillus simplex ST43 * : * 0.00 000  2.08* 0.00 0.08* 0.53*
. 0.08 + 0.22 + 0.00 £ 0.04 + 4,18 8.22
Gordonia terrae ST51 * ; T 001*  002**  0.00 0.00* 0.07%  0.432%*
. , 0.10 0.00 + 0.00 £ 0.07 + 421+ 6.22
Cellulosimicrobium cellulans-ST54 + + + 0.01* 0.00 0.00 0.02* 0.27% 0.12%*
. 0.00 + 0.00 + 0.00 £ 0.01+ 6.08 + 0.49 +
Negative control (GYPb) ] ] ] 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.08
Cadmium tolerant
. 0.01+ 0.10+ 0.00 £ 0.29+ 5.08 + 7.67 =
Bacillus cereus STE0 * * * 000  001*  0.00 0.06**  0.35* 0.33*
, , 0.00 + 0.38+ 50.08 + 0.03+ 4,97 7.89
Bacillus tropicus ST77 * * * 000  0.03** 200*  000*  0.027* 0.09
. 0.15+ 0.00 + 0.00 £ 0.05+ 6.83 3.48
Rhizobium pusense ST80 - - + 0,01%* 0.00 0.00 0.00* 0.44 0.05**
. 0.20 0.00 + 0.00 £ 0.01+ 6.98 + 5.00 +
Methylobacterium ST85 + + + 0.01%* 0.00 0.00 0.00 042 0.12%*
0.26 + 0.00 + 30.25 % 0.03+ 6.05 4.08 £
Pseudobacter sp. ST86 + + + 0.02** 0.00 1.08% 0.00* 0.26 0.13**
. 0.08 + 0.10+ 0.00 £ 0.04 + 4,70 £ 7.98 +
Bacillus sp. ST87 : * ' 001* 001* 000 0.00* 0,15* 0.21
. . 0.03+ 0.38+ 0.00 £ 0.13+ 4,99 + 7.74 £
Bacillus proteolyticus ST89 + + + 0.00 0.03** 0.00 0.02* 0.28* 0.21*
Bacillus cereus ST90 + + + 0.12 + 0.60 + 0.00 £ 0.04 + 4,89 6.29 +
0.01* 0.04** 0.00 0.00* 0.019* 0.14*
0.10+ 0.24 + 0.00 £ 0.10+ 6.98 + 4.87
Achomobacter sp. ST95 ; * T 001*  002*  0.00 0.02* 0.38 0.28**
. , 0.02 + 0.00 + 0.00 £ 0.05+ 4,97 7.87 =
Bacillus paramycoides ST98 + + + 0.00 0.00 0.00 0.00* 0.15* 0.14%
, 0.09 + 031+ 25.94 + 0.02+ 4.86 + 7.87 =
Cuprvidus plantarum ST102 + + + 0.01% 0.02+* 1.02* 0.00 0.13* 0.9%
, .. 0.36 0.00 + 81.47 0.07 = 3.57 795+
Klebsiella variicola ST106 + + + 0.02%* 0.00 4.55%% 0.02* 0,17 012
. 0.00 + 0.00 + 0.00 £ 0.00 + 6.6 + 8.27
Negative control (GYCd) ; ; 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.12

Valores promedio + desvié estandar. (n = 3). 2Acidos organicos; PArea de solubilizacién (cm?2); cug IAA mL™! de
medio; 9Medido a través de densidad Sptica (OD600); eug mL-* metal en sobrenadante; + positivo; - negativo.
Valores en la misma columna seguidos por diferente nimero de * son significativamente diferentes al control
p <0.05 Anova y test de Tukey.
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Todas las cepas tolerantes a Pb disminuyeron el pH del medio después de 48 h de
incubacién. Debido a esto, la solubilidad de Pb y su concentraciéon en sobrenadante
aumentaron (Tabla 1). Gordonia terrae ST51 fue la cepa que solubilizé mas Pb, ocho
veces mas que el control negativo y entre 2 y 3 veces mas que las otras cepas (p <0.05).
Algunas cepas tolerantes a Cd (por ejemplo, Klebsiella varicola ST106 y Cupriavidus
plantarum ST102) acidificaron el medio y aumentaron la concentracion de Cd en el
sobrenadante. Mientras que otras (por ejemplo, Rhizobium pusense ST80, Pseudobacter
sp. ST89 y Achomobacter sp. ST95) aumentaron la concentracion de Cd en el
sobrenadante en aproximadamente un 50% en comparacién con el control negativo, sin
modificar el pH.

La interaccion entre los metales y otros componentes del medio de cultivo juega un
papel importante en el secuestro de los metales. Si comparamos las concentraciones
nominales en el medio de cultivo no inoculado, 10 mg It Cd y 100 mg I'* Pb, con las
concentraciones medidas de metal en el sobrenadante de estos controles negativos
(Tabla 1), solo el 0.5% del Pb agregado a la el medio esta disponible en el sobrenadante
en las condiciones establecidas.

Bacillus paramyicoides ST4, Brevibacterium frigoritolerans ST30, Bacillus wiedmannii
ST29, Cellulosimicrobium cellulans ST54, Methylobacterium sp ST85 vy Bacillus
proteolyticus ST9 fueron seleccionadas para visualizar su estructura y interaccién con el
metal mediante SEM-EDX (Figura 2). Estas cepas fueron la que mejores capacidades de
promocion del crecimiento vegetal presentaron, no tuvieron efectos adversos sobre la
germinacién de las semillas y se desarrollaron bien in vitro. Se detectd Cd y Pb presentes
en/sobre la pared celular bacteriana. La intensidad de sefial mds alta de Pb se encontré
alrededor de las colonias de B. paramyicoides ST4, mientras que alrededor de
Brevibacterium frigoritolerans ST30 la intensidad de sefal de Pb fue la mitad. No se
detectd Pb solo en el cultivo de Cellulosimicrobium cellulans. La capacidad de biopelicula
de Cellulosimicrobium cellulans dificultaba la visualizacion de células individuales.
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Figura 2. Imagenes SEM de colonias bacterianas (a) B. paramycoides ST4, (b) B. proteolyticus ST9,
(c) B. wiedmnni ST29, (d) Brevibacterium frigoritolerans ST30, (e) Cellulosimicrobium cellulans ST54,
(f) Methylobacterium ST85. Los nimeros en color azul seguidos de cuadrados o puntos representan
las ubicaciones especificas donde se tomaron los espectros EDX, caracterizados por mas densidad
de electrones (brillo) debido a la presencia del metal en las células bacterianas, mientras que el
drea naranja es una ubicacidn de referencia, ya sea de fondo o de células bacterianas fuera de un
area luminosa. Al lado de cada imagen SEM se encuentra el espectro correspondiente a la ubicacidon
ndmero uno.
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Después de 48 h de incubacidn, la germinacidn de las semillas de H. annuus inoculadas con las
diferentes cepas fue entre 20-80% mayor en comparacion con las semillas no inoculadas control
(Figura 3). Sin embargo, algunas cepas bacterianas inhibieron el desarrollo de la biomasa vegetal
a la concentracion de indculo de 10° UFC ml™ utilizada. Después de dos semanas, las plantulas
inoculadas con Klebsiella varicola ST106, Achromobacter sp. ST95, Bacillus cereus ST90,
Pseudobacter sp. ST86, Gordonia terrae ST51 y Bacillus simplex ST43 mostraron un peso seco 50%
menor en comparacion con los controles negativos.
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Figura 3. (A) Porcentaje de germinacion de semillas de H. annuus inoculadas con cepas individuales y (B)
desarrollo de biomasa expresada en peso seco total (DW) de planta por placa después de dos semanas de
incubacién en sistemas VAP. Las barras de error corresponde a los desvios estandar (n = 15); Valores

seguidos de la(s) misma(s) letra(s) no son significativamente diferentes p < 0.05 por la prueba de Anova y
Tukey.

DISCUSION

Se aislaron ciento cinco bacterias tolerantes a metales endofitas y rizosféricas de raices de H.
petiolaris, cultivado en suelos contaminados con Pb/Cd (Figura 1). Hasta donde sabemos, no hay
informes anteriores sobre el aislamiento de bacterias endofiticas y rizosféricas de esta especie
vegetal. Sin embargo, existen varios estudios que informan el aislamiento de bacterias tolerantes
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a metales de otras especies vegetales como Arabidopsis (Truyens et al., 2014), Brassica napus
(Croes et al., 2013; Montalban et al., 2016), Thlaspi caerulescens (Lodewyckx et al., 2002),
Nicotiana tabacum (Mastretta et al., 2009). Algunos géneros de bacterias aislados en nuestro
estudio (Bacillus, Mhetylobacterium, Cellulosimicrobium y Rhizobium) ya se han informado en
estudios realizados en otras especies de plantas cosechadas de suelos contaminados con metales
(Srikakolapu et al., 2014; Idris et al., 2006; Fomina et al., 2014; Sun et al., 2016; Cardoso et al.,
2018; Remans et al., 2006).

La mayoria de los informes anteriores encontraron que la densidad/diversidad bacteriana
disminuye desde el exterior hacia el interior de la raiz (Fisher et al., 1992; Benizri et al., 2001),
mientras que en nuestro estudio el nUmero de cepas tolerables a metales cultivables aisladas de
la endosfera de la raiz de Las plantas de H. petiolaris eran casi el doble que las aisladas de la
rizosfera.

Las capacidades PGP de los aislamientos bacterianos se determinaron para identificar las cepas
mas prometedoras para mejorar la supervivencia de las plantas y promover la fitoestabilizacion
o extraccion de elementos. Casi el 90% de los aislamientos acidificaron el medio de cultivo, lo que
influyd directamente en la solubilidad de los elementos (Tabla 1). Estas cepas eran productoras
de acido organico o productoras de biopeliculas y la mayoria de ellas también solubilizadoras de
fosfato. Varios autores relacionan la solubilizacién de fosfato insoluble inorganico por
microorganismos con la producciéon de dacidos organicos y oxodcidos quelantes a partir de
azucares (Mehta y Nautiyal, 2001). La produccidon de sideréforos fue otra capacidad encontrada
en aquellas cepas que modificaron el pH del medio y la biodisponibilidad de los elementos. Se ha
demostrado que los sideréforos pueden formar complejos con varios iones de metales y
biosurfactantes lo que mejora la movilidad de estos elementos de los suelos contaminados
(Mulligan, 2005). B. proteolyticus ST89 aumentd significativamente la biomasa de H. annuus en el
invernadero e in vitro fue una de las cepas que produjo mas IAA. La produccién de IAA por cepas
de la rizésfera y la endosfera de diferentes cultivos, mani, maiz, trigo y arroz ya se ha informado
en varios estudios (Montalban et al., 2017; Truyens et al., 2014). Se buscaron cepas productoras
de biopeliculas debido a su capacidad para mejorar la unidn bacteriana a las raices y concentrar
metales en su estructura polimérica extracelular (Das et al., 2012; Sessitsch et al., 2013). Sin
embargo, en nuestro informe, una de las cepas que in vitro era una de las mayores productoras
de biopeliculas (Cellulosimicrobium cellulans ST54) no pudo colonizar la rizésfera de H. annuus en
invernadero.

La interaccion entre los metales y los componentes del medio jugd un papel importante en el
secuestro de los metales en nuestro estudio in vitro. La precipitacion de Pb es comun en los
medios de cultivo, ya que el Pb forma complejos con fosfatos e hidréxidos (Fomina et al., 2014).
La absorcién in vitro de Pb y Cd por nuestros aislamientos en medios de cultivo indicd que las
cepas modifican el pH y por lo tanto la solubilidad del elemento, haciéndolos mas o menos
biodisponibles para su secuestro o internalizacién. Se ha informado que algunas Pseudomonas y
Bacillus son caces de secuestrar metales en un rango de pH de 6—8 (Alkan et al., 2015; Oh et al.,,
2009). Prapagdee et al., 2013 informo que Klebsiella sp. es capaz de secuestrar el 62% de Cd en
una concentracién de iones de 25 mg ™.
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La inoculacién in vitro de semillas de H. annuus en VAP mostro la capacidad de algunas de
nuestras cepas para mejorar la germinacién y el desarrollo de las plantulas. Se informé que el
aumento del crecimiento de las plantas después de la inoculaciéon bacteriana se debe
principalmente a la sintesis de compuestos de crecimiento vegetal, como IAA y ACC-deaminasa,
que estimulan el alargamiento de los brotes y las raices (Zhuang et al., 2007; Ma et al., 2009). Sin
embargo, las concentraciones demasiado altas de |IAA pueden provocar un crecimiento
desequilibrado de la planta o efectos nocivos para el desarrollo de las raices (Persello Cartieaux
et al., 2003). En nuestro estudio, Klebsiella varicola ST106 produjo las concentraciones mas altas
de IAA (Tabla 1), pero inoculada esta cepa tuvo algunos efectos deletéreos en el desarrollo de la
biomasa vegetal (Figura 3).

Este es el primer reporte que describe las capacidades de Bacillus paramycoides y Bacillus
proteolyticus para promover el crecimiento vegetal y la absorcién de metales por las plantas en
sistemas de microcosmos. Chen et al. (2018) reporto a Bacillus wiedmanni aislada de un vertedero
con desechos eléctricos en China como una especie capaz de reducir el Pd (Il) en condiciones
aerdébicas y anaerdbicas. Methylobacterium sp. fue aislada por Koo et al. (2007) de la rizésfera de
plantas que crecen en petréleo crudo y suelo contaminado con metales y Madhaiyan et al. (2007)
informo que la inoculacién con esta bacteria metilotréficas disminuyé la absorcién de metales
por plantas de tomate y al mismo tiempo aumenté la biomasa vegetal. Cellulosimicrobium sp. fue
informada por Karthik et al. (2017) como una bacteria reductora de Cr capaz de promover el
crecimiento de plantas de alfalfa y mejorar la absorcién de metales. Sin embargo, nuestro estudio
es el primer informe sobre la tolerancia a Pb de Cellulosimicrobium cellulans.

CONCLUSIONES

Esta investigacion proporciona una coleccién de cepas bacterianas PGP tolerantes a Pb y Cd; entre
ellas, seleccionamos seis cepas, Bacillus paramycoides ST9, Bacillus wiedmanni ST29, Bacillus
proteolyticus ST89, Brevibacterium frigoritolerans ST30, Cellulosimicrobiumcellulans ST54,
Methylobacterium sp ST85 y mediante experimentos in vitro determinamos la localizacién celular
de los oligoelementos. Estas cepas son prometedoras para su inoculacién tanto en especies
vegetales aromaticas cultivadas en suelos altamente contaminados con metales pesados, como
en especies comerciales que se cultivan en suelos moderadamente contaminados con metales
para mejorar el crecimiento de las plantas en condiciones agricolas adversas y garantizan la
seguridad alimentaria. Su capacidad para retener estos elementos en la pared celular, sumada a
sus multiples capacidades de promocion del crecimiento vegetal hacen de estas bacterias de gran
interés biotecnoldgico para la produccion de inoculantes ya que su aplicacién podria solucionar
las problematicas ambientales que conlleva la presencia de estos metales en el suelo. Evitando la
lixiviacién de los mismos, el movimiento con el viento, la acumulacién en la biomasa aérea vegetal
y fundamentalmente la entrada a la cadena alimentaria.
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