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1. Resumen

El arsenito, As (Ill), es una forma principal de arsénico que se encuentra en suelos
contaminados por este metaloide. Su presencia tiene un impacto negativo significativo en
numerosas poblaciones vegetales, animales y humanas en todo el mundo. Por tanto, es necesario
minimizar los efectos negativos de este contaminante. Algunos microorganismos endofiticos
de plantas como Jasione montana han mostrado propiedades promotoras del crecimiento
incluso bajo condiciones de estrés por arsenato As(V). Estos experimentos bajo condiciones de
estrés por As (I11) son apenas estudiados dada la ausencia de bacterias resistentes a la alta
toxicidad de este metaloide. En este trabajo se presenta la inoculacion de Acinetobacter
radioresistens, un endofito aislado de semillas de J. montana resistente a altas concentraciones
de las formas inorganicas de arsénico con potencial simbionte que confiere a las plantas
resistencia al As (IIl). El objetivo de este trabajo consiste en determinar el efecto de la
inoculacion de A. radioresistens sobre Arabidopsis thaliana en presencia y ausencia del estrées
por As (I11). Se evalud el efecto de diferentes concentraciones del inoculo, asi como las
respuestas fisioldgicas a diferentes concentraciones de As (111). La bacteria fue detectada en la
superficie de la raiz y en el apoplasto de las plantas inoculadas. El peso fresco y la longitud
total de raices disminuyeron drasticamente a 10uM de As (111) independientemente del in6culo.
Sin embargo, a bajas concentraciones de As (I11) la inoculacion de bacteria mitig6 la reduccién
de longitudes radical de la planta respecto a las plantas no inoculadas, pero fueron dependientes
de los niveles de concentracion y de las intensidades de estrés. Los valores de los parametros
de fluorescencia indicaron que el As (l1l) a bajas concentraciones no dafié la maquinaria
fotosintética. En general, la bacteria present6 la capacidad de recuperacion de las raices en
condiciones de estrés por As (111) probablemente mediante la sintesis de productos beneficiosos.
Estos resultados indican la posible aplicaciéon de A. radioresistens para fomentar la
fitorremediacion.

Palabras clave: Acinetobacter radioresistens, Arsenito (As (Ill)), biomasa vegetal,
fluorescencia de la maquinaria fotosintética, longitud radical.



2. Introduccion

El arsénico (As) es un metaloide, elemento no esencial para los seres vivos, que se encuentra
en los medios naturales como el suelo y el agua. La acumulacion de este elemento en el
ambiente puede ser causada por actividades antropogénicas o procesos geoldgicos naturales.
La preocupacion sobre la contaminacion de As es creciente debido a la toxicidad para la salud
humana y los ecosistemas terrestres y acuaticos. Actualmente se estima que mas de 140
millones de personas del mundo estan afectadas por la contaminacion de As en el agua donde
las concentraciones exceden el limite establecido por la Organizacion Mundial de Salud (Babar
y Tariq, 2018). Las poblaciones humanas se ven afectadas por la exposicion aguda o cronica a
través de la ingesta (fundamentalmente de agua y vegetales contaminados) o la inhalacion,
afectando a casi todos los procesos celulares (Colangelo y Guerinot, 2006). En particular,
inducen la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) relacionadas con el dafio celular.
Ademas, provoca modificaciones epigenéticas implicadas en el desarrollo de céanceres
(Mohammed Abdul et al., 2015).

Las plantas se enfrentan predominantemente al arsenito, As (I11) y arseniato, As (V) que son
las dos formas inorgénicas de As. EI As (I11) se considera mas toxico que el As(V) debido a su
movilidad hidroldgica y su gran afinidad a los grupos sulfhidricos de muchas enzimas que
regulan el metabolismo de las células (Zhao et al., 2009). Por otro lado, la interpretacién de las
poblaciones como unidades funcionales, adaptativas y evolutivas ha cambiado de paradigma.
Hoy se sabe que las respuestas de los organismos en general y, de las plantas en particular,
dependen no solo de la interaccion del genoma de las poblaciones y su interaccion con el
medioambiente, sino también del microbioma asociado a las plantas. Desde el punto de vista
genético y ecofisioldgico se comienza a hablar de metaorganismos como la asociacion del
genoma de la planta, de su microbiotay la interaccion entre ellos (Bosch & McFall-Ngai, 2011).
Incluso hay autores que han detectado cierto grado de coevolucion (Abdullaeva et al., 2021).
Las plantas, por si mismas, pueden aliviar el dafio oxidativo secuestrando metales pesados o
metaloides en vacuolas (Kashyap y Garg, 2018). Sin embargo, micorrizas arbusculares y
bacterias asociadas a la planta intervienen también en la metabolizacion del As, promoviendo
el crecimiento vegetal y aumentando la resistencia frente al estrés (Li et al., 2021; Molina et al.,
2020). Se conocen diferentes procesos metabolicos con los que las bacterias pueden intervenir
en la metabolizacion del As en el metaorganismo. Los mecanismos principales destacan la
conversion de la forma de As en forma menos toxicas como la oxidacion de As (1), la
expulsion de As mediante la reduccién de As(V) a formas mas solubles o generar formas
orgénicas de As, algunas de ellas volatiles (Li etal., 2021; Zheng et al., 2013). Ademas,
participan en la produccion de sideroforos que aumentan la formacion de complejos con el
hierro para fomentar el crecimiento de las plantas (Ali et al., 2022; Molina et al., 2019). Esta
propiedad sirve como herramientas para inducir la tolerancia de estrés para las plantas de cultivo
y mejorar la fitorremediacion (Mukherjee et al., 2018; Wevar Oller et al., 2020).

En este contexto, Jasione montana se ha destacado como una especie de planta altamente
tolerante al arsénico con un microbioma asociado también tolerante (Benson et al., 1981;
Molina et al., 2019). Asi gnotobiontes de J. montana (plantas sin microbioma) inoculadas con
bacterias enddfitas resistentes a arsénico, presentan mejor desarrollo en crecimiento de plantas
bajo condiciones de estrés de As (V) (Molina et al., 2020). Adicionalmente, las bacterias
enddfitas como Rhodococcus rhodochrous aisladas de esta planta permite aumentar la
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tolerancia al estrés de As de Jasione sessiliflora, una especie no resistente (Gonzalez-Benitez
et al., 2021). Estos estudios se centran en los efectos que aportan las bacterias endoéfitas bajo
estrés de As (V), pero el conocimiento de bajo condiciones de As (I11) que es mucho mas tdxico,
aun es desconocido.

Acinetobacter radioresistens MC-14, ha sido aislada de semillas de J. montana, (Molina et al.,
2019), y se ha descrito como bacteria potencialmente promotora de crecimiento, al producir
auxinas e inhibir el crecimiento de hongos potencialmente patdgenos. Su concentraciéon minima
inhibitoria (MIC) para As(V) es de 200 mM y de 30 mM de As (I11) (Molina et al., 2019) lo
que la convierte en una bacteria asociada al microbioma de J. montana altamente resistente a
este metaloide. A. radioresistens pertenece al género Acinetobacter, uno del grupo de gamma-
proteobacteria que ha sido descrito como bacterias resistentes a As. Una de la especie de este
género, A. lwoffii, se considera una bacteria promotora de crecimiento para la planta bajo estrés
de As (Das y Sarkar, 2018; Qamar et al., 2017). Por otro lado, es una bacteria bastante ubicua,
ya que se ha descubierto también en otras semillas como en los cultivos de cereales (Triticum
aestivum, Triticum monococcum, Triticum durum, y Hordeum vulgare) y sus cultivares
silvestres (Abdullaeva et al., 2021). Sin embargo, se desconoce si esta bacteria ofrece alguna
ventaja funcional a la planta (y a ella misma) que permita al metaorganismo desarrollarse en
ambientes contaminados.

Este trabajo se enmarca en un proyecto de investigacion entorno a A. radioresistens. El
proyecto busca potencial uso de una nueva bacteria como una estrategia de bioestimulacion
para mejorar la resiliencia de las plantas al estrés por arsénico, y si fuera posible, establecer
protocolos para conseguir la reduccién el arsénico del suelo. Estan relacionado con objetivos
y metas de desarrollo sostenible (ODS) 12, produccién y consumo responsable. Las metas
incluyen la gestion sostenible y el uso eficiente de los recursos naturales (meta 12.2), lograr la
gestidn ecoldgicamente racional de los productos quimicos para minimizar sus efectos
adversos en la salud humana y el medio ambiente (meta 12.4). En resumen, la finalidad es
contribuir a la meta del ODS 12 de lograr una gestion sostenible de los recursos naturales y
una gestion responsable de los productos quimicos, al tiempo que aborda problemas
especificos relacionados con la contaminacion del suelo y busca soluciones para reducir el
arsénico y mejorar la calidad ambiental y la salud humana.

El presente TFG se centra en determinar si A. radioresistens MC-14 establece asociacion con
Arabidopsis thaliana como planta modelo y promueve el desarrollo de las plantas sometidas a
estrés por As. Los objetivos especificos de este TFG son: 1) Determinar las posibles ventajas
en el desarrollo vegetal como consecuencia de la asociacion planta-A. radioresistens bajo
concentraciones de estrés por As (I11), 2) establecer cual puede ser el efecto (si lo hubiera) de
la concentracion del indculo bacteriano en la respuesta de la planta y 3) aproximarnos a la
localizacion (apoplastica o simplastica) de A. radioresistens en la raiz de la planta.



3. Materiales y métodos

El experimento se inici6 5 de mayo de 2023. El arsenito de sodio (NaAsO>) fue utilizado para
preparar la solucion de stock a 50mM de As (I11). Las semillas de Arabidopsis thaliana de
fenotipo salvaje Columbia-0 (Col-0) provinieron del Centro de Biotecnologia y Gendmica de
Plantas (CBGP). Acinetobacter radioresistens MC-14 fue aislada de semillas de plantas de J.
montana, una especie altamente tolerante a arsénico (Benson et al., 1981), procedentes del
entorno de la mina Ménica (Bustarviejo, Madrid) en suelos altamente contaminados con
arsenico (Garcia-Salgado et al., 2012). Las caracteristicas fisiologicas de esta cepa se han
descrito en estudios previos (Molina et al., 2019).

3.1. Inoculacion de bacteria y condiciones de crecimiento de la planta

El disefio experimental fue factorial completa con cuatro tratamientos de arsénico (0, 3,5y 10
UM de As (l11)) y cuatro niveles de inoculacion de A. radioresistens con densidad Optica a
600nm (ODsoonm) de O(control); 0,07; 0,21; 0,63.

La bacteria fue aislada y almacenada en glicerol a -80°C hasta su uso. De este stock fue
recuperada en medio Luria-Bertani (LB) solido y crecida en oscuridad a 28°C para el desarrollo
experimental.

Para la inoculacion A. radioresistens, se resembraron las bacterias en tubos de ensayos estériles
con 5mL de medio LB liquido que se incub6 junto con un control de LB liquido sin bacteria a
28°C en agitacion durante una noche. El medio de crecimiento que se utilizé para sembrar y
cultivar las plantas fue medio Murashige y Skoog (MS) con los componentes descritos en la
tabla 1. La combinacion de ¥2 MS basal, MES monohidrato y H20 se realiz6 con un agitador
magnético y se ajusté el pH a 5,8 afiadiendo KOH con un pH-metro (GLP 21, CRISON, EEUU).
Finalmente se afiadid el agar bacterioldgico (0,9% p/v) y se esterilizé en autoclave. En placa
cuadrada con 50mL del medio “2Murashige y Skoog basal (*2MS basal) suficientemente
enfriado después de la esterilizacion por autoclave se afiadieron 0,1mL de suspension bacteriana.
Se prepararon tres densidades Opticas diferentes a 600nm (ODeoonm) de la bacteria en suspension:
0,07; 0,21y 0,63 en un espectrofotdmetro (Spectronic Genesys-8, Spectronic Instruments Inc.).
En placa control se afiadieron 0,1mL de medio LB liquido sin bacteria (Saad et al., 2018).

Tabla 1. Medio MS.

Componentes Cantidad para preparar 1L
%MS basal sin sacarosa y sin vitamina 2,29

MES monohidrato 0,59

Agar bacteriolégico 99

H20 destilada 1L

Las semillas se esterilizaron en agitacion durante 2 minutos con etanol al 70% y durante 12
minutos con una solucion de esterilizacion que contenia 1% de dodecilsulfato de sodio y 0,05%
de hipoclorito de sodio en agua destilada estéril. Posteriormente, se lavaron 5 veces con agua
MilliQ estéril. Las semillas se sembraron con micropipeta en medio ¥2MS basal con la ODgoonm
de bacterias correspondientes (De Zélicourt et al., 2018). Las semillas sembradas se guardaron
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con placas volcadas en oscuridad a 4°C durante dos dias. Posteriormente las placas se
trasladaron a una camara de crecimiento a 22°C con un ciclo de 16h de luz y 8h de oscuridad
durante 5 dias y se colocaron verticalmente. El flujo fotonico fue 160uM m s™tocurrié Después
de cinco dias las plantulas de tamafos similares se transfirieron a nuevas placas con 0, 3, 5y
10 uM de As (111) en medio ¥ MS basal. Se transfirieron 6 plantulas por placa (tres placas por
experimento). Las placas con plantas transferidas a medio con o sin As (Il1) se volvieron a
colocar de forma vertical en cdmara de crecimiento bajo las mismas condiciones descritas
previamente (Saad et al., 2018).

De cada tratamiento se prepararon 3 placas, con 6 plantulas por placa, formando un total de 48
placas y un total de 288 plantas.

3.2. Recoleccion de datos

Tras 10 dias creciendo en los tratamientos de As, las placas con plantas se analizaron utilizando
un escaner (Epson Scan GT15000, Epson, Japon). Las imégenes se configuraron en formato
TIFF y en color de 24bits con una resolucion de 400dpi. Finalmente, las imagenes se procesaron
en un programa de analisis de imagenes (WinRhizo Pro 2009c, Régent Instrument Inc., Canada)
para medir las longitudes de raiz. Se descartaron con filtro del programa aquellas raices cuyo
radio longitud/grosor fuera menor de 4, para eliminar posibles ruidos.

Los parametros fisiologicos y el peso fresco de las plantas se midieron en el mismo dia en dos
plantas por placa (6 plantas por tratamiento, y un total de 96 plantas). Antes de medir los
pardmetros fisiologicos, las plantas se mantuvieron al menos 30 min en oscuridad. Los
pardmetros fisiologicos de uso de la luz (fluorescencia) se midieron con un medidor de gases
por infrarrojos (L1-6800 Portable Photosynthesis System, LICOR, EEUU). En concreto, se
midio: 1) eficiencia potencial del fotosistema Il (Fv/Fm), 2) eficiencia real del fotosistema Il
(drsu), 3) quenching fotoquimico que indica la energia luminica transformada en energia
quimica (qP) y 4) quenching no fotoquimico que mide la energia luminica no transformada en
energia quimica y por tanto disipada (NPQ). Se introdujo primero la parte aérea en la camara
de medicion sin luz donde las condiciones se aproximaron a las condiciones de crecimiento de
las plantas (temperatura=22°C, concentracion de CO2 =400 pmolm?s? y VPD-déficit de
presion de vapor 1,5 KPa). La medicion de Fv/Fm se realizd con un pulso de luz saturante a
10000 pmol m2st después de que la estabilizacion de los valores en oscuridad. Después se
encendio la luz a 600pumol m2s?t y tras la estabilizacion se midieron los parametros de
fluorescencia tras aclimatacion a la luz (¢psi, qP y NPQ).

Tras la medicion de los parametros de fluorescencia se cosechd la plantay se determind el peso
fresco total utilizando una microbalanza (Comparador XPR6U/M, METTLER TOLEDO,
Espana).

3.3. Visualizacion de colonizacion de bacteria en microscopio

Para visualizar y localizar las bacterias en la raiz se utilizaron cepas de A. radioresistens
transformadas con el plasmido pBAV1k-t5-gfp Gonn (Bryksin & Matsumura, 2010) que le
confirio la capacidad de producir una proteina verde fluorescente (GFP) y la resistencia a la
kanamicina. En este caso, se utilizaron plantas de A. thaliana Col-0 transformada por
Agrobacterium tumefaciens con el gen de resistencia a la kanamicina (NPTII). De esta forma
se protegia la pérdida del plasmido de fluorescencia en A. radioresistens (Clough & Bent, 1998).
El cultivo de plantas y la inoculacion de las bacterias transformadas se realizaron con el mismo



protocolo descrito anteriormente. En este caso, los medios de LB para la bacteria transformada
y el control se los afadieron 50pg/mL de kanamicina.

Se seleccionaron de forma aleatoria al menos cinco plantas de los tres tratamientos de
inoculacion de plantulas, el quinto dia, en el estadio de postgerminacion antes de transferirlos
a condiciones de estrés por As (111). Las plantulas se colocaron en portaobjetos y se pipetearon
unas gotas de agua MilliQ antes de cubrirlas con un cubreobjetos.

La visualizacion se llevd a cabo mediante el microscopio laser confocal Zeiss LSM 880
equipado con un objetivo de 63x. Las longitudes de onda del laser de excitacion fue 488nm
para detectar GFP. Se aplico contraste diferencial de interferencia y se utiliz6 la técnica de
maxima proyeccion para la observacion.

3.4. Analisis de datos

Los datos se guardaron en Microsoft Excel. La respuesta de los pardmetros morfolégicos (masa
fresca total, longitud de raices) y fisiologicos (Fv/Fm, ¢rsn, gP y NPQ) se analizaron
considerando como variables independientes nivel de As (Ill) y nivel de in6culo de A.
radioresistens, asi como su interaccion. Todos los andlisis estadisticos de los datos se realizaron
en el software RStudio Version 1.3.1093 (RStudio Team, 2020). El andlisis de la varianza
(ANOVA) bifactorial se utilizé con el paquete car (Fox etal., 2011) para determinar la
diferencia significativa (F y p-valor) entre los tratamientos de estrés de As (lIl) y de la
inoculacion de bacterias y el efecto de la interaccion de estas dos variables. Cuando los anélisis
previos mostraron efectos significativos se realizé el test post-hoc de Tukey para evaluar las
diferencias por pares. En todos los andlisis se establecieron el nivel de significacion o = 0,05.
Las graficas se crearon en el mismo RStudio utilizando el paquete ggplot2 (Wickham, 2016).



4. Resultados

4.1. Longitud de la raiz y peso fresco

Después de 10 dias de desarrollo no se observaron diferencias fenotipicas entre plantas sin
indculo y con presencia de indculo en condiciones sin As (I11). Se vio afectado por el estrés de
As (111) sobre todo a 10uM donde las plantas mostraron peores morfologias como en el tamafio
de rosetas y la elongacion de raices. Sin embargo, la plantas con in6culo presentaron mejores
aspectos a 3y 5 uM de As (111) en comparacion con las plantas sin inoculo (Figura 1).

Las plantas que crecieron en condicion no estresante de As (1) no se observaron diferencias
significativas ni en el peso fresco de la planta ni en la longitud total de las raices entre plantas
inoculadas con distintas concentraciones de A. radioresistens (ODsoonm de 0,07; 021 y 0,63) y
el control (Figura 2, tabla 2). La concentracion de As (l11) tuvo un efecto significativo en el
peso fresco de las plantas. También se observaron diferencias significativas por la interaccion
de concentracion de As (I11) y la concentracion del in6culo (Tabla 2). Los valores del peso
fresco de las plantas que crecieron bajo concentracion de 10 uM presentaron una reduccion
dréstica no sélo respecto a las plantas que crecieron en condicion normal, sino que también
respecto a las plantas que se sometieron en 3 y 5uM de As (III). En las de 3uM de As (III) solo
las plantas controles y plantas inoculadas con OD de 0,07 mostraron una reduccion significativa
respecto a las plantas sin tratamiento de As (I11). Interesantemente, no se notaron diferencias

significativas entre las plantas en condicion normal y las plantas en tratamiento de SuM (Figura
2A).

La longitud de las raices difirié en funcion del nivel de estrés por As (I11) y de la inoculacion
de A. radioresistens y que también tuvo efecto de interaccion segun los niveles de inoculacion
y As (I11) (Tabla 2). Los resultados de la longitud de las raices se exhibieron en la figura 2B.
En general un aumento del nivel de estrés por As (111) redujo la longitud de raices. Sin embargo,
la inoculacion con A. radioresistens redujo los efectos negativos del As, siendo el efecto
dependiente de la dosis de As y del nivel de inoculacion. Asi a 3 uM las plantas tratadas con
indculos aumentaron la longitud de las raices respecto a las plantas controles A 5 uM los niveles
de inoculacion a 0,07 y a 0,21 presentaron mayor longitud radical en comparacion con las
plantas controles, entre ellos el nivel de la inoculacién a 0,21 fue la que produjo la mayor
longitud de raices. Los aumentos en la longitud de raices en aquellas plantas inoculadas
sometidas al estrés de As (I11) permitieron alcanzar a los valores similares de las plantas que
crecieron en medio sin As (I11), excepto en el caso de las plantas inoculadas con 0,07 a 5uM de
As (111) Por el contrario, a 10 uM no se detectd efecto positivo de la inoculacion con A.
radioresistens.

Tabla 2. F y p-valores (p<0,05 en negrita) del ANOVA de las variables de crecimiento.

Efecto de interaccion entre

Variables Efecto de As (1) Efecto de inoculacion As (I11) e inoculacién
F p-valor F p-valor F p-valor

Longitud de raices 127,475 < 0,001 9,322 <0,001 4,782 < 0,001

Peso fresco 185,744 <0,001 1,463 0,228 2,686 0,006




Con inéculo( ODgypm )
o0 021 0,63

Sin bacteria

AN W ([I)sV

T

Figura 1. Fenotipos de A. thaliana bajo diferentes concentraciones de estrés de As (lll) y diferentes
concentraciones de inoculo después de 10 dias en cultivo. Las flechas indican biopelicula formado por
bacteria alrededor de la raiz de planta.
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Figura 2. Peso fresco (A) y longitud total de raiz (B) de A. thaliana con diferentes concentraciones de
indculos y control. Las plantas crecieron bajo diferentes concentraciones de estrés de As (I11) durante

10 dias. Las barras de error son las desviaciones estandares. Las letras diferentes sobre las barras de
error indican diferencias significativas (P<0,05) segun el test post-hoc de Tukey.
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4.2. Parametros de fluorescencia

El escaso desarrollo de las plantulas a 10 uM no permitié valorar los parametros fisiologicos.
Los valores de los parametros de fluorescencia segln las concentraciones de los tratamientos
(As (1) e indculo) se presentaron en la tabla 3. El Fv/Fm de las plantas bajo estrés de 3 y SuM
de As (I11) no difirié significativamente de las plantas en condiciones normales, tampoco hubo
efecto de simbiosis ni de su interaccién (Tabla 4). Igualmente, los valores de ¢psiino presentaron
diferencias significativas entre niveles estrés de As (l1l) ni entre la inoculacion ni de su
interaccion.

El gP y NPQ sélo mostraron diferencias estadisticas entre diferentes concentraciones de estrés
de As (111) (Tabla 4). Las plantas que desarrollaron en medio sin As (I11) presentaron los valores
mas altos de gP. Los valores de gP fueron minimos en plantas creciendo a 3uM de As (III), e
intermedio en aquellas creciendo a 5uM de As (III) (Figura 3A). Las plantas que crecieron en
3uM de As (IIT) tuvieron los valores mas altos de NPQ. Los valores de NPQ en S5uM de As (I11)
fueron los més bajos de todos los tratamientos (Figura 3B).

Tabla 3. Pardmetros de fluorescencia de A. thaliana con diferentes niveles de A. radioresistens bajo
diferentes concentraciones de estrés de As (l11) a 10 dias. Media * desviacion estandar.

Concentracion DOsoomn Variables
de As (I11) Fv/Fm desi gP NPQ
control 0.809+0.018 0.112+0.040 0.156+0.045 0.491 +0.148
oM 0,07 0.804 £0.013 0.105+0.024 0.145+0.029 0.563 +0.152
0,21 0.774+0.074 0.104+0.024 0.155+0.042 0.676 +0.290
0,63 0.796 £0.024 0.083+0.026 0.115+0.034 0.543+0.216
control 0.828+0.051 0.060+0.020 0.087+0.029 0.979 + 0.650
3uM 0,07 0.791+0.054 0.085+0.049 0.118+0.059 0.626 +0.273
0,21 0.802+0.020 0.091+0.036 0.126 +0.046  0.640 +0.209
0,63 0.788+0.018 0.082+0.011 0.119+0.015 0.744 +0.236
control 0.807+0.009 0.091+0.021 0.119+0.027 0.330 +0.065
5LM 0,07 0.815+0.007 0.097+0.029 0.126+0.036  0.307 +0.115
0,21 0.817+0.010 0.109+0.026 0.142+0.034 0.405+0.118
0,63 0.808 £0.016  0.074+0.040 0.097 £0.053 0.378+0.184

Tabla 4. F y p-valores (p<0,05 en negrita) del ANOVA de los parametros de fluorescencia.

Efecto de interaccién

Efecto de As (1) Efecto de inoculacion entre As (1) e

Variables

inoculacion
F p-valor F p-valor F p-valor
Fv/Fm 1532 0,225 1,022 0,389 1,05 0,403
desii 2,887 0,064 1,745 0,1674 0,915 0,4907
gP 3,734 0,029 2,011 0,1219 1,013 0,425
NPQ 13,253 < 0,001 0,474 0,701 1,252 0,293
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Figura 3. Parametros de fluorescencia independientemente del indculo: A) gP y B) NPQ. Las plantas
crecieron bajo diferentes concentraciones de estrés de As (I1l) a 10 dias. Las barras de error son las
desviaciones estandares. Las letras diferentes sobre las barras de error indican diferencias significativas
(P<0,05) segun el test post-hoc de Tukey.
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4.3. Visualizacion de bacterias

En las plantas inoculadas se observé una capa de biopelicula alrededor de raices (Figura 1).
Esta capa de biopelicula no se observaba en las plantas controles. No se detect6 colonizacion
en plantas controles con el microscopio laser confocal (Figura 4A). En los tratamientos
inoculados se verificd la presencia de bacterias con fluorescencia verde en el apoplasto de las
raices, pero no en el interior de las mismas. Las bacterias se mostraron aisladas sin generar en
ningun caso colonias asociadas (Figura 4B y 4C).

Figura 4. Observacion de las raices de A. thaliana en microscopio laser confocal después de cinco dias
germinadas e inoculadas. A) Apéndice de raiz de planta control. B) y C) Raiz colonizada por A.
radioresistens transformada con el plasmido pBAV1k-t5-gfp Gonn. La barra de escala = 25um. Las
flechas indican fluorescencia emitida por bacterias.
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5. Discusion

A. radioresistens tiene cierta capacidad para sintetizas auxinas y potencialmente protege frente
a hongos patégenos (Molina et al., 2019) no ha sido descrita como una bacteria promotora del
crecimiento en condiciones no estresantes, ajustdndose sus funciones beneficiosas,
fundamentalmente, a su capacidad de sobrevivir en sustratos altamente contaminados con
arsénico y también con metales pesados o compuestos aromaticos. De hecho, en nuestros
ensayos, dicha bacteria no muestra ninguna ventaja en el desarrollo de A. thaliana en
condiciones no estresantes, para ninguna concentracion de inoculo. En este sentido, cepas de
esta bacteria han sido utilizadas en fitorremediacion frente a metales pesados, metaloides y
degradacion de compuestos aromaticos, en simbiosis 0 como bacteria de vida libre en suelos
(Mazzoli et al., 2007; Ram Talib et al., 2019).

A. radioresistens aislada de semillas es capaz de infectar la radicula en los primeros estadios de
desarrollo tras la germinacién. El hecho de que las semillas porten esta bacteria, y otras
potencialmente beneficiosas, aseguran un reclutamiento temprano con lo que eso supone de
beneficio cuando las situaciones de estrés acompafian a la planta desde los primeros procesos
de desarrollo. Tras la infeccion, las bacterias asociadas a raiz pueden ocupar el interior de las
células radiculares tras la pérdida de la pared celular bacteriana o agruparse en colonias entorno
a las células (Synek et al., 2021). Sin embargo, A. radioresistens se localiza de forma aislada y
dispersa a lo largo del apoplasto sin invasion celular. Estos resultados concuerdan con lo
esperado puesto que la secuenciacién completa del genoma de esta bacteria no muestra genes
asociados con la degradacién de pared celular o la vida endocelular (datos de nuestro equipo de
investigacion no publicados). Tras los primeros diez dias de desarrollo se parece generar una
biopelicula entorno a las raices que se ha observado también en A. Iwoffii, una bacteria que
también confiere resistencia al arsénico y parece detener la absorcién de este metaloide a nivel
radicular (Das & Sarkar, 2018).

Durante los primeros dias de desarrollo postgerminal las concentraciones 3y 5 uM no parecen
tener efectos negativos en la biomasa de la planta ni en su aparato fotosintético. EI As (I11) no
gener0 dafio en la maquinaria fotosintética ya que las plantas presentaron los valores de Fv/Fm
muy cerca de 0,8. Ademas, los valores de ¢psi N0 mostraron una reduccion significativa en
presencia de estrés, lo que sugiere que la capacidad de las plantas para adquirir carbono no se
vio afectada. Estos resultados son contrarios con el estudio de Farnese et al., 2014. Esto sugiere
que A. thaliana tiene mecanismos de defensa propios contra el estrés de As (lll),
independientemente de la presencia de bacterias como A. radioresistens, en los primeros dias y
a estas concentraciones. En los estudios previos se demostraron de hecho, A. thaliana producen
glutationas y fitoquelatinas que sirven para aliviar el dafio provocado por las especies reactivas
de oxigeno y secuestrar los metales en la vacuola (Kashyap & Garg, 2018). Por otro lado, los
resultados de gqP y NPQ sefialaron que las plantas tratadas con 5uM de As (I11) presentaron
mejor eficiencia que plantas tratadas con 3uM (III) en las energias que derivaron a la
fotosintesis. Sin embargo, esta mejora de eficiencia no se manifesto en la biomasa. Esto indica
que tiene un mayor gasto energeético en reparacion o tolerancia.

Resulta interesante resaltar que, aunque la biomasa y el aparato fotosintético no parecen verse
afectados en estos primeros dias de desarrollo no ocurrié asi con el sistema radicular. La trama
y longitud de las raices se redujo significativamente al incrementar la concentracion de As (I11)
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lo que ha sido previamente descrito como consecuencia del estrés oxidativo (ROS), como efecto
asociado al arsénico en raices (Singh et al., 2007). La disminucion en la longitud de la raiz con
el aumento de la concentracién de As (I11) es consistente también con estudio anterior donde se
describid un efecto inhibidor en el crecimiento radicular (Li et al., 2007) o el deterioro celular
y la formacion de tumores radiculares (Molina et al., 2019). Ademas, las raices establecen
contacto con el As (I11) presente en el medio (hipertonico) y genera inhibicién de la extension
de la raiz y la proliferacion debido a la plasmolisis (Lang et al., 2014). El hecho de que las
plantas redujeran las longitudes de raiz supone una reduccion de la superficie en contacto con
el medio y, por tanto, una reduccion en la capacidad de absorber el agua y nutrientes del suelo
(Garg & Kashyap, 2017), lo que puede traducirse en desventajas en medios con nutrientes
limitantes o en condiciones de sequia. Sin embargo, los resultados indican que la biomasa de
las plantas tratadas con As (I11) no presentaron diferencias significativas respecto a las plantas
sin tratamiento de As (l11). El dafio radicular puede no tener efecto durante los primeros dias
del desarrollo en la plantula, especialmente si se desarrollan mecanismos defensivos por parte
de la planta (Kashyap & Garg, 2018), especialmente en condiciones de cultivo 6ptimas, pero
no es descartable que estos efectos puedan apreciarse en el desarrollo posterior (Das & Sarkar,
2018). La presencia de la biopelicula bacteriana entorno a la raiz favorece el desarrollo de la
misma, especialmente a 3 y 5 uUM. En el caso plantas creciendo a 5 pM de As (lll) la
concentracion optica de inoculo fue la intermedia (0.21 DOso). No observamos mejoras
significativas en el aparato radicular al0 uM As (111), sin embargo, esto no significa que no
pueda observarse en un desarrollo ulterior, sino méas bien que el periodo de adaptacion a las
condiciones estresantes es mayor debido probablemente a que los dafios son mayores (Tashan
et al., 2021). Determinar si 10 uM es la concentracién minima letal de A. thaliana para As (l11)
y si la presencia de A. radioresistens puede aliviar el estrés requiere realizar un estudio
secuencial a lo largo del tiempo.

La sintesis de auxinas por parte de A. radioresistens, aunque no tiene efecto en el desarrollo de
la parte aérea de la planta, puede tener un papel relevante dado que las auxinas modifican la
arquitectura del sistema radicular en respuesta a diversas sefiales bioticas y abioticas de la
rizosfera, como los micronutrientes, el estrés hidrico y por frio, acidez del suelo, presencia de
microorganismos patdgenos y beneficiosos, nematodos o el efecto vecinal de las plantas
(Overvoorde et al., 2010). Esto podria estar relacionado con la mejora del eje radicular en
presencia de plantas inoculadas con A. radioresistens, no obstante, esta explicacion es
preliminar y requiere el desarrollo de un disefio experimental adecuado para su confirmacion.

Lineas de investigacion futura

Después de medir los pesos frescos de las plantas, se congelaron inmediatamente de forma
separada la parte aérea y la raiz en nitrogeno liquido y se almacenaron a -70 °C hasta el
aislamiento del ARN vy la evaluacion del contenido de As (Ill) en cada parte. Se realizara
analisis de transcriptomica para conocer la expresion de genes microbianos y plantas y conocer
el mecanismo molecular como consecuencia del tratamiento de As (111) y de la inoculacion. Por
otra parte, también estamos interesados en estimar el contenido de As (Ill) y sus formas
organicas e inorganicas permite determinar los efectos de inoculacion y de concentracion de
arsenico en la absorcion de As (I11) y la tasa de translocacion y extrusion de As de la planta.
Ademas, también hemos tomado medidas de todos los parametros analizados en este TFG
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después de 30 dias con objeto de evaluar los efectos de los tratamientos a largo plazo. Aunque
aun no se han analizado completamente los resultados parecen prometedores.

En este trabajo solo se utilizd una especie de microbiota para la inoculacion. Sin embargo, en
los afios recientes cada vez hay mas estudios que utilizan combinaciones de bacterias endofitas
(Mukherjee etal., 2018). Como deficiencia del trabajo, los valores de los parametros de
fluorescencia bajo concentracion de 10uM no se han incluido debido al escaso desarrollo de las
plantas. Para completar esta informacion, seria recomendable evaluar de forma separada
dejando las plantas tratadas con alta concentracion de As (111) mas tiempo en crecer, algo que
como indicabamos anteriormente, tenemos previsto

Otra linea de investigacion a explorar es el estudio in vivo, en condiciones controladas de
invernadero. Trabajar en suelo (in vivo) y no en medios (in vitro) permitira estimar la capacidad
de A. radioresistens en la mitigacion de los efectos negativos en condiciones de estrés de As de
forma mas precisa. La disponibilidad y el transporte del As en las plantas depende de las
propiedades del suelo. El suelo puede contener otros elementos y compuestos que pueden influir
en su absorcion por las plantas.

Otra linea abierta es estudiar el efecto de la bacteria en plantas de cultivos. Finalmente, y a largo
plazo, estudiar la eficacia en la aplicacion de la bacteria en las plantas como una herramienta
para la recuperacion de los suelos contaminados o para la agricultura sostenible.
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6. Conclusién

La concentracion de As (111) tuvo un efecto significativo en el peso fresco y en la longitud total
de las raices con una reduccién a concentraciones mas alta. A bajas concentraciones de As (1)
no hubo dafio en la maquinaria fotosintética (Fv/Fm) ni en la eficiencia real del fotosistema II.
Esto surgiere el papel del mecanismo de defensa de la planta en la tolerancia de As (I11).

Durante los primeros diez dias de tratamiento la inoculacion de bacteria no generé ningun
perjuicio en ausencia de As (111) segun los resultados de los analisis fisiologicos y fenotipicos.
El efecto de A. radioresistens dependio del nivel de inoculacién y la concentracion de As (111)
en el peso fresco y la longitud total de raices. La inoculacion con A. radioresistens ayudd a
mitigar la reduccion en la longitud de las raices debida al As (I11). Sugerimos que la capacidad
de la bacteria para sintetizar auxinas podria estar implicada en este proceso. Por otro lado, las
plantas sometidas a mayores concentraciones de As (I11) aumentaron su eficiencia en el uso de
la luz aumentando la energia derivada a la fotosintesis y reduciendo la energia disipada.

A. radioresistens no se comporta como una bacteria endocelular y se localiza en el apoplasto y
en la superficie de la raiz, al menos en los primeros estadios del desarrollo. Un seguimiento en
el tiempo permitira dilucidar su localizacion final a lo largo del cuerpo de la planta.
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