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1. Resumen
La restauracion de ambientes salinos, ya sean humedales o marismas, es de vital

importancia, pues de ellos obtenemos beneficios ecologicos, culturales y econémicos.
Actualmente, gran parte de ellos se encuentra degradados y de los estudios que se realizan
sobre ellos depende su supervivencia. Athrocnemum macrostachyum (Moric.), es una
haléfita dominante de las marismas, por lo que es una especie potencial para la
restauracion de estos ecosistemas. Estudios previos han demostrado que la inoculacion
con bacterias promotoras del crecimiento (PGPB) podrian ser una solucion viable para la
restauracion de los ambientes salinos. En el presente estudio, se realizd un experimento
en el invernadero en esquejes de A. macrostachyum con el fin de determinar el efecto de
dos consorcios de bacterias PGP combinandolos con tres tipos de sustratos (perlita, fibra
de coco y mantillo) y dos tratamiento de salinidad (0 mM y 171 mM). Tras 3 meses de
cultivo en macetas en el invernadero, se midieron distintas variables relacionadas con el
crecimiento (biomasa, longitud tallo y raices) y el estado fisioldgico (tasa fotosintética,
eficiencia fotoquimica, conductancia estomaética, eficiencia uso del agua, contenido
hidrico). Se observé un efecto positivo de la inoculacion en perlita en condiciones de
salinidad cuando se analizaron los resultados obtenidos de las variables de crecimiento y
rendimiento fotosintético. Los resultados de este estudio demuestran la importancia de la
utilizacion de un sustrato y de unas condiciones de salinidad adecuadas para la
multiplicacién por esquejes de A. macrostachyum, y, sobre todo, del importante papel que

realizan las PGPB.

2. Abstract
Restoration of saline environments, whether wetlands or salt marshes, is of vital

importance as we obtain ecological, cultural, and economic benefits from them. Currently,
a large portion of these environments is degraded, and their survival depends on the
studies conducted on them. Athrochnemum macrostachyum (Moric.) is a dominant
halophyte in salt marshes, making it a potential species for the restoration of these
ecosystems. Previous studies, have shown that inoculation with plant growth-promoting
bacteria (PGPB) could be a viable solution for the restoration of saline environments. In
this study, an experiment was conducted in the greenhouse using A. macrostachyum
cuttings to determine the effect of two PGPB bacterial consortia combined with three
types of substrates (perlite, coconut fiber and mulch) and two levels of salinity (0 mM
and 171 mM). After three months of cultivation in pots in the greenhouse, various
variables related to growth (biomass, stem and root length) and physiological status
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(photosynthetic rate, photochemical efficiency, stomatal conductance, water use
efficiency, water content) were measured. A positive effect of inoculation with perlite
under saline conditions was observed when analyzing the results obtained for growth
variables and photosynthetic performance. The results of this study demonstrate the
importance of using a suitable substrate and appropriate salinity conditions for the
multiplication of A. macrostachyum cuttings, and above all, the important role played by
PGPB.



3. Introduccidn
Los humedales costeros, como las marismas, ocupan entre un 3-5% de la

superficie terrestre, siendo de los ecosistemas méas abundantes, con mayor aporte servicio
ecosistémico y mas productivo de la Tierra (Zedler y Kercher, 2005; Billah et al., 2022).
Son importantes sumideros de CO> atmosférico debido a sus altas tasas de produccion
primaria (produccion de raices, brotes y hojas), tienen la capacidad de mejorar la calidad
del agua, retienen nutrientes, protegen los ambientes costeros estabilizando los
sedimentos y, ademas, albergan numeras especies de animales y plantas de gran interés
(Billah et al., 2022). A lo largo del siglo XX, més del 50% de los humedales han sido
degradados debido a la actividad humana, por lo que, en respuesta, se estan realizando
esfuerzos de restauracion para rehabilitar las marismas en muchas areas del mundo y asi
mitigar la pérdida de biodiversidad a nivel mundial (Millennium Ecosystem Assessment,
2005; Curado et al., 2014).

Las marismas mareales son las Unicas zonas donde se pueden establecer una gran
variedad de haldéfitas en todo el litoral andaluz. Sin la proteccion y conservacion de los
de estos espacios marismefios, la superficie se veria seriamente reducida. La firma del
convenio de RAMSAR por el Estado espafiol y la inclusion de las marismas del Odiel
como zona himeda a proteger, resalta la relevancia internacional de esta area (IAAP, s.f.).
Estas marismas se localizan entre las desembocaduras de los rios Odiel y Tinto (Huelva),
y comprenden una superficie de 7158 hectéareas (Imagen 1). Estan consideradas como
reserva de la Biosfera por la UNESCO, y declaradas por la Union Europea como zona de
especial proteccion de aves (ZEPA) (IAAP, s.f.).

En este enclave de marismas del Odiel podemos encontrar especies animales y vegetales
adaptadas a condiciones de inundaciones periddicas y de alta salinidad que pueden
sobrevivir en estas condiciones extremas y que, ademas, condicionan la respuesta de la
vegetacion. Esta zona de marismas se caracteriza por ser altamente eutrdficas, debido a
la carga de nutrientes provenientes de escorrentias urbanas y agricolas y de procesos

industriales de la zona de Huelva (Davy et al., 2009; Curado et al., 2014).



Espacios Naturales Protegidos
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Imagen 1. Mapa Marismas del Odiel y alrededores. Rosa: Reserva natural concertada, Naranja: Paraje
Natural, Rojo: Reserva Natural. Imagen modificada con QGIS (Geographic Information System).

En este contexto de reduccion de humedales y, en concreto, en el entorno de
marismas del Odiel, se vuelve fundamental recurrir a estrategias de restauracion efectivas
que contribuyan al éxito de implantacion de las especies halofitas. En este sentido, una
de las estrategias mas prometedoras para la restauracion de estos ecosistemas es el uso de

bacterias promotoras del crecimiento (PGP).

En la rizosfera encontramos una comunidad bacteriana que puede tener
interacciones importantes con las plantas, principalmente, con aquellas involucradas en
la mineralizacion de nutrientes o en la competencia por los mismos (Van Der Heijden et
al., 2008; Camacho et al., 2020). Ademas, puede brindar proteccion contra hongos
patdgenos (Heydari y Pessarakli, 2010; Camacho et al., 2020), promover el crecimiento
de las raices o mejorar la tolerancia a compuestos téxicos (Morgan et al., 2005; Camacho
et al., 2020).

Por otro lado, cuando las plantas se encuentran en condiciones extremas, estas
pueden cambiar las condiciones microclimaticas bajo su dosel, modificando, por ejemplo,
la humedad y/o los nutrientes del suelo (Jing et al., 2019; Camacho et al., 2020),
afectando asi, a las comunidades microbianas asociadas (Hortal et al., 2013; Iwaoka et
al., 2018; Camacho et al., 2020), las cuales, como hemos mencionado anteriormente, son



de gran importancia para el desarrollo de las plantas. Las bacterias capaces de promover
el crecimiento de plantas han sido aisladas a partir de diversas fuentes y ambientes
naturales. Los ambientes mas frecuentes explorados han sido los nddulos de la
leguminosa, la rizosfera que rodea las plantas o de sus propios tejidos. Sin embargo,

también podrian obtenerse a partir del suelo (Onofre-Lemus et al., 2009).

Por ello, el uso de inoculantes con bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPB) es una estrategia potencial para reducir el estrés en las plantas y estimular su
crecimiento, con la finalidad de poder utilizarse en la restauracion en ambientes bajo
estrés salino. A través de mecanismos como la produccion de hormonas, fijacion de N
atmosférico o la mejora en la absorcion de nutrientes se mejora el desarrollo de las plantas
mediante interacciones mutualistas (Zaidi et al., 2009; Mesa-Marin et al., 2019). Estudios
recientes, demuestran que el uso de PGPB mejora el enraizamiento (Barcia-Piedras et al.,
2023) y el rendimiento fotosintético (Mateos-Naranjo et al., 2020) de hal6fitas cuando

estas se encuentran sometidas a diversos estreses, como, por ejemplo, la salinidad.

La salinidad, es un factor ambiental que influye en las plantas que viven en
ambientes costeros o con periodos largos de sequia, algunos de los efectos que podemos
observar es la reduccion en la absorcion de agua y la disminucion en el crecimiento
(Munns, 2002; Reyes Pérez et al., 2013). Cuando la concentracion de sales es mayor en
el exterior, en las células se produce sequia osmotica, toxicidad por absorcion excesiva
de Nay Cl, asi como un desequilibrio nutricional (Karimi et al., 2005; Reyes Pérez et al.,
2013). La tolerancia a la salinidad es incompatible con variables cuantitativas, es decir,
con tener gran tasa de crecimiento o produccion de biomasa, por lo que se han realizado
investigaciones en las que se evallan variedades en condiciones de salinidad (Grieve et
al., 1999; Reyes Pérez et al., 2013).

En la zona de las marismas del Odiel encontramos numerosas especies vegetales
de restringida distribucién, como es Athrocnemum macrostachyum (Moric.), que es una
de las halofitas dominantes en estas marismas (Rubio-Casal et al., 2001). Es un arbusto
C3 de la familia Amaranthaceae (Valdés et al., 1987). Se le considera un colonizador
primario de las salinas, teniendo un 6ptimo de salinidad del suelo que va desde 171 a 510
mM NaCl (Redondo-Gémez et al., 2010). Tradicionalmente, se habia descrito que la
familia Amaranthaceae interactuaba poco con los microorganismos del suelo (Camacho
et al., 2020), por lo que, durante mucho tiempo, no se ha considerado el potencial de las
interacciones mutualistas de los microorganismos benéficiosos del suelo con A.
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macrostachyum. Sin embargo, estudios recientes han desvelado que A. macrostachyum
puede establecer asociaciones con hongos y bacterias endéfitas (Camacho et al., 2020) v,
que, en comun con otras haldfitas, su rizosfera puede tener una comunidad bacteriana
distintiva (Mora-Ruiz et al., 2016; Camacho et al., 2020), de la cual se han descrito
recientemente varias especies de bacterias (Camacho et al., 2016a, 2016b, 2017). Todo
esto apunta a la posible existencia de mecanismos fisiologicos en estas halofitas que
podrian permitirles establecer mutualismo con su microbioma para sobrevivir en
ambientes hostiles con contaminantes del suelo (Navarro-Torre et al., 2016). Apoyando
esta idea, se han identificado varias bacterias endofiticas en A. macrostachyum con un
papel potencial en la tolerancia a la alta salinidad (Mora-Ruiz et al., 2016; Navarro Torre
etal., 2017).

La comprension de como las bacterias promotoras del crecimiento (PGP) pueden
influir en el enraizamiento y el crecimiento de las plantas halofitas en un entorno de alta
salinidad es fundamental para disefiar estrategias de restauracion efectivas. Ademas, el
estudio de las PGP en este contexto no solo beneficia a A macrostachum, sino que podrian
aplicarse en la restauracion de otros habitats sometidos a condiciones de salinidad. Esta
investigacion proporciona conocimiento cientifico, para la conservacion y restauracion

de los ecosistemas de marisma en todo el mundo.

4. Objetivos
Objetivo General:
Evaluar la eficacia de diferentes tipos de inoculantes bacterianos y sustratos en la
reproduccion a partir de esquejes de Arthrocnemum, con el fin de poder desarrollar un

protocolo Optimo para la restauracion de marismas y humedales salinos.
Objetivos Especificos:

1. Evaluar el efecto de los consorcios bacterianos inoculados en el
crecimiento y desarrollo de los esquejes y determinar si existen diferencias entre

los dos tipos de consorcios utilizados.

2. Investigar como diferentes tipos de sustratos afectan al crecimiento

y supervivencia de los esquejes de Arthrocnemum.

3. Determinar si la salinidad altera el posible efecto positivo de los

consorcios bacterianos inoculados en el crecimiento y desarrollo de los esquejes



4. Estudiar la respuesta fisioldgica de Arthrocnenum en plantas en
desarrollo sometidas a diferentes condiciones de salinidad y con distintos
sustratos para identificar aquellos que optimizan la reproduccion por esquejes de

Arthrocnemum.

5. Metodologia

5.1 Material vegetal
A principios del mes de febrero de 2023, se recolectaron tallos adultos de

Athorcnemum macrostachyum en las proximidades de las marismas del Odiel,
concretamente, en las marismas del Rio Piedra (37° 15°N, 7° 11’ O), donde pudimos
encontrar una poblacion bastante bien establecida. Una vez recolectadas, fueron
trasladadas al invernadero del Centro de Investigacion, Tecnologia e Innovacién de la

Universidad de Sevilla (CITIUS) para su posterior trasplante.

Se utilizaron macetas individuales con un volumen de 0,6 L para cada individuo.
Utilizamos 3 sustratos distintos: perlita, fibra de coco y mantillo. Antes de trasplantarse
cada esqueje se realiz6 una criba, eliminando aquellos que no superasen los 20 cm de
longitud, después se eliminaron las hojas de los 5 primeros nudos, empezando desde
abajo, ya que esta iba a ser la parte que se iba a enterrar (Imagen 2). Todas las macetas se
colocaron en bandejas de 20 en 20 y se las diferencid por el tipo de tratamiento de sal y
de inoculo. Durante todo el experimento las bandejas permanecieron en el invernadero
del CITIUS con una temperatura que oscilaba entre los 21° a 25° con una humedad

relativa entre el 40% y 60% y luz natural.

Imagen 2. Ejemplar de Athrocnemum macrostachyum. Imagen tomada en el invernadero del CITIUS.



Para que los efectos de las condiciones ambientales fueran mas homogéneos con

nuestra especie, se cambiaban las bandejas de posicidn periédicamente.

5.2 Disefio experimental
Se dispusieron 18 tratamientos diferentes (n=20 por tratamiento), los cuales se

combinaron con 3 sustratos distintos (perlita, fibra de coco y mantillo), 2 tratamientos de
salinidad (0 mM y 171 mM de NaCl) y tres tratamientos de inoculacion con bacterias
PGPB (inoculo 1, inoculo 2 y sin inocular), es decir, un total de 360 individuos sometidos
a 3 sustratos x 2 de salinidad x 3 de inoculacion (Figura 1).

Salinidad 0 mM

Sin Inéculo Inéculo 1 Inéculo 2

Salinidad 171 mM

Sin Inéculo Inéculo 1 Inéculo 2

Figura 1. Esquema del experimento realizado con A. macrostachyum. 18 tratamientos
(n=20 por tratamiento). Combinacion con tres tipos de sustrato (diferenciados por
colores: mantillo (1° fila), perlita (2° fila) y fibra de coco (3° fila)), dos niveles de
salinidad (0 mM Yy 171 mM) y tres niveles de inoculaciéon (sin inoculo, indculo 1, indculo
2).

Una vez colocadas todas las macetas en las bandejas se les afiadio 3 litro de agua

y se marco el nivel para mantenerse ese éptimo de riego durante todo el experimento.

Haciendo referencia a los sustratos utilizados, se eligieron por ser los mas
comunes en los viveros, estableciéndose 120 macetas por cada uno y dividiéndose entre

6 bandejas al azar.

Pasados dos dias de crecimiento, se empez0 la inoculacion bacteriana. De las 120
macetas de cada sustrato, 2 bandejas iban a ser inoculadas con el in6culo 1, otras dos con
el in6culo 2 y las dos restantes iban a ser sin indculo. Los indculos utilizados fueron

disefiados en estudios previos con endéfitos y rizobacterias de la rizosfera y de tejidos de



Mesembryanthemum crystallium (Pajuelo et al., 2023; Flores-Duarte et al., 2023). El
primer consorcio bacteriano estaba formado por S3, R5 y H17(Inéculo 1), mientras que
el segundo consorcio estaba formado por MR4, MS2 y MH3 (Inéculo 2). (Pajuelo et al.,
2023; Flores-Duarte et al., 2023) (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades PGP y actividad enzimatica del in6culo 1 (S3, R5y H17) y del indculo 2 (MR4, MS2
y MH3).

Propiedades PGP S3 R5 H17 MS2 MR4 MH3
Solubilizacion de + i + 4 i +
fosfato

Rrodgcmon de + i + 4 i i
sideroforos

Produccion de IAA + + + + - +
Fijacion de nitrogeno + + + + + -
Solub_lllzamon de i i + i i +
potasio

Formacion de biofilm + - - + + +
ACt'V.'dad ACC n.d n.d n.d n.d n.d n.d
deaminasa

Actividad enzimatica

ADNasa - + - + + -
Amilasa - + + - + +
Celulasa + + - + + +
Lipasa - - - - - -
Pectinasa - + - - + -
Proteasa - + + - + +
Quitinasa - - - - - -

Leyenda. +: presencia de propiedad; -: ausencia de propiedad; n.d.: no determinado. (Por
propiedad intelectual solo se incluyen los codigos de las bacterias).

La disolucién de cada inoculo se prepar6 con un 2% de cada in6culo y agua del
grifo, después se afiadiria 50 ml de esa disolucidn bacteriana correspondiente a cada
maceta. Con respecto al control, es decir, el tratamiento sin inoculo solo se afiadié 50 ml
de agua del grifo. Este proceso se realizoO cada 15 dias hasta finalizar la parte

experimental.

Pasadas 6 semanas desde el inicio del experimento, marzo de 2023, se dio
comienzo al tratamiento con salinidad, ya que nuestros esquejes ya tendrian bien
desarrollados sus sistemas radiculares. Se establecié que una fuera una bandeja por cada

combinacion de tratamiento. A partir de este momento, se regaron las bandejas con 3 litro
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de agua combinandose con la concentracion de NaCl correspondiente (OmM y 171mM
de NaCl).

Con el fin de evitar cualquier déficit de nutrientes, a mediados del experimento se

regaron las bandejas con solucion Hoagland al 20% (Hoagland & Arnon, 1938).

5.3 Anélisis de crecimiento
Una vez finalizado el experimento, en mayo de 2023, se cosecharon las plantas

separandose, cuidadosamente, la raiz del sustrato. Primero, se registrd el nimero de

plantas enraizadas y luego, se calculé el porcentaje de éxito de cada tratamiento.

Por cada planta enraizada, se midio y se registro la altura y la longitud maxima de
la raiz (n=10-20 por tratamiento). Posteriormente, se separaron en biomasa aérea y
subterranea, se secaron en la estufa a 60 °C durante 72 horas, y se pesaron para obtener

el peso seco.

Se determiné la longitud especifica de la raiz (SRL, Specific Root Length)

mediante la formula;
SRL = LR/Bsub (m/g)

donde, LR es la longitud maxima de la raiz en metros y Bsub la biomasa seca subterranea

en gramos (Pérez-Harguindeguy et al., 2013).

5.4 Analisis del rendimiento fotosintético
Pasados 3 meses desde el inicio del experimento, se midi6 el rendimiento

fotosintético de manera individual para conocer el efecto de los diferentes tratamientos.
El intercambio gaseoso se midi6 utilizando un analizador de gases infrarrojo (LI-6400-
XT, Li-COR Inc., NE., EE. UU.). Se seleccion6 una hoja madura y sana por planta. Se
midio la fotosintesis neta (An, umol m2 s™) y la conductancia estomatica (gs, mol m2
s!) a una concentracion de CO2 de 400 pmol CO2 mol™ de aire, una humedad relativa del
50% y 1000 umol de fotones m2 s, en 7 hojas por tratamiento. A las hojas medidas se
les midid el area foliar (AF) con un software a partir de imagenes digitalizadas (Easy Leaf

Area Free ver. 2.0, Healeson) y se ajusté la An y gs de cada hoja a su area foliar.
Ademas, se calcul6 la eficiencia en el uso del agua (IWUE) como:

iIWUE (umol CO2 mol ™t H,0) = An /gs
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Para estimar el estado del fotosistema Il se realizaron medidas de fluorescencia de
la clorofila a con un fluorimetro portétil modulable (FMS-2, Hansatech Instruments Ltd,
Reino Unido). Se escogieron 12 plantas por tratamiento y se colocé en una hoja madura
de cada. Primero, se adaptaron a oscuridad durante 20 minutos utilizando pinzas
disefiadas para ello. Posteriormente, mediante un pulso de luz actinica saturada de 1000
umol m? st de 0,8 segundos, se determind el maximo de eficiencia cuantica del
fotosistema Il (PSII) (Fv/Fm) (Gonzélez et al., 2008). De forma que Fv/Fm presenta un
valor dptimo alrededor de 0,8 y valores més bajos indican estrés en la planta (Gonzélez
et al., 2008).

5.5 Anaélisis del estado hidrico
Para analizar el estado hidrico se determind el contenido hidrico relativo (CHR).

Para ello se pesaron las 7 hojas utilizadas para las medidas de intercambio gaseoso (n=7
por tratamiento), con una bascula de alta precision (Cobos Precision S.L.) (0,0000 g),
para registrar su peso fresco (PF). A continuacion, para determinar su peso saturado
(PSat), se introdujeron en bolsas individuales humedecidas con agua destilada, y tras 24
horas a 5°C, se secaron con papel secante y se pesaron. Por ultimo, se secaron en la estufa

a 60°C durante 24 horas y se determin0 su peso seco (PS).

Conociendo los valores de peso fresco, peso turgente y peso seco, se obtuvo el
CHR mediante la siguiente férmula (Saura-Mas & Lloret, 2007).

CHR (%) = 100x (PF (g) — PS (g)) / (PSat (g) — PS (g))
Por lo que, a mayor CHR mejor estado hidrico de la planta.

5.6 Andlisis de la estructura de la hoja
Para analizar la estructura de la hoja se determind el peso especifico foliar (PEF)

calculado como:
PEF (g cm™?) = PS/AF

El valor de PEF estéa relacionado con la resistencia de la hoja, la tasa fotosintética
y el crecimiento. De manera que, cuanto mayor es el valor de PEF mayor resistencia
fisica, menor tasa fotosintética y crecimiento mas lento (Pérez-Harguindeguy et al.,
2013).
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5.7 Analisis estadistico
Para determinar como los diferentes tratamientos (tipos de sustratos, niveles de

salinidad e inoculacion) afectaban de manera combinada al crecimiento, la actividad
fotosintética y el estado hidrico de las plantas de Arthrocnemum macrostachium se
realizaron MANOVAS de tres vias con sustrato, inoculo y salinidad como factores
independientes. Para determinar de manera individual como interaccionaban la salinidad
y el tipo de indculos se utilizaron ANOVAS de dos vias para cada sustrato. Se utilizaron

Post-hoc de Tukey para comprobar las diferencias entre grupos para cada variable.

La normalidad de los datos se comprobd mediante el test de Kolmogorov Smirnov
En el caso de que una variable no presentase una distribucién normal (como las variables

de crecimiento), se aplicé una transformacion logaritmica para normalizarlos.

Todos los datos se analizaron estadisticamente con el programa GraphPad Prism
9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

6. Resultados

6.1 Efecto de la salinidad, inoculacién bacteriana y sustrato sobre la actividad
fotosintética de A. macrostachyum.

Los resultados de la actividad fotosintética indicaron la existencia de diferencias
significativas entre los sustratos utilizados, la salinidad del agua y la inoculacion, asi
como interaccion entre los tres factores, para la tasa fotosintética, la conductancia

estomatica y la eficiencia fotoquimica méaxima del PSII.

La inoculacion incremento significativamente la tasa fotosintética (An) en el caso
de la fibra de coco para ambas salinidades (p<0,0001, Figura 2). En cambio, en mantillo
las tasas fotosintéticas mas elevadas se debieron a la salinidad de 171 mM. Cabe destacar
que las mayores tasas fotosintéticas en las macetas sin inocular para ambas salinidades se

midieron en perlita.
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Figura 2. Respuesta de la fotosintesis neta (An) a la inoculacién bacteriana en
combinacién con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de coco) y
salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum tras 3
meses de crecimiento. Los valores del eje x representan la media £ error
estdndar (n = 5). En el eje de ordenadas se representa los controles y las
combinaciones de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de
salinidad. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**** n<0,0001).

Con respecto a la conductancia estomatica (gs) (p<0,01, Figura 3), se puede
observar como en el sustrato de perlita, se obtuvo unos valores mas altos en condiciones
de no salinidad, independientemente de la inoculacién. Los resultados de fibra de coco
fueron los més bajos, aunque la inoculacion en condiciones de salinidad la incrementd
significativamente. En el caso del mantillo, la salinidad interaccion6 con el tipo de in6culo

mostrando efectos opuestos en los indculos 1y 2.
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Figura 3. Respuesta de la conductancia estomatica (gs) a la inoculacion
bacteriana en combinacion con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de
coco) y salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum
tras 3 meses de crecimiento. Los valores del eje x representan la media + error
estdndar (n = 5). En el eje de ordenadas se representa los controles y las
combinaciones de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de salinidad.
Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los distintos
tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****
p<0,0001).

Con respecto a los resultados de la eficiencia fotoquimica méaxima del PSII
(Fv/Fm) (p<0,001, Figura 4), los datos indicaron la existencia de diferencias significativas
entre los distintos sustratos. Fibra de coco presentando las eficiencias mas elevadas en
condiciones 0 mM de salinidad, aunque no se observé un efecto positivo de los in6culos.
Tampoco en el caso de los sustratos perlita y mantillo las inoculaciones incrementaron la
eficiencia fotoquimica. En el caso del mantillo si se observo incremento significativo de
la eficiencia en respuesta a la salinidad.
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Figura 4. Respuesta de la eficiencia potencial del PSII (Fv/Fm) a la inoculacién
bacteriana en combinacion con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de
coco) y salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum
tras 3 meses de crecimiento. Los valores del eje x representan la media + error
estandar (n = 12). En el eje de ordenadas se representa los controles y las
combinaciones de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de
salinidad. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
***%k n<0,0001).

6.2 Efecto de la salinidad, inoculacion bacteriana y sustrato sobre el estado hidrico

de A. macrostachyum.

Con respecto al contenido hidrico (CHR) (p<0,0001, Figura 5) de A.

macrostachyum, los datos obtenidos muestran diferencias significativas entre los tres

sustratos y la inoculacion. Los mayores contenidos hidricos se registraron en el

tratamiento de salinidad 171 mM.
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Figura 5. Respuesta del contenido relativo hidrico (CHR) a la inoculacién
bacteriana en combinacion con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de
coco) y salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum
tras 3 meses de crecimiento. Los valores del eje x representan la media * error
estdndar (n = 6). En el eje de ordenadas se representa los controles y las
combinaciones de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de
salinidad. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**** n<0,0001).

La eficiencia intrinseca del uso del agua (IWUE) (p<0,05, Figura 6) incremento
con la inoculacién en los sustratos de mantillo y fibra de coco., mientras que en la perlita
se mantuvieron o, incluso, disminuyeron. Destacando el sustrato de perlita, donde la
influencia de la salinidad de 171 mM incremento iIWUE, independientemente de la
inoculacion. Los mayores valores de iWUE se registraron, en fibra de coco con el inoculo

1y 171 mM de NaCl y en mantillo con inoculo 2 y 0 mM de NaCl.
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Figura 6. Respuesta de la eficiencia intrinseca del agua (iWUE) a la
inoculacion bacteriana en combinacion con diferentes sustratos (perlita,
mantillo y fibra de coco) y salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie
A. macrostachyum tras 3 meses de crecimiento. Los valores del eje x
representan la media + error estdndar (n = 5). En el eje de ordenadas se
representa los controles y las combinaciones de consorcios bacterianos con los
dos tratamientos de salinidad. Los asteriscos muestran las diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001).

6.3 Efecto de la salinidad, inoculacion bacteriana y sustrato sobre la biomasa y
crecimiento aéreo y enraizamiento de A. macrostachyum.

El porcentaje de enraizamiento de los esquejes obtuvo unos resultados bastante
homogéneos entre los tres sustratos, aunque los mayores valores de enraizamiento se
obtuvieron siempre en las plantas que crecieron en perlita, con salinidad 0 mM (control,
80% de enraizamiento e indculo 2 con 70% de enraizamiento) y con salinidad 171 mM
(70% ino6culo 1) (Tabla2).

Tabla 2. Tabla del porcentaje de enraizamiento de la especie A. macrostachyum sometida a dos
tratamientos de salinidad (0 y 171 mM de NaCl) y dos de inoculacion en tres sustratos (perlita, mantillo y
fibra de coco).

Enraizamiento (%)

S =35 = =
Perlita. 80 60 40 70 70 35
Mantillo 45 60 65 65 55 60
Fibrade 55 55 45 45 70 55

COCO
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Los efectos de la inoculacion sobre el crecimiento de A. macrostachyum, fueron
significativos en las diferentes variables analizadas, biomasa, altura, longitud de la raiz,
longitud especifica de la raiz y peso especifico foliar (Figuras 7, 8, 9, 10, 11, 12 y 13). En
la biomasa aérea (p<0,0001, Figura 7), pudimos observar diferencias significativas entre
perlita y mantillo. El sustrato fibra de coco destaco en la salinidad a 0 mM cuando se
habia sometido a la inoculacion. EI mantillo obtuvo valores similares en todos los
tratamientos, mientras que en perlita se observé un claro incremento de la biomasa aérea

con el indculo 1y concentracion de sal a 171 mM.

% >k %k %k 3% 2k %k %k
1.6 N
— 1_4-
o I Perlita
1.2+
3 o = Vantilo
1™ —
‘% ’ == Fibra de Coco
- L T
s 98 :
& 064 T * p<005
£ p<0,01
6 04+ +** p<0,001
m 0.2 ***»<0,0001

0 171 0 171 0 171 Concentracion (mM)

Control Inéeulo 1 Inéculo 2

Figura 7. Respuesta de la biomasa aérea a la inoculacién bacteriana en
combinacion con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de coco) y
salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum tras 3
meses de crecimiento. Los valores del eje x representan la media + error
estandar (n = 5-20). En el eje de ordenadas se representa los controles y las
combinaciones de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de
salinidad. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*Hkk n<0,0001).

En cuanto a la altura (p<0,0001, Figura 8), se observo de forma generalizada un
incremento significativo con la inoculacién, destacando el sustrato de fibra de coco. La
perlita se ve favorecida en aquellas condiciones donde la salinidad es més alta, al igual

que el mantillo.
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Figura 8. Respuesta de la altura a la inoculacion bacteriana en combinacion
con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de coco) y salinidades (0 y
171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum tras 3 meses de
crecimiento. Los valores del eje x representan la media + error estandar (n =
20). En el eje de ordenadas se representa los controles y las combinaciones
de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de salinidad. Los
asteriscos muestran las diferencias significativas entre los distintos
tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****
p<0,0001).

En relacion con el desarrollo radicular, se observaron resultados significativos en
los tres sustratos al analizar la biomasa subterranea (p<0,001, Figura 9). Destacamos la
fibra de coco, que fue la que obtuvo los resultados méas elevados en general. Tanto en
perlita, como en fibra de coco, podemos observar que la inoculacién 1y la salinidad de

171mM son las que mas favorecieron el aumento de biomasa subterranea.

20



* %k

ke k
T 04 I
©
d:: 0.3 Perlita
g e I T mmm  Mantillo
9 [ mmm  Fibra de Coco
2 0.2+ I ]
7] T * p<0,05
© ** n<0,01
@ 014 **+ p<0,001
£ ***p<0,0001
=]
11}

0 171 0 171 0 171 Concentracion (mM)

) Control ~ Indculo 1 Indculo 2 ) )
Figura 9. Respuesta de la biomasa subterrénea a la inoculacién bacteriana en

combinacion con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de coco) y
salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum tras 3
meses de crecimiento. Los valores del eje x representan la media + error
estdndar (n = 20). En el eje de ordenadas se representa los controles y las
combinaciones de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de
salinidad. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**k% n<(,0001).

Con respecto a la longitud de la raiz (p<0,0001, Figura 10), el sustrato de mantillo
fue el que registrd las menores longitudes de raiz. En contraste, en el sustrato de perlita,
pudimos observar como la inoculacién 1 y la salinidad de 172mM favorecieron el
crecimiento en longitud de las raices, como ya se ha comentado anteriormente en biomasa
aérea y biomasa subterranea. La fibra de coco también presentd valores altos de longitud
de raices en condiciones de salinidad 0 mM cuando era inoculada (in6culo 1 e indculo 2)

y en condiciones de salinidad general.
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Figura 10. Respuesta de la longitud de la raiz a la inoculacion bacteriana en
combinacion con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de coco) y
salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum tras 3
meses de crecimiento. Los valores del eje x representan la media + error
estandar (n =5-16). En el eje de ordenadas se representa los controles y las
combinaciones de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de
salinidad. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**** p<0,0001).

En cuanto a la longitud especifica de la raiz (SRL) (p<0,0001, Figura 11), se vio
influenciada de manera significativa por la inoculacion en los sustratos de perlita y fibra
de coco, sobre todo. En perlita se observaron los resultados mas altos en el tratamiento
de salinidad de 171mM. Por el contrario, en el sustrato mantillo los tratamientos controles
presentaron los valores mas altos de SRL, por lo que la inoculacion tuvo como efecto un

aumento del grosor de las raices de los esquejes creciendo en este sustrato.
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Figura 11. Respuesta de la longitud especifica de la raiz (SRL) a la inoculacién

bacteriana en combinacion con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de
coco) y salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum
tras 3 meses de crecimiento. Los valores del eje x representan la media £ error
estandar (n =5-16). En el eje de ordenadas se representa los controles y las
combinaciones de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de
salinidad. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**** n<0,0001).

Con respecto a la biomasa total (p<0,0001, Figura 12), podemos resaltar que los
mayores valores en los tres sustratos se produjeron en la concentracion de sal mas alta.
La inoculacion no tuvo como resultado general un incremento de la biomasa total. Solo
las plantas tratadas con el in6culo 1 que crecieron en salinidad 171 en perlita presentaron
mayor biomasa que las no inoculadas. Indicando que la combinacién de los dos factores,

salinidad y el in6culo 1 potenciaron el crecimiento de la especie.
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Figura 12. Respuesta de la biomasa total a la inoculacion bacteriana en
combinacion con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de coco) y
salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum tras 3
meses de crecimiento. Los valores del eje x representan la media £ error
estandar (n =5-20). En el eje de ordenadas se representa los controles y las
combinaciones de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de
salinidad. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01;
***p<0,001; **** p<0,0001).

Por ultimo, al analizar el peso especifico foliar (PEF) (p<0,05, Figura 13),
encontramos diferencias significativas entre los tres sustratos. Fibra de coco produjo el
valor mas alto de PEF con la inoculacion 2 a 0 mM de NaCl. En el sustrato perlita, los
mayores PEF se midieron con el inéculo 2 a ambas salinidades.
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Figura 13. Respuesta del peso especifico foliar (PEF) a la inoculacion
bacteriana en combinacién con diferentes sustratos (perlita, mantillo y fibra de
coco) y salinidades (0 y 171 mM) en esquejes de la especie A. macrostachyum
tras 3 meses de crecimiento. Los valores del eje x representan la media + error
estandar (n = 20). En el eje de ordenadas se representa los controles y las
combinaciones de consorcios bacterianos con los dos tratamientos de
salinidad. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (ANOVA de dos vias (*p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
**** p<0,0001).
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7. Discusién
La restauracion de los humedales es necesaria no solo por los beneficios

ecoldgicos que nos ofrecen, sino también por los servicios culturales, econémicos y de
apoyo a la biodiversidad de su entorno (Mitsch 2010). Tras el andlisis de nuestros
resultados, podemos demostrar que la utilizacion de bacterias promotoras del crecimiento
en nuestra especie de estudio obtuvo unos resultados positivos en el enraizamiento y
crecimiento de A. macrostachyum. al combinarse con distintos sustratos y distintas

concentraciones de sal.

Con respecto a las condiciones de salinidad, los in6culos se vieron claramente
favorecidos con la concentracion de sal mas alta, ya que la especie de estudio tiene su
optimo de crecimiento entre los 171-510 mM (Redondo-Gdémez et al., 2010), por lo que
la salinidad es la que juega un papel estructural en las comunidades bacterianas (Camacho
et al., 2020). Las cepas utilizadas para el estudio provienen de ambientes salinos
extremos, por lo que han desarrollado un mecanismo que las hace resistentes a la salinidad
(kataoka et al., 2021). Deteniéndonos en los sustratos, la perlita presentd los mejores

resultados de enraizamiento y crecimiento.

Durante el estudio hemos podido apreciar que los distintos tipos de sustrato tienen
una relevancia importante para el desarrollo de los esquejes de A. macrostachyum, ademas
de para los dos consorcios bacterianos utilizados. Algo a destacar de la especie es que, en
presencia de sal, sin inoculacion, la planta presenta una tasa fotosintética y biomasa
similar a las plantas inoculadas en condiciones de no salinidad, esto es debido a su
condicion de halofita estricta. Puesto que los in6culos promueven el crecimiento en
condiciones estresantes, en muchos de nuestros resultados cuando la planta se encuentra
en su concentracion de sal optima, 171 mM, y la inoculamos encontramos valores méas

bajos o similares a los de la concentracion de 0 mM (Barcia-Piedras et al., 2023).

Los resultados mostraron que el sustrato de perlita es el que mejor respuesta ha
dado, tanto en los parametros fisiologicos, como en los de biomasa. Esto puede deberse
a que la perlita es un sustrato con una composicion porosa, por lo que permite una mayor

oxigenacion y crecimiento radicular (Rubio-Asencio et al., 2019).

En cuanto al efecto de la inoculacion en el rendimiento fotosintético de la espcie,
podemos decir que los sustratos tratados con inoculos presentaron tasas fotosintéticas

superiores a los controles. Esto podria relacionarse con la capacidad de fijacion del
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nitrdgeno que tienen las bacterias utilizadas, ya que el nitrogeno es esencial para la
proteina RuBisCo y esta es importante para la capacidad fotosintética (Pérez-Romero et
al., 2018), ademés de que la especie aumenta su superficie fotosintética, es decir, su

biomasa aérea, a partir de 171 mM de NaCl (Barcia-Piedras et al., 2023).

Por el contrario, la longitud de la raiz de las plantas inoculadas solo fue superior
a los controles en el sustrato de fibra de coco. Incluso, en el sustrato mantillo las mayores
longitudes de raiz se midieron en los controles que en las plantas inoculadas. Esto puede
relacionarse con la IWUE, ya que en el sustrato de fibra de coco se observaron valores

significativamente mas elevados de iWUE en las plantas inoculadas que en los controles.

El CHR que se observo tanto en los controles, como en las inoculadas fueron
elevadas, esto puede deberse a la capacidad que tiene la especie de adaptarse a las
condiciones salinas (Redondo-Goméz et al., 2007).

Con respecto a la biomasa, como se menciond anteriormente, A. macrostachyum
aumenta su superficie fotosintética (biomasa y altura) en condiciones de salinidad a partir
de los 171 mM de NaCl, por lo que los resultados de la biomasa aérea y de la altura fueron
similares entre las plantas en condiciones de salinidad y las que no (Barcia-Piedras et al.,
2023). Los consorcios creados estan compuestos por cepas que tienen una alta capacidad
para promover el crecimiento apical y radicular gracias a la produccién de acido
indolacético (IAA) (Calio et al., 2006), esto lo podemos observar en la altura, pero en la
longitud de la raiz no ha sido tan efectiva. Como veremos a continuacion y como ya se
comento en otro estudio que la misma especie, las bacterias de la rizosfera no tenian
efectos significativos sobre la elongacion de la raiz (Flores-Duarte et al., 2023). La
biomasa subterranea también se vio favorecida cuando se inocularon los distintos
sustratos, con sal o sin sal, sobre todo se puedo apreciar una homogeneizacion de los
resultados en la fibra de coco. En la longitud de la raiz, los resultados en mantillo fueron
pocos concluyentes, mientras que en fibra de coco fueron bastante favorables, sobre todo
en los que fueron inoculados con una salinidad de 0 mM, por otro lado, en perlita se
obtuvieron los valores mas altos con la salinidad de 171 mM en el control y con el in6culo
1.

Como era de esperar, la longitud especifica de la raiz (SRL) en mantillo fue baja,

ya que la longitud de la raiz fue también baja. Por otro lado, en fibra de coco los valores
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fueron homogéneos vy, por ultimo, la perlita cuyos valores mas altos se obtuvieron de la

concentracion de sal mas alta, con o sin inoculo.

La biomasa total en los tres sustratos es un resumen de lo ya comentado, por lo
que empezando por perlita podemos decir que su biomasa total obtuvo los valores méas
altos para la concentracion de salinidad a 171 mM, con o sin in6culo. Para el mantillo los
valores, dentro de que fueron mas bajos si los comparamos con la perlita y la fibra de
coco, fueron bastantes homogéneos entre los distintos tratamientos. Por ultimo, la fibra
de coco también obtuvo unos valores homogéneos, pero cabe destacar que las

inoculaciones con NaCl a 171 mM obtuvo unos valores més altos.

El peso especifico foliar (PEF) se encuentra relacionado con la resistencia de la
hoja, la tasa fotosintética y el crecimiento (Pérez-Harguindeguy et al., 2013). Cuanto
mayor sea el PEF, menor sera la tasa fotosintética y el crecimiento, por lo que, en nuestro
estudio se observo que el PEF en perlita fue bajo, en comparacion con los otros dos
sustratos, y por ello los valores tanto de tasa fotosintética, como el crecimiento en altura

0 biomasa aérea fueron mayores.

8. Conclusion
Los resultados de la inoculacion en los distintos sustratos obtenidos en esta especie, A.

macrostachyum, permiten destacar el gran potencial que tiene los indculos de PGPB para
la restauracion de ambientes salinos de nuestra especie. Ademas, la utilizacién de dichos
indculos favorecio el crecimiento y la actividad fotosintética no solo en ambientes salinos
Optimos para la especie, sino también en aquellos donde la salinidad es nula o
practicamente nula, por lo que la inoculacion incrementaria el éxito de enraizamiento y
supervivencia. Aunque los resultados mas destacables han sido en el sustrato de perlita,
podemos también destacar la fibra de coco, pues ha sido el sustrato donde la inoculacion
ha incrementado la actividad fotosintética y crecimiento. Para concluir, seria interesante
comprobar en otras especies de ambientes salinos la inoculacion con PGPB para poder
promover la restauracion de las zonas de marismas con otras especies, favoreciendo una

mayor biodiversidad del ecosistema.
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