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Summary

This article presents an evaluation of the bioremediation capacity of three
cyanobacteria, two of which are from the Pasteur Culture Collection: Spirulina
sp. PCC 6313 (Sp) and Chroococcus sp. 9106 PCC (Ch), and two isolates from
the Ebro delta: one cyanobacterium DE2011 (Ge) and one microalga DE2009

(Sc).

The capacity of consortia to tolerate or resist (T-R) the presence of
metals has been measured, and their capacity to uptake them has been
determined. To do this, two consortia have been used, one made up of a

mixture of two cultures, Sp+Ch, and second by mixing the other two, Ge+Sc.

The aforementioned microorganisms have been used to achieve the
objectives, as from previous works carried out by our group, it is known that all
of them, including those from the collection, are found in abundance in the Ebro
delta, particularly Geitlerinema sp. DE2011, a filamentous cyanobacterium that

contributes to the stabilization of the delta sediments.

The metals tested for the selection of microorganism with biorepair
potential in this work were: lead (Pb (1)) copper (Cu (Il)), since these two metals

have been detected in the Ebro river.

High resolution microscopy techniques (optical and electronic) have been
specifically used to achieve the study objectives, as well as conventional
ecological microbial methods and molecular techniques to identify the two
microorganism isolates of the Ebro delta. These microorganisms have been

identified as, Geitlerinema sp. DE2011 and Scenedesmus sp. DE2009.



To determine the T-R to the metals of all the microorganisms and
consortia tested, the in vivo effect of both metals on the photosynthetic
pigments has been analyzed in all those in separate cultures and forming
consortia. To do this, a confocal laser microscopy (CLSM) and its Ascan

function coupled to a spectrofluorometric detector has been used.

The results indicate that all the microorganisms tested are more T-R to

lead than copper, both in their individual growth and in forming consortia.

A scanning electronic microscope (SEM), a transmission electron
microscope (TEM), and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX)
microanalysis coupled to these two microscopes were used to determine the
external and internal uptake of the metals. The results showed that all the
microorganisms and consortia have the capacity to uptake both copper and
lead in the cell envelopes formed by extra-polymeric substances, thus it may be
concluded that the consortia growing microorganisms separately. On the other
hand, intracellular uptake of lead is also produced on the polyphosphate
granules in all cases, while the results for copper were not conclusive, since this

metal is also found as an external contaminant to our sample.

Finally, the sensitivity of all the technigues was determined by
contaminating the cultures and consortia with increasing concentrations of each
metal, separately, and evaluating, in the case of the CLSM, the minimum dose
of metal capable of altering chlorophyll a (chl a), a photosynthetic pigment used

as a marker in each one of the separate microorganism and in the consortia.

The sensitivity of the technique was 1 nM for the CLSM-Ascan and 10 nM

for the SEM-EDX.



Taking into account all the results obtained, it may be concluded that the
microorganisms studied can be potential biorepairers of contamination caused
by copper as well as lead, since: they are found in the natural habitat (including
those selected from the Pasteur Culture Collection); they have a high tolerance
resistance, especially to lead, and are able to uptake metals. However, the
resistance capacity and uptake of the metals are increased in the consortia in
both cases, thus these latter should be especially considered in future
investigations associated with the biorepair of contaminated natural

environments.






Resumen

En este trabajo se ha evaluado la capacidad bioreparadora de tres
cianobacterias, dos de ellas procedentes de la Coleccién de Cultivos Pasteur:
Spirulina sp. PCC 6313 (Sp) y Chroococcus sp. 9106 PCC (Ch), y dos aisladas
del delta del Ebro: una cianobacteria DE2011 (Ge) y una microalga DE2009

(Sc).

Por primera vez, se ha ensayado la capacidad de los consorcios,
asociaciones de microorganismos, para tolerar o resistir (T-R) la presencia de
metales y para determinar su capacidad para captarlos. Para ello se han
utilizado dos consorcios, uno formado por una mezcla de dos cultivos: Sp+Ch 'y

el segundo por la mezcla de otros dos: Ge+Sc.

Para la consecucion de los objetivos se han utilizado los
microorganismos mencionados, ya que por trabajos previos realizados por
nuestro grupo de investigacion se conoce que todos ellos, incluso los de
coleccion, se encuentran en abundancia en el delta del Ebro, especialmente
Geitlerinema sp. DE2011, una cianobacteria filamentosa que contribuye a la

estabilizacion de los sedimentos deltaicos.

En este trabajo, los metales ensayados para la seleccion de
microorganismos con potencial bioreparador, han sido: el plomo (Pb (Il)) y el

cobre (Cu (I)) ya que los dos metales se han detectado en el rio Ebro.

Se han utilizado para los objetivos propuestos, especificamente técnicas
microscopicas de alta resolucion (6ptica y electronica) ademas de los métodos

de ecologia microbiana convencionales y de técnicas moleculares para la



identificacion de los dos microorganismos aislados del delta del Ebro. Estos
microorganismos se han identificado como: Geitlerinema sp. DE2011 vy

Scenedesmus sp. DE2009.

Para determinar la T-R a los metales de todos los microorganismos
ensayados y de los consorcios se ha analizado el efecto in vivo de ambos
metales sobre los pigmentos fotosintéticos de todos ellos en cultivos separados
y formando los consorcios. Para ello, se ha utilizado la microscopia laser
confocal (CLSM) vy su funcion Ascan acoplada a wun detector

espectrofluorométrico.

Los resultados indican, que todos los microorganismos ensayados tanto
en su crecimiento individual como formando consorcios, son mas T-R al plomo

que al cobre.

Con el fin de determinar la biocaptacion externa e interna de los metales,
se ha utilizado la microscopia electronica de barrido (SEM), la microscopia
electronica de transmisién (TEM) y el microanalisis de energia dispersiva por
rayos X (EDX) acoplada a estos dos microscopios. Los resultados demuestran,
que todos los microorganismos y los consorcios tienen la capacidad de captar
tanto el cobre, como el plomo en las envueltas celulares formadas por
sustancias extrapoliméricas, de lo que puede concluirse que los consorcios
potencian la capacidad de captacibn mas eficazmente, que los
microorganismos creciendo separadamente. Por otra parte también en todos
los casos se produce captacion intracelular de plomo, en las inclusiones de

polifosfato, mientras que los resultados para el cobre se han considerado no



concluyentes, ya que este metal se encuentra también como contaminante

externo a la muestra.

Finalmente, se ha determinado también la sensibilidad de las técnicas
utilizadas, contaminando los cultivos y los consorcios con concentraciones
crecientes de cada metal por separado y evaluando en el caso del CLSM, la
minima dosis de metal capaz de alterar la clorofila a (chl a), pigmento
fotosintético utilizado como marcador en cada uno de los microorganismos por

separado y en los consorcios.

La sensibilidad de la técnica es de 1 nM para el CLSM-Ascan y de 10 nM

para el SEM-EDX.

Considerando todos los resultados obtenidos, se puede concluir que los
microorganismos estudiados pueden ser potenciales bioreparadores de
contaminacién, causada tanto por cobre como por plomo, ya que: se
encuentran en el habitat natural (incluso los seleccionados de la coleccion de
cultivos Pasteur); presentan una alta tolerancia-resistencia especialmente al
plomo y son capaces de captar ambos metales. No obstante, la capacidad de
resistencia y de captacién de los metales se incrementa en los consorcios en
ambos casos, por lo que deberia considerarse especialmente estos ultimos en
investigaciones futuras, relacionadas con la bioreparacion de ambientes

naturales contaminados.
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ESTRUCTURA DE LA TESIS

Introducciéon: En este capitulo se hace una revision de la problematica
ambiental que supone la contaminacién por metales de rios y sedimentos y de
las metodologias utilizadas para paliar dicho problema. El estudio se centra en
el Rio Ebro y en particular en los tapetes microbianos del delta del Ebro, que
reciben finalmente los contaminantes que arrastra el rio y que proceden de la
utilizacidon de plaguicidas en las zonas agricolas y de la contaminacion
industrial. Finalmente se describen los objetivos de la tesis, que se
fundamentan en la seleccion de microorganismos con capacidad para captar
metales y la importancia de los consorcios en la bioreparacion de cultivos
contaminados, especialmente por dos metales, el cobre y el plomo que se han
seleccionado por su toxicidad. La finalidad es analizar el papel que la microalga
y las cianobacterias tienen en la bioreparacion de metales, ya que dichos
microorganismos son los mas abundantes en los tapetes microbianos, a la vez

que son responsables de la estabilizacién de los ecosistemas deltaicos.

Material y métodos: En el capitulo de Material y métodos se describe el
ambiente natural estudiado; los microorganismos seleccionados tanto los que
provienen del ambiente natural como de la coleccion de cultivos Pasteur y la
preparacion de los medios de cultivo y de las soluciones de metales

ensayadas.

Se hace especial énfasis en la optimizacion de la preparacién de las mezerlas
de microorganismos (consorcios) para determinar tanto su capacidad

tolerancia-resistencia frente a los metales como su habilidad para biocaptarlos.
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Las técnicas de microscopia de alta resolucion: éptica (microscopia laser
confocal) y electrénica: de barrido y de transmisién acopladas a un difractor de
Rayos X se describen también en esta seccion, asi como su optimizacion para
los ensayos en consorcios. Finalmente se describen también las técnicas de
biologia molecular utilizadas para la identificacion de los microorganismos
aislados de los tapetes microbianos del delta del Ebro: la cianobacteria DE2011
y la microalga DE2009. La identificacién se ha hecho en colaboracion con la
Dra. Asuncién de los Rios, Cientifica Titular adscrita al Instituto de Recursos

Naturales, Centro de Ciencias Medioambientales (CSIC), Madrid, Espafia.

Resultados: Los resultados se han estructurado en tres secciones que se
corresponden con: la identificacidn molecular de los microorganismos aislados
del delta del Ebro; la optimizacion metodologica y los resultados presentados

como articulos en los apartados 3.3.1; 3.3.2 y 3.3.3.

Discusion general: En este capitulo se discuten de manera relacionada los
tres articulos y se comparan los resultados obtenidos en los consorcios con
respecto a los encontrados en cultivos separados, para determinar si los
consorcios tienen un mayor potencial bioreparador. Este apartado cont'---
tablas comparativas sobre la resistencia al plomo y al cobre y la biocapte......
de metales de cada microorganismo en los consorcios con la finalidad de
determinar si estos ultimos potencian o inhiben la capacidad de bioreparar

ambientes contaminados por metales.
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Conclusiones.

Finalmente de los resultados obtenidos se extraen las conclusiones mas

relevantes, tanto metodoldégicas como experimentales.
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Introduccién

1. Introduccion.

El objetivo de la presente tesis doctoral ha sido evaluar el papel de las
asociaciones entre microorganismos para la detoxificacion de metales en
ecosistemas contaminados. Estas asociaciones, denominadas consorcios,
establecen relaciones de simbiosis entre los microorganismos que los
componen, para metabolizar de manera mas efectiva distintos tipos de
contaminantes.

El término Simbiosis fue utilizado por primera vez en 1879 por el
micbélogo Aleman Heinrich Anton de Bary, quien la definié como “la convivencia
de organismos diferentes”. A pesar de algunas controversias que se
desprenden de este concepto, se puede afirmar que, la Simbiosis
generalmente describe relaciones estrechas y de largo plazo entre diferentes
especies biolégicas. No obstante, las relaciones de simbiosis que se
establecen entre los microorganismos pueden ser de distintos tipos: positivas
(sintrofia, sinergismo), negativas (parasitismo, predacion) y neutras

(comensalismo).

El término sintrofia (que define la actividad metabdlica complementaria
entre microorganismos) fue utilizado por primera vez para describir el
intercambio de compuestos de azufre entre los microorganismos fotétrofos
(bacterias rojas y verdes del azufre) y los microorganismos quimiolitétrofos
oxidadores de azufre. También se produce sintrofia en los ambientes
metanogénicos en los que el hidrégeno y el formiato son utilizados como fuente

de energia por las bacterias metandgenas, que producen CO, y CHa.

Los microorganismos que se asocian para llevar a cabo estos procesos
forman consorcios, siendo crucial el papel de estos por ejemplo en el ciclo del
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Introduccién

carbono. Asi las bacterias oxidadoras de metano controlan la produccion de
este gas, que tiene un claro efecto en el calentamiento global del planeta

(Banfield et al., 1998).

Adicionalmente, las relaciones simbidticas pueden ser obligadas o
facultativas. En la primera de ellas, la relacion es fundamental para la
supervivencia de uno de los organismos y en la segunda la asociacion causa

un beneficio, pero no es esencial para ninguno de ellos (Zhiyong, 2009).

En la naturaleza es muy frecuente encontrar a los microorganismos
asociados entre ellos y complementandose metabdlicamente para un mayor
aprovechamiento energético, pero también estableciendo asociaciones con
organismos superiores. Un ejemplo de ello son las cianobacterias, que
mantienen asociaciones con microorganismos heterétrofos, pero también con
animales y plantas marinas: ascidias, poriferos y algas entre otros organismos
vivos. Las cianobacterias juegan un papel muy importante en la fijacion del CO,
y del nitrégeno y en los ciclos biogeoquimicos (Pearl, 1996; Lindquist et al.,
2005); y también en la produccién primaria de los ecosistemas. Estos
microorganismos producen abundante materia organica y oxigeno, por lo que
establecen facilmente relaciones de simbiosis con microorganismos
quimioorganoheterotrofos respiradores de oxigeno. Ademas en la naturaleza
existen diferentes ejemplos de bacterias, no solo capaces de atacar y degradar
otras bacterias, sino también de lograr relaciones simbidticas estables con

diferentes organismos eucariotas (Esteve & Gaju, 1999).

En la actualidad, se reconoce que los ciclos de la mayoria de elementos

de la tabla periddica se afectan, directa o indirectamente, por las actividades
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Introduccién

microbianas y que probablemente, ellos han sido los agentes responsables de
mas del 85% de los cambios geoquimicos en la historia de la tierra (Gadd,

2010).

Considerando lo expuesto, cabe resaltar que los microorganismos ya
sea de manera individual o en asociaciones desempefan papeles clave en la
geoactividad de la biosfera, en particular en la biotransformacion de los
elementos, especialmente de metales y minerales, tanto en su

descomposicion, como en la formacién de suelos y sedimentos.

Los microorganismos mediante su actividad metabdlica también
efectuan cambios en la especiacion, la toxicidad y la movilidad de los metales,
al estar asociados a la biomasa celular, y a las rocas y minerales lo que puede
tener consecuencias beneficiosas o perjudiciales para los seres vivos (Gadd,
2010). Algunos de los papeles mas representativos que realizan los
microorganismos en los ciclos de los metales y otros elementos se pueden
observar en la Tabla 1.1. donde se destaca que la mayoria de ellos pueden ser
acumulados mediante su asociacion con la biomasa microbiana dependiendo
de las condiciones ambientales; que los microorganismos poseen sistemas de
transporte metabdlicos para metales esenciales y que los no esenciales

también pueden ser captados a través de estos mismos mecanismos.

En el mismo sentido se debe destacar, que la contaminaciéon por
metales y otros contaminantes, como los vertidos de petroleo en los
ecosistemas marinos y costeros se han convertido en un grave problema
medioambiental a nivel global y que son una consecuencia adicional de la
contaminacién, que generan las industrias y la agricultura, tanto en mares
como en lagos y rios y, que luego se acumulan en el agua y en los sedimentos
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Tabla 1.1. Relacion de los microorganismos y los ciclos biogeoquimicos de
algunos metales y otros elementos (Gadd, 2010).

Elementos

El papel de los microorganismos en el ciclo de los elementos.

CH,0

Captacion, asimilacion, degradacién y metabolismo de compuestos organicos e
inorganicos; respiracion (produccion COy); fotosintesis; fijacion CO,; biosintesis de
polimeros, excrecion de metabdlicos organicos e inorganicos; formacién de humus;
formacién de oxalatos; ciclo del oxalato-carbonato; disoluciéon de carbonatos;
metanotroficos; metalogénesis (arquea); degradacion de hidrocarbonos; degradacion
de d6rgano metales y metaloides y su biometilacion y desmetilacién; oxidacién de
xenobidticos; utilizacion de CO; asimilacidon de agua; transporte de agua, translocacion
y conduccién (hongos y micelios); produccién y oxidacién de hidrogeno.

Descomposicién compuestos nitrogenados; asimilacion y transformacion compuestos
de N organicos e inorganicos; fijacion de N (solo procariotas); nitrificacion vy
desnitrificacion; oxidacion de amonio y nitritos; nitrificacion aerdbica; biosintesis de
biopolimeros que contienen nitrégeno. Produccién quitina; gases y metabolitos que
contienen nitrogeno; NOy; fermentacion de amonio en anaerobiosis, transferencia de N
por micorrizas a plantas (hongos); transferencia de N fijado para plantas (fijadores
simbioticos Ny).

Disoluciéon de fosfatos inorganicos y minerales que contienen P en suelos y rocas;
descomposicion de compuestos organicos que contienen P; formacion de fésforo
insoluble como polifosfatos y minerales fosfatados secundarios; liberacion de fésforo
unido a sustancias organicas fosfatasas; trasformacion de fésforo organico del suelo;
produccién de difosfatos y fosfanatos; transferencia de P a plantas (micorrizas).

Degradaciéon de compuestos organicos que contienen S; trasformacién de S organico -
inorganico; captacion y asimilacion de compuestos organicos e inorganicos de S;
sulfuro génesis; acumulaciéon de S; SO%** reduccion y asimilacion; reduccién de S;
oxidacion de compuestos reducidos de S como tiosulfato, tetrationato; oxidaciéon de
H.S hasta S; reduccion de S hasta H,S; disolucidon de minerales que contienen S en
suelos y rocas como sulfatos y sulfitos.

Fe

Biometeorizacion de minerales que contienen hierro en rocas y suelos; solubilizacién
de F mediante sideroforos, acidos organicos, metabolitos, etc., reduccion de Fe (lll) a
(1) oxidacion de F(ll) a F(Ill); biomineralizacion de Fe como oxidos, carbonatos,
sulfitos, oxalatos; adsorcion de metales por 6xidos de Fe.

Oxidacion de Mn (II) e inmovilizacion de éxidos de Mn (IV); reduccion de Mn (IV)
reduccion indirecta de Mn (IV) mediante metabolitos, como oxalatos; bioacumulacion
de oxidos de Mn en superficies y en exopolimeros; bioabsorcion; bioadsorcion;
precipitacion intracelular; biomineralizacion de Mn.

Cr

Reduccién de Cr (V1) hasta Cr (lll); oxidacion de Cr (Ill); acumulacion de Cr.

Mg, Ca, Co,
Ni, Zn, Cd

Biometeorizacion de minerales en rocas y suelos; bioabsorcion; captacion y
bioadsorcion; bioprecipitacién como oxalatos, sulfitos, fosfatos, carbonatos; reduccién
de Co ().

K, Na, Cs

Toma y acumulacion; translocacion a través de micelios (hongos); concentracion en
frutas (hongos); movilizacion desde minerales en el suelo.

Cu

Movilizacién desde minerales que contienen Cu en rocas y suelos; formacion de
CuS0Qy; bioabsorcion; captacion y bioadsorcion; bioprecipitacion como oxalatos.

Pb

Bioabsorcion; formacién de oxalatos de plomo; biometilacion.

Cl, Br, |

Biometilacion; acumulacion en biomasas.

Sn

Absorcién y bioadsorcién de especies de Sn solubles; biometilacion.

Au

Reduccién de especies de Au solubles hasta Au (0); solubilizacion y dispersion de
minerales que contienen Au.

Hg

Biometilacién de Hg; reduccion de Hg (II) hasta Hg (0); oxidacion de Hg (0) hasta Hg
(IN); volatilizacion de Hg en forma de Hg (0); degradacion de 6rgano mercuriales;
bioabsorcién.

Al

Movilizacién de Al en suelos y rocas; disolucion de aluminosilicatos; precipitacion de Al
como oxidos (etapa temprana de bauxitizacion; bioadsorcién).

Si

Captura de especies solubles de Si; formacion de complejos organicos de Si desde
silicatos inorganicos; formacidon de siloxanos organicos; degradacion de
aluminisilicatos silica y silicatos; movilizacién de Si a través de la producciéon de
quelatos, acidos, bases, exopdlimeros; silificacion; biomineralizacion estructural
(algunas algas y protozoos).
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(Mateo et al.,, 1997; Prego & Cobelo-Garcia, 2003; Martinez-Alonso & Gaju,
2005; Bouza-Deafio, 2008; Montouri et al., 2013). De ahi la importancia del
desarrollo de tecnologias entre ellas la bioremediacion de metales por
microorganismos, la cual se basa en la utilizacion de organismos vivos para la
detoxificacion de la contaminacién organica e inorganica de los ecosistemas
contaminados. En el caso de los metales, la inmovilizacidon o la transformacion
de contaminantes metalicos y de radionuclidos por microorganismos es un
tema que suscita gran interés (Banfield et al., 1998; Volesky, 2007; Moreno-
Garrido, 2007; Gadd, 2010; Deniz et al., 2011; Boluda et al.,, 2011). Los
principales mecanismos mediante los cuales las bacterias reaccionan ante los

metales pesados del medio circundante se observan en la Fig. 1.1.

i stal unido a la pared celula

M!+

Pl ()

TrAPETOrTE Ciones
BT

Me (ox) Me [red) FPO,* | = MHPO,

Fig. 1.1. Mecanismos de interaccion de los microorganismos con los
metales pesados (Valls & De Lorenzo, 2002).

De acuerdo con lo anterior, es importante destacar que los metales se

pueden agrupar en tres grandes categorias: (i) Metales esenciales y
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basicamente no toéxicos, como por ejemplo Ca y Mg; (ii) metales esenciales,
pero toxicos en altas concentraciones, como: Fe, Mg, Zn, Cu, Co, Ni y Mo y (iii)
metales toéxicos, en bajas concentraciones, como Hg, Cd y Pb (Valls & De

Lorenzo, 2002).

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado, desde hace muchos afos, los
tapetes microbianos que se encuentran en la desembocadura del rio Ebro, un
rio no exento de la problematica de la contaminacion por metales. El rio Ebro
conforma en su tramo final uno de los deltas mas extensos del Mediterraneo
con 320 km? de superficie aproximada (Fig. 1.2). El delta del Ebro presenta una
forma triangular y lobulada, configuracion que es el resultado de la interaccién
entre los procesos de sedimentacion fluvial, las corrientes marinas, la
climatologia y la accién humana. Dicho delta forma parte de la Lista de Zonas
Humedas de Importancia Internacional (Convencion Ramsar), un tratado
intergubernamental que esta en vigor desde 1975 para la proteccién de las

zonas humedas del mundo.

Los tapetes microbianos del delta del Ebro son ecosistemas
estratificados bentdnicos de pocos milimetros de grosor y que presentan
diferentes coloraciones debidas a los pigmentos fotosintéticos de los
microorganismos fotétrofos que son mayoritarios en estos ecosistemas. Las
cianobacterias se situan en las capas mas altas (capa verde) en las que incide
la luz, dando un color verde intenso a los tapetes, las bacterias fototrofas
anoxigénicas (capa roja), en las capas intermedias donde ademas de utilizar la
luz como fuente de energia, también utilizan el sulfhidrico como fuente de
poder reductor. Este gas asciende desde las capas inferiores procedente de la
actividad de las bacterias reductoras de sulfato que lo producen al utilizar el
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sulfato como aceptor final de electrones. Estas bacterias se encuentran en las
capas mas profundas del tapete, que adquiere un color negruzco, al
combinarse el sulfhidrico con el hierro presente en estos habitats formando
sulfuros metalicos (Esteve et al.,, 1992; Guerrero et al., 1993; Esteve et al.,

1994; Guerrero et al., 1999).

Fig. 1.2. Imagen aérea de la desembocadura del rio Ebro. (Fuente:
Oficina catalana cambio climatico. 2008).

En cuanto a las actividades que se realizan en el delta, la agricultura
constituye una de las bases de su economia, que se encuentra fundamentada
en el cultivo del arroz (Oryza sativa). El porcentaje de cultivos por superficie y
su comparacioén frente al porcentaje de otros cultivos aparece representado en

la Fig. 1.3.

Por otra parte, en el cultivo del arroz se utilizan plaguicidas donde el
cobre esta presente y es altamente toxico, inclusive a pequefas dosis para las

cianobacterias filamentosas, que son las responsables de la estabilidad de los
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sedimentos del delta del Ebro, siendo éste uno de los motivos por el cual se ha
seleccionado el cobre para este trabajo. Igualmente, se ha estudiado también
el efecto del plomo sobre los microorganismos, ya que este metal, ademas de
otras fuentes, se ha detectado en el agua por la antigua costumbre de usar
proyectiles de éste en la caza de aves acuaticas (Mateo et al., 1997; Sanchez-
Chardi et al., 2007; Bouza-Deano et al., 2008)). Por todo lo expuesto es
importante tratar de innovar tecnologias que pretendan mitigar los dafios medio
ambientales, causados por este tipo de contaminantes, mediante

microorganismos como los ya mencionados.

% de cultivos por superficie

Otros
Olivares 5%
18%
Citricos Arroz
66%

4%

Hortalizas
7%

Fig. 1.3. Porcentaje del area dedicada al arroz con respecto a otros
cultivos. (Fuente: Oficina catalana cambio climatico 2008).

Tal y como se indicé con anterioridad, los tapetes microbianos en
general son especialmente sensibles a la accién de los metales, presentes en
pesticidas y algunos fertilizantes, especialmente el plomo presente en abonos
quimicos fosfatados (Webber et al., 1984; Alloway et al., 1988; Nziguheba &

Smolders, 2008) y en otros contaminantes. Se debe tener presente que la
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acumulacion de metales en sistemas naturales puede ser utilizada tanto por
organismos vivos como por no vivos, ademas de encontrarse en forma de
particulas en solucion en la columna de agua, o en la fraccion sedimentaria
(Lovley, 2000). Todo ello determina en gran medida los criterios de aplicacion
de tecnologias para la identificacion de microorganismos que puedan ser
utiizados como bioindicadores y/o bioremediadores de ambientes

contaminados.

En recientes trabajos, nuestro grupo de investigacién ha demostrado
que diferentes microorganismos fototrofos, aislados de los tapetes microbianos
del delta del Ebro, presentan la capacidad de tolerar o resistir (T-R) metales,
especialmente plomo, cobre y cromo, asi como la capacidad de bioadsorberlos
(acumulandolos extracelularmente) y/o bioabsorberlos (acumulandolos
intracelularmente). Es por ello que se han considerado, estos microorganismos,
como potenciales bioindicadores o bioreparadores de ambientes naturales
(Burnat et al., 2010; Maldonado et al., 2011; Puyen et al., 2011; Seder et al.,
2012). Estos resultados se obtuvieron mediante la aplicacion de diferentes
tecnologias basadas en la microscopia laser confocal (CLSM y su funcion
Ascan) y la microscopia electronica, tanto de barrido (SEM), como de
transmision (TEM), las dos ultimas acopladas a un detector de dispersion de

energia de rayos X.

Previamente se identificaron los microorganismos aislados directamente

del ambiente natural mediante métodos de biologia molecular.

No obstante, y a pesar de la amplia informacién aportada, se sabia muy

poco del comportamiento de los consorcios en la bioreparacion de metales, ya
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que la mayoria de los trabajos publicados, tanto por otros autores como por los
de nuestro grupo, se fundamentaban en su mayoria en analizar el efecto y la

captacion de estos en cultivos axénicos.

La mayor parte de los trabajos publicados se han realizado en cultivos de
laboratorio (Hana et al., 2006; Pandia et al., 2009; Guo et al., 2010; Li et al.,
2011), ensayando diferentes tipos de microorganismos: hongos (Congeevaram
et al., 2007; Sari et al., 2009); algas (Doshi et al., 2008; Mar Areco et al., 2010);
y diferentes microorganismos procariotas tanto heterétrofos (Nakajima &
Tsuruta, 2004; Choi et al., 2009; Li et al., 2011) como fotétrofos (Sharma et al.,

2008; Aksua et al., 2009; Chao et al., 2011).

Por este motivo en la presente tesis doctoral el objetivo global del trabajo
ha sido: Determinar la capacidad bioreparadora con respecto al cobre y al
plomo de los consorcios formados por diferentes microorganismos fotétrofos.
Para ello se ha evaluado en los consorcios: (i) su capacidad para Tolerar y
Resistir (T-R) cada uno de los metales ensayados; (ii) su capacidad para
biocaptarlos y, (iii) finalmente poder comparar estos resultados con los

obtenidos por los mismos microorganismos en su crecimiento individual.

Para este trabajo se han seleccionado cuatro microorganismos, dos de
ellos cianobacterias procedentes de la coleccion de cultivos Pasteur: Spirulina
sp. PCC 6313 y Chroococcus sp. PCC 9106; y dos microorganismos aislados
del ambiente natural: la cianobacteria DE2011, una cianobacteria filamentosa
dominante en los tapetes microbianos del Delta y la microalga DE2009. Como
metales a ensayar, se han seleccionado el cobre y el plomo por encontrarse en

el rio Ebro y por las caracteristicas anteriormente mencionadas. También, se
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han optimizado diferentes metodologias de microscopia de alta resolucion:
Optica y electronica, especialmente para cada microorganismo y metal

ensayado.

Finalmente, dado que la mayoria de trabajos publicados se refieren a la
captacion de metales por microorganismos en cultivos de coleccion, en esta
tesis doctoral se ha hecho especial énfasis en el papel de los consorcios y en
la utilizacion de microorganismos aislados directamente del habitat natural o en
el caso de los cultivos de coleccién, aquellos en los que se haya demostrado

previamente que son abundantes en estos ambientes.
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2. Material y métodos.

A continuacion se describe el ecosistema original de estudio, los
microorganismos y los protocolos de preparacion de las soluciones de los
metales utilizados en el presente trabajo. También se presentan las técnicas
moleculares para la identificacion de los microorganismos y las técnicas de
microscopia de alta resolucidon para determinar la capacidad bireparadora de
los microorganismos que forman los consorcios y finalmente los métodos

estadisticos.

2.1. Caracterizaciéon y lugar de muestreo de los tapetes microbianos del

delta del Ebro.

Los tapetes microbianos del delta del Ebro estan localizados cerca de las
Salinas de la Trinidad, en la Peninsula de Els Alfacs, Tarragona (Espana).
Dicha zona, protegida por una barrera de dunas se caracteriza por alternar
periodos de inundacion y desecacion, y por presentar cambios drasticos en las
condiciones ambientales, que normalmente son muy extremas para la vida. La
temperatura del agua que cubre estos tapetes suele oscilar entre 12 y 30°C, la
conductividad entre 59 y 105 mS.cm™, la salinidad entre 40 y 75 %o y el pH
entre 7.5 y 9.0, estando expuestos a una media de precipitacién anual de 500
L.m? (Esteve et al., 1994; Diestra et al., 2004; Ministerio Medio Ambiente,
Espana; 2005). La vision general de los tapetes microbianos asi como la
estructura laminar vertical caracteristica de dichos tapetes, que se distribuyen
en capas de distintas coloraciones principalmente debidas a los pigmentos
fotosintéticos de las poblaciones dominantes, se pueden observar en las Figs:
21.a,byc.
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Fig. 2.1. Delta del Ebro, la flecha ubica la Peninsula Els Alfacs (a), lugar de muestreo (b), estructura del tapete microbiano en el que

se indican mediante flechas las diferentes capas. Imagen cortesia de J. Maldonado (2013) (c).

34



Material y métodos

2.2. Microorganismos y medios de cultivo.

En el presente trabajo se han seleccionado 4 microorganismos fototrofos: 3 de
ellos son cianobacterias, 2 procedentes de la Colecciéon de Cultivos Pasteur:
Spirulina sp. PCC 6313 (Sp) y Chroococcus sp. PCC 9106 (Ch) (Figs. 2.2. ay
d), y 1 procedente del ambiente natural, la cianobacteria DE2011 (Ge) (Fig. 2.3.

a).

También se seleccion6 la microalga DE2009 (Sc) (Fig. 2.3. d) aislada,
como la cianobacteria anterior, de los tapetes microbianos del delta del Ebro.
Estos microorganismos, se escogieron: por ser de facil cultivo en el laboratorio,

y por ser (tanto los de coleccion como los aislados) muy abundantes en los

tapetes.

Fig. 2.2. Imagen obtenida por SEM de células de la cianobacteria Spirulina
sp. PCC 6313 (a) y células de Chroococcus sp. PCC 9106 (d), crecidas en
medio de cultivo liquido (b y c). Tamafio de las barras 10 ym.

Las dos cianobacterias de coleccion se cultivaron con los medios de

cultivo mixto BG-11 y ASN Il (1:1 v/v) cuya composicion (Rippka et al., 1979),
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se adjunta en el Anexo Il. Mientras que la cianobacteria DE2011 y la microalga
DE2009 crecieron en el medio de cultivo mineral Pfennig (Pfennig y Trupper,
1992) (Anexo Il). Todos los microorganismos se mantuvieron bajo condiciones

de temperatura de 27°C y de iluminacién de 15 yE m? s™.

Fig. 2.3. Imagen obtenida por SEM de células de la cianobacteria DE2011
(a) y células de la microalga DE2009 (d) crecidas en medio de cultivo
liquido (b y c). Tamafio de las barras 10 ym.

Ademas, para la preparacion de los dos consorcios utilizados en este trabajo se
mezclaron para el primer consorcio, 2 cultivos de las cianobacterias: Spirulina
sp. PCC 6313 y Chroococcus sp. PCC 9106 respectivamente, y para el
segundo consorcio 2, cultivos de: la cianobacteria DE2011 y la microalga
DE2009. Las condiciones de incubacién fueron las mismas que se utilizaron

para el crecimiento individual de estos microorganismos.
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2.3. Preparacion de las soluciones de metales y condiciones de

contaminacion de los cultivos.

Los metales cobre y plomo se seleccionaron para esta investigacion en base a
los criterios de ecotoxicidad y de impacto ambiental ya descritos en la
Introduccion. Para este trabajo las respectivas soluciones iniciales de cada uno
de los metales a evaluar, se prepararon disolviendo las sales CuSO, y Pb
(NO,). (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) en agua desionizada y esterilizada
por filtracion, utilizando filtros de membrana de policarbonato con poros de 0.22
pm de diametro (Millipore, USA). Las concentraciones de las soluciones
iniciales de cada metal fueron: 100 mM Cu y 100 mM Pb. A partir de éstas se
realizaron diluciones seriadas para obtener las soluciones de las diferentes
concentraciones que se han utilizado en este trabajo experimental. El agua
Milli-Q utilizada se obtuvo a través de un equipo Milli-Q system (Millipore, USA).

Las soluciones iniciales de cada metal se prepararon antes de su utilizacion.

Seguidamente, se describen las condiciones de contaminacion para

cada uno de los microorganismos seleccionados y sus respectivos consorcios.

Contaminacién con cobre de los cultivos de Spirulina sp. PCC 6313 vy de

Chroococcus sp. PCC 9106.

Para determinar la T-R de las cianobacterias Sp y Ch al cobre y su capacidad
para biocaptarlo; 2.5 mg de precipitado (obtenido de centrifugar un cultivo de
cada uno de estos microorganismos a 8000 x g) se agregaron a 5 ml de la
mezcla de los medios BG11 y ASNIIl y se contaminaron con diferentes

concentraciones de cobre. Los cultivos por separado se incubaron a 27°C y 15
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MEm™2s™ durante un periodo de 9 dias. En cada caso se prepararon cultivos sin
contaminar con el metal y se utilizaron como controles. El pH del medio se
ajusté a 6.5 - 7, adicionando segun cada caso NaOH 1 M o HCI 1 M. Las
concentraciones de metales utilizadas para estos experimentos fueron: 0, 0.1,

0.3,0.5,0.7,1,3,5, 7y 10 uM de Cu.

Para todos los casos, las condiciones de incubacion y los ajustes de pH
de los cultivos se llevaron a cabo tal y como se indicé en el presente apartado,
ya sea para el cultivo de los microorganismos por separado 0 en consorcio.

Ademas, todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Contaminacién con cobre de los cultivos de la cianobacteria DE2011 v de la

microalga DE2009.

Para determinar la T-R de la cianobacteria Ge y la microalga Sc al cobre y su
capacidad para biocaptarlo; 2.5 mg de precipitado (obtenido de centrifugar un
cultivo de cada uno de estos microorganismos a 8000 x g) se agregaron a 9 ml
de medio de cultivo mineral Pfennig y se contaminaron con diferentes

concentraciones de Cu: 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1, 3,5, 7y 10 uM.

Contaminacién con cobre del consorcio Sp+Ch.

Con el fin de determinar, la T-R del consorcio Sp+Ch, al cobre y su capacidad
para captarlo extracelularmente, se aplico el siguiente protocolo: al precipitado

obtenido (2.5 mg) de centrifugar la mezcla de estos dos microorganismos a
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8000 x g se le agregaron 5 ml de la mezcla de los medios BG11 y ASNIIl y se

contaminaron con diferentes concentraciones de cobre: 0, 1, 3,5, 7y 10 nM.

Contaminacién con cobre del consorcio Ge+Sc.

Para la determinacion de la T-R del consorcio Ge+Sc, al cobre y su capacidad
para captarlo extracelularmente, se aplicé el siguiente protocolo: al precipitado
obtenido (2.5 mg) de centrifugar la mezcla de estos dos microorganismos a
8000 x g se le agregaron a 9 ml de medio de cultivo mineral Pfennig y se

contaminaron con diferentes concentraciones de cobre: 0,0.1,0.3, 1,5y 7 uM.

Contaminacién con plomo del consorcio Sp+Ch.

En el caso del plomo no se realizaron experimentos en cultivos separados ya
que, se tenia esta informacion de articulos previos (Maldonado et al., 2010).
Con el fin de determinar, la T-R del consorcio Sp+Ch, al plomo y su capacidad
para captarlo tanto extra como intracelularmente, se aplico el siguiente
protocolo: al precipitado obtenido (2.5 mg) de centrifugar la mezcla de estos
dos microorganismos a 8000 x g se le agregaron 5 ml de la mezcla de los
medios BG11 y ASNIII y se contaminaron con diferentes concentraciones de

plomo: 0, 0.1, 0.5, 0.75, 1y 2 mM.
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Contaminacién con plomo del consorcio Ge+Sc.

Para el consorcio Ge+Sc, la T-R al cobre y su capacidad para captarlo tanto
extra como intracelularmente, se determind mediante el siguiente protocolo: al
precipitado obtenido (2.5 mg) de centrifugar la mezcla de estos dos
microorganismos a 8000 x g se agregaron 9 ml de medio de cultivo mineral
Pfennig y se le contaminaron con diferentes concentraciones de plomo: 0, 0.05,

0.1,0.25,0.5y 0.7 mM.

2.4. Técnicas de biologia molecular aplicadas a la identificacién de los

microorganismos aislados.

En esta seccién se indican los métodos, basados en técnicas moleculares,
utilizados para identificar la cianobacteria DE2011 y la microalga DE2009
respectivamente. A partir de los cultivos celulares de ambos microorganismos
se realiz6 su identificacion gracias a la colaboracién con la Dra. Asuncion de
los Rios, Cientifica Titular adscrita al Museo de Ciencias Naturales (CSIC),

Madrid, Espana.

A. Extraccion de DNA, amplificacion por PCR de los genes de rRNA de la

cianobacteria DE2011, secuenciacion y andlisis filogenético.

El DNA genomico total del cultivo de la cianobacteria DE2011, se extrajo de
acuerdo con el protocolo basado en bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
propuesto por Cubero et al., (1999). Este DNA fue empleado para la

amplificacion por PCR de la region del DNA ribosémico que codifica al gen 16S
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del RNA ribosémico y de una seccion de la regidén espaciadora intergénica 16S-
23S, con el uso de dos cebadores especificos para cianobacterias: CYA359r y
373R (Nubel et al., 1997 & Janse et al., 2003). Para ello se prepard un volumen
de reaccion de 25 pl que contenia: 75 mM Tris a pH 9.0; 50 mM KCI; 20 mM
((NH4) 2 SOq4); 1 unidad de Taq polimerasa; 0,2 mM de cada uno de los cuatro
dNTP; 0,4 mM de cada cebador; 100 ug de albumina sérica bovina; 1,5 mM de
MgCly; 5 ul de 5xTaq Maestro PCR Enhancer y aproximadamente 10-50 ng de
DNA gendmico. La temperatura de alineamiento fue de 60°C. Los productos
obtenidos por la PCR se purificaron utilizando el UltraClean PCR Clean-Up Kit

(Mobio Laboratories Inc.).

El DNA se secuenci6 en los dos sentidos (5'-3 '/ 3'-5'), con los mismos
pares de cebadores utilizados en la etapa de amplificacion, por Macrogen
Laboratories Inc. (Corea del Sur). Con el fin de encontrar las secuencias
homologas mas cercanas a las secuencias de la cianobacteria DE2011, estas
fueron comparadas con secuencias presentes en la base de datos del

GenBank utilizando la herramienta BLAST.

B. Extraccion de DNA, amplificacion por PCR de genes de rRNA de la

microalga DE2009, secuenciacion y analisis filogenético.

Para la identificacion de la microalga DE2009 se utilizaron tres marcadores
genéticos: (i) region del DNA ribosémico que codifica para el gen 18S del RNA
ribosomal (ii) region del DNA ribosémico que codifica para el gen 23S del RNA
ribosomal y (iii) los genes que codifican para la enzima Rubisco. EIl DNA

genomico total se extrajo a partir del cultivo de la microalga DE2009 segun el
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protocolo de Cubero et al., (1999). Para facilitar el analisis filogenético posterior
se extrajo también el DNA de cultivos de algas obtenidos de la Coleccion de
Cultivos del Instituto de Botanica de la Academia de Ciencias de la Republica
Checa, Centro de Ficologia (CCALA). Los microorganismos de coleccion
utilizados fueron Apatococcus lobatus CCALA 214, Coelastrella multistriata

CCALA 309y Stichococcus bacillaris CCALA 906.

Los fragmentos de los genes que codifican para: 18S rRNA, 23S rRNA y
Rubisco se amplificaron por PCR utilizando el Kit comercial PureTq™ Ready-to
go™ PCR (Labotatories GE Healthcare) y los siguientes pares de cebadores:
SR1 y SR12 (Nakayama et al., 1996) para el gen18S rRna; p23SrV_f1 vy
p23SrV_r1 (Presting, 2006) para el gen 23S rRNA y RH1 (Manhart, 1994) y
rbc590 (Hayden et al., 2002) para el gen de la Rubisco. La Temperatura de
alineamiento fue de 56°C, 45°C y 55°C respectivamente. Los productos de
amplificacion se purificaron utilizando el kit UltraClean PCR Clean-Up (Mobio
Laboratories Inc.). Ambas direcciones de la cadena de DNA (5'-3 '/ 3'-5') se
secuenciaron con los mismos pares de cebadores utilizados en la etapa de
amplificacion (Macrogen Laboratories Inc. Corea del Sur). Se prepardé un
alineamiento con las secuencias obtenidas en este estudio, 18S rRNA (1114
nts), rRNA 23S (nts 376) y Rubisco (527 nts), y secuencias de la base de datos
GenBank utilizando los programas Clustal X (Thompson et al., 1997) y G-
blocks (Castresana, 2000). Se realiz6 un analisis filogenético multigénico
utilizando el software MrBayes.3: http://morphbank.ebc.uu.se/mrbayes. Para
ello, se realizd en el alineamiento una particibn en tres regiones
correspondiente a los tres genes seleccionados y se utilizo el programa

jModeltest (Posada, 2008) para la seleccion estadistica de los modelos de
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sustitucién nucleotidica para cada uno de los marcadores genéticos. En el
analisis se corrieron 200.000 generaciones, de las cuales fueron descartadas
las 5000 primeras y con una frecuencia de muestreo de cada 100
generaciones. Como grupos externos de referencia se utilizaron las secuencias
de Chlorella variabilis, Apatococcus lobatus (CCALA 214) y Stichococcus

bacillaris (CCALA 906) para la adecuada construccion del arbol filogenético.

2.5. Técnicas de microscopia de alta resolucion.

En este apartado se describen las técnicas de microscopia de alta resolucion
utiizadas en este trabajo para determinar la T-R de los diferentes
microorganismos a los metales pesados, y su capacidad para captarlos externa

y/o internamente.

2.5.1. Microscopia laser confocal (CLSM).

La T-R se determind en cultivos individuales y en consorcios contaminados con
diferentes concentraciones de cobre y plomo, mediante el microscopio laser
confocal TCS SP5 AOBS (Leica Heidelberg, Alemania) acoplado a un detector

espectrofluorimétrico.

La aplicacion CLSM-Ascan permitio el analisis in vivo del estado de los
pigmentos fotosintéticos en células individuales de los microorganismos
fotétrofos utilizados, tomando en cuenta la region de longitud de onda de
emisién y la intensidad de la fluorescencia emitida (autofluorescencia). Las

muestras se observaron utilizando un objetivo de inmersion de 63 aumentos.
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En cada caso se obtuvo una secuencia de imagenes mediante la exploracion
de la misma seccién optica xy a lo largo de todo el espectro de luz visible. Las
imagenes se adquirieron en la posicion z en la cual la fluorescencia era
maxima, y las condiciones del microscopio para obtener dichas imagenes
fueron constantes durante todo el experimento. La excitacion de la muestra se
realizd con una fuente de luz laser de argon de 488 nm (Aexe 488), cada 3 nm
(Astep) de longitud de onda a lo largo del espectro visible comprendido entre
550 y 750 nm, obteniéndose finalmente una secuencia de imagenes
correspondientes a la fluorescencia detectada en cada lambda de excitaciéon
utilizada. Con el fin de medir la intensidad de fluorescencia media emitida por
los pigmentos fotosintéticos (Mean Fluorescence Intensity, MFI) de las
imagenes xyA, se utilizé la funcion regions-of-interest (ROIs) del programa
informatico Leica Confocal (Leica Microsystems CMS GmbH) y se analizaron
70 regiones de interés de 1 pm? de las células de cada uno de los
microorganismos evaluados. Finalmente, se determiné la dosis minima de
metal capaz de alterar significativamente la intensidad de fluorescencia en cada

uno de los experimentos.

2.5.2. Microscopia electronica de barrido (SEM).

El microscopio SEM (Scanning Electron Microscopy) se utilizé para observar la
estructura externa de las células de las cianobacterias de cultivos de coleccion:
Spirulina sp. PCC 6313 y Chroococcus sp. PCC 9106, asi como de los
microorganismos fotétrofos aislados del ambiente natural: la cianobacteria
DE2011 y la microalga DE2009 vy los respectivos consorcios ya descritos con
anterioridad. Las muestras de los cultivos (5 ml), tanto las contaminadas con
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metales como las controles, se filtraron utilizando filtros Nucleopore de 0.22 ym
de diametro de poro que luego se fijaron con glutaraldehido al 2.5 % en tampdn
fosfato Millonig (Anexo lll) durante 2 h a 4°C. Seguidamente las muestras se
lavaron en el mismo tampodn, se deshidrataron en concentraciones crecientes
de etanol (30, 50, 70, 90, y 100 %) y se desecaron al punto critico. A
continuacién se montaron sobre soportes metalicos y se sombrearon con oro
para adquirir un mejor contraste de las muestras. Finalmente, todas las
muestras se observaron en un microscopio electronico de barrido Jeol JSM-

6300 (Jeol, Tokio, Japdn).

2.5.3. Microscopia electronica de transmision (TEM).

El microscopio TEM (Transmision Electron Microscopy) se utilizé para observar
la ultraestructura de Spirulina sp. PCC 6313 y Chroococcus sp. PCC 9106, asi
como de la cianobacteria DE2011 y la microalga DE2009 y los respectivos
consorcios. Las muestras de los cultivos (5 ml), tanto las contaminados con
metales como las controles, se centrifugaron a 8000 x g durante 5 min y se
elimind el sobrenadante. A continuacion se fijaron con glutaraldehido al 2.5 %
en tampon fosfato Millonig durante 2 h a 4°C, se lavaron en el mismo tampén,
se post-fijaron con tetréxido de osmio al 1 % (OsQO,) a 4°C durante 2 h y se
lavaron de nuevo con el mismo tampdn fosfato. Seguidamente las muestras se
deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona (30, 50, 70, 90, y 100
%) y se embebieron en resina Spurr. Una vez la resina estuvo polimerizada, se
utilizé un piramidotomo (TM 60, C. Reichert AG, Wien, Austria) para piramidar
las muestras y un ultramicréotomo (Leica EM UC6 ULTRACUT, Leica
Microsystems, Gmbh, Heidelberg, Germany) para obtener secciones ultrafinas
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de cada una de ellas. Para obtener imagenes de mejor calidad, se realizaron
cortes ultrafinos de 70 nm y se montaron en rejillas de cobre recubiertas de
carbono que finalmente se tifieron con citrato de plomo segun el método
descrito por Reynolds et al. (1963), excepto cuando el metal a determinar era el
plomo. Las muestras se observaron en un microscopio electronico de

transmision Hitachi H-7000 (Hitachi Ltd., Tokio, Japdn).

2.5.4. Microanalisis por espectrometria de energia dispersiva de rayos X.

El EDX (Energy Dispersive X-ray) es una técnica adecuada para el analisis
elemental de muestras biolodgicas preparadas para microscopia electronica. El
analisis de rayos X emitidos una vez las particulas cargadas (electrones)
colisionan con la muestra, permite conocer los elementos quimicos
superficiales, ya que la energia de los rayos X es especifica para cada uno de
ellos. Tras la colision, un electron de un orbital externo del elemento salta a un
orbital vacio. La radiacion producida por este salto de electrones entre orbitales
tiene una propiedad fundamental, y es que la energia de los fotones emitidos
(rayos X) esta directamente relacionada con el peso atdémico del elemento
emisor. De este modo se puede asociar cada valor de energia emitida con un
elemento quimico de la tabla periédica. El numero y la energia de los rayos X
emitidos en una muestra se puede medir semicuantitativamente por un
espectrometro de dispersion de energia. Este detector, que puede estar
acoplado tanto al SEM como al TEM, esta conectado a un sistema informatico
que utiliza el programa INCA v.4.13 (Oxford Instruments, Bucks, Inglaterra), el

cual genera graficos espectrales con diferentes picos correspondientes a cada
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uno de los elementos quimicos presentes en el area analizada. Por lo general,

el analisis de un area de la muestra se realiza en 60 segundos.

Sistema EDX acoplado al SEM:

El EDX acoplado al SEM (SEM-EDX) se utilizé para determinar la capacidad de
los microorganismos fotétrofos evaluados para captar extracelularmente
(bioadsorcion) los metales cobre y plomo respectivamente. Para este analisis,
las muestras siguieron el mismo protocolo de preparacién que para el SEM
convencional, como anteriormente se ha explicado. Para la observaciéon de las
muestras y su posterior analisis se utiliz6 una unidad de EDX Link Isis-200
(Oxford Instruments, Bucks, Inglaterra) acoplada a un microscopio SEM Zeiss
EVO® MA 10 (Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen, Germany), operando a 20

kV.

Sistema EDX acoplado al TEM:

El EDX acoplado al TEM (TEM-EDX) se utilizé para determinar la capacidad de
los microorganismos fototréficos evaluados para bioacumular (bioabsorcion) los
metales cobre y plomo. Para este analisis se utiliz6 el mismo protocolo de
preparacion de muestras que para el TEM antes mencionado, pero en este
caso las secciones se hicieron aproximadamente de 200 nm. Estos cortes se
montaron sobre rejillas de carbono recubierto con oro y/o titanio. Para la

observacion de las muestras y posterior analisis se utilizé una unidad de EDX
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Link Isis-200 (Oxford Instruments, Bucks, Inglaterra) acoplada a un microscopio

TEM Jeol Jem-2011 (Jeol LTD, Tokio, Japdn), operando a 20 kV.

Tanto para el SEM como para el TEM, la deteccion de los metales cobre vy
plomo en cada espectro EDX obtenido en las muestras analizadas se
determind por la presencia de un pico principal de cada uno de ellos, a 8 Kv y

10,5 KeV de energia respectivamente.

2.6. Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los datos se realizd6 mediante |la prueba de analisis de
la varianza (ANOVA) aplicada a los valores de la MFI de los experimentos
Ascan. Ademas, se aplicaron las pruebas de Tukey y Bonferroni para el analisis
intragrupal. Las diferencias se consideraron significativas para un valor de p <
0.05. Todos los analisis se llevaron a cabo utilizando el programa SPSS

(version 19.0 para Windows).
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3. Resultados.
En este capitulo se representan los resultados obtenidos considerando en
primer lugar, la optimizacién de los métodos utilizados especialmente en la
preparacion de los consorcios de microorganismos para determinar la T-R de
los mismos mediante el CLSM-Ascan. Se hace especial énfasis en las
optimizaciones para la preparacion de las muestras, y puesto que los
consorcios los forman microorganismos fototrofos y por tanto con
autofluorescencia natural, se han realizado diferentes experimentos para evitar
solapamientos entre la fluorescencia emitida por cada uno de ellos.
También se han optimizado los protocolos de preparacién de muestras
tanto para el SEM-EDX como para el TEM-EDX, considerando que también en
este caso no se trata de cultivos individuales sino de mezclas de cultivos
(consorcios). El objetivo es obviar las interferencias, que en la captacion de
metales por los distintos microorganismos, pueda crear el material de
preparacion (rejillas soporte, material de filtracion, fijadores, etc.), asi como la
contaminacién externa debida a los propios microscopios.

En esta tesis, también se ha determinado, por primera vez, la
sensibilidad de los microscopios, es decir la minima dosis de metal presente en
una muestra, capaz de dar una senal que identifique el efecto del metal o su
captacion: en el caso del CLSM por variaciones significativas en la intensidad
de fluorescencia media (MFl) y en el SEM-EDX y en el TEM-EDX por la
detecciéon de un pico correspondiente al metal ensayado en el espectro
analizado. Para ello se ha estudiado un amplio rango de concentraciones de
ambos metales, cobre y plomo, en los mismos microorganismos. Los

resultados obtenidos se detallan en la secciéon 3.1.
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Una vez optimizados los protocolos y antes de presentar los resultados
obtenidos en la utilizacién de consorcios como posibles bioreparadores de
metales, se han identificado los dos microorganismos aislados del ambiente

natural por técnicas moleculares. Los resultados se indican en la seccion 3.2.

Finalmente, en la seccién 3.3, se presentan los resultados en forma de
articulos y que constituyen el objetivo principal de esta tesis.

El objetivo global que era probar la eficacia de los consorcios en la
bioreparaciéon de metales, frente a los cultivos individuales se ha desarrollado

en tres fases que se corresponden con los articulos presentados.

En el primer articulo: The effect of copper on different phototrophic
microorganisms determined in vivo and at cellular level by confocal laser
microscopy, se ha determinado la T-R de los microorganismos ensayados en
su crecimiento individual mediante el CLSM-Ascan. También se ha determinado

la sensibilidad de esta técnica (apartado 3.3.1.)

En el segundo: Scanning Electron microscopy coupled to an Energy
Dispersive X-ray detector to study copper removal on different
phototrophic microorganisms, se ha ensayado la capacidad de los mismos
microorganismos para captar metales extra e intracelularmente. Las técnicas
utilizadas han sido el SEM-EDX y el TEM-EDX. Aunque en este articulo no
consta la sensibilidad de ambas técnicas, los resultados obtenidos se han
presentado previamente en el apartado 3.3.2.

Finalmente, en el tercer articulo: Effect of copper and lead on two

consortia of phototrophic microorganisms and their capacity to sequester
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heavy metals, se ha probado la capacidad bioreparadora de los dos
consorcios formados respectivamente por Sp+Ch y por Ge+Sc (apartado
3.3.3.). Para ello se han utilizado todas las metodologias previamente

ensayadas en los apartados 3.3.1.y 3.3.2.

3.1. Identificacion de los microorganismos aislados del delta del Ebro

mediante técnicas de biologia molecular.

La identificacion de la cianobacteria DE2011 y la microalga DE2009, ambos
microorganismos aislados del delta del Ebro, por técnicas moleculares se

describen en esta seccion.

3.1.1. Identificacion de la cianobacteria DE2011.
A partir del DNA extraido del cultivo de la cianobacteria DE2011 y segun los

métodos descritos en la seccion 2.4, se encontr6 una homologia del 99 % de
esta cianobacteria con las secuencias de la cianobacteria Geitlerinema sp.
PCC 7105, en el 16S rRNA, de acuerdo con la base de datos del GenBank. El
arbol filogenético obtenido se puede observar en la Figura 3.1.1. De acuerdo
con estos resultados se ha identificado la cianobacteria como Geitlerinema sp.

DE2011.
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3.1.2. Identificacién de la microalga DE2009.

Con respecto a la microalga DE2009, el analisis multigénico muestra que ésta
forma parte de un clado, que se corresponde con el orden Spharopleales. Asi
la microalga forma un grupo con Coelastrella multistriata (CCALA 3009) y con
Scenedesmus sp.1. Debido a que la sistematica de Coelastrella aun no esta
totalmente resuelta, y considerando un trabajo previo de Maldonado et al.,
(2010), que muestra las caracteristicas morfolégicas y estructurales de la
microalga, se ha propuesto, a la espera de nuevos resultados, identificarla
como un microorganismo perteneciente al género Scenedesmus. En la

Fig.3.1.2, se representa el arbol filogenético de la microalga DE2009.
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= Uncultured bacterium: clone CpH7-1 (FN794262)

- Geitlerinema PCC 7105 (AB039010)

Cianobacteria DE2011

L Uncultured bacterium: clone Pb-1y 7 (FN794239)"

Geitlerinema sp. BBD_HS5223 DQ680351

Phormidium sp. HBC9 (EU249125)

Microcoleus chthonoplastes SAG2210 (EFG54045)

Gloecapsa sp. KO38CUG (ABOB7575)

Synechococcus elongatus CCMP1630 (AY946243)

Synechocystis sp. PCC 6803 (NR_074302)

0.0042

Fig. 3.1.1. Arbol filogenético de la cianobacteria DE2011 identificada como
Geitlerinema sp. DE2011.
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Chliorella variabilis

Apatococcus lobatus (CCALA 214)
Stichococcus bacilaris (CCALA 906)
Chamydomonas reinhardtii

Dunaliella parva

Hydrodictyon reticulatum
—— Scenedesmus rotundus
Desmodesmus cuneatus
Desmodesmus elegans
—— Coelastrella multistriata (CCALA 309)
E Microalga DE2009
Scenedesmussp. 1
Scenedesmussp. 1
Scenedesmus obliguus
Scenedesmus deserticola
Scenedesmus bajacalfornicus

- Scenedesmus vacuolatus
[[Scenedesmus pectinatus

L

Enattax acutiformis

rSphaeroplea annulina

LSphaeroplea robusta
Asteracys quadricellulare

Scenedesmus regularis
Scenedesmus vacuolatus
Graesiella emersonii

Desmodesmus comunis
Ettia texensis
Coelastrella saipanens

0.03

Fig. 3.1.2. Arbol filogenético de la microalga DE2009, tentativamente
identificada como Scenedesmus DE2009.
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3.2. Optimizacién metodoldgica.

En esta seccion, se describe la optimizacion de todos los métodos utilizados en
dos apartados: en el primero los correspondientes a las técnicas utilizadas,
especialmente las de microscopia de alta resolucion, a la vez que se determina
la sensibilidad de estas técnicas de microscopia para detectar metales
(apartado 3.2.1); el segundo en la preparacion de los consorcios para evitar
interferencias provocadas por la autofluorescencia emitida por los diferentes

microorganismos que integran cada consorcio.

3.2.1. Sensibilidad de las técnicas de microscopia utilizadas.

Uno de los aspectos mas importantes a considerar en las valoraciones sobre la
T-R de los microorganismos ensayados frente a los metales y también en su
capacidad para biocaptarlos, ha sido determinar previamente la sensibilidad de
las técnicas de microscopia utilizadas. Este estudio se ha realizado tanto para
el CLSM-Ascan, como para el SEM y el TEM acoplados a un detector de Rayos

X respectivamente.

Para determinar la sensibilidad de la técnica en el caso del CLSM-
Ascan, el objetivo era evaluar la dosis minima de metal ensayado capaz de
producir sefial de fluorescencia utilizando como marcador la chl a. Para este
experimento se utilizé el cobre y el microorganismo Spirulina sp. PCC 6313
(Sp) ya que por ensayos previos se conocia que este microorganismo toleraba
unicamente concentraciones muy bajas de este metal. Las dosis de cobre
ensayadas fueron: 1, 3, 5, 7, y 10 nM de Cu. Los resultados obtenidos
demuestran que la sensibilidad de esta técnica es de 1 nM, lo que hace que
esta metodologia sea especialmente indicada, incluso cuando la dosis de metal
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existente en la muestra es muy baja. En la Fig. 3.2.1. a., se representa el

espectro de la MFI de este microorganismo a una dosis de 1 nM de Cu.

Analogos experimentos se realizaron para determinar la sensibilidad de la
técnica para detectar la captacion de metales externamente mediante el SEM-
EDX en las envueltas de EPS. Se ensayaron también en Sp diferentes
concentraciones de cobre: 1, 3, 5, 7, y 10 nM y se determind la minima dosis

de metal en la que se detectaba el cobre extracelularmente.

En todos los casos se hicieron controles (cultivos de los distintos
microorganismos sin el metal) y se comprobé que el resultado en estos casos
fuese siempre negativo. También en cada caso se analizaron los filtros
utilizados para la preparacién de las muestras para ser observadas al SEM-

EDX, para comprobar que el resultado fuese en este caso también negativo.

Un resultado positivo habria indicado la precipitaciéon del metal en toda la
muestra y no especificamente en el EPS de los microorganismos. La minima

dosis de metal detectada por el SEM-EDX fue de 10 nM (Figs. 3.2.2. ay b).

Finalmente, también se analiz6 en este caso mediante el TEM-EDX la
minima dosis de metal capaz de producir sefal intracelularmente en los
mismos microorganismos. Para ello se ensayaron las mismas concentraciones
de metales que en el caso anterior. En estos experimentos también se
realizaron controles tanto en las resinas de inclusion de las muestras como en
el entorno externo de las células, comprobando nuevamente que los resultados

fueran negativos.
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Fig. 3.2.1. Espectros obtenidos por CLSM-Ascan, del experimento control y de
un cultivo de Spirulina sp. PCC 6313 contaminada con 1 nM de cobre. (a).

Full Scse 319 e Cursor 20025 (Coks) o'

Fig. 3.2.2. Imagen obtenida por SEM para Sp (a) y su espectro EDX con el pico
de cobre (b) a una concentracién de 10 nM. Tamano de la barra 10 pm.
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Los resultados demostraron que, en el caso del cobre se producen
contaminaciones externas de este metal, ya que el resultado era positivo, tanto
fuera como dentro de la célula, por lo que estos resultados se consideraron no

concluyentes.

En cambio los experimentos con plomo permitieron determinar la

sensibilidad de esta técnica que fue de 0.1 mM. Figs. 3.2.3. ay b.
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Fig. 3.2.3. Imagen obtenida por TEM para Ch(a) y su espectro EDX con el pico
de plomo (b) a una concentracion de 0.1 mM. Tamafio de la barra 10 um.

También en este ultimo caso se tuvieron en consideracion el tipo de
rejilla utilizado y los protocolos de preparacion de las muestras, para no
introducir contaminacién externa. Asi en el caso del cobre, las rejillas utilizadas
fueron de titanio, y en el caso del plomo no se tifieron las células con citrato de

plomo.
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3.2.2. Optimizacion de los protocolos utilizados en microscopia de alta

resolucion.

En el capitulo de Material y métodos del presente trabajo se describié el
protocolo para obtener, a partir del CLSM-Ascan, el espectro de la MFI emitida
por la chl a de las células de los microorganismos fototrofos, evaluados a partir
de los cultivos individuales. Mediante esta técnica, también se determiné la
tolerancia-resistencia (T-R) de estos microorganismos al ser expuestos a

diferentes concentraciones de los metales cobre y plomo respectivamente.

Por primera vez, a través de la optimizacién del protocolo descrito en el
apartado 2.5.1, se ha determinado el espectro de la (MFI) de microorganismos
cultivados en consorcios: Sp+Ch y Ge+Sc, y expuestos a diferentes
concentraciones de cobre y plomo, mediante la utilizacién del CLSM-Ascan. Por
lo tanto, a continuacion se describira la optimizacion de este protocolo tomando

como modelo el consorcio formado por Ge+Sc.

Para este objetivo se ajustaron las condiciones Opticas para
Geitlerinema sp. DE2011 en un cultivo sin contaminar. El protocolo optimizado
fue el siguiente: en primer lugar, se obtuvo la secuencia de imagenes mediante
la exploracion de una misma seccion éptica xy a lo largo de todo el espectro de
luz visible; luego se obtuvieron las imagenes en la posicion z, para determinar
la maxima fluorescencia emitida por este microorganismo (Fig. 3.2.4. a). La
imagen corresponde a la morfologia externa de la cianobacteria filamentosa
Geitlerinema sp DE2011 y su fluorescencia maxima; con este protocolo, en la

misma imagen, se puede observar el contorno de la microalga Scenedesmus
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sp DE2009 con una intensidad de fluorescencia muy tenue, por lo que no

afecta ni interfiere con los resultados obtenidos para Geitlerinema sp. DE2011.

A continuacién, se repitid el mismo protocolo para la microalga
Scenedesmus sp DE2009. En la Fig. 3.2.4. b., se observa claramente la
maxima fluorescencia emitida por este microorganismo y su morfologia
redondeada y en la misma imagen se puede observar el contorno de las
células de Geitlerinema sp. DE2011 con una intensidad de fluorescencia muy
tenue, sin afectar ni interferir con los resultados obtenidos para Scenedesmus

sp DE2009.

Asi mismo, en la Fig. 3.2.4. cy en la Fig. 3.2.4. d., se pueden observar
representadas las curvas del espectro de emision de la MFI obtenidas al aplicar

un laser de excitacion de 488 nm.

Para la obtencién de las MFI se utilizé la funcion: regions-of-interest
(ROIs) del programa informatico Leica Confocal (Leica Microsystems CMS
GmbH), considerandose 70 regiones de interés de 1 um? para cada uno de los

microorganismos por separado.

Finalmente, una vez optimizado el protocolo se determin6é la dosis
minima de metal, capaz de alterar significativamente el espectro de la MFI, al
compararla con la obtenida con el mismo microorganismo en el experimento

control.

El protocolo descrito se aplicé a cada uno de los consorcios y para los

metales cobre y plomo respectivamente.
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Fig. 3.2.4. Las Imagenes (protocolo de optimizacion) obtenidas por CLSM-

Ascan, corresponden a un cultivo control del consorcio (Ge+Sc); arriba, las

imagenes (a) y (b) representan a la cianobacteria Ge y a la microalga Sc

respectivamernte; abajo, se observan sus respectivos espectros de la MFI

para Ge y Sc (d y c). El tamafo de la barra es de 10 ym.
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3.3. Resultados presentados como articulos.

Finalmente en esta seccion se determinan los resultados obtenidos a partir de

los tres articulos presentados.

3.3.1. The effect of copper on different phototrophic microorganisms

determined in vivo and at cellular level by confocal laser microscopy.

En estudios anteriores, nuestro grupo de trabajo habia desarrollado un método
basado en la microscopia laser confocal acoplada a un detector
espectrofluorimétrico (CLSM-Ascan). Esta técnica, que podia ser aplicada in
vivo, a nivel celular y sin manipulacién de las muestras, se habia ensayado
originariamente en la cianobacteria Microcoleus sp. DE2006, para determinar el
efecto del plomo en la intensidad de fluorescencia de la chl a con respecto a un

experimento control (sin el metal).

En el articulo que se presenta a continuacion, se ha ensayado esta
metodologia para determinar la tolerancia-resistencia (T-R) al cobre de
diferentes cultivos de microorganismos fotétrofos. En el presente trabajo se han
seleccionado 4 microorganismos fototrofos: 3 de ellos son cianobacterias, 2
procedentes de la Colecciéon de Cultivos Pasteur: Spirulina sp. PCC 6313 (Sp)
y Chroococcus sp. PCC 9106 (Ch), y 1 procedente del ambiente natural:
Microcoleus-like, ahora identificado en este trabajo como Geitlerinema sp
DE2011 (Ge). También se seleccioné la microalga DE2009, identificada en este
trabajo como Scenedesmus sp. DE2009 (Sc), aislada como la anterior de los
tapetes microbianos del delta del Ebro. Los cultivos independientes de cada
uno de estos microorganismos se contaminaron con diferentes concentraciones

de cada metal.
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Ademas se ha determinado también la sensibilidad de la técnica,
ensayando un amplio margen de concentraciones de este metal sobre los

microorganismos mencionados.

Con respecto a la T-R de estos microorganismos los resultados indican
que la minima dosis de cobre capaz de alterar significativamente la intensidad
de fluorescencia de la chl aes de 0.1 yM en Chy Sp; 0.3 uM en Ge y 5 uM en
Sc. Lo que indica que Sc es mas tolerante-resistente al cobre que Ge y que

este ultimo microorganismo lo es mas que Chy Sp.

También se puede concluir de estos resultados que el cobre tiene una
elevada toxicidad a dosis muy bajas para las tres cianobacterias, siendo mas
resistente la microalga. Considerando la importancia del cultivo del arroz en el
delta del Ebro, y que se suelen utilizar alguicidas que contienen cobre y que
pueden incorporan este metal en estos ecosistemas, es previsible el efecto
negativo que estos productos puedan tener en las cianobacterias, que son por

otra parte esenciales para la estabilizacion de los sedimentos deltaicos.

Por otra parte se debe resaltar la importancia de la utilizacién de una
técnica, como es el CLSM-Ascan, que como se ha mencionado, se aplica in
vivo; produce rapidos resultados y que como se demuestra en este trabajo
tiene una sensibilidad de 0.1 uyM, lo que significa que permite ensayos a dosis
muy bajas de metal. Ademas esta técnica esta especialmente indicada para las
cianobacterias filamentosas, que no crecen en medios sdlidos y que por tanto
para estos microorganismos no pueden utilizarse los métodos clasicos, como

por ejemplo la determinacidn de la concentracién minima inhibitoria.
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The effect of copper on different phototrophic microorganisms
determined in vivo and at cellular level by confocal laser
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Abstract

Microbial mats are coastal ecosystems that consist mainly of cyanobacteria,
primary producers in these habitats that play an important role in stabilising
delta sediments. However, these ecosystems are subject to various kinds of
pollution, including metal contamination, placing their survival at risk. Among
heavy metals, copper is an essential metal at low doses and toxic at high
doses. This metal is present in different pesticides used in rice production, a
thriving agro-industry in the Ebro Delta (Spain). For several years, our group
has been studying the Ebro Delta microbial mats and has developed a method
for determining the effect that metals cause on cyanobacteria populations. This

method is based on confocal laser microscopy coupled to a spectrofluorometer,
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which rapidly provides simultaneous three-dimensional information on
photosynthetic microorganisms and their fluorescence spectra profiles. The
current study determines the copper effect on different photosynthetic
microorganisms from culture collection (Chroococcus sp. PCC 9106 and
Spirulina sp. PCC 6313) and isolated from the environment (Microcoleus-like
and the microalga DE2009). Comparing all results obtained it can be observed

that the minimum dose of Cu that is capable of significantly altering chlorophyll

a (chl a) fluorescence intensity were 1 x 107 M in Chroococcus sp. PCC 9106;

1 x 107 M in Spirulina sp. PCC 6313.

Introduction

The high quantity of metals that are released every day into the environment as
a result of agricultural and industrial activity can be highly toxic in ecosystems
and this affects living beings, sometimes irreversibly (Nogales et al. 2011). In
recent years, cyanobacteria have been the object of research into metal
biosorption and toxicity studies (Gong et al. 2005; Solisio et al. 2006; Babu et al.
2010). Until now, different studies have focused on the changes in diversity and
biomass, especially in microorganism populations, to determine the effect of
metals. The application of molecular techniques, extraction and pigment
quantification techniques (in the case of photosynthetic microorganisms)
(Chakraborty et al. 2010; Kalinowska and Pawlik-Skowronska 2010), and the
use of the minimum inhibitory concentration (MIC) assays (Maldonado et al.
2010a) have been, among others, the most widely used methodologies.

However, most of these methods require long protocols, which means that the
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information obtained does not show a direct effect of metals at the cellular level
(i.e. cytotoxicity) It is important to note that when perform a study of
cyanobacteria and algae, which is the main objective of this paper, the
application of some of these techniques is even more problematic, as many of
these microorganisms, especially the filamentous, grow irregularly on a Petri

dish or do not grow on a solid medium.

The advantages of using a confocal laser scanning microscope (CLSM),
coupled to a spectrofluorometric detector for the study of cyanobacteria were
described by Roldan et al. (2004). Our study group has optimised this
methodology to determine the effect of metals on different populations of
photosynthetic microorganisms. The advantage of the technique is that it does

not require any type of staining, as the CLSM captures the natural fluorescence

emitted by the photosynthetic pigments of these microorganisms. When working
with consortia of microorganisms in vivo, this technique allows the distinction to
be made between autofluorescence of phototrophic microorganisms without
making the heterotrophic bacteria visible (Burnat et al. 2010; Maldonado et al.
2010b, 2011). The Ebro Delta (40°40’'N, 0° 40’'E, Tarragona, Spain) is an
ecosystem of major ecological and economic value, for the large expanses of
land are used for rice crops. The Ebro Delta is a protected area, although both
the river and the delta today are subjected to anthropogenic pollution, mainly as
a consequence of industrial activities that result in waste being discharged into
the river and onto the agricultural crops (rice and fruit), which in turn increases
the level of pesticides in the Delta (Mafiosa et al. 2001). In order to prevent the
effect of algae in rice crops, widespread use is made of pesticides, which
contains copper sulphate (Salam and El-Fadel 2008). Copper is an essential

67



Resultados

metal at low doses that acts as a cofactor for different enzymes, including
plastocyanin (De la Cerda et al. 2008). Nevertheless, the doses used in
pesticides can affect cyanobacteria, which are the most abundant
microorganisms in the Ebro Delta microbial mats, and also the greatest primary
producers of microbial mats, which occupy a large area of the Ebro Delta
(Esteve et al. 1994; Guerrero et al. 2002). The aim of this study is: (1). To
determine the effect of the copper, in vivo and at the cellular level, on
phototrophic microorganisms using CLSM coupled to a spectrofluorometric
detector (CLSM-Ascan) and (2). To determine the minimum metal dose capable
of significantly altering the fluorescence intensity of chlorophyll a, chl a (used as
a marker). To do this, we assayed the effect of copper in culture collection
strains and in microorganisms that had been isolated from the natural
environment. We also studied the sensitivity of the technique and its reliability at

very low metal concentrations.

Materials and methods

Microorganisms and culture conditions

For this work four phototrophic microorganisms were selected: two
cyanobacteria from Pasteur Culture Collection (PCC) (Herdman et al. 2005),
Chroococcus sp. PCC 9106 and Spirulina sp. PCC 6313, and two
microorganisms isolated from Ebro Delta microbial mats, Microcoleus- like and
the microalga DE2009. Cyanobacteria from culture collection were grown in
BG-11 and ASN Il (1:1 v/v) medium, respectively (Rippka et al. 1979), while the

photosynthetic microorganisms isolated from microbial mats were grown in
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Pfennig mineral medium (Pfennig and Truaper 1992). All microorganisms were
maintained at 27°C and under light conditions of 15 IEm-2 s-1. Different
concentrations of CuSO4 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) from 1 x 107 to
10 x 10° M Cu, were used in dose response experiments. All experiments were
performed for 9 days using the media, light and temperature conditions

mentioned above.
Confocal laser microscopy

Samples from the different polluted and unpolluted cultures were observed in
vivo in standard microscopy glass slides. The analysis of pigments was carried
out using the function of the CLSM-Ascan (Leica TCS SP5; Leica Heidelberg,
Germany). The information obtained with this technique shows the emission
spectrum of the pigments according to the region of the emitted wavelength and
intensity of fluorescence emitted. Each image sequence was obtained by
scanning the same xy optical section throughout the visible spectrum. Images
were acquired at the z position at which the fluorescence was maximal, and
acquisition settings were constant throughout the experiment (Maldonado et al.
2010b). The sample excitation was carried out with an Argon Laser at 488 nm
(Aexe 488) with a 3 nm Astep size and an emission wavelength between 600 and
750 nm. In order to measure the mean fluorescence intensity (MFI) of the xyA,
CLSM data sets obtained by means of the Leica Confocal Software (Leica
Microsystems CMS GmbH) were used. In these confocal images the pseudo-
colour palette 4 was used, where warm colours represent the maximum
intensities and cold colours represent the low intensities of fluorescence. The

regions-of-interest (ROIs) function of the software was used to measure the
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spectral signature. For each sample, 70 ROIls of 1 pm? taken from cells were

analyzed.
Statistical analysis

The statistical analyses used were One-way analysis of variance (ANOVA) and
Bonferroni and Tukey comparisons post hoc tests. Differences were considered
significant at p\0.05 and/or p<0.01. PASW Statistics software (v.18 for Windows
XP) was used to perform the analyses. The EC50 values were calculated by
fitting the data obtained with a log normal sigmoidal curve, using a nonlinear
regression (GraphPad Prism, version 5 for Mac OS X). Two microorganisms
selected from culture collection: Chroococcus sp. PCC 9106 and Spirulina sp.

PCC 6313 were chosen since they are found in abundance in microbial mats.

Results and discussion

Two microorganisms selected from culture collection: Chroococcus sp. PCC
9106 and Spirulina sp. PCC 6313 were chosen since they are found in
abundance in microbial mats. Chroococcus sp. PCC 9106 is a unicellular
marine cyanobacterium that reproduces by binary fission. Cells are coccoid and
vary in size from 28 to 32 um in diameter. Cells occur singly or in pairs and are
surrounded by a thick sheath. Spirulina sp. PCC 6313 is a marine gliding
filamentous cyanobacterium that divides exclusively by binary fission and grows
in the form of a helix. The cross walls are thin and invisible or nearly so with

light microscopy and no sheath is visible.
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The width of the trichomes is 2 um. In the present study, and to calculate the
minimum concentration affecting the pigment intensity, in the first experiment
we assayed high metal doses from 1 x10° to 10 x 10° M of Cu, and in the
second used lower doses from 1 x 107 to 10 x107 M. The differences between
the control and all the concentrations assayed in Chroococcus sp. PCC 9106
were statistically significant both for the first experiment (F = 674.344) (p<0.05)
and for the second (F = 57.636) (p<0.05) (Fig. 1). Analogous results were
obtained for Spirulina sp. PCC 6313, the differences between the control and all
the concentrations assayed in were statistically significant both for the first
experiment (F = 614.865) (p<0.05) and for the second (F = 177.658) (p<0.05)
(Fig. 2). These results demonstrate that low doses of the metal have a cytotoxic
effect on both culture collection cyanobacteria. It must be considered that the
lowest dose tested (1 x 107 M) is very close to the dose in the culture medium
(BG11-ASNIII) used (3.16 x 107 M). Moreover, it is important to highlight that
even these doses of metal could become lower than those used in algaecides
(0.3-2 mg L™ CuS0,) (Salam and El-Fadel 2008). Meanwhile, the graphs (Figs
1b, d, 2b, d) show how MFI for both microorganisms is inversely proportional to
the concentration of the metal. It can also be seen that Spirulina sp. PCC 6313
has a distorted fluorescence peak, probably due to the degradation of the
photosynthetic pigments at the highest concentrations. On the other hand, the
EC50 values obtained were: 3.6 x 10”7 M for Chroococcus sp. PCC 9106 and
1.1 x 10° M for Spirulina sp. PCC 6313. Analogous experiments to the above
were performed with cultures of Microcoleus-like and the microalga DE2009

isolated from the Ebro Delta microbial mats.
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Microcoleus-like is the dominant filamentous cyanobacterium in Ebro Delta
microbial mats (Solé et al. 2009), and plays a very important role in the
stabilisation of the deltaic sediments. This cyanobacterium, which also forms a
consortium with other heterotrophic bacteria, was isolated by our study group

and maintained in laboratory cultures (Diestra et al. 2005).

Filaments of this cyanobacterium are densely packed and surrounded by a
homogeneous sheath that is sometimes coiled together in an irregularly screw
like form. Cells from filaments vary in size from 3.13 to 3.75 ym. The
identification and characterization of the strain has been carried out according
to Bergey’s manual (Castenholz, 2001). Control and contaminated cultures with
different concentrations (from 1 x 107 to 10 x 10® M) of copper were analysed
using the CLSM-Ascan. Figure 3a, ¢ shows the autofluorescence detected in the
control culture of Microcoleus-like. The graph in Fig. 3b, d, shows, like the
previous experiments in culture collection cyanobacteria, how the MFI peak
decreases in inverse proportion to the concentration of the assayed metal from
the control culture to the maximum dose (10 x 10° M Cu). As in the previous
results, the differences were statistically significant both for the first experiment
(F = 896.166) (p<0.05) and for the second experiment (F = 13.630) (p<0.05)
(Fig. 3). The minimum dose of Cu capable of significantly altering the
fluorescence intensity of chl a was 3 x 107 M. The EC50 value obtained for
Microcoleus-like was 1 x 10° M. The microalga DE2009 was also isolated by
our group from the Ebro Delta samples (Maldonado et al. 2010b). This is an
eukaryote phototrophic microorganism, which like Microcoleus-like, forms a
consortium with different heterotrophic bacteria. The microalga DE2009 cells

are spherical, with a diameter of 7-9 uym and its chloroplasts are distributed
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laterally in the cell. The autofluorescence detected in the control culture of the
microalga DE2009 is shown in Fig. 4a. The graph of the MFI obtained from the
different cultures (Fig. 4b) is similar to that for Microcoleus-like but in this case
the minimum dose of Cu capable of significantly altering the fluorescence
intensity of chl a was 5 x 10° M of Cu. The EC50 value obtained for the
microalga DE2009 was 5.47 x 10° M. Comparing all the results obtained it can
be seen that the minimum dose of Cu capable of significantly altering the
fluorescence intensity of chl a was: 1 x 10”7 M in Chroococcus sp. PCC 9106; 1
x 107 M in Spirulina sp. PCC 6313; 3 x 10”7 M in Microcoleus-like and 5 x10° M
in microalga DE2009, by which could be interpreted that microalga DE2009 is
more tolerant-resistant than Microcoleus which in turn is more tolerant-resistant
than Chroococcus sp. PCC 9106 and Spirulina sp. PCC 6313. Comparing these
results with those obtained by assaying the effect of lead on Microcoleus-like by
Burnat et al. (2010); and the microalga DE2009 (Maldonado et al. 2010b) using
the same methodology, we concluded that copper has a cytotoxic effect at
smaller doses than lead, probably because copper is necessary in cellular

homeostasis (De la Cerda et al. 2008).

Finally, through the above-mentioned experiments, we have determined the

sensitivity of the technique, which is 1 x 10" M for copper.

Conclusions

Using the CLSM-Ascan methodology, which is applied in vivo, we conclude that:
copper has a very toxic effect at low doses for Chroococcus sp. PCC 9106,

Spirulina sp. PCC 6313 and Microcoleus-like. The microalga DE2009 was the
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most tolerant resistant to copper among the phototrophic microorganisms

assayed.
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Figure 1. Images of control cultures of Chroococcus sp. PCC 9106 obtained
by CLSM (a) and (c). The scale bar represents 10 ym. Graphs of MFI

obtained by means of Ascan (b) and (d).
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Figure 2: Images of control cultures of Spirulina sp. PCC 6313 obtained by
CLSM (a) and (c). The scale bar represents 10 ym. Graphs of MFI

obtained by means of Ascan (b) and (d).
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Figure 3: Images of control cultures of Microcoleus-like obtained by CLSM (a)

and (c). The scale bar represents 10 um. Graphs of MFI obtained by

means of Ascan (b) and (d).

77



Resultados

Mean Fluorescence Intensity (MFI1)

wavalangB (nm)

Figure 4: Image of control cultures of the microalga DE2009 obtained by CLSM
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3.3.2. Scanning Electron microscopy coupled to an Energy Dispersive X-
ray detector to study copper removal on different phototrophic

microorganisms.

En el apartado anterior se determin6 la tolerancia-resistencia al cobre de
diferentes microorganismos fototréfos, mediante el CLSM-Ascan. En este
apartado se analiza la capacidad de los mismos microorganismos para captar

el mismo metal, extracelularmente, mediante el SEM-EDX.

El objetivo de la aplicacion de esta metodologia era analizar el posible
potencial bioreparador de los mismos microorganismos fototrofos ensayados
en el articulo anterior y por eso los cultivos se contaminaron con distintas

concentraciones de cobre.

Para el SEM-EDX, muestras procedentes de cultivos contaminados y sin
contaminar (controles) se fijaron, lavaron y deshidrataron, después de haber
sido filtradas a través de un filtro Nucleopore, y finalmente se sombrearon con

oro.

El analisis por SEM-EDX demostré que todos los microorganismos
tenian la capacidad de acumular cobre en las sustancias extrapoliméricas que
se encuentran en las capas mas externas de las células y que tienen la
capacidad de quelar los metales. Los cultivos no contaminados dieron negativo
para el cobre y también los filtros que retenian las muestras de los cultivos

contaminados.

Aunque en este articulo no se incluyen los resultados obtenidos para el

TEM-EDX; si se mencionan en este resumen.
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El andlisis por TEM-EDX, no fue concluyente, ya que ademas de
detectarse cobre en el interior de las células, se detecté también este metal en
la resina de inclusién que contenia las muestras. Aun cuando se examinaron
cuidadosamente todos los pasos del protocolo de preparacion: fijaciones de las
muestras, lavados, deshidrataciones, inclusiones en resinas y seleccion de
rejillas soporte (se desestimaron las que contenian cobre), no se pudo
descartar la contaminacion de cobre externa a la preparacion de las muestras.
Por lo que los resultados, aunque tienden a indicar que los microorganismos
estudiados también tienen la capacidad de captar cobre intracelularmente, no

se han considerado y no se han incluido en este articulo.

También en estos experimentos se ha evaluado la sensibilidad de la
técnica, que fue de 10 nM en el caso del SEM-EDX; y de 0.1 mM en el caso del

TEM-EDX.

A partir de los resultados presentados puede concluirse, que de los
microorganismos estudiados con respecto al cobre Scenedesmus sp. DE2009
podria ser considerado como el microorganismo mejor bioremediador para el

cobre, ya que es: autdctono; facil de cultivar, y es capaz de captar este metal.

Finalmente, el SEM-EDX, es una técnica rapida y eficaz para valorar si

un microorganismo es capaz de captar metales.

El TEM-EDX tiene mayor dificultad en su aplicacion, y solo seria la
técnica indicada en el caso de que se precisara determinar la captacién interna
del metal (quelacion del metal que requiere células en crecimiento, ya que se

trata de un proceso activo).
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Abstract

Ebro Delta microbial mats are coastal ecosystems that consist mainly of
phototrophic microorganisms, that play an important role in stabilizing delta
sediments. However, these ecosystems are subjected to various kinds of
pollution, including copper metal contamination. This metal is present in
pesticides used against microalgae, which cause significant losses in rice

production.

The current study determines the capacity of different cyanobacteria and a
microalga, to sequestrate copper by means of Scanning Electron Microscopy
(SEM) coupled to an Energy Dispersive X-ray detector (EDX). For that,
unpolluted and polluted cultures of these microorganisms were analysed by this
technique. The results obtained demonstrated that all the microorganisms

tested are able to remove copper accumulating this metal extracellularly in
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extrapolymeric susbstances (EPS). SEM-EDX application in natural habitats

open up broad prospects for future studies of metal ecotoxicity.

Introduction

Microbial mats are benthic stratified ecosistems, widely distributed around the
globe in different environments, such as marine waters [1-4], fresh waters [5],
hypersaline ponds [6], estuaries [7], hot deserts [8], hot springs [9], soils [10],

antartic ice ponds [11] and hydrotermal vents in deep oceans [12].

The Ebro Delta is the third largest delta in the Mediterranean with a 320 km?
triangular surface and it is located at the northeastern coastline of the Iberian
Peninsula (0°35’E-0°56’E; 40°33'N—40°47’N). Different ecosystems such as:
microbial mats, marshes, salt ponds, dunes and sandy beaches provide habitat

for a large number flora and fauna species that form part of the Ebro Delta.

In the last years our research team has studied the Ebro Delta microbial mats
(Fig. 1a). These ecosystems, developed in water-sediment interfaces, are
formed by multilayered benthic microbial communities that are distributed along
vertical micro-gradients of different physical-chemical parameters (Fig. 1b).
Microorganisms such as cyanobacteria, algae, colorless sulfur bacteria, purple
sulfur bacteria and sulfate reducing bacteria, among others, are living in these
mats. Cyanobacteria are the most abundant phototrophic microorganisms and
they are located mainly in the upper green layer of microbial mats playing a very

important role in the stabilization of the sediments.
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Deltas are nowadays subjected to anthropogenic pollution, mainly as a
consequence of industrial activities that discharge their waste into the river and
the agriculture crops (rice and fruits), which increase the amount of pesticides in
deltas. All this circumstances causes serious environmental effects attributable
to the accumulation of the contaminants in sediments, water, soil and biota. The
predominant pollutants in these habitats are: herbicides, insecticides,

hydrocarbons and heavy metals [13].

The Ebro Delta is an ecosystem of major ecological and economic value, for
the large expanses of land are used for rice crops. In order to prevent the effect
of algae, widespread use is made of pesticides, which contains copper sulfate
[14]. Nevertheless, the doses used in pesticides can affect cyanobacteria, which
are the greatest primary producers of microbial mats and occupy a large area of
the aforesaid Delta. Copper (Cu) is an essential metal for cyanobacteria
because forms part of the plastocyanin and a c-type cytochrome oxidase
(necessary proteins for the photosynthesis) but at high concentrations cause

serious toxic effects [15, 16].

Faced with this problem, our group of work have studied how heavy metals
affect the cyanobacteria and microalgae by means of Confocal Laser Scanning
Microscopy (CLSM). On the other hand, many studies have been carried out to
demonstrate the capacity of these microorganisms to sequestrate metals using

electron microscopic techniques [17-20].

Among these methodologies SEM-EDX was selected to analyze
morphological differences among cyanobacteria and microalgae growing in

unpolluted and polluted cultures, and to demonstrate the presence of copper in
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the EPS in the same cultures. The advantages of using this methodology is that
it allows a qualitative and semi-quantitative analysis of the sample, through
determining the chemical constituents of this sample and their respective ratios

by comparing the spectra obtained from the assayed microorganisms.

Bearing in mind the problems that copper contamination present in these
ecosystems, the aim of this work is to determine the capacity of different
phototrophic microorganisms to sequestrate Cu by means of SEM-EDX, and
the role of these microorganisms in the copper bioremediation of the Ebro Delta

microbial mats.

Materials and Methods

Microorganisms and culture conditions

For this research, four phototrophic microorganisms were chosen: two
cyanobacteria from the Pasteur Culture Collection (PCC) [21], Chroococcus sp.
PCC 9106 and Spirulina sp. PCC 6313, and two microorganisms isolated from
Ebro Delta microbial mats, Microcoleus sp. DE2006 and the microalga DE2009
[22, 18]. The collection strains were grown in BG-11 and ASN Il (1:1 v/v)
medium [23], while the isolated microorganisms were grown in Pfennig mineral
medium [24]. All microorganisms were maintained at 27 °C and under light
conditions (15 uE m? s™).

Different concentrations of CuSO,4 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) were
used in the contamination experiments: 3 nM, 5 nM, 7 nM, 10 nM, 3 uM, 5 uM,
7 UM and 2 mM. All the studies were performed for 9 days in the above-

mentioned culture conditions.
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Scanning electron microscopy coupled to Energy dispersive X-Ray

microanalysis.

For SEM-EDX analysis, samples were uniformly distributed and filtered in
Nucleopore™ polycarbonate membrane filters (Whatman, Ltd.). Afterwards, the
samples were fixed in 2.5% glutaraldehyde Millonig’s buffer [25] (0.1M and pH4)
for 2 h and washed four times in the same buffer. Then, they were dehydrated
in increasing gradient concentrations of ethanol (30, 50, 70, 90 and 100%) and
dried by critical point (CPD 030 Critical Point Drier, BAL-TEC GmbH D - 58579
Schalksmuhle). Samples were mounted on aluminum metal stubs using an
electrically-conductive double-sided adhesive tape and then coated with a 5 um
gold layer (K550 Sputter Coater, Emitech, and Ashford, UK). Finally, samples
were viewed in a Zeiss EVO® MA 10 (Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen,
Germany) scanning electron microscope. An energy dispersive X-ray
spectrophotometer (EDX) Link Isis-200 (Oxford Instruments, Bucks, England)
operated at 20 kV coupled to the microscope was used for the elemental

analysis of the samples.

Results and Discussion

In this section are listed and discussed the results obtained about the capacity
to sequester copper of different cyanobacteria: Chroococcus sp. PCC 9106 and
Spirulina sp. PCC 6313 from culture collection and Microcoleus sp. DE2006 and

the microalga DE2009 isolated from Ebro Delta microbial mats.

Chroococcus sp. PCC 9106 is an unicellular marine cyanobacterium that

reproduces by binary fission. Cells are coccoid and vary in size from 28 to 32
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Mm in diameter. Cells occur singly or in pairs and are surrounded by a thick

sheath (Fig. 2a).

Spirulina sp. PCC 6313 is a marine gliding filamentous cyanobacterium that
divides exclusively by binary fission and grows in the form of an helix. The cross
walls are thin and invisible or nearly so with light microscopy. The width of the

trichomes is 2 ym (Fig. 2b).

Microcoleus sp. DE2006 is the dominant filamentous cyanobacterium in Ebro
Delta microbial mats [26], and plays a very important role in the stabilisation of
the deltaic sediments. This cyanobacterium, which also forms a consortium with
other heterotrophic bacteria, was isolated by our study group and maintained in
laboratory cultures [22]. Filaments of this cyanobacterium are densely packed
and surrounded by an homogeneous sheath that is sometimes coiled together
in an irregularly screw-like form. Cells from filaments vary in size from 3.13 to
3.75 um (Fig. 2c). The identification and characterization of the strain has been

carried out according to Bergey’s manual [27].

The microalga DE2009 was also isolated by our group from the Ebro Delta
samples [18]. This is an eukaryote phototrophic microorganism, that like
Microcoleus sp. DE2006, forms a consortium with different heterotrophic
bacteria. The microalga DE2009 cells are spherical, with a diameter of 7-9 um

and its chloroplasts are distributed laterally in the cell (Fig. 2d).

All microorganisms studied present EPS cellular envelopes. With respect to
the functions of the EPS, various authors have suggested protection against

dehydratation and UV radiation, biomineralization, phagocytosis and adhesion
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capacity to sequester metals [28, 29]. In the present study, we essayed different

metal doses from 3 nM to 2 mM of Cu on all the microorganisms tested.

Figure 3 details the results obtained from the Chrooccocus sp. PCC 9106
experiments, showing the corresponding images of this microorganism at
different tested concentrations and its EDX spectra. The graphs demonstrate
the ability of Chroococcus sp. PCC 9106 to extracellularly capture copper in
EPS envelopes. In this case, a peak corresponding to this metal (Fig. 3f) is
detected from 5 nM of Cu. In contrast, Spirulina sp. PCC 6313, though also able

to sequester copper, did not yield a positive result until 2 mM of Cu (Fig. 4h).

As regards microorganisms from the natural environment (Microcoleus sp.
DE2006 and the microalga DE2009), both sequestered copper in the EPS, the

first from a concentration of 10 nM (Fig. 5h) and the second from 5 uM (Fig. 6f).

Comparison of the obtained results demonstrates that all tested
microorganisms are capable of extracellularly sequestrating copper. However,
the fact that Spirulina sp. PCC 6313 has a much thinner envelope than the
other microorganisms might explain why higher doses of the metal are required
to obtain a positive result. From these results, we think, that the sensitivity of the
technique is very good since it can detect metal uptake at very low doses (5 nM
of Cu). Moreover, it is also important to highlight that the doses of metal used in
this work could be lower than those used in pesticides to inhibit the growth of
algae in rice fields. Additionally, the results obtained by Seder-Colomina et al.,
(sent to Ecotoxicology) demonstrate that the limits between the copper dose
having cytotoxic effect and that having an essential effect are very close in

cyanobacteria.
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Conclusions

From the results obtained in this paper, it can be concluded that phototrophic
microorganisms play a very important role in the bioreparation of sediments
polluted by copper, due to their ability to bioaccumulate this metal in the EPS.
We have also been led to conclude that SEM-EDX is an effective tool for this
type of study.

Finally, we believe that the use of pesticides containing copper salts in
agricultural areas close to microbial mats should be reviewed, due to the toxicity
of copper, which mainly affects the cyanobacteria responsible for the stability of

these ecosystems.
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Fig. 1 Ebro Delta microbial mats location a). Microbial mat structure. Phototrophic
microorganisms, green layer (—); purple sulfur bacteria, red layer (----) and sulfate
reducing bacteria, black layer (--+) b).
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Fig. 2 Confocal images of Chroococcus sp. PCC 9106 a), Spirulina sp. PCC 6313 b),
Microcoleus sp. DE2006 c¢) and microalga DE2009 d). Scale bar represents 50 um.
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Cu concentrations (3, 5 and 7 nM) are indicated in figures: a), c), €) and g). Its respective

EDX spectra are represented in figures: b), d), f) and h). Cu peaks are indicated by
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Chroococcus sp. PCC 9106 is an unicellular marine cyanobacterium that
reproduces by binary fission. Cells are coccoid and vary in size from 28 to 32
gm in diameter. Cells occur singly or in pairs and are surrounded by a thick

sheath (Fig. 2a).

Spirulina sp. PCC 6313 is a marine gliding filamentous cyanobacterium that
divides exclusively by binary fission and grows in the form of an helix. The cross
walls are thin and invisible or nearly so with light microscopy. The width of the

trichomes is 2 ym (Fig. 2b).

Microcoleus sp. DE2006 is the dominant filamentous cyanobacterium in Ebro
Delta microbial mats [26], and plays a very important role in the stabilisation of
the deltaic sediments. This cyanobacterium, which also forms a consortium with
other heterotrophic bacteria, was isolated by our study group and maintained in
laboratory cultures [22]. Filaments of this cyanobacterium are densely packed
and surrounded by an homogeneous sheath that is sometimes coiled together
in an irregularly screw-like form. Cells from filaments vary in size from 3.13 to
3.75 pm (Fig. 2c). The identification and characterization of the strain has been

carried out according to Bergey’s manual [27].

The microalga DE2009 was also isolated by our group from the Ebro Delta
samples [18]. This is an eukaryote phototrophic microorganism, that like
Microcoleus sp. DE2006, forms a consortium with different heterotrophic
bacteria. The microalga DE2009 cells are spherical, with a diameter of 7-9 ym

and its chloroplasts are distributed laterally in the cell (Fig. 2d).

99



Resultados

All microorganisms studied present EPS cellular envelopes. With respect to
the functions of the EPS, various authors have suggested protection against
dehydratation and UV radiation, biomineralization, phagocytosis and adhesion
capacity to sequester metals [28, 29]. In the present study, we essayed different

metal doses from 3 nM to 2 mM of Cu on all the microorganisms tested.

Figure 3 details the results obtained from the Chrooccocus sp. PCC 9106
experiments, showing the corresponding images of this microorganism at
different tested concentrations and its EDX spectra. The graphs demonstrate
the ability of Chroococcus sp. PCC 9106 to extracellularly capture copper in
EPS envelopes. In this case, a peak corresponding to this metal (Fig. 3f) is
detected from 5 nM of Cu. In contrast, Spirulina sp. PCC 6313, though also able

to sequester copper, did not yield a positive result until 2 mM of Cu (Fig. 4h).

As regards microorganisms from the natural environment (Microcoleus sp.
DE2006 and the microalga DE2009), both sequestered copper in the EPS, the

first from a concentration of 10 nM (Fig. 5h) and the second from 5 uM (Fig. 6f).

Comparison of the obtained results demonstrates that all tested
microorganisms are capable of extracellularly sequestrating copper. However,
the fact that Spirulina sp. PCC 6313 has a much thinner envelope than the
other microorganisms might explain why higher doses of the metal are required
to obtain a positive result. From these results, we think, that the sensitivity of the
technique is very good since it can detect metal uptake at very low doses (5 nM
of Cu). Moreover, it is also important to highlight that the doses of metal used in
this work could be lower than those used in pesticides to inhibit the growth of

algae in rice fields. Additionally, the results obtained by Seder-Colomina et al.,
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(sent to Ecotoxicology) demonstrate that the limits between the copper dose
having cytotoxic effect and that having an essential effect are very close in

cyanobacteria.

Conclusions

From the results obtained in this paper, it can be concluded that phototrophic
microorganisms play a very important role in the bioreparation of sediments
polluted by copper, due to their ability to bioaccumulate this metal in the EPS.
We have also been led to conclude that SEM-EDX is an effective tool for this
type of study.

Finally, we believe that the use of pesticides containing copper salts in
agricultural areas close to microbial mats should be reviewed, due to the toxicity
of copper, which mainly affects the cyanobacteria responsible for the stability of

these ecosystems.
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3.3.3. Effect of copper an lead on two consortia of phototrophic

microorganisms and their capacity to sequester heavy metals.

En los dos apartados anteriores se han estudiado separadamente diferentes
microorganismos fotétrofos para determinar su capacidad para tolerar o resistir
el cobre, un metal que se ha demostrado es muy téxico incluso a muy bajas
concentraciones. Estos mismos microorganismos se encuentran en el delta del
Ebro (Tarragona, Espafia), un area protegida, que recibe la contaminacion por
metales, que arrastra el rio Ebro como resultado de la contaminacion agricola e
industrial. Los tapetes microbianos ocupan un area importante de este
ecosistema, los cuales también a su vez se han visto afectados por dicha
contaminacion. Los microorganismos mencionados forman parte de los tapetes
microbianos que estabilizan el delta al formar consorcios entre ellos y los

microorganismos heterotroficos.

Diferentes estudios realizados por nuestro grupo de trabajo constatan la
habilidad, especialmente de las cianobacterias y también de Scenedesmus sp
DE2011 una microalga para captar metales. No obstante y en general no se
conocen estudios que analicen la habilidad de las asociaciones entre
microorganismos para captar metales frente a la captacion de los mismos en su

crecimiento individual.

El objetivo de este articulo ha sido, por tanto el determinar la capacidad
de dos consorcios (Sp+Ch) y (Ge+Sc) tanto para tolerar-resistir el cobre y el
plomo como para biocaptarlos. Al mismo tiempo se han considerado los

mMismos microorganismos por separado para comparar ambos resultados y de
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este modo poder evaluar si los consorcios son mas eficientes para captar

metales.

Las técnicas utilizadas especificamente para este objetivo han sido: el
CLSM-Ascan; el SEM-EDX y el TEM-EDX, que se ha descrito en la seccion 2.5.
Los resultados obtenidos demuestran que los dos consorcios son
especialmente muy tolerantes-resistentes al plomo y con una gran capacidad
para captarlo, tanto extracelularmente, en sus envueltas de sustancias
poliméricas extracelulares, como intracelularmente, en sus inclusiones de

polifosfato.

Sin embargo, aunque los consorcios mantienen también la capacidad de
captar cobre extracelularmente, toleran dosis inferiores de este metal, por lo

que se concluye que son mejores bioreparadores de plomo que de cobre.

No obstante en todos los casos es mayor el efecto bioreparador de los
consorcios que de los microorganismos creciendo por separado, ya que suman
su capacidad de captacién sin que se observe ningun efecto inhibitorio entre

los microorganismos que los forman.

El trabajo que se presenta en este articulo, abre nuevas perspectivas
para una mejor comprension del papel de los consorcios en los ecosistemas

naturales contaminados por metales.

Este articulo esta pendiente de publicacion en la revista Aquatic

Toxicology, por este motivo se adjunta en el Anexo |.
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4. Discusion.

La actividad industrial y agricola (como se ha mencionado con anterioridad)
genera graves problemas al verter en los rios sus residuos, los cuales se
acumulan en los sedimentos durante su curso o se depositan finalmente en los
deltas. Uno de los ejemplos mas recientes de gravisima contaminacién
ambiental es la que ha soportado el rio Ebro, durante muchos afios,
almacenando en sus sedimentos toneladas de fango, contaminado por el
vertido indiscriminado de residuos procedentes de la fabrica de Flix
(Tarragona). Desgraciadamente el tema es de actualidad, ya que la
recuperacién del rio es una obra practicamente de ingenieria, altamente
costosa y que requiere un complejo equipo de profesionales para llevar a cabo

la detoxificacion.

Los deltas son zonas en general muy ricas desde un punto de vista
agricola y ecoldgico, y que por otra parte es necesario conservar, como es el
caso del delta del Ebro ya que forma parte de la lista de Zonas Humedas de
Importancia Internacional (Convencion Ramsar), un tratado intergubernamental
que esta en vigor y ademas cabe resaltar que desde el afo 1983 la mayor
parte de las areas naturales de este delta, se reconocen como “Parque Natural

del delta del Ebro”, debido a su importancia bioldgica y cultural.

Diferentes estrategias se han ensayado para recuperar los ambientes
que ya han sido y que continuan siendo contaminados por los vertidos, entre
ellos los materiales pesados. Aunque haya una tendencia generalizada en
identificar los vertidos industriales como responsables de la contaminacién por
metales, se debe considerar que muchos de los fertilizantes y plaguicidas
utilizados en los cultivos agricolas como en el caso del arroz contiene
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contaminantes metalicos que por la frecuencia con la que estos productos se
utilizan agravan el problema. En la presente tesis se han seleccionado dos
metales el cobre y el plomo que se han encontrado como contaminantes
habituales en el rio Ebro, valordndose cuales son las fuentes de
contaminancién por estos metales y su impacto a nivel estatal. Asi, dosis de
plomo de 50-1450 mg Kg™' se han encontrado en los andlisis quimicos de los
productos que se aplican en el cultivo de arroz en Espafa, principalmente en
los fertilizantes fosfatados (Webber et al., 1984 y Alloway et al., 1988). Mas
recientemente Nziguheba & Smolders, (2008) estimaron que en paises
europeos, incluida Espana, el vertido de plomo a través de los fertilizantes

podria llegar a serde 2.9 mgKg™.

Por otra parte de acuerdo con Gimeno-Garcia et al., (1996), trazas
importantes de este metal se han encontrado también en los pesticidas de uso
comun en este mismo tipo de actividad agricola en cantidades que van desde 5

hasta 10 mg Kg™.

En este mismo sentido, para el caso del cobre llama la atencion que su
fuente de contaminacion no solo sean los alguicidas, sino también los
fertilizantes que se constituyen en una importante fuente adicional de este
metal. Segun Gimeno-Garcia et al., (1996), en un calculo realizado en la
década de los arfios 90, en Espafia se utilizaba 99.3 Kg Ha™' de fertilizantes en
las tierras cultivadas y 29.9 Kg Ha™ de pesticidas cada afio. Estos datos, asi
como la informacién obtenida en esta tesis doctoral demuestran hasta que
punto es necesaria la innovacion constante de tecnologias, que ayuden a paliar

este grave problema medioambiental.
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Hasta ahora los métodos de extraccién utilizados como se ha
mencionado en el Capitulo 1 ante una contaminacién considerada como grave,
son meétodos fisico-quimicos: electro quimicos, de intercambio idnico, entre
otros (Bai et al., 2008). Estos ultimos ademas de muy costosos, normalmente
generan a su vez nuevas contaminaciones. De ahi que aun siendo necesarios
se considere a su vez, la utilizacion de microorganismos cuando ello sea

posible.

Sin embargo, se conoce muy poco del papel que puedan tener los
microorganismos, especialmente los consorcios, en su propio ambiente natural
en la captacion de metales, principalmente cuando las dosis de estos no son

elevadas y que por tanto no se consideran como de alto riesgo ambiental.

Este es el caso del delta del Ebro, un ecosistema (descrito en el Capitulo
1 de esta tesis) en el que existe una abundante proliferacion de tapetes
microbianos, en los que se da una gran abundancia de cianobacterias y
microalgas que forman estrechas interacciones entre ellas y otros

microorganismos heterétrofos (consorcios).

Si resulta poco conocido el papel de estos microorganismos en forma
individual en la detoxificaciéon por metales, todavia es menos conocido el papel
de los consorcios y especialmente de los microorganismos que son autéctonos
en el ambiente natural, ya que la mayor parte de los trabajos publicados se han

realizado en cultivos de laboratorio.

Estos estudios aunque aportan muchos datos, no son en ocasiones

extrapolables a los habitas naturales.
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Considerando lo expuesto, y como ya se ha mencionado, el objetivo de
la presente tesis doctoral, ha sido determinar la capacidad de los consorcios de
microorganismos fotétrofos para reparar ambientes contaminados por metales,
en este caso los tapetes microbianos del delta del Ebro. Para ello los
microorganismos que forman los consorcios se han seleccionado a partir de
microorganismos aislados del propio habitat natural o de la coleccion de
cultivos Pasteur, pero que se consideraron previamente que también eran muy
abundantes en los tapetes microbianos. Se ha partido para esta tesis de la
informacion obtenida en trabajos previos realizados por nuestro grupo de
trabajo, en lo que hace referencia a la capacidad bioreparadora o bioindicadora
de diferentes microorganismos frente a distintos metales (Burnat et al., 2009;
Maldonado et al., 2011; Puyen et al., 2012a; Puyen et al., 2012b, y en la

presente tesis)

En el capitulo 3 se ha expuesto el trabajo experimental realizado en la
presente tesis doctoral en tres secciones que se discuten a continuacion.

Uno de los principales problemas para determinar la capacidad
bioreparadora de los microorganismos fotétrofos, que por otra parte son los
mas abundantes en los tapetes microbianos y en muchos otros tipos de
ecosistemas, es disponer de técnicas apropiadas tanto para determinar su
capacidad de T-R a los metales, como para evaluar su habilidad para captarlos.

En este sentido tanto en trabajos previos como en la presente tesis se
han puesto a punto metodologias alternativas, dada la imposibilidad de utilizar
métodos clasicos, en microorganismos que tienen dificultad para crecer o que

incluso no crecen en medios soélidos. Para ello se han realizado distintos
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experimentos para solventar este problema. Los mejores resultados se han
obtenido mediante la aplicaciéon del CLSM-Ascan, que permite determinar las
variaciones de intensidad de fluorescencia media (MFI) de los microorganismos
in vivo, a nivel celular y sin manipulacién de la muestra (Burnat et al,. 2010,

Maldonado et al., 2010b, y en la presente tesis).

Sin embargo, se desconocia la sensibilidad de esta técnica y tampoco se
habia estudiado un amplio rango de concentraciones de metales que
permitieran comparar en los consorcios los espectros de la MFI de las
diferentes concentraciones de metales, con respecto a los experimentos control

y ademas con precisién hasta un nivel de concentracion nanomolar.

En este Capitulo de Discusion, se sumarizan los resultados obtenidos

mediante tablas, para una mejor comprension de estos.

En la Tabla 1, se indican los resultados obtenidos mediante esta
metodologia con respecto al célculo de la sensibilidad de la técnica y la T-R de
los microorganismos que forman los consorcios con respecto al cobre y al

plomo.
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Tabla 1. Capacidad de los consorcios para tolerar o resistir diferentes
concentraciones de cobre y plomo evaluada mediante CLSM-Ascan.

Consorcios | Microorganismo Concentraciones de Cu T-R®
ensayadas
o Sp 1, 3,5 7,10 nM 1 nM
Sp’ +Ch Ch 1, 3,5, 7, 10 nM 1nM
Ge® +Sc! Ge 0.1, 0.3, 1, 5,7 uM 1 uM
Sc 0.1, 0.3, 1, 5,7 uM 1 uM
Concentraciones de Pb
ensayadas
Sp 0.1,0.5,0.75,1,2 mM 0.1 mM
Sp + Ch Ch 0.1,0.5,0.75,1,2 mM 0.1 mM
Ge + Sc Ge 0.05,0.1,0.25,0.5,0.75 mM | 0.75 mM
Sc 0.05,0.1,0.25,0.5,0.75mM | 0.1 mM

1. Spirulina sp. PCC 6313
2. Chroococcus sp. PCC 91
3. Geitlerinema sp. DE2011

06

4. Scenedesmus sp. DE2009

5. Tolerancia - Resistencia
*. Sensibilidad de la técnica
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Por los resultados expuestos se ha determinado que la sensibilidad de la
técnica es de 1nM. Ello indica la fiabilidad de este método, ya que permite
detectar dosis muy bajas del metal. Cabe ademas resaltar que la técnica se
aplica in vivo, y a nivel celular.

Por otra parte para que los consorcios puedan ser considerados
bioreparadores de metales, es importante conocer su T-R a los metales. Los
resultados indicados en la misma tabla, sefalan que el consorcio formado por
los microorganismos aislados del delta del Ebro (Ge+Sc) son mas resistentes al
cobre (1 uM; 1 uM) que los microorganismos de colecciéon que forman el
consorcio (Sp+Ch) (1 nM; 1 nM) y que por lo tanto este ultimo consorcio es
altamente sensible al metal. También, autores como Sunda et al., (1995),
demostraron la alta toxicidad de este metal a dosis muy bajas (desde 0.5 hasta
5 nM) en Synechococcus sp. En esta tesis también, se demostro en el apartado
3.3.1 que la dosis toxica para Sp y Ch esta muy proxima a la dosis necesaria
para su crecimiento.

En todos los resultados obtenidos se observa también una correlacion
inversa entre el espectro de la MFI y la dosis de metal ensayada, lo que se
manifiesta por una disminucion de la MFI a mayores concentraciones de metal.
En este mismo sentido, resultados similares se mostraron en la presente tesis
cuando se evalud la T-R de estos mismos microorganismos frente al cobre,
pero en cultivo individual, tal como se discutié en el apartado antes mencionado
(3.3.1). En este mismo apartado se indica el efecto del cobre en la
plastocianina que implica una disminucién de la autofluorescencia en el
proceso de la fotosintesis segun experimentos realizados por De la Cerda et

al., (2008).
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Sin embargo Ch y Sc mostraron en los cutivos de sus respectivos
consorcios una fotoestimulacién a dosis mas altas de metal, que se ha descrito
también por otros autores como un efecto negativo (Kimimura & Katoh, 1975).
Similares resultados obtuvieron Shing et al., (2012) al exponer distintas
cianobacterias a los metales pesados.

Con respecto al plomo, también el consorcio Ge+Sc es mas resistente

(0.75 mM; 0.1 mM) que el consorcio Sp+Ch (0.1 mM; 0.1 mM).
En general, puede ademas concluirse que ambos consorcios son mas
resistentes al plomo que al cobre, pero que el consorcio (Ge+Sc) tiene ademas
una mayor T-R a ambos metales. Esto ultimo tiene especial relevancia ya que
los microorganismos que componen este consorcio son autoctonos del
ambiente natural estudiado.

Como se ha indicado en el Capitulo de Resultados, una vez analizada la
T-R de los consorcios, el siguiente objetivo era determinar su capacidad para
captar metales, tanto extra como intracelularmente.

También en este caso, se habian ensayado con anterioridad diferentes
microorganismos tanto heterétrofos como fototrofos y distintos metales
(Maldonado et al., 2010; Maldonado et al., 2011; Puyen et al.,, 2012 y la
presente tesis) pero se desconocia igualmente en este aspecto el papel de los
consorcios de microorganismos fototrofos en dicha captacién. Al igual que en el
caso de la T-R, también se desconocia la sensibilidad del SEM-EDX y del
TEM-EDX para captar metales.

En la Tabla 2., también se sumarizan los resultados obtenidos tanto de evaluar
la sensibilidad del SEM-EDX, como de analizar la captacion externa del metal

por esta misma técnica.
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Tabla. 2. Capacidad de los consorcios para la captacion extracelular de
diferentes concentraciones de cobre y plomo evaluada mediante el

SEM-EDX.
Consorcios | Microorganismo Concentraciones de Cu C.E.C.Cu’
ensayadas
Sp 1, 3,5, 7, 10 nM + 10nM°®
Sp'+Ch? Ch 1, 3, 5, 7, 10nM + 10nM®
Ge® + Sc¢* Ge 0.1, 0.3, 1, 5,7 uM +5 uM®
Sc 0.1, 0.3, 1, 5,7 uM + 0.3 pM®
Concentraciones de Pb | C.E.C. Pb®
ensayadas
Sp 0.1,0.5,0.75, 1, 2 mM +1 mMm°
Sp + Ch Ch 0.1,0.5,0.75,1,2 mM + 1 mM°
Ge + Sc Ge 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 mM | + 0.75 mM°
Sc 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 mM N.D’

1. Spirulina sp. PCC 6313
2. Chroococcus sp. PCC 9106

3. Geitlerinema sp. DE2011
4. Scenedesmus sp. DE2009
5. Captacion Extracelular de cobre

6. Captacion Extracelular de plomo
7. No detectado a las concentraciones ensayadas en

este trabajo

8. Dosis desde la cual se detecta captacion de cobre
9. Dosis desde la cual se detecta captacion de plomo
*. Sensibilidad de la técnica
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Con respecto a la captacion extracelular de cobre y plomo, por parte de
ambos consorcios, se ha podido demostrar mediante el SEM-EDX, que ambos
consorcios son eficientes en la captacion de ambos metales, que se retienen
en las envueltas celulares de los microorganismos que estan formadas por
sustancias poliméricas extracelulares (EPS).

La captacion externa del cobre se detecta a partir de 10 nM en ambos
microorganismos del consorcio (Sp+Ch), mientras que en el consorcio (Ge+Sc)
se detecta a partir de 5000 nM y 30 nM respectivamente.

Para el plomo, la captacion externa se detecta a partir de 1 mM en los
dos microorganismos del consorcio (Sp+Ch), y a partir de 0.75 mM para el
consorcio (Ge+Sc) con excepcidn del microorganismo Sc en el que no se pudo
detectar plomo a las concentraciones ensayadas.

Se ha demostrado repetidas veces y por distintos autores que el EPS
retiene en general los metales (Decho, 1994). También Sharma et al., (2008)
demostraron la captacién de cromo en cultivos de Nostoc y Gloeocapsa sp, en
forma pasiva, lo que significa para el microorganismo el poder contar con una
barrera detoxificadora de metales. Trabajos mas recientes realizados por
Puyen et al (2012) demostraron ademas la afinidad por los diferentes metales
que pueden tener distintos componentes quimicos de la célula como: acidos
urénicos, proteinas y carbohidratos, en Micrococcus Iluteus DE2008, un
microorganismo heterotrofo también aislado de los tapetes microbianos del
delta del Ebro. También en el presente trabajo se ha determinado la captacién
intracelular del cobre y el plomo por parte de ambos consorcios, mediante el
TEM-EDX. Este tipo de captaciéon implica que las células estén vivas, ya que se

trata de un proceso activo.
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3, corresponden
unicamente a la contaminacion por plomo, ya que en el caso del cobre se
detecté contaminacién externa debida a este metal y por tanto los resultados

no fueron concluyentes.

Tabla. 3. Capacidad de los consorcios para la captacion intracelular de
diferentes concentraciones de plomo evaluada mediante el TEM-

EDX.
Consorcios | Microorganismo Concentraciones de Pb C.I.C. Pb®
ensayadas
Sp 0.1,0.5,0.75,1,2 mM +1 mM°
Sp' +Ch? Ch 0.1,05,0.75,1,2 mM__| +0.75 mM°®
Ge® + Sc* Ge 0.05,0.1,0.25,0.5,0.75mM | +0.1 mM°
Sc 0.05,0.1,0.25,0.5,0.75mM | + 0.1 mM°

. Spirulina sp. PCC 6313

. Chroococcus sp. PCC 9106

. Geitlerinema sp. DE2011

. Scenedesmus sp. DE2009.

. Captacion Intracelular de plomo

. Dosis desde la cual se detecta captacién de plomo
Sensibilidad de la técnica.

LFO O OWON -
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En esta tabla se observa que la captacion intracelular del plomo para el
consorcio (Sp+Ch) es de 1 mM y 0.75 mM respectivamente, mientras que para
el consorcio (Ge+Sc) es de 0.1 mM en ambos casos.

Es interesante resaltar que en el caso del plomo y para el consorcio
Ge+Sc, se produce una captacién activa antes que pasiva demostrada por los
resultados comparativos obtenidos mediante el SEM-EDX y el TEM-EDX

respectivamente.

Los resultados demuestran que todos los microorganismos de los dos
consorcios evaluados son capaces de captar plomo, en sus inclusiones
intracitoplasmaticas (inclusiones de polifosfato). Ademas se ha podido
demostrar mediante los espectros de EDX, que estas inclusiones son de
polifosfato (PP) ya que contienen P y Ca. La afinidad por los metales que
presentan estas inclusiones es conocida y ha sido demostrada en otros
microorganismos por diferentes autores (Jensen & Sicko, 1974; Surosz &
Palinska, 2004; Burnat et al., 2010; Maldonado et al., 2010b, Pereira et al.,
2011; y en esta tesis).

Considerando todos los resultados expuestos se puede concluir que
especialmente el consorcio (Ge+Sc) podria ser considerado para bioreparar
ambientes contaminados, tanto por plomo como por cobre, de manera mas
eficiente que el consorcio (Sp+Ch), ya que los microorganismos que lo forman
son de facil cultivo, autdctonos en los tapetes microbianos del delta del Ebro y
con capacidad para captar metales.

De los resultados obtenidos mediante la aplicacion de las tres

metodologias: CLSM, SEM-EDX y TEM-EDX y considerando los resultados de
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manera global, se podria afirmar que los consorcios tienen un importante
potencial bioreparador de ambientes contaminados por metales, ya que
ademas los microorganismos que los forman no se inhiben entre ellos, sino que
potencian su capacidad de captacién, y por lo tanto es muy interesante
considerar el papel, que estos probablemente realizan en su propio ambiente
natural, donde las asociaciones entre microorganismos son habituales.

Por otra parte, cabe considerar, que los microorganismos que presentan
una baja T-R a los metales podrian ser ademas buenos bioindicadores de
contaminacién, ya que presentan alteraciones del espectro de la MFI a dosis
muy bajas de metal.

Estas conclusiones de manera mas detallada se exponen a continuacion

en el capitulo de Conclusiones.
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5. Conclusiones.
Conclusiones obtenidas a partir de la optimizacion metodologica.

En esta seccidn y de acuerdo a los objetivos de la presente tesis, se extraen
las conclusiones mas importantes obtenidas a partir de los resultados. En
primer lugar se remarcan las conclusiones resultantes de la optimizacién de los
métodos y en segundo lugar las de los resultados presentados como articulos.

Uno de los aspectos también importante del trabajo experimental
presentado, ha sido determinar la sensibilidad de los métodos de microscopia
utilizados, y optimizar las técnicas tanto para determinar la tolerancia
resistencia de los consorcios a los metales como para analizar su capacidad

para captarlos.

Las conclusiones que se derivan de esta optimizacion son las siguientes:

1. Para ensayar la T-R de los consorcios a los metales se ha
determinado previamente la sensibilidad del CLSM-AScan. Para ello se ha
utilizado un amplio margen de concentraciones tanto de cobre como de plomo
que se han ensayado sobre los microorganismos seleccionados. La
sensibilidad de la técnica es de 1nM, lo que significa que el CLSM-AScan es un
método muy eficaz para detectar alteraciones a nivel de los espectros de la MFI
debidas a la presencia de los metales en una muestra, incluso cuando la
contaminacion por metales es a dosis muy bajas. Ademas las muestras se

analizan in vivo y a nivel celular.
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2. Analogos experimentos se han realizado para la captacién de metales
por los consorcios. En este caso, los resultados indican que la sensibilidad del
SEM-EDX es de 10 nM y que por tanto el SEM-EDX es un buen método para

evaluar la captacion extracelular de los metales (captacion pasiva).

3. Con respecto al TEM-EDX, también se ha evaluado la sensibilidad de la
técnica que es de 0.1 mM. Aunque esta técnica es menos sensible que la de
los casos anteriores, sigue siendo una metodologia muy util para determinar la
captacion intracelular de metales (transporte activo) por parte de los
microorganismos, ya que las dosis encontradas en ambientes contaminados

son superiores a las ensayadas en el presente trabajo.

4. Por primera vez se optimiz6 una metodologia que permita evaluar la
fluorescencia emitida por cada uno los de microorganismos que forman los
consorcios en cultivos contaminados por metales, sin ningun tipo de

solapamiento entre ellos.
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Conclusiones obtenidas a partir de los resultados presentados como
articulos

El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido determinar la capacidad
bioreparadora de los consorcios: (Sp+Ch) y de (Ge+Sc) frente a los metales
cobre y plomo. Las conclusiones que se han obtenido utilizando cada una de

las metodologias aplicadas se detallan a continuacion:

5. Aplicando el método CLSM-AScan se ha determinado que el
consorcio (Ge+Sc) es mas resistente al cobre (100 nM) que el consorcio
(Sp+Ch) (1 nM) y que por lo tanto éste ultimo es muy sensible al metal.

Con respecto al plomo, también el primer consorcio es mas resistente (0.75
mM; 0.1 mM) que el segundo (0.1mM; 0.1 mM).

En general, puede ademas concluirse que ambos consorcios son mas
resistentes al plomo que al cobre, pero que el consorcio (Ge+Sc) tiene ademas
una mayor T-R a ambos metales. Esto ultimo tiene especial relevancia ya que

los microorganismos que componen este consorcio son autoctonos.

6. Con respecto a la captacion extracelular de cobre y plomo, por parte
de ambos consorcios, se ha podido demostrar mediante el SEM-EDX, que
ambos consorcios son eficientes en la captacion de ambos metales, que
retienen en las envueltas celulares de los microorganismos que estan
formadas por sustancias poliméricas extracelulares.

La captacion externa del cobre se detecta a partir de 10 nM en ambos

microorganismos del consorcio (Sp+Ch), mientras que en el consorcio (Ge+Sc)
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lo hace a partir de 5 yM y 0.3 pM cada uno de sus microorganismos

respectivamente.

7. Mediante el TEM acoplado al EDX se ha determinado la captacion
intracelular del plomo, que es para el consorcio (Sp+Ch): 1 y 0.75 mM
respectivamente, mientras que para el consorcio (Ge+Sc) es de 0.1 mM en
ambos casos. Los resultados demuestran que todos los microorganismos de
los dos consorcios son capaces de captar plomo, en sus inclusiones
intracitoplasmaticas (inclusiones de polifosfato). Por otro lado, los resultados
obtenidos a partir de los consorcios contaminados con cobre, no han sido
consideras concluyentes, debido a la contaminacién externa que provoca el

mismo microscopio, enmascarando los resultados obtenidos.

8. Considerando todos los resultados expuestos se puede concluir que
especialmente el consorcio (Ge+Sc) podria ser considerado para bioreparar
ambientes contaminados, tanto por plomo como por cobre, de manera mas
eficiente que el consorcio (Sp+Ch), ya que los microorganismos que lo forman
son de facil cultivo, autdctonos en los tapetes microbianos del delta del Ebro y

con capacidad para captar metales.

9. Por otra parte, cabe considerar, que los microorganismos que
presentan una baja T-R a los metales podrian ser buenos biondicadores de
contaminacion, ya que presentan alteraciones en el espectro de la MIF a dosis

muy bajas de metal.
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10. Finalmente, es muy importante resaltar, no solo el potencial
bioreparador de los consorcios con respecto a los metales, sino que también se
deberia considerar el papel, que estos probablemente realizan en su propio
ambiente natural, donde las asociaciones entre microorganismos son

habituales.
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Abstract Microbial mats are coastal ecosystems that
consist mainly of cyanobacteria, primary producers in these
habitats that play an important role in stabilising delta
sediments. However, these ecosystems are subject to var-
ious kinds of pollution, including metal contamination,
placing their survival at risk. Among heavy metals, copper
is an essential metal at low doses and toxic at high doses.
This metal is present in different pesticides used in rice
production, a thriving agro-industry in the Ebro Delta
(Spain). For several years, our group has been studying the
Ebro Delta microbial mats and has developed a method for
determining the effect that metals cause on cyanobacteria
populations. This method is based on confocal laser
microscopy coupled to a spectrofluorometer, which rapidly
provides simultaneous three-dimensional information on
photosynthetic microorganisms and their fluorescence
spectra profiles. The current study determines the copper
effect on different photosynthetic microorganisms from
culture collection (Chroococcus sp. PCC 9106 and Spiru-
lina sp. PCC 6313) and isolated from the environment
(Microcoleus-like and the microalga DE2009). Comparing
all results obtained it can be observed that the minimum
dose of Cu that is capable of significantly altering chloro-
phyll a (chl @) fluorescence intensity were 1 x 1077 M in
Chroococcus sp. PCC 9106; 1 x 1077 M in Spirulina sp.
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PCC 6313;3 x 107" M in Microcoleus and 5 x 10" M in
the microalga DE2009. Moreover, the sensitivity of the
technique used was 1 x 1077 M.

Keywords CLSM - Copper - Cyanobacteria -
Microalgae - Microbial mats

Introduction

The high quantity of metals that are released every day into
the environment as a result of agricultural and industrial
activity can be highly toxic in ecosystems and this affects
living beings, sometimes irreversibly (Nogales et al. 2011).
In recent years, cyanobacteria have been the object of
research into metal biosorption and toxicity studies (Gong
et al. 2005; Solisio et al. 2006; Babu et al. 2010).

Until now, different studies have focused on the changes
in diversity and biomass, especially in microorganism
populations, to determine the effect of metals. The appli-
cation of molecular techniques, extraction and pigment
quantification techniques (in the case of photosynthetic
microorganisms) (Chakraborty et al. 2010; Kalinowska and
Pawlik-Skowronska 2010), and the use of the minimum
inhibitory concentration (MIC) assays (Maldonado et al.
2010a) have been, among others, the most widely used
methodologies. However, most of these methods require
long protocols, which means that the information obtained
does not show a direct effect of metals at the cellular level
(i.e. cytotoxicity). It is important to note that when perform
a study of cyanobacteria and algae, which is the main
objective of this paper, the application of some of these
techniques is even more problematic, as many of these
microorganisms, especially the filamentous, grow irregu-
larly on a Petri dish or do not grow on a solid medium.
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The advantages of using a confocal laser scanning
microscope (CLSM), coupled to a spectrofluorometric
detector for the study of cyanobacteria were described by
Roldan et al. (2004). Our study group has optimised this
methodology to determine the effect of metals on different
populations of photosynthetic microorganisms. The
advantage of the technique is that it does not require any
type of staining, as the CLSM captures the natural fluo-
rescence emitted by the photosynthetic pigments of these
microorganisms. When working with consortia of micro-
organisms in vivo, this technique allows the distinction to
be made between autofluorescence of phototrophic micro-
organisms without making the heterotrophic bacteria visi-
ble (Burnat et al. 2010; Maldonado et al. 2010b, 2011).

The Ebro Delta (40°40'N, 0°40’E, Tarragona, Spain) is
an ecosystem of major ecological and economic value, for
the large expanses of land are used for rice crops. The Ebro
Delta is a protected area, although both the river and the
delta today are subjected to anthropogenic pollution, mainly
as a consequence of industrial activities that result in waste
being discharged into the river and onto the agricultural
crops (rice and fruit), which in turn increases the level of
pesticides in the Delta (Mafiosa et al. 2001). In order to
prevent the effect of algae in rice crops, widespread use is
made of pesticides, which contains copper sulphate (Salam
and El-Fadel 2008). Copper is an essential metal at low
doses that acts as a cofactor for different enzymes, including
plastocyanin (De la Cerda et al. 2008). Nevertheless, the
doses used in pesticides can affect cyanobacteria, which are
the most abundant microorganisms in the Ebro Delta
microbial mats, and also the greatest primary producers of
microbial mats, which occupy a large area of the Ebro Delta
(Esteve et al. 1994; Guerrero et al. 2002).

The aim of this study is: (1). To determine the effect of the
copper, in vivo and at the cellular level, on phototrophic
microorganisms using CLSM coupled to a spectrofluoro-
metric detector (CLSM-/scan) and (2). To determine the
minimum metal dose capable of significantly altering the
fluorescence intensity of chlorophyll a, chl a (used as a
marker).

To do this, we assayed the effect of copper in culture
collection strains and in microorganisms that had been
isolated from the natural environment. We also studied the
sensitivity of the technique and its reliability at very low
metal concentrations.

Materials and methods
Microorganisms and culture conditions

For this work four phototrophic microorganisms were
selected: two cyanobacteria from Pasteur Culture
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Collection (PCC) (Herdman et al. 2005), Chroococcus sp.
PCC 9106 and Spirulina sp. PCC 6313, and two microor-
ganisms isolated from Ebro Delta microbial mats, Microco-
leus-like and the microalga DE2009.

Cyanobacteria from culture collection were grown in BG-
11 and ASNIII (1:1 v/v) medium, respectively (Rippka et al.
1979), while the photosynthetic microorganisms isolated
from microbial mats were grown in Pfennig mineral medium
(Pfennig and Triiper 1992). All microorganisms were
maintained at 27 °C and under light conditions of 15 pE m™>
s

Different concentrations of CuSO, (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) from 1 x 1077t 10 x 107*M Cu,
were used in dose response experiments. All experiments
were performed for 9 days using the media, light and
temperature conditions mentioned above.

Confocal laser microscopy

Samples from the different polluted and unpolluted cul-
tures were observed in vivo in standard microscopy glass
slides. The analysis of pigments was carried out using the
function of the CLSM-/Ascan (Leica TCS SP5; Leica Hei-
delberg, Germany). The information obtained with this
technique shows the emission spectrum of the pigments
according to the region of the emitted wavelength and
intensity of fluorescence emitted. Each image sequence
was obtained by scanning the same xy optical section
throughout the visible spectrum. Images were acquired at
the z position at which the fluorescence was maximal, and
acquisition settings were constant throughout the experi-
ment (Maldonado et al. 2010b).

The sample excitation was carried out with an Argon
Laser at 488 nm (Aqx. 488) with a 3 nm Astep size and an
emission wavelength between 600 and 750 nm. In order to
measure the mean fluorescence intensity (MFI) of the xy4,
CLSM data sets obtained by means of the Leica Confocal
Software (Leica Microsystems CMS GmbH) were used. In
these confocal images the pseudo-colour palette 4 was used,
where warm colours represent the maximum intensities and
cold colours represent the low intensities of fluorescence.
The regions-of-interest (ROIs) function of the software was
used to measure the spectral signature. For each sample, 70
ROIs of 1 um? taken from cells were analyzed.

Statistical analysis

The statistical analyses used were One-way analysis of
variance (ANOVA) and Bonferroni’s and Tukey’s com-
parisons post hoc tests. Differences were considered sig-
nificant at p < 0.05 and/or p < 0.01. PASW Statistics
software (v.18 for Windows XP) was used to perform the
analyses.
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The EC50 values were calculated by fitting the data
obtained with a log normal sigmoidal curve, using a non-
linear regression (GraphPad Prism, version 5 for Mac OS X).

Results and discussion

Two microorganisms selected from culture collection:
Chroococcus sp. PCC 9106 and Spirulina sp. PCC 6313
were chosen since they are found in abundance in micro-
bial mats.

Chroococcus sp. PCC 9106 is a unicellular marine
cyanobacterium that reproduces by binary fission. Cells are
coccoid and vary in size from 28 to 32 um in diameter.
Cells occur singly or in pairs and are surrounded by a thick
sheath. Spirulina sp. PCC 6313 is a marine gliding

filamentous cyanobacterium that divides exclusively by
binary fission and grows in the form of a helix. The cross
walls are thin and invisible or nearly so with light
microscopy and no sheath is visible. The width of the
trichomes is 2 pm.

In the present study, and to calculate the minimum
concentration affecting the pigment intensity, in the first
experiment we assayed high metal doses from 1 x 107° to
10 x 107® M of Cu, and in the second used lower doses
from 1 x 107 to 10 x 107’ M

The differences between the control and all the con-
centrations assayed in Chroococcus sp. PCC 9106 were
statistically significant both for the first experiment
(F = 674.344) (p < 0.05) and for the second (F = 57.636)
(p < 0.05) (Fig. 1). Analogous results were obtained for
Spirulina sp. PCC 6313, the differences between the
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Fig. 1 Images of control cultures of Chroococcus sp. PCC 9106 obtained by CLSM (a, ¢). The scale bar represents 10 um. Graphs of MFI

obtained by means of Ascan (b, d) (Color figure online)
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Fig. 2 Images of control cultures of Spirulina sp. PCC 6313 obtained by CLSM (a, ¢). The scale bar represents 10 um. Graphs of MFI obtained

by means of Ascan (b, d) (Color figure online)

control and all the concentrations assayed in were statisti-
cally significant both for the first experiment (F = 614.865)
(p < 0.05) and for the second (F = 177.658) (p < 0.05)
(Fig. 2).

These results demonstrate that low doses of the metal
have a cytotoxic effect on both culture collection cyano-
bacteria. It must be considered that the lowest dose tested
(1 x 1077 M) is very close to the dose in the culture
medium (BG11-ASNIII) used (3.16 x 1077 M).

Moreover, it is important to highlight that even these
doses of metal could become lower than those used in
algaecides (0.3-2 mg L~!' CuSO,) (Salam and El-Fadel
2008).

Meanwhile, the graphs (Figs 1b, d, 2b, d) show how
MFI for both microorganisms is inversely proportional to
the concentration of the metal. It can also be seen that
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Spirulina sp. PCC 6313 has a distorted fluorescence peak,
probably due to the degradation of the photosynthetic
pigments at the highest concentrations.

On the other hand, the EC50 values obtained were:
3.6 x 1007 M for Chroococcus sp. PCC 9106 and
1.1 x 107® M for Spirulina sp. PCC 6313.

Analogous experiments to the above were performed
with cultures of Microcoleus-like and the microalga
DE20009 isolated from the Ebro Delta microbial mats.

Microcoleus-like is the dominant filamentous cyano-
bacterium in Ebro Delta microbial mats (Solé et al. 2009),
and plays a very important role in the stabilisation of the
deltaic sediments. This cyanobacterium, which also forms
a consortium with other heterotrophic bacteria, was iso-
lated by our study group and maintained in laboratory
cultures (Diestra et al. 2005).
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Fig. 3 Images of control cultures of Microcoleus-like obtained by CLSM (a, ¢). The scale bar represents 10 pm. Graphs of MFI obtained by

means of Ascan (b, d) (Color figure online)

Filaments of this cyanobacterium are densely packed
and surrounded by a homogeneous sheath that is sometimes
coiled together in an irregularly screw-like form. Cells
from filaments vary in size from 3.13 to 3.75 um. The
identification and characterization of the strain has been
carried out according to Bergey’s manual (Castenholz,
2001).

Control and contaminated cultures with different con-
centrations (from 1 x 1077 to 10 x 107® M) of copper
were analysed using the CLSM-Ascan. Figure 3a, ¢ shows
the autofluorescence detected in the control culture of
Microcoleus-like. The graph in Fig. 3b, d, shows, like the
previous experiments in culture collection cyanobacteria,
how the MFI peak decreases in inverse proportion to the
concentration of the assayed metal from the control culture
to the maximum dose (10 x 107® M Cu). As in the

previous results, the differences were statistically signifi-
cant both for the first experiment (F = 896.166) (p < 0.05)
and for the second experiment (F = 13.630) (p < 0.05)
(Fig. 3). The minimum dose of Cu capable of significantly
altering the fluorescence intensity of chl a was 3 x 107’
M. The EC50 value obtained for Microcoleus-like was
1 x 107°M.

The microalga DE2009 was also isolated by our group
from the Ebro Delta samples (Maldonado et al. 2010b).
This is an eukaryote phototrophic microorganism, which
like Microcoleus-like, forms a consortium with different
heterotrophic bacteria. The microalga DE2009 cells are
spherical, with a diameter of 7-9 pm and its chloroplasts
are distributed laterally in the cell.

The autofluorescence detected in the control culture of
the microalga DE2009 is shown in Fig. 4a. The graph of
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Fig. 4 Image of control cultures of the microalga DE2009 obtained by CLSM (a). The scale bar represents 10 um. Graph of MFI obtained by
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the MFI obtained from the different cultures (Fig. 4b) is
similar to that for Microcoleus-like but in this case the
minimum dose of Cu capable of significantly altering the
fluorescence intensity of chl @ was 5 x 107° M of Cu. The
EC50 value obtained for the microalga DE2009 was
547 x 107° M.

Comparing all the results obtained it can be seen that the
minimum dose of Cu capable of significantly altering the
fluorescence intensity of chl a was: 1 x 1077 M in
Chroococcus sp. PCC 9106; 1 x 1077 M in Spirulina sp.
PCC6313;3 x 10~7 M in Microcoleus and 5 x 107® M in
microalga DE2009, by which could be interpreted that
microalga DE2009 is more tolerant-resistant than Microc-
oleus which in turn is more tolerant-resistant than Chroo-
coccus sp. PCC 9106 and Spirulina sp. PCC 6313.

Comparing these results with those obtained by assaying
the effect of lead on Microcoleus-like by Burnat et al.
(2010); and the microalga DE2009 (Maldonado et al.
2010b) using the same methodology, we concluded that
copper has a cytotoxic effect at smaller doses than lead,
probably because copper is necessary in cellular homeo-
stasis (De la Cerda et al. 2008).

Finally, through the above-mentioned experiments, we
have determined the sensitivity of the technique, which is
1 x 1077 M for copper.

Conclusions
Using the CLSM-/scan methodology, which is applied

in vivo, we conclude that: copper has a very toxic effect at
low doses for Chroococcus sp. PCC 9106, Spirulina sp.
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PCC 6313 and Microcoleus-like. The microalga DE2009
was the most tolerant-resistant to copper among the
phototrophic microorganisms assayed.
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detector to study copper removal on different phototrophic
microorganisms
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Ebro Delta microbial mats are coastal ecosystems that consist mainly of phototrophic microorganisms, that play an
important role in stabilizing delta sediments. However, these ecosystems are subjected to various kinds of pollution,
including copper metal contamination. This metal is present in pesticides used against microalgae, which cause significant
losses in rice production.

The current study determines the capacity of different cyanobacteria and a microalga, to sequestrate copper by means of
Scanning Electron Microscopy (SEM) coupled to an Energy Dispersive X-ray detector (EDX). For that, unpolluted and
polluted cultures of these microorganisms were analysed by this technique. The results obtained demonstrated that all the
microorganisms tested are able to remove copper accumulating this metal extracellularly in extrapolymeric susbstances
(EPS). SEM-EDX application in natural habitats open up broad prospects for future studies of metal ecotoxicity.

Keywords SEM-EDX; microbial mats; phototrophic microorganisms; copper

1. Introduction

Microbial mats are benthic stratified ecosistems, widely distributed around the globe in different environments, such as
marine waters [1-4], fresh waters [5], hypersaline ponds [6], estuaries [7], hot deserts [8], hot springs [9], soils [10],
antartic ice ponds [11] and hydrotermal vents in deep oceans [12].

The Ebro Delta is the third largest delta in the Mediterranean with a 320 km? triangular surface and it is located at the
northeastern coastline of the Iberian Peninsula (0°35°E-0°56’E; 40°33°’N—40°47°N). Different ecosystems such as:
microbial mats, marshes, salt ponds, dunes and sandy beaches provide habitat for a large number flora and fauna species
that form part of the Ebro Delta.

In the last years our research team has studied the Ebro Delta microbial mats (Fig. 1a). These ecosystems, developed
in water-sediment interfaces, are formed by multilayered benthic microbial communities that are distributed along
vertical micro-gradients of different physical-chemical parameters (Fig. 1b). Microorganisms such as cyanobacteria,
algae, colorless sulfur bacteria, purple sulfur bacteria and sulfate reducing bacteria, among others, are living in these
mats. Cyanobacteria are the most abundant phototrophic microorganisms and they are located mainly in the upper green
layer of microbial mats playing a very important role in the stabilization of the sediments.

of Tortcea

Fig. 1 Ebro Delta microbial mats location a). Microbial mat structure. Phototrophic microorganisms, green layer (—); purple sulfur
bacteria, red layer (----) and sulfate reducing bacteria, black layer (-----) b).

Deltas are nowadays subjected to anthropogenic pollution, mainly as a consequence of industrial activities that
discharge their waste into the river and the agriculture crops (rice and fruits), which increase the amount of pesticides in
deltas. All this circumstances causes serious environmental effects attributable to the accumulation of the contaminants
in sediments, water, soil and biota. The predominant pollutants in these habitats are: herbicides, insecticides,
hydrocarbons and heavy metals [13].
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The Ebro Delta is an ecosystem of major ecological and economic value, for the large expanses of land are used for
rice crops. In order to prevent the effect of algae, widespread use is made of pesticides, which contains copper sulfate
[14]. Nevertheless, the doses used in pesticides can affect cyanobacteria, which are the greatest primary producers of
microbial mats and occupy a large area of the aforesaid Delta. Copper (Cu) is an essential metal for cyanobacteria
because forms part of the plastocyanin and a c-type cytochrome oxidase (necessary proteins for the photosynthesis) but
at high concentrations cause serious toxic effects [15,16].

Faced with this problem, our group of work have studied how heavy metals affect the cyanobacteria and microalgae
by means of Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM). On the other hand, many studies have been carried out to
demonstrate the capacity of these microorganisms to sequestrate metals using electron microscopic techniques [17-20].

Among these methodologies SEM-EDX was selected to analyze morphological differences among cyanobacteria and
microalgae growing in unpolluted and polluted cultures, and to demonstrate the presence of copper in the EPS in the
same cultures. The advantages of using this methodology is that it allows a qualitative and semi-quantitative analysis of
the sample, through determining the chemical constituents of this sample and their respective ratios by comparing the
spectra obtained from the assayed microorganisms.

Bearing in mind the problems that copper contamination present in these ecosystems, the aim of this work is to
determine the capacity of different phototrophic microorganisms to sequestrate Cu by means of SEM-EDX, and the role
of these microorganisms in the copper bioremediation of the Ebro Delta microbial mats.

2. Materials and Methods

2.1 Microorganisms and culture conditions

For this research, four phototrophic microorganisms were chosen: two cyanobacteria from the Pasteur Culture
Collection (PCC) [21], Chroococcus sp. PCC 9106 and Spirulina sp. PCC 6313, and two microorganisms isolated from
Ebro Delta microbial mats, Microcoleus sp. DE2006 and the microalga DE2009 [22, 18]. The collection strains were
grown in BG-11 / ASN III (1:1 v/v) medium [23], while the isolated microorganisms were grown in Pfennig mineral
medium [24]. All microorganisms were maintained at 27 °C and under light conditions (15 pE m™s™).

Different concentrations of CuSO, (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) were used in the contamination
experiments: 3 nM, 5 nM, 7 nM, 10 nM, 3 uM, 5 uM, 7 uM and 2 mM. All the studies were performed for 9 days in the
above-mentioned culture conditions.

2.2 Scanning electron microscopy coupled to Energy dispersive X-Ray microanalysis.

For SEM-EDX analysis, samples were uniformly distributed and filtered in Nucleopore™ polycarbonate membrane
filters (Whatman, Ltd.). Afterwards, the samples were fixed in 2.5% glutaraldehyde Millonig’s buffer [25] (0.1M and
pH4) for 2 h and washed four times in the same buffer. Then, they were dehydrated in increasing gradient
concentrations of ethanol (30, 50, 70, 90 and 100%) and dried by critical point (CPD 030 Critical Point Drier, BAL-
TEC GmbH D - 58579 Schalksmiihle). Samples were mounted on aluminum metal stubs using an electrically-
conductive double-sided adhesive tape and then coated with a 5 pm gold layer (K550 Sputter Coater, Emitech, Ashford,
UK). Finally, samples were viewed in a Zeiss EVO® MA 10 (Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen, Germany) scanning
electron microscope. An energy dispersive X-ray spectrophotometer (EDX) Link Isis-200 (Oxford Instruments, Bucks,
England) operated at 20 kV coupled to the microscope was used for the elemental analysis of the samples.

3. Results and Discussion

In this section are listed and discussed the results obtained about the capacity to sequester copper of different
cyanobacteria: Chroococcus sp. PCC 9106 and Spirulina sp. PCC 6313 from culture collection and Microcoleus sp.
DE2006 and the microalga DE2009 isolated from Ebro Delta microbial mats.

Fig. 2 Confocal images of Chroococcus sp. PCC 9106 a), Spirulina sp. PCC 6313 b), Microcoleus sp. DE2006 c) and microalga
DE2009 d). Scale bar represents 50 um.
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Fig. 3 SEM images of Chroococcus sp. PCC 9106. Unpolluted and polluted cultures at different Cu concentrations (3, 5 and 7 nM)
are indicated in figures: a), c), e) and g). Its respective EDX spectra are represented in figures: b), d), f) and h). Cu peaks are
indicated by arrows. Bars represent 5 pm.
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Fig. 4 SEM images of Spirulina sp. PCC 6313. Unpolluted and polluted cultures at differents Cu concentrations (7 and 10 nM; and
2 mM) are indicated in figures: a), c), e) and g). Its respective EDX spectra are represented in figures: b), d), f) and h). Cu peak is
indicated by arrow. Bars represent 5 pm.
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are indicated in figures: a), c), e) and g). Its respective EDX spectra are represented in figures: b), d), f) and h). Cu peak is indicated
by arrow. Bars represent 10 pm.
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Chroococcus sp. PCC 9106 is an unicellular marine cyanobacterium that reproduces by binary fission. Cells are
coccoid and vary in size from 28 to 32 um in diameter. Cells occur singly or in pairs and are surrounded by a thick
sheath (Fig. 2a).

Spirulina sp. PCC 6313 is a marine gliding filamentous cyanobacterium that divides exclusively by binary fission
and grows in the form of an helix. The cross walls are thin and invisible or nearly so with light microscopy. The width
of the trichomes is 2 um (Fig. 2b).

Microcoleus sp. DE2006 is the dominant filamentous cyanobacterium in Ebro Delta microbial mats [26], and plays a
very important role in the stabilisation of the deltaic sediments. This cyanobacterium, which also forms a consortium
with other heterotrophic bacteria, was isolated by our study group and maintained in laboratory cultures [22]. Filaments
of this cyanobacterium are densely packed and surrounded by an homogeneous sheath that is sometimes coiled together
in an irregularly screw-like form. Cells from filaments vary in size from 3.13 to 3.75 um (Fig. 2c). The identification
and characterization of the strain has been carried out according to Bergey’s manual [27].

The microalga DE2009 was also isolated by our group from the Ebro Delta samples [18]. This is an eukaryote
phototrophic microorganism, that like Microcoleus sp. DE2006, forms a consortium with different heterotrophic
bacteria. The microalga DE2009 cells are spherical, with a diameter of 7-9 pm and its chloroplasts are distributed
laterally in the cell (Fig. 2d).

All microorganisms studied present EPS cellular envelopes. With respect to the functions of the EPS, various authors
have suggested protection against dehydratation and UV radiation, biomineralization, phagocytosis and adhesion
capacity to sequester metals [28, 29]. In the present study, we essayed different metal doses from 3 nM to 2 mM of Cu
on all the microorganisms tested.

Figure 3 details the results obtained from the Chrooccocus sp. PCC 9106 experiments, showing the corresponding
images of this microorganism at different tested concentrations and its EDX spectra. The graphs demonstrate the ability
of Chroococcus sp. PCC 9106 to extracellularly capture copper in EPS envelopes. In this case, a peak corresponding to
this metal (Fig. 3f) is detected from 5 nM of Cu. In contrast, Spirulina sp. PCC 6313, though also able to sequester
copper, did not yield a positive result until 2 mM of Cu (Fig. 4h).

As regards microorganisms from the natural environment (Microcoleus sp. DE2006 and the microalga DE2009),
both sequestered copper in the EPS, the first from a concentration of 10 nM (Fig. 5h) and the second from 5 uM (Fig.
6f).

Comparison of the obtained results demonstrates that all tested microorganisms are capable of extracellularly
sequestrating copper. However, the fact that Spirulina sp. PCC 6313 has a much thinner envelope than the other
microorganisms might explain why higher doses of the metal are required to obtain a positive result. From these results,
we think, that the sensitivity of the technique is very good since it can detect metal uptake at very low doses (5 nM of
Cu). Moreover, it is also important to highlight that the doses of metal used in this work could be lower than those used
in pesticides to inhibit the growth of algae in rice fields. Additionally, the results obtained by Seder-Colomina et al.,
(sent to Ecotoxicology) demonstrate that the limits between the copper dose having cytotoxic effect and that having an
essential effect are very close in cyanobacteria.

4. Conclusion

From the results obtained in this paper, it can be concluded that phototrophic microorganisms play a very important role
in the bioreparation of sediments polluted by copper, due to their ability to bioaccumulate this metal in the EPS. We
have also been led to conclude that SEM-EDX is an effective tool for this type of study.

Finally, we believe that the use of pesticides containing copper salts in agricultural areas close to microbial mats
should be reviewed, due to the toxicity of copper, which mainly affects the cyanobacteria responsible for the stability of
these ecosystems.
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ABSTRACT

Synergistic associations of phototrophic microorganisms have been
investigated in this paper to determine the potential role of the consortia to
tolerate or resist heavy metals and to capture them from polluted cultures. With
this purpose, two consortia of microorganisms: on one hand, Geitlerinema sp.
DE2011 (Ge) and Scenedesmus sp. DE2009 (Sc) (both identified, in this paper,
by molecular biology methods) isolated from Ebro Delta microbial mats, and on
the other: Spirulina sp. PCC 6313 (Sp) and Chroococcus sp. PCC 9106 (Ch),
from Pasteur culture collection were polluted with copper and lead. In order to
analyze the ability of these consortia to tolerate and capture metals, copper and
lead were selected, because both have been detected in Ebro Delta microbial

mats.
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The tolerance-resistance to copper and lead for both consortia was
determined in vivo and at cellular level by Confocal Laser Scanning Microscopy
(CLSM-Ascan function). The results obtained demonstrate that both consortia
are highly tolerant-resistant to lead and that the limits between the copper dose
having cytotoxic effect and that having an essential effect are very close in

these microorganisms.

The capacity of both consortia to capture extra and intracellularly copper
and lead was determined by Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Transmission Electron Microscopy (TEM) respectively, coupled to an Energy
Dispersive X-ray detector (EDX). The results showed that all the
microorganisms assayed were able to capture copper extracellularly in the
extrapolymeric substances and lead extra and intracellularly in polyphosphate
inclusions. Moreover, no inhibitory effect between them was observed in their

metal affinity capacity.

From the results obtained in this paper, it can be concluded, that consortia of
phototrophic microorganisms could play a very important role to biorepair
sediments polluted by heavy metals, due to their ability to tolerate or resist high

concentrations of metals and to bioaccumulate them, extra and intracellulary.
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Introduction

Microbial consortia exist at different levels of communities and metabolic
complexity, as shown in microbial mats, biofilms, and planktonic and benthonic
autotrophic-heterotrophic assemblages. In aquatic ecosystems, the balance
between autotrophy and heterotrophy reflect microbial production and
biogeochemical cycling dynamics. These associations may serve a mutualistic
function by ensuring optimal growth of partners living in adverse conditions.
Synergistic or syntrophic lifestyles (consortia of microorganisms) are more

efficiently than on the individual population level (Paerl and Pinckney, 1996).

Cyanobacteria and algae (usually forming consortia with heterotrophic
bacteria) are the most important primary producers in marine coastal
environments, mainly in microbial mats, stratified laminated ecosystems (Cohen
and Rosemberg, 1989; Nakagawa and Fukui, 2002; Wieland et al., 2003;

Fourcans et al., 2004).

The Ebro Delta (40°40 N, 0°40 E, Tarragona, Spain) is an ecosystem of
major ecological and economic value, for the large expanses of land are used
for rice crops. It is a protected area, although both the River and the Delta today
are subjected to anthropogenic pollution, mainly as a consequence of industrial
and agricultural activities, which in turn increases the level of pesticides in the

Delta (Guerrero et al., 1993; Esteve et al., 1993 Manosa et al., 2001).

Phototrophic microorganisms (cyanobacteria and algae) have been
frequently found as object of research into metal biosorption because metals
are one group of contaminants frequently involved in marine environmental

pollution. The majority of the studies have analyzed the toxic effect of heavy
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metals in cyanobacteria from culture collections (De Philippis et al., 2003; Heng

et al., 2004; Gong et al., 2005; Solisio et al., 2006; Shing et al., 2012).

In the last years, our group of work has isolated two consortia of
microorganisms, from Ebro Delta microbial mats. The first one, dominated by a
single cyanobacterium, Microcoleus sp. DE2006 (Diestra et al., 2005) was able
to degrade crude oil and tolerate heavy metals (Garcia et al., 2004; Sanchez et
al., 2005). The second one, dominated by an alga DE2009 was also able to
tolerate and sequestrate lead (Maldonado et al., 2010). Different high-resolution
microscopic techniques were optimized to determine the tolerance-resistance
of different phototrophic microorganisms and its capacity to sequestrate heavy
metals in: cultures, microcosms and natural habitats (Burnat et al., 2009; Burnat

et al., 2010; Maldonado et al., 2011; Burgos et al., 2012).

Although it is frequent that both the cyanobacteria and algae form
consortia with heterotrophic microorganisms in microbial mats, very little is
known about the associations between them, their role in the capture of metals

and their potential to biorepair contaminated environments.

Therefore, this paper analyze the possible potential of consortia to
tolerate and capture copper and lead. These metals were selected, because
both were found in Ebro River. For this purpose, mixed cultures of the
cyanobacterium DE2011 and the microalga DE2009, on one hand, and the
Spirulina sp. PCC 6313 and Chroococcus sp. PCC 9106, from Pasteur culture
collection, on the other, were contaminated with copper and lead respectively,

and analyzed their ability to tolerate and biocapture metals.
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CLSM-Ascan function was applied to determine the tolerance-resistance
of these consortia to copper and lead, both in vivo and at cellular level.
Moreover, Scanning Electron Microscopy (SEM) and Transmission Electron
Microscopy (TEM), both coupled to an Energy Dispersive X-ray detector (EDX),
were used to test the capacity of these associations for extra and intracellular

caption of both metals.

In this paper, we propose: first to identify the new cyanobacterium and
the microalga DE2009, which were not identified in previous studies, by
molecular biology methods. Secondly, we will analyze the potential of the

consortia to tolerate and sequestrate metals.

Material and methods
Microorganisms and culture conditions

For this work 4 phototrophic microorganisms were selected: two
cyanobacteria, from Pasteur Culture Collection: Spirulina sp. PCC 6313 and
Chroococcus sp. PCC 9106 and two microorganisms, isolated from the Ebro
Delta microbial mats: cyanobacterium DE2011 and the microalga DE20009.
Cyanobacteria from culture collection were grown in BG-11 and ASN Il (1:1 v/v)
medium (Rippka et al., 1979), while the cyanobacterium DE2011 and microalga
DE2009 were grown in Pfennig mineral medium (Pfennig and Trlpper, 1992).
All microorganisms were maintained at 27°C and under light conditions (15 pE

mZ2s™).
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Unpolluted (control experiment) and polluted cultures with different
concentrations of copper (CuSOy4): 0.1, 0.3, 1, 5 and 7 uM, in mixed cultures of
the cyanobacterium DE2011 and the microalga DE2009; and 1, 3, 5, 7 and 10
nM in mixed cultures of Spirulina sp. PCC 6313 and Chroococcus sp. PCC

9106 were used.

On the other hand, different concentrations of lead [Pb(NOs),]: 0.05, 0.1, 0.25,
0.5 and 0.75 mM, in mixed cultures of cyanobacterium DE2011 and the
microalga DE2009 and 0.1, 0.5, 0.75, 1 and 2 mM, in mixed cultures of
Spirulina sp. PCC 6313 and Chroococcus sp. PCC 9106 were used in dose
response experiments. All experiments were performed for 9 days using the

media, light and temperature conditions mentioned above.

Confocal Laser Scanning Microscopy

Samples from different polluted and unpolluted cultures were observed in
vivo on standard microscopy glass slides. The analysis of pigments was carried
out using the function of the CLSM-Ascan (Leica TCS SP5; Leica Heidelberg,
Germany). The information obtained with this technique shows the emission
spectrum of the pigments according to the region of the emitted wavelength and
intensity of fluorescence emitted. Each image sequence was obtained by
scanning the same xy optical section throughout the visible spectrum. Images
were acquired at the z position at which the fluorescence was maximal, and
acquisition settings were constant throughout the experiment (Maldonado et al.,

2010).
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The sample excitation was carried out with an Argon Laser at 488 nm
(Aexe 488) with a 3 nm Astep size and an emission wavelength between 600 and
750 nm. In order to measure the mean fluorescence intensity (MFI) of the xyA,
CLSM data sets obtained by means of the Leica Confocal Software (Leica
Microsystems CMS GmbH) were used. In these confocal images the pseudo-
colour palette 4 was used, where warm colours represent the maximum

intensities and cold colours represent the low intensities of fluorescence.

The regions-of-interest (ROIs) function of the software was used to
measure the spectral signature. For each sample, 70 ROIs of 1 pm? taken from

cells were analysed.

Scanning Electron Microscopy

To determine whether, Chroococcus sp. PCC 9106; Spirulina sp. PCC
6313; cyanobacterium DE2011 and microalga DE2009 were able to capture Cu
or Pb extracellularly, cultures were polluted and incubated under the same
conditions mentioned above. For SEM analysis, the following procedure was
used: cultures were fixed in 2.5 % glutaraldehyde Millonig’s buffer phosphate
(0.1 M pH 4) for 2 h and washed four times in the same buffer. They were then
dehydrated in a graded series (30, 50, 70, 90, 100 %) of ethanol and dried by
critical-point drying. The samples were mounted on metal stubs and coated with
gold. Samples were viewed in a Jeol JSM-6300 scanning electron microscope
(Jeol LTD, Tokyo, Japan). For X-ray analysis, cultures were filtered on

polycarbonate membrane filters. These filters were then dehydrated and dried
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by the same procedure used for culture samples. An EDX Link Isis-200 (Oxford

Instruments, Bucks, England) operated at 20 kV coupled to SEM was used.

Transmission Electron Microscopy

In order to assess whether Chroococcus sp. PCC 9106; Spirulina sp.
PCC 6313; cyanobacterium DE2011 and microalga DE2009 were able to
capture Cu and/or Pb intracellulary, cultures polluted with different
concentrations (mentioned above) were incubated under the same conditions
as previous experiments. For TEM analysis, the following procedure was used:
cultures were fixed in 2.5 % glutaraldehyde Millonig buffer phosphate (0.1 M pH
4) for 2 h and washed four times in the same buffer. Samples were post-fixed in
1 % OsOq4 at 4°C for 2 h, and washed four times in the same buffer. They were
then dehydrated in a graded series (30, 50, 70, 90, and 100 %) of acetone and
embedded in Spurr resin. Ultrathin sections of 70 nm were mounted on carbon
coated copper grids. Samples were viewed in a Hitachi H-7000 electron
microscope (Hitachi LTD, Tokyo, Japan). Sections of 200 nm thick were
mounted on copper grids for energy dispersive X-ray microanalysis. Samples

were analyzed with a Jeol Jem-2011 (Jeol LTD, Tokyo, Japan).

Statistical analysis

The statistical analyses used were One-way analysis of variance

(ANOVA) and Bonferroni’s and Tukey’s comparisons post hoc tests. Differences
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were considered significant at p < 0.05. SPSS Statistics software (version.15 for

Windows) was used to perform the analyses.

Molecular biology studies

The cyanobacterium DE2011 and the microalga DE2009 were identified

by molecular biology methods.

DNA extraction, PCR amplification of cyanobacterial rRNA genes and

sequencing.

Total genomic DNA was extracted according to Cubero et al. (1999),
from the cyanobacterium DE2011 culture for subsequent PCR amplification of
16S rRNA and a section of the internal transcribed spacer between the 16S and
23S rRNA genes. These cyanobacterial genes were amplified using the
cyanobacterial-specific primer pair CYA359r (Nubel et al., 1997) and 373R
(Janse et al., 2003). Each 25 pl volume of PCR mix [75 mM Tris pH 9.0/50 mM
KCI/20 mM (NHa4)2 SO4 contained 1 unit of Tag polymerase, 0.2 mM of each of
the four dNTPs, 0.4 uM of each primer, 100 ug of bovine serum albumin, 1.5
mM of MgCl,, 5 ul de 5xTaq Master PCR enhancer (Prime) and ca 10-50 ng
genomic DNA]. Annealing conditions were 60°C. Products were purified using
the UltraClean PCR Clean-Up kit (MoBio Laboratories INC.). Both DNA
directions (5’-3’/3’-5’) were sequenced, with the same primer pairs used in the

amplification step, by Macrogen INC. Laboratories (South Korea). BLAST
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search was conducted in order to find the closest relatives to the cyanobacteria

consortia culture in the databanks.

DNA extraction, PCR amplification of algal genes, sequencing and

phylogenetic analysis

We used three genetic markers in our study: partial sequences of the
18S ribosomal DNA, 23S ribosomal DNA and Rubisco genes. Total genomic
DNA was extracted according to Cubero et al. (1999), from the microalga
DEZ2009 culture and different cultures obtained from the Culture Collection of
Autotrophic Organisms (CCALA), Institute of Botany, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Centre of Phycology. The cultures were CCALA 214
(Apatococcus lobatus), CCALA 309 (Coelastrella multistriata), CCALA 906

(Stichococcus bacillaris).

The 18S rRNA, 23S rRNA and Rubisco gene fragments were obtained
by PCR amplification using the following primers pairs, SR1 and SR12
(Nakayama et al. 1996) for 18S rRNA gene, RH1 (Manhart, 1994) and rbc590
(Hayden et al., 2002) for Rubisco and p23SrV_f1 and p23SrV_r1 (Presting,
2006) for 23S rRNA, using PureTq™ Ready-to go™ PCR (GE Healthcare). The
PCR annealing conditions were successively 56°C, 45°C and 55°C. Products
were purified using the UltraClean PCR Clean-Up kit (MoBio Laboratories INC.).
Both DNA directions (5’-3’/3’-5’) were sequenced, with the same primer pairs

used in the amplification step, by Macrogen INC. Laboratories (South Korea).

Sequences obtained in this study as well as related sequences retrieved

from GenBank (Table 1), were aligned using Clustal X (Thompson et al., 1997)
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and G-blocks (Castresana, 2000). The three single gene data sets were
assembled: 18S rRNA (1114 nts), 23S rRNA (376 nts) and Rubisco (527 nts).
The obtained DNA sequence alignments were phylogenetically analysed using
MrBayes version 3 software (http://morphbank.ebc.uu.se/mrbayes). We
partitioned the dataset into three parts corresponding to the different markers.
Optimal substitution models were inferred for each marker using jModeltest
v.2.3 (Posada, 2008). Two hundred thousand generations were run, every 100"
tree was sampled, and the first 5000 generations were discarded as burn-in. A
consensus phylogram showing mean branch lengths was calculated using the
sumt command in MrBayes. We used Chlorella variabilis, Apatococcus lobatus
(CCALA 214) and Stichococcus bacillaris (CCALA 906) as outgroups for the

phylogenetic tree. Sequences were submitted to Genbank.

Results and Discussion
Cyanobacterium DE2011 and microalga DE2009 identification

Cyanobacterial DNA (coding for 16S rRNA and transcribed spacer
between the 16S and 23S rRNA genes) from culture was amplified to yield PCR
products of approximately 1710 bp. Closest GenBank relative (100% similarity)
was uncultured unidentified cyanobacterium clone isolated from a Microcoleus
consortium found in Ebro Delta (FN794262; Giloteaux et al., 2011). The
microorganism identified with highest 16R rRNA sequence similarity was

Geitlerinema PCC 7105 (99% similarity).

Multigenic analysis shows that the microalga DE2009 isolate sequence is

integrate in a well-supported clade with sequences of Spharopleales order. This
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clade is constituted by two well-supported sister groups. The alga consortia
culture sequence forms a supported group with Coelastrella multistriata
(CCALA 309) and Scenedesmus sp. 1 within one of the sister groups
constituted by different species of Scenedesmus and Desmodesmus genera

and Coelastrella multiestriata.

Due to the microalga DE2009 using a multigenic phylogenetic approach
clustered mainly with sequences of Scenedesmus genera and morphological
and ultrastructural analysis, we tentatively assigned this isolate to
Scenedesmus genera (Maldonado et al., 2010). The isolate sequence resulted
also closely related to Coelastrella multistriata. However, due to until we know
the systematic of Coelastrella genera is still not totally solved and other
representative of the genera is integrated in the other Spharopleales sister

group, we have preferred propose the affiliation to Scenedesmus genera (Fig.

1).

Morphological characteristics of the microorganisms studied

The two microorganisms selected from cultures collection were Spirulina
sp. PCC 6313 and Chroococcus sp. PCC 9106. Both were chosen since they
were found in abundance in Ebro Delta microbial mats. Spirulina sp. PCC 6313
is a marine gliding filamentous cyanobacterium that divides exclusively by
binary fission and grows in the form of a helix. The cross walls are thin and
invisible or nearly so with light microscopy and no sheath is visible. The width of
the trichomes is 2 ym. Chroococcus sp. PCC 9106 is a unicellular marine

cyanobacterium that reproduces by binary fission. Cells are coccoid and vary in

156



Anexo |

size from 28 to 32 um in diameter. Cells occur singly or in pairs and are

surrounded by a thick sheath.

The microorganisms, isolated from Ebro Delta microbial mats, were now
identified as Geitlerinema sp. DE2011 and Scenedesmus sp. DE20009.
Filaments of Geitlerinema sp. DE2011 are densely packed and surrounded by a
homogeneous sheath that sometimes coil together in an irregularly screw-like
form. Cells from filaments vary in size from 3.13 to 3.75 ym. On the other hand,
Scenedesmus sp. DE2009 is a eukaryote phototrophic microorganism.
Individual cells are spherical, with a diameter of 7-9 um and its chloroplasts are
distributed laterally in the cell. Each microorganism was identified according to

morphological criteria outline to Castenholz et al. (2001).

Tolerance-resistance of different phototrophic microorganisms to copper

and lead determined by means CLSM-Ascan function

Different concentrations of copper and lead, indicated in Material and
methods, were assayed on Geitlerinema sp. DE2011 (Ge) and Scenedesmus
sp. DE2009 (Sc) mixed-cultures (Ge+Sc) consortia and Spirulina sp. PCC 6313
(Sp) and Chroococcus sp. PCC 9106 (Ch) mixed-cultures (Sp+Ch) consortia.
The aim was to study the tolerance-resistance of these consortia to copper and

lead by CLSM-Ascan function.

Effect of copper on Ge+Sc

The CLSM-Ascan function allows us to evaluate the physiological state of

the Ge and Sc in the consortia at single-cell level, considering changes in chl a
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(maximum absorption at 660 and 689 nm respectively). Figs. 2a and 2c show
an xyz optical section corresponding to the autofluorescence detected in control

cultures.

The copper effect on Ge and Sc varied significantly according to the
metal concentration used. The differences were statistically significant (F =
406.413 for the first one and F = 54.287 for the second) (p < 0.05) between the
control experiment and the other metal concentrations tested. Further
statistically significant differences were observed between control and 0.1 uM
not only in Ge but also in Sc cultures. On the other hand at higher
concentrations, 7 yM, the chl a peak was more altered in Ge cells, (showing a

decrease on the MFI), than in Sc cells (Figs. 2b and 2d).

These results demonstrated that the tolerance-resistance of this
consortia was 0.1 yM for both phototrophic microorganisms evaluated in vivo

and at cellular level.

Effect of copper on Sp+Ch

Similar experiments were made testing different concentrations of copper
on the consortia formed by Sp+Ch. The copper effect on Sp and Ch, also varied
significantly according to the metal concentration used, but the differences were
statistically significant (F = 914.459 and F = 479.005 respectively) (p < 0.05)
between the control experiment and 1 nM for both microorganisms (Figs. 3a,
3b, 3c, and 3d). These results agree with those obtained by Seder-Colomina et

al. (2013) and demonstrated that, the limits between the copper dose that has
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cytotoxic effect and the one that has an essential effect were very closed in

cyanobacteria.

At higher concentrations: 5, 7, and 10 nM, the chl a peak was drastically

reduced (maximum absorption at 652 and 661 nm in both microorganisms).

Moreover, it is important to highlight that the fluorescence peak decrease while
the Cu concentration increases from control to 7 uM on Ge and Sc, and from

control to 10 nM on Sp and Ch respectively.

These results indicated that the consortia Ge+Sc is more tolerant-

resistant to copper than the consortia Sp+Ch.

Effect of lead on Ge+Sc.

Different concentrations of lead on Ge+Sc consortia were used to study
the tolerance-resistance of both phototrophic microorganisms to this metal by
CLSM-Ascan function. Figs. 4a and 4c show a xyz optical section
corresponding to the autofluorescence detected in control cultures (maximum

absorption at 659 and 686 nm respectively).

The lead effect on Ge+Sc varied significantly according to the metal
concentration used as in copper experiments. Statistically significant differences
(F = 396.3879 to first one) (p < 0.05) were observed between control and 0.75
mM for Ge (Fig. 4b) and 0.1 mM for Sc cells (Fig. 4d). In this case, the
fluorescence emission was increased from 0.1 mM Pb in Sc cells. F = 382.6910

(p < 0.05).
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Effect of lead on Sp+Ch.

Analogous experiments were made testing different concentrations of
lead on the consortia formed by Sp+Ch. The lead effect on Sp and Ch also
varied significantly according to the metal concentration used. The differences
were statistically significant (F = 592.2731 to first one and F = 409.001 for the
second) (p < 0.05) between the control experiment and 0.1 mM for both
microorganisms (Figs. 5a, 5b, 5c, and 5d). The autofluorescence detected in

control cultures (maximum absorption at 659 and 666 nm respectively).

At highest concentration of lead (2 mM), the chl a peak of Sp was
decreased showing a pigment degradation. On the other hand, an increase in

the fluorescence emission was observed from 0.1 mM in Ch cells.

These results showed that both consortia are highly tolerant-resistant to

lead.

Heavy metal accumulation in Ge+Sc and Sp+Ch consortia

With the aim of proving whether the Ge+Sc and Sp+Ch consortia could
capture metals, cells from cultures with and without metals (copper and lead
respectively) were analysed to determine their capacity to sequester metals
external (SEM-EDX) and internally (TEM-EDX). No results were obtained by
TEM-EDX for copper, since there were interferences with the copper material of
the microscope itself and we therefore considered the results to be

inconclusive.
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Unpolluted and copper-polluted cultures of Ge+Sc consortia and Sp+Ch
consortia at different concentrations, were analysed by SEM-EDX. Moreover, in
polluted cultures analyzed we also tested different parts of the filters to be sure
that copper and lead were retained only in cells. Images of Ge, Sc, Sp and Ch

are showing in Figs. 6a, 6¢, 7a and 7c respectively.

In unpolluted cultures, copper was not detected externally in the EPS (Figs. 6b
and 7b), whilst peaks of copper were detected in polluted cultures in all the of
microorganisms assayed (Figs. 6d and 7d). A higher excretion of EPS was

found surrounding the cells of Sc and Ch.

Similar results were obtained in unpolluted and lead-polluted cultures of

Ge+Sc consortia and Sp+Ch consortia.

Images of Ge, Sc, Sp and Ch are shown in Figs. 8a, 8c, 9a and 9c. Lead
was not detected in unpolluted cultures (Figs. 8b and 9b) by SEM-EDX, whilst a
peak of lead was found in polluted cultures of Ge, Sc, Sp and Ch respectively

(Figs. 8d and 9d).

Intracellular accumulation of lead determined by TEM-EDX

Finally, the ultrathin sections of both consortia are shown in Figs. 10a,
10c, 11a and 11c. In unpolluted cultures, lead was not detected intracellularly

(Figs. 10b and 11b).

On the other hand, the four phototrophic microorganisms have the
capacity to accumulate lead in intracytoplasmic inclusions (Figs. 10d and 11d).

The intracytoplasmic inclusions were identified as polyphosphate granules (see
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peaks of P and Ca). These inclusions were also found by Burnat et al. (2010)
and Maldonado et al. (2010) in different phototrophic microorganisms, when
they were exposed to lead. Jensen and Sicko (1974) and Goldberg et al. (2001)

suggested that this kind of inclusions have a detoxifying effect.

Conclusions

CLSM-Ascan function is a rapid technique for evaluated in vivo the
tolerance-resistance of phototrophic microorganism to heavy metals. Taken
together, the results described in this work, it can be conclude that: (i) the
consortia Ge+Sc are more tolerant-resistant to copper than the consortia
Sp+Ch; (ii) both consortia are highly tolerant-resistant to lead and finally (iii) the

tolerance-resistance of these consortia was higher for lead than for cooper.

On the other hand, it is important to highlight that, both consortia were
able to capture copper externally in the extrapolymeric substances and lead
extra and intracellularly in polyphosphate inclusions. Moreover, no inhibitory

effect between them was observed in their metal affinity capacity.

As a future work, associations among phototrophic microorganisms could
be considered to biorepair metal polluted ecosystems in natural habitats and in

industrial processes.
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Fig. 1. Consensus Bayesian phylogram based on the multigenic analysis of
2017 nucleotides (assemblage of the partial sequences of 18S rRNA,
23S rRNA and Rubisco genes), showing the relationships between the
algal consortia culture, CCALA cultures and other known alga retrieved
from GenBank. Branches with strong support (probabilities >0.95) are in
bold.
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Fig. 2. CLSM images and Ascans plots of unpolluted and copper polluted
cultures of phototrophic microorganisms forming a consortia (Ge+Sc).
Unpolluted cultures of Ge and Sc are represented in CLSM images (a)
and (c). Scale bars represent 10 um. Ascans plots of Ge (b) and Sc (d)
polluted with different Cu concentrations. 2D plots represent the MFI

spectra: emission wavelength (650-750 nm), x axis; MFI, y axis.
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Fig. 3. CLSM images and Ascans plots of unpolluted and copper polluted
cultures of cyanobacteria forming a consortia (Sp+Ch). Unpolluted
cultures of Sp and Ch are represented in CLSM images (a) and (c).
Scale bars represent 10 ym. Ascans plots of Sp (b) and Ch (d) polluted
with different Cu concentrations. 2D plots represent the MFI

spectra:emission wavelength (650-750 nm), x axis; MFI, y axis.
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Fig. 4. CLSM images and Ascans plots of unpolluted and lead polluted cultures
of phototrophic microorganisms forming a consortia (Ge+Sc).Unpolluted
cultures of Ge and Sc are represented in CLSM images (a) and
(c).Scale bars represent 10 um. Ascans plots of Ge (b) and
Scenedesmus sp. DE2009 (d) polluted with different Pb
concentrations.2D plots represent the MFI spectra: emission

wavelength (650-750 nm), x axis; MFI, y axis.
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Fig. 5. CLSM images and Ascans plots of unpolluted and lead polluted cultures
of cyanobacteria forming a consortia (Sp+Ch). Unpolluted cultures of Sp
and Ch are represented in CLSM images (a) and (c). Scale bars
represent 10 um. Ascans plots of Sp (b) and Ch (d) polluted with different
Pb concentrations. 2D plots represent the MFI| spectra: emission

wavelength (650-750 nm), x axis; MFI, y axis.
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Fig. 6. SEM images of phototrophic microorganisms forming a consortia
(Ge+Sc). Unpolluted and polluted cultures at 5 yM concentration of
copper are showed in figures: (a) and (c). Their respectives EDX
spectra are represented in figures: (b) and (d). Cu peak is indicated by

arrow, for both microorganisms. Bars represent 10 um.
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Fig. 7. SEM images of consortia cyanobacteria (Sp+Ch). Unpolluted and
polluted cultures at 10 nM concentration of cooper are showed in figures: (a)
and (c). Their respectives EDX spectra are represented in figures: (b) and (d).

Cu peak is indicated by arrow. Bars represent 10 um.
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Fig. 8. SEM images of phototrophic microorganisms forming a consortia
(Ge+Sc). Unpolluted and polluted cultures at 0.75 mM concentration of
lead are showed in figures: (a) and (c). Their respectives EDX spectra
are represented in figures: (b) and (d). Pb peak is indicated by arrow.

Bars represent 10 um.
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Fig. 9. SEM images of consortia cyanobacteria (Sp+Ch). Unpolluted and
polluted cultures at 1 mM concentration of lead are showed in figures:
(a) and (c). Their respectives EDX spectra are represented in figures:
(b) and (d). Pb peak is indicated by arrow, for both microorganisms.

Bars represent 10 um.
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Fig. 10. TEM images of phototrophic microorganisms forming a consortia
(Ge+Sc). Unpolluted and polluted cultures at 0.75 mM concentration of
lead are showed in figures: (a) and (c).Their respectives EDX spectra
are represented in figures: (b) and (d). Peaks of Pb, Ca, and P are

indicated by arrows, for both microorganisms. Bars represent 5 um.
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Fig. 11. TEM images of cyanobacteria consortia (Sp+Ch). Unpolluted and
polluted cultures at 1 mM concentration of lead are showed in figures:
(a) (bar 1 ym) and (c) (bar 5 uym).Their respectives EDX spectra are
represented in figures: (b) and (d). Peaks of Pb, Ca, and P are

indicated by arrows.
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Anexo Il: Medios de cultivo.

Medio BG11

Ingredientes Composicién (g.L™)
NaNO; 1.5
KoHPO, - 3H,0 0.04
MgSOQy, - 7H,0 0.075
CaCl; - 2H,0 0.036
Acido citrico 0.006
Citrato de amonio férrico 0.006
EDTA 0.001
Na,CO; 0.04
Mix de metales traza A5+Co* 1 mL
Agua desionizada hasta 1L

pH después de autoclavar 7.4 , dejar enfriar.

Medio ASNIII

Ingredientes Composicién (g.L ™)
NaCl 25

MgCl, - 6H,0 2

KCI 0.5

NaNO3 0.75
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KoHPO, - 3H,0 0.02
MgSQOy, - 7TH20 0.075
CaCl; - 2H,0 0.5
Acido citrico 0.03
Citrato de amonio férrico 0.003
EDTA 0.0005
Na,CO; 0.04
Mix de metales traza A5+Co* 1 mL
Agua destilada hasta 1 L

pH después de autoclavar 7.5 , dejar enfriar.

* Mix de metales traza A5+Co

Ingredientes Composicién (g.L™)
H3sBO; 2.86
MnCl; - 4H,0 1.81
ZnS04 - 7TH,0 0.222
Na;MoO;, -2 H,O 0.390
CuSOq - 5H,0 0.079
Co(NO3), - 6H20 0.0494
Agua desionizada hasta 1 L

182



Anexo |l

Pfennig Mineral medio

Para 1L

Agua desionizada
Solucion A
Solucion B

Solucién C

850 mL
10 mL
10 mL
10 mL

Autoclavar 15, 121°C, dejar enfriar y adicionar:

Solucion D 1 mL

Solucién E 100 mL

Solucion F 10 mL

Solucion H 25 mL
. Solucién A . Solucién B
Ingrediente Composicién g L™ Ingrediente  Composicién g L
NH,CI 30 CaCl,.2H,0 20
K;HPO, 30 MgCl,.6H,O/ MgS0O,.7H,O 20/25

Agua desionizada allL

Ajustar el pH a 3 adicionando HCI

KCI 20

Agua desionizada a1l

. Solucién C . Solucién E

Ingrediente Composicién gL ' Ingrediente  Composicién g L
(1] Na,COj3 anh. 20
Na,-EDTA 500 Agua desionizada allL
FeSO, 7H,0 200

ZnS0,4.7H,0 10
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MnCl, 4H,0 3 . Solucién F

Ingrediente  Composiciong L

[2] NayS 7 - 9H,0 24
H;BO; 30 Na,CO;anh 21
COCL,.6H,0 20 Agua desionizada allL
CuCl,.2H20 1

. Solucién H
[3] HCI 35 % 88.3 mL
NiCl,.6H,0O g 2 Agua desionizada allL
(4]
Na,MoQO,4.2H,0 3

Adicionar 1 ml de [1],[2],[3] y [4] hasta 1 L

de agua desionizada.

. Solucién D

Ingrediente Composicién g L
Cyancobalamin 0.02

Agua desionizada allL

Esterilizar por filtracion
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