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Antecedentes

Los bosques de manglar son un ecosistema conformado por especies vegetales
lefiosas arboreas y haldfilas llamadas mangles, este ecosistema se caracteriza por
su locacion; ya que se desarrolla en zonas mareales, estuarinas, intermales y
riberefias de las costas tropicales y subtropicales (Vera & Martinez, 2013). Dichas
zonas son caracterizadas por presentar un ambiente dinAmico, ya que poseen una
gran biodiversidad de fauna, flora, especies fungicas y de microorganismos. Los
bosques de manglar son un ecosistema altamente relevante desde el punto de vista
biol6gico, econdmico, cultural, cientifico etc. Ademéas la ONU reconoce a los
bosques de manglar como uno de los mayores captadores de gases de efecto
invernadero como lo es el CO2 (Lee et al., 2014; Polidoro et al., 2010).

A nivel mundial los manglares cubren una superficie aproximadamente de 150.000
kmz2 (Barbier, 2016; Giri et al., 2011; Hamilton y Casey, 2016). En Latino América a
revisten un area que oscila entre los 3,58 y 4,54 x 10° ha. En Colombia, cubren un
area aproximada de 379,954 ha, siendo 69,894 ha ubicadas en el litoral Caribe. En
el Caribe colombiano las especies Avicennia germinans y Rhizophora mangle son
las mas abundantes (Agudelo et al., 2015; Alvarez-Ledn, 2003). El departamento
del Atlantico actualmente cuenta con alrededor de 613 ha y se estima que solo
queda el 9% de los bosques de mangle (Bolivar y Sanchez, 2020).

En la actualidad, los bosques de manglar se estan viendo amenazados por la alta
salinidad presente en este ecosistema convirtiéndose en su mayor amenaza
(Ellison, 2015; Giri et al.,, 2011). Sin embargo, este ecosistema es una fuente
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potencial de comunidades microbianas que incluyen bacterias, hongos, algas y
protozoarios (Holguin et al., 2001). Estos microorganismos juegan un papel
fundamental tanto en el funcionamiento como en el mantenimiento del ecosistema
(Andreote et al., 2012). Puesto que son los responsables de la adaptacion y
sobrevivencia de las plantas de mangle, a condiciones extremas de dichos
sedimentos, esto Ultimo gracias a la interaccion dada por la liberacion de exudados
ricos en vitaminas y azUcares de las raices del mangle, las cuales son favorables
para el establecimiento y proliferacion de las comunidades microbianas sobre la
superficie de la raiz, que de alguna u otra forma favorecen a la planta a través de
mecanismos tales como la fitoestimulacién, la biofertilizacion y el control de
fitopatégenos (Bashan & Holguin; 2002).

Objetivos:
Objetivos generales

- Aislar y caracterizar bacterias enddfitas tolerantes al NaCl de Avicennia
germinans de los bosques de manglar del litoral del departamento del
Atlantico.

Objetivos especificos

- Determinar la tolerancia de las bacterias a diferentes concentraciones de
cloruro de sodio (NacCl).

- Evaluar la capacidad de promocién de crecimiento vegetal de las bacterias
enddfitas tolerantes al NaCl de Avicennia germinans.

Materiales y Métodos:

Hojas sin signos de enfermedad se recolectaron de A. germinans, en la Ciénaga de
Balboa (Puerto Colombia/ Atlantico). Las hojas se colocaron en bolsas herméticas
estériles y se transportaron al laboratorio en nevera portatil a temperatura de 5°C.
Posteriormente, cada muestra se esterilizé superficialmente por medio de un lavado
con agua de grifo con el fin de eliminar restos de suelo adherido. Luego se lavaron
con etanol al 80% por 1 minuto, seguido de un lavado con hipoclorito de sodio al 4%
durante 5 minutos, finalizando con 8 lavados seguidos con agua estéril. Las hojas
se cortaron en fragmentos pequefios con la ayuda de un bisturi estéril y fueron
maceradas en un mortero estéril que contenia 3 mL de solucion salina estéril al
0.9%. El liquido obtenido fue cultivado en agar BHI incubado por 5 dias a 25°C. Se
realizd una Curva de tolerancia al cloruro de sodio en medio BHI con diferentes
concentraciones de cloruro de sodio 2.5%, 10%, 15% y 20%. Se evaluo la actividad
proteolitica mediante un medio de cultivo suplementado con leche desnatada. La
actividad amilolitica fue evaluada en medio TSA y para evaluar la actividad se le
adicioné al medio lugol para revelar, la presencia de halos transparentes alrededor
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de las colonias. Se evaluo la capacidad de solubilizar fosfato en medio Pikovskaya's,
en cuanto a la Solubilizacion de potasio se emple6 el medio de cultivo Aleksandrov.
Por ultimo se evalu6 la capacidad de fijacion de nitrégeno en el medio semisolido
libre de nitrégeno JMV, la presencia de crecimiento en los medios de cultivo indicara
dicha capacidad.

Resultados

Se aisl6 un total de 7 aislados bacterianos dentro de las cuales 3 de las 7 cepas
aisladas, presentaron un color anaranjado, una textura aterciopelada con forma
convexay las 5 cepas restantes presentaban colonias con una textura mucoide, con
forma plana de color beige. Posteriormente 4 aislados fueron identificados como
cocos gram positivos, dos como bacilos gram positivos y un bacilo gram negativo.
La curva de tolerancia de NacCl, arrojé que el 100% de los aislados presentaron un
crecimiento 6ptimo en 2.5%, 5%,10%,15% de NaCl, sin embargo sélo uno de los
aislados crecié en una concentracion de NaCl al 20%. El 42.8% presentaron
actividad proteolitica, el 57.1% poseen actividad amilolitica, el 100% de las cepas
no presentaron la capacidad de solubilizar fosfato y potasio y en cuanto a la fijacion
de nitrégeno el 71.4% de los aislados poseen dicha capacidad.

Conclusiones

Esta investigacion preliminar demuestra que las bacterias enddfitas del manglar de
la Ciénaga de Balboa pueden ser empleadas para aumentar la tolerancia de las
plantulas y arboles de mangle a estrés salino y en la promocién de crecimiento
vegetal y proponerlas como una posible estrategia de reforestacion de dicho
ecosistema. Sin embargo, es necesario que se exploren alin mas los manglares y
de esta manera conocer el potencial uso que tiene el microbiota endéfita de este y
la contribucion directa en la conservacion y recuperaciéon del mismo. De esta manera
se podria garantizar la prevalencia de este ecosistema natural a futuro,
contribuyendo asi en los aspectos econémicos, sociales y turisticos a los que se
encuentra vinculado.

Palabras claves: Avicennia germinans, bacterias enddfitas, Ciénaga de Balboa,
Puerto Colombia, manglares.

Background

Mangrove forests are an ecosystem made up of woody tree and halophilic plant
species called mangroves, this ecosystem is characterized by its location; since it
develops in tidal, estuarine, intermal and riparian zones of the tropical and
subtropical coasts (Vera & Martinez, 2013). These areas are characterized by a
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dynamic environment, as they have a great biodiversity of fauna, flora, fungal
species and microorganisms. Mangrove forests are a highly biologically,
economically, culturally, scientifically relevant ecosystem. In addition, the UN
recognizes mangrove forests as one of the largest greenhouse gas collectors such
as CO2 (Lee et al., 2014; Polidoro et al., 2010).

Globally, mangroves cover an area of approximately 150,000 km2 (Barbier, 2016;
Giri et al., 2011; Hamilton and Casey, 2016). In Latin America they cover an area
ranging from 3.58 to 4.54 x 10 ha. In Colombia, they cover an area of approximately
379,954 hectares, with 69,894 hectares located on the Caribbean coast. In the
Colombian Caribbea n the species Avicennia germinans and Rhizophora mangle are
the most abundant (Agudelo et al., 2015; Alvarez-Le6n, 2003). The department of
the Atlantic currently has about 613 ha and it is estimated that only 9% of mangrove
forests remain (Bolivar and Sanchez, 2020).

Currently, mangrove forests are being threatened by the high salinity present in this
ecosystem becoming its biggest threat (Ellison, 2015; Giri et al., 2011). However,
this ecosystem is a potential source of microbial communities that include bacteria,
fungi, algae and protozoa (Holguin et al., 2001). These microorganisms play a
fundamental role in the functioning and maintenance of the ecosystem (Andreote et
al., 2012). Since they are responsible for the adaptation and survival of mangrove
plants, to extreme conditions of such sediments, the latter thanks to the interaction
given by the release of exudates rich in vitamins and sugars from the roots of the
mangrove, which are favorable for the establishment and proliferation of microbial
communities on the surface of the root, which in some way favor the plant through
mechanisms such as plant stimulation, biofertilization and control of plant pathogens
(Bashan & Holguin; 2002).

Objectives:
General objectives

Isolate and characterize endophytic bacteria tolerant to the NaCl of Avicennia
germinans from the mangrove forests of the coast of the Atlantic department.
Specific objectives - Determine the tolerance of bacteria to different concentrations
of sodium chloride (NacCl).
- Evaluate the ability of endophytic bacteria tolerant to Avicennia germinans to
promote plant growth.
Materials and Methods:

Leaves without signs of disease were collected from A. germinans, in the Ciénaga
de Balboa (Puerto Colombia/ Atlantico). The leaves were placed in sterile airtight
bags and transported to the laboratory in a portable refrigerator at a temperature of
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5°C. Subsequently, each sample was sterilized superficially by means of a wash with
tap water in order to remove traces of adhered soil. They were then washed with
80% ethanol for 1 minute, followed by a 4% sodium hypochlorite wash for 5 minutes,
ending with 8 washes followed by sterile water. The leaves were cut into small
fragments with the help of a sterile scalpel and macerated in a sterile mortar
containing 3 mL of 0.9% sterile saline. The liquid obtained was cultured in BHI agar
incubated for 5 days at 25°C. A sodium chloride tolerance curve was performed in
BHI medium with different sodium chloride concentrations of 2.5%, 10%, 15% and
20%. Proteolytic activity was evaluated using a culture medium supplemented with
skimmed milk. Amylolytic activity was evaluated in TSA medium and to evaluate the
activity was added to the lugol medium t o reveal the presence of transparent halos
around the colonies. The ability to solubilize phosphate in Pikovskaya’s medium was
evaluated, in terms of potassium solubilization the Aleksandrov culture medium was
used. Finally, the nitrogen fixation capacity in the nitrogen-free semi-solid medium
VMY was evaluated, the presence of growth in the culture media shall indicate this
capacity.

Results

A total of 7 bacterial isolates were isolated, of which 3 of the 7 isolated strains had
an orange color, a velvety texture with a convex shape and the remaining 5 strains
had colonies with a mucoid texture, with a flat beige color. Subsequently 4 isolates
were identified as gram-positive coconuts, two as gram-positive bacilli and one
gram-negative bacillus. The tolerance curve of NaCl showed that 100% of the
isolates had an optimal growth in 2.5%, 5.10% of NaCl, but only one of the isolates
grew in a concentration of NaCl to 20%. The 42.8% had proteolytic activity, 57.1%
had amylolytic activity, 100% of the strains did not have the ability to solubilize
phosphate and potassium and in nitrogen fixation 71.4% of the isolates have this
capacity.

Conclusions

This preliminary research shows that endophytic bacteria from the mangrove of
Balboa Swamp can be used to increase the tolerance of saplings and mangrove
trees to saline stress and to promote plant growth and propose them as a possible
Reforestation strategy for this ecosystem. However, it is necessary to further explore
the mangroves and in this way know the potential use that the endophyte microbiota
has of this and the direct contribution in its conservation and recovery. In this way,
the prevalence of this natural ecosystem could be guaranteed in the future, thus
contributing to the economic, social and tourist aspects to which it is linked.

Keywords: Avicennia germinans, endophytic bacteria, Ciénaga de Balboa, Puerto
Colombia, mangroves.
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