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Resumen

Se caracteriz0 el potencial biotecnoldgico de bacterias enddfitas cultivables aisladas de hojas
y de raices aéreas de Rhizophora mangle del Manglar de Puntarenas, Costa Rica, y su efecto
como promotores de crecimiento vegetal en Oryza sativa. Se determind la actividad
enzimatica: amilolitica, proteolitica y lipolitica, la actividad antimicrobiana contra bacterias
y hongos patogenos y la promocion del crecimiento vegetal in vitro: fijacién de nitrogeno,
solubilizacion de fosfato y produccion de acido indol-3-acético (AlA). Ademas, se evaluo el
efecto de dos aislamientos en el crecimiento del tallo y de la raiz en plantulas de O. sativa.
Se aislaron 15 cepas de bacterias endofitas de R. mangle: 3 de hojas y 12 de raices aéreas.
Trece cepas presentaron actividad en al menos una de las enzimas evaluadas, 3 cepas
inhibieron el crecimiento de Trichophyton mentagrophytes (ATCC® 9533™) y otras 3 cepas
inhibieron el crecimiento de Candida albicans (ATCC® 90028™). Catorce cepas fijaron
nitrégeno, 3 solubilizaron fosfato y 3 produjeron AIA moderada o fuerte. Los aislamientos
seleccionados, identificados como Staphylococcus warneri y Pantoea dispersa, no generaron
diferencias significativas respecto al control en los pardmetros de crecimiento medidos en O.
sativa. Este estudio representa el primer reporte de bacterias endofitas cultivables aisladas de
R. mangle en Costa Rica. Se demuestra el potencial biotecnolégico de las bacterias endéfitas
aisladas de ecosistemas de manglar y se recomienda promover la bioprospeccion de
microorganismos de ambientes marinos con potencial biotecnoldgico para la I+D+i
(investigacion, desarrollo e innovacién) y el Desarrollo Sostenible de las zonas marino-
costeras del pais.

Palabras clave: Bioprospeccién, Actividad enzimatica, Actividad antimicrobiana,
Promocidn de crecimiento vegetal, Costa Rica.
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1. Introduccién

Los ecosistemas de manglar poseen gran variedad de microorganismos endéfitos que abren
nuevas areas de exploracion biotecnologica (Sebastianes et al., 2017). Las bacterias endofitas
se caracterizan por producir antibiéticos, enzimas, hormonas de crecimiento vegetal y muchos
otros compuestos de interés que pueden ser aplicados en la industria farmacéutica, alimenticia,
textil, papelera y agricola (Castro et al., 2014; Khan et al., 2017; Afzal et al., 2019). Debido a la
importancia de estos microorganismos es fundamental aislar y caracterizar bacterias endofitas

asociadas a Rhizophora mangle en Costa Rica para determinar su potencial biotecnolégico.

1.1 Antecedentes

Las investigaciones sobre microorganismos endéfitos de manglar han aumentado en los
ultimos afios. Recientemente, se ha considerado el potencial agricola y biotecnolégico de las
bacterias endofiticas como una herramienta importante en las distintas industrias y en la
promocion del crecimiento de las plantas, al mejorar la nutricion de éstas y al controlar las plagas

que las atacan (Sebastianes et al., 2017).

Bibi et al. (2017) aislaron bacterias endofitas de manglares ubicados en la costa de Thuwal,
Arabia Saudita y determinaron su capacidad de producir amilasas, proteasas, celulasas y lipasas.
Ademas, evaluaron la actividad antagdnica de estas bacterias sobre distintos hongos patdégenos
como Phytophthora capsici, Altenaria malli, Fusarium moniliforme y Pythium ultimum y
obtuvieron que el 56.5 % de las cepas bacterianas presentaron actividad antifngica contra

P.capsici mientras que 60.8 % de los aislamientos fueron activos contra P.ultimum.

En la region costera de Kenia, Ntabo et al. (2018) aislaron 42 bacterias enddfitas de hojas y
raices de 6 plantas de mangle y determinaron su actividad enzimatica. El estudio mostré que el
69 % de los aislamientos presentaron actividad pectinasa, 95 % actividad proteasa, 88 %
actividad amilasa y 92 % actividad celulasa. Los endofitos aislados de las hojas mostraron un
mayor indice enzimatico para la actividad celulasa, mientras que los enddfitos aislados de raices

mostraron mayor actividad amilasa y proteasa.



En la India, se han aislado enddéfitos bacterianos de distintas plantas de manglar tales como
Avicennia marina, Bruguiera cylindrica, Rhizophora mucronata, Salicornia brachiata, Suaeda
monoica, Rhizophora apiculata, Excoecaria agallocha, Casearia decantra y Aegiceras
corniculatum. Los aislamientos se han obtenido de muestras de diferentes tejidos como raices,
tallos y hojas y se ha reportado gran diversidad de enddfitos de los géneros Bacillus,
Pseudomonas, Serratia, Enterobacter, Micrococcus y Sporosarcina (Sebastianes et al., 2017).

La actividad antibacteriana de muchas de estas bacterias ha sido evaluada sobre patdgenos
humanos y microorganismos fitopatégenos, como Serratia sp., Bacillus sp., Enterobacter sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus sp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis,
Streptococcus pyogenes, Fusarium sp., Vibrio sp. y Klebsiella sp., obteniendo en algunos casos
aislamientos que exhiben zonas méaximas de inhibicion (Sebastianes et al., 2017). También se
han realizado en ese pais estudios que confirman la capacidad de estas cepas enddéfitas para
producir enzimas extracelulares de importancia econémica. Anu et al. (2014) aislaron 26 cepas
de hojas, tallos y raices de la especie Rhizophora mucronata del manglar ubicado en Thrissur y

obtuvieron que todos los aislamientos presentaron actividad celulasa.

En Brasil, también se han realizado estudios sobre el potencial biotecnoldgico de los
microorganismos endoéfitos. Bacterias endofitas pertenecientes a los géneros Pantoea,
Curtobacterium, Enterobacter y Bacillus se aislaron de Rhizophora mangle y Avicennia spp.,
de los manglares ubicados en Bertioga y Cananéia. Bacillus fue el género que se aislé con mayor
frecuencia, con un 42 % de las especies aisladas de Cananéia y 28 % de las especies aisladas de
Bertioga (Castro et al., 2014). Estos aislamientos mostraron actividad enzimatica, un 75 %

presento actividad proteasa y 62 % actividad endoglucanasa (Saravanakumar et al., 2016).

Jiang et al. (2018) estudiaron la actividad antimicrobiana de actinobacterias endofitas
aisladas de 5 plantas de mangle distintas: Avicennia marina, Aegiceras corniculatum, Kandelia
obovota, Bruguiera gymnorrhiza y Thespesia populnea, recolectadas del Beilun Estuary
Nature Reserve, China. Un total de 31 cepas exhibieron resultados positivos en al menos un

ensayo antibacteriano.

Por otra parte, en los ultimos afios varios estudios han utilizado el potencial de las bacterias

enddfitas de manglar con propiedades promotoras de crecimiento en plantas (PGP) para



estimular el crecimiento de especies vegetales distintas a su huésped natural. En Vietnam, Tam
et al. (2018) aislaron 86 enddfitos bacterianos de 12 muestras de plantas obtenidas de dos
manglares de la Peninsula de Ca Mau. Todos los aislamientos lograron sintetizar amonio,
solubilizar fosfato y biosintetizar acido indol-3-acético (AlA) y por sus propiedades PGP, la
cepa Enterobacter cloacae NDNC1e resulté ser un candidato prometedor para utilizarse como

inoculante en muchos tipos de cultivos en suelos pobres y salinos.

Castro et al. (2018) evaluaron la capacidad de fijar nitrogeno, solubilizar fosforo y producir
AlA de 115 bacterias enddfitas aisladas de Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa y
Avicennia nitida. Dos cepas con alta produccién de AIA (Pseudomonas fluorescens MCRI.10
y Enterobacter sp. MCR1.48) fueron elegidas como inoculantes de Acacia polyphylla, un arbol
utilizado en la reforestacion de zonas degradadas. El tratamiento de plantulas de A. polyphylla
con la bacteria Enterobacter sp. provocé un incremento del peso seco en las mismas, lo que

demostrd que ésta es una cepa promisoria en el crecimiento de este tipo de plantas.

Especificamente en arroz, Deivanai et al. (2014) examinaron la capacidad de las bacterias
endofitas de mangle para estimular el crecimiento de plantulas de Oryza sativa (arroz). Las
bacterias se aislaron de ramas y peciolos de Rhizophora apiculata en Kedah, Malasia y se
inocularon en semillas de arroz, esto generd una aceleracion en el crecimiento de las raices y
brotes e increment6 el contenido de clorofila de las mismas. Ademas, Soldan et al. (2019)
aislaron bacterias de propagulos de Avicennia marina, en el Mar Rojo en la costa de Arabia
Saudi y estudiaron el potencial PGP de estas cepas en cebada y arroz. Los 12 aislamientos
prometedores fueron probados en cebada en condiciones no axénicas y estrés salino, mientras
gue solamente 3 cepas se inocularon en semillas de arroz bajo condiciones de estrés salino. La

investigacion concluy6 que la cepa Gordonia terrae fue la méas efectiva en ambos ensayos.

Por ultimo, en Costa Rica no existen articulos cientificos publicados hasta la fecha
relacionados con bacterias enddfitas de manglar. En el pais los estudios en manglares se han
dirigido a la descripcion de las especies y al estudio de la complejidad estructural de la
vegetacion (Samper y Silva, 2015; Sanchez et al., 2022) y no a la exploracion del potencial

biotecnoldgico de los microorganismos asociados a estos ecosistemas.



1.2 Justificacién

En los ultimos afios el interés por comprender la diversidad y el rol de los microorganismos
endofitos en la ecologia microbiana y de plantas, biologia evolutiva e investigacion aplicada, se
ha incrementado. Sin embargo, las comunidades endofitas de varias especies de plantas, como
las de mangle, siguen siendo poco exploradas y estudiadas pese al gran potencial biotecnoldgico
que poseen. Las bacterias enddfitas pueden promover el crecimiento vegetal y producir
compuestos de importancia médica, farmaceutica y agricola, por lo cual son focos de interés

para los cientificos a nivel mundial (Ek et al., 2019).

Los manglares son ecosistemas con gran potencial biotecnoldgico al ser una fuente
importante de enzimas, antibiéticos y hormonas (Bibi et al., 2017). Las enzimas producidas por
microorganismos aislados de estos sitios poseen un enorme valor econdmico en la industria de
papel, la medicina y el tratamiento de aguas (Saravanakumar et al., 2016), mientras que los
antibidticos y las hormonas son principalmente importantes en la industria agricola, donde
juegan un rol fundamental para el control de fitopatdgenos y en la promocién del crecimiento

en plantas, respectivamente.

Ademas, dada la importancia que poseen las bacterias endofitas en la promocién del
crecimiento en plantas y debido a su capacidad para colonizar especies distintas a su huésped
natural (Afzal et al., 2019), es preciso identificar cepas que estimulen el crecimiento de cultivos
de importancia econémica, como lo es el arroz (Oryza sativa). En Costa Rica, el arroz es un
alimento prioritario en la dieta basica de la poblacion (Picado y Solano, 2018) y los manglares
parecen ser una fuente prometedora para examinar endéfitos que promuevan el crecimiento de
este cultivo, ya que de acuerdo con Deivanai et al. (2014), estos ecosistemas y las zonas
arroceras poseen similitudes de salinidad, temperatura y humedad.

En vista de la importancia de estos ecosistemas, a la poca caracterizacion de bacterias
enddfitas en plantas de mangle y a la falta de informacidn acerca de endéfitos bacterianos de los
manglares costarricenses, es preciso la bioprospeccion de bacterias endofitas asociadas a

Rhizophora mangle para determinar su potencial biotecnolégico.



1.3 Planteamiento del problema a investigar

Debido al potencial biotecnoldgico de las bacterias enddfitas asociadas a Rhizophora mangle
y a la falta de estudios en Costa Rica sobre microorganismos de ecosistemas marino costeros,
se plantea la siguiente pregunta: ¢ Cual es el potencial biotecnoldgico de las bacterias endofitas
cultivables aisladas de Rhizophora mangle en Costa Rica y su posible efecto como promotores

de crecimiento en Oryza sativa?

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Caracterizar bacterias endofitas cultivables aisladas de Rhizophora mangle y su efecto en la
promocion del crecimiento en Oryza sativa mediante ensayos in vitro y de invernadero para la

determinacion de su potencial biotecnolégico.

1.4.2 Objetivos Especificos

) Determinar la actividad enzimatica, antimicrobiana y promotora del crecimiento
vegetal de bacterias enddfitas cultivables aisladas de Rhizophora mangle.

i) Determinar el potencial de las bacterias endofitas seleccionadas aisladas de
Rhizophora mangle para la promocion del crecimiento en Oryza sativa.

iii) Identificar molecularmente las bacterias enddfitas seleccionadas aisladas de
Rhizophora mangle.



2. Marco Teodrico

La presencia de bacterias endofitas se document6 por primera vez en el siglo XIX. Desde
entonces, a pesar de que una variedad de definiciones han sido aplicadas al término de bacterias
endofitas, todas concuerdan en que éstas son un grupo especializado de bacterias que han
adquirido la capacidad de invadir a su planta huésped y vivir dentro de sus tejidos vegetales sin

causar efectos nocivos (Hardoim et al., 2015; Afzal et al., 2019).

Muchas de las investigaciones sobre organismos endofitos se han enfocado en plantas
terrestres. Sin embargo, existe un creciente interés en el estudio de bacterias endoéfitas de sitios
inexplorados, como los ecosistemas de manglar, debido a que éstos ofrecen una gran
oportunidad para descubrir nuevos compuestos con alto potencial biotecnoldgico (Sebastianes
etal., 2017).

Manglares

Los manglares son ecosistemas ubicados en las zonas intermareales de las regiones tropicales
y subtropicales (Castro et al., 2018; Liu et al., 2018) y se caracterizan por la gran abundancia de
materia organica, nitrégeno y azufre (Ntabo et al., 2018) asi como alta salinidad y condiciones
anoxicas (Finlayson, 2018). Segun Saravanakumar et al. (2016) los manglares son bosques
hamedos que crecen en la zona de transicion entre la tierra 'y el mar y que se caracterizan por la

alta complejidad en su naturaleza microbiana y fisicoquimica.

Bajo condiciones Optimas, los manglares forman bosques grandes y productivos que
alcanzan los 30 m de altura, mientras que en condiciones menos favorables predominan los
arbustos dispersos y enanos. Se estima que estos ecosistemas estdn compuestos por 70-84
especies de plantas, las cuales poseen caracteristicas estructurales y funcionales que les permiten
prosperar en las zonas intermareales. Entre estas caracteristicas se encuentran la presencia de
raices aéreas, las répidas tasas de produccion de dosel, los mecanismos de retencion de

nutrientes altamente eficientes y la dispersion de propagulos por las mareas (Finlayson, 2018).

Ademas, las condiciones distintivas de los manglares permiten la existencia de una gran

variedad de microorganismos, presentes en forma libre en los sedimentos o como comunidades



endofitas (Castro et al., 2014). Los microorganismos de los sedimentos son importantes para la
productividad y conservacion de los ecosistemas de manglar, al encargarse de transformar
continuamente la vegetacion muerta en fuentes de nitrégeno, fésforo y otros nutrientes que
pueden ser utilizados por los arboles del lugar (Chen et al., 2016; Wu et al., 2016). Las
comunidades enddfitas en cambio se encargan de promover el crecimiento de sus plantas
huésped y contribuir a tolerar el estrés bidtico y abidtico que pueden desafiar su desarrollo
(Afzal et al., 2019).

Estos ecosistemas son reconocidos por su riqueza natural, relevancia ecologica y econémica
y los servicios ambientales que prestan (Benavides et al., 2016). A nivel ecoldgico sirven de
habitat para multiples especies marinas, actian como sitios de filtracion de sedimentos y ademas
protegen la zona costera de la erosion (Samper y Silva, 2015). Por otra parte, a nivel econdmico
son fundamentales debido a que actan como base para la alimentacion y reproduccion de
organismos marinos, como peces, crustaceos y mariscos (Finlayson, 2018), lo que hace que
estos ecosistemas sean de gran importancia para el sector pesquero (Manikkam et al., 2019).
Ademas, los manglares ofrecen otros productos de importancia industrial como resinas, tintes,

medicamentos y alcohol (Finlayson, 2018).

Aproximadamente el 75 % de la zona costera tropical y subtropical del mundo esta cubierta
por manglares (Azman et al., 2015), siendo Indonesia, Australia y Brasil los paises con mayor
abundancia de estos ecosistemas (Carvajal et al., 2019). Un estudio realizado por Giri et al.
(2011) estimd un total de 137760 km? cubiertos de manglar. Un 42 % de esta area se ubica en
Asia, 20 % en Africa, 15 % en América del Norte y Central, 12 % en Oceania'y 11 % en América
del Sur (Finlayson, 2018).

Costa Rica posee importantes areas de manglar en las costas caribefias y pacificas (Benavides
et al., 2016). EI Ministerio de Ambiente y Energia de Costa Rica (MINAE) informé que en el
2013 el porcentaje de cobertura de los bosques de mangle en el pais correspondia a un 0.7 % de
todos los tipos de bosques presentes. EI 99 % de los manglares se ubican en la costa del Pacifico
con una cobertura total estimada de 41 000 hectareas y divididos en tres zonas especificas:
Norte, Central y Sur, las cuales presentan diferencias en la estructura del bosque y composicion

de las especies (Samper y Silva, 2015).



Rhizophora mangle

Rhizophora mangle es una planta de manglar usualmente conocida como mangle rojo, la cual
domina en el Pacifico Norte de Costa Rica (Zamora y Cortés, 2009). Se caracteriza por tener
raices aéreas que se extienden desde el tronco hasta el suelo, una corteza de tallo suave y clara,
una altura de hasta 19 m con un didmetro promedio del tronco de unos 30 cm y un mejor
crecimiento en salinidad baja e intermedia (Cavalcanti et al., 2016). Segin Regalado et al.

(2016), Rhizophora mangle presenta la siguiente clasificacion taxondémica (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificaciéon taxondmica de Rhizophora mangle

Clasificacion Nombre
Reino Plantae
Clase Magnoliopsida
Orden Malpighiales

Phylum Tracheophyta
Familia Rhizophoraceae
Género Rhizophora
Especie Rhizophora mangle

Microorganismos enddéfitos

El botanico aleman Heinrich Friedrich Link fue el primero en describir los endofitos en el
afio 1809, como un grupo de hongos parcialmente parasitos que viven en plantas (Hardoim et
al., 2015). Durante mucho tiempo el término enddfito se dirigio principalmente a los organismos
patdgenos, en especial hongos, y no fue hasta afios después que se informo sobre bacterias en el
interior de las plantas (Hardoim et al., 2015). Galippe (1887) comunico la presencia de bacterias
y hongos en el interior de plantas vegetales y postulé que estos microorganismos provienen del
suelo y migran hasta la parte superior de las plantas, donde desempefian un papel beneficioso
en las mismas. Otros estudios a fines del siglo XIX y principios del siglo XX confirmaron la

aparicion de microorganismos beneficiosos dentro de las plantas. En 1991, Orlando Petrini



definio los enddfitos como los organismos que pueden colonizar los tejidos internos de la planta
sin causar dafio aparente a su huésped (Hardoim et al., 2015).

El término endofito proviene de las palabras griegas “endon” que significa dentro y “fiton”
planta (Shah et al., 2017). Mas recientemente, Kandel et al. (2017) definen a los end6fitos como
aquellos microorganismos (bacterias y hongos) que viven en los tejidos de las plantas en todo o
parte de su ciclo de vida sin causar sintomas de enfermedad. Strobel (2018) utiliza un concepto
similar, al definir a los endofitos como los microorganismos asociados a tejidos vegetales vivos
y que no causan dafio a la planta huésped, mientras que Manikkam et al. (2019) describen a los
endofitos como microorganismos que viven dentro de los tejidos vegetales sanos y que son
capaces de producir nuevos metabolitos bioactivos con aplicaciones clinicas, ambientales y
agricolas. Hoy dia se sabe que los microorganismos endéfitos estdn compuestos también por

eucariotas unicelulares como amebas y algas (Hardoim et al., 2015; Kandel et al., 2017).

Los microorganismos endéfitos son de gran importancia agricola ya que ayudan a mejorar
los rendimientos de los cultivos al estimular el crecimiento en las plantas y su respuesta inmune
(Ek et al., 2019). Pero ademas, los enddfitos poseen también un enorme valor en el area
biotecnoldgica, al ser una fuente de compuestos con funciones antioxidantes, anticancerigenas,
antidiabéticas, inmunosupresivos, antifungicos, antibacterianos, insecticidas, nematicidas y

antivirales (Hardoim et al., 2015).

Bacterias endo6fitas

Las bacterias enddfitas se pueden definir como aquellas bacterias que colonizan el tejido
interno de la planta sin mostrar signos externos de infeccion (Zhang et al., 2019). Muchos
estudios cientificos se han centrado en aislar las bacterias endofiticas de una variedad de
especies de plantas y evaluar sus beneficios en la industria agricola (Puri et al., 2018). Como se
menciond anteriormente, estas comunidades otorgan numerosos beneficios a las plantas al
aumentar el crecimiento y desarrollo de las mismas, maximizar la proteccién contra los

fitopatdgenos y mejorar la resistencia al estrés (Da Silva et al., 2018).

Las comunidades bacterianas endofiticas se originan a partir del ambiente exterior y entran

a la planta a traves de estomas, lenticelas y heridas (Walia et al., 2017), una vez dentro pueden



diseminarse sistematicamente para colonizar los tejidos superiores y establecer en el tallo y
hojas densidades de poblacion entre 10° y 10* UFC/gfw en condiciones naturales (Da Silva et
al., 2018; Afzal et al., 2019). Estas bacterias viven dentro de las paredes celulares y las regiones
intercelulares de los vasos del xilema y pueden colonizar, semillas, flores y frutos (Ek et al.,
2019).

La razén por la cual el estudio de bacterias endofitas ha tomado gran auge en los ultimos
afios es su potencial prometedor en el despliegue de procesos biotecnoldgicos. Las bacterias
endofitas producen una amplia gama de enzimas comercialmente importantes, fitohormonas
como auxinas, giberelinas y &cidos giberélicos que promueven el crecimiento de las plantas, asi

como compuestos bioactivos de interés (Bind y Nema, 2019).
Produccion de enzimas por bacterias endéfitas

Los microorganismos son importantes en los procesos de produccion de enzimas debido a su
alta capacidad de produccién y bajo costo (Castro et al., 2014; Bibi et al., 2017). Las
comunidades bacterianas endofiticas se consideran una fuente importante de enzimas
extracelulares de alto valor biotecnoldgico, las cuales son de gran utilidad en la industria textil,
alimentaria y de detergentes, asi como en la investigacion agricola y farmacéutica (Lata et al.,
2019). Se han aislado e identificado cepas de varias especies de plantas con estas caracteristicas,
especificamente en plantas de mangle se ha reportado que bacterias pertenecientes a los géneros
Bacillus, Pantoea, Curtobacterium y Enterobacter presentan distintas actividades enzimaticas
(Sebastianes et al., 2017).

Las bacterias enddfitas son una fuente potencial de enzimas tales como las enzimas
desaminasas del é&cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), pectinasas, esterasas,
asparaginasas, fitasas, quitinasas, deshidrogenasas, B-glucanasas, fosfatasas, celulasas, lipasas,
amilasas y proteasas (Khan et al., 2017; Lata et al., 2019), siendo estas Ultimas tres de alto interés
industrial. Las lipasas tienen varias aplicaciones, especialmente en la digestion de grasas, por lo
cual son muy utilizadas en la industria papelera, cosmética y alimentaria. Las amilasas son
enzimas que degradan los azucares complejos en azlcares mas simples y se han reportado

especies de Bacillus aisladas de hojas de manglar que exhiben maxima actividad de esta enzima
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(Saravanakumar et al., 2016). Las proteasas pertenecen a un grupo de enzimas que hidrolizan
los enlaces peptidicos de las proteinas y se han utilizado ampliamente en la industria de

detergentes, alimentos y productos farmacéuticos (Flores et al., 2019).

Promocion del crecimiento en plantas por bacterias endéfitas

Algunas bacterias enddfitas forman parte de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(PGP) y al igual que las bacterias rizosféricas presentan mecanismos directos e indirectos, 0 una
mezcla de estos, que benefician a las plantas en su crecimiento y desarrollo (Velasco et al.,
2019). Los mecanismos directos aumentan la disponibilidad de nutrientes, mejorando con ello
su nutricion, mientras que los indirectos promueven el crecimiento de las plantas al protegerlas

contra el ataque de organismos fitopatégenos (dos Santos et al., 2018; Velasco et al., 2019).
Mecanismos directos

En bacterias endofitas se puede mencionar la sintesis de hormonas estimuladoras de
crecimiento vegetal tales como el &cido indol-3-acético (AlA), la solubilizacion de fosfatos, la
fijacién de nitrégeno, la actividad de la enzima ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato)
desaminasa y la produccion de sideréforos para la adquisicion de hierro (Fe) (Afzal et al., 2019;
Velasco et al., 2019). Estas propiedades hacen que las bacterias endéfitas sean estudiadas por la

gran importancia agricola que poseen.

Produccién de AIA: El AlA es una importante auxina que desempefia un papel crucial en
el crecimiento y desarrollo de las plantas, al participar en numerosos procesos fisioldgicos tales
como sefializacion célula-célula, alargamiento celular, division celular, diferenciacion celular y
regulacion de la sintesis de otras hormonas vegetales como el etileno (Latif et al., 2016; Afzal
et al., 2019). La produccion de AIA por las bacterias endofitas puede mejorar la biomasa y el
area superficial de las raices, asi como aumentar la produccion de raices laterales en las plantas
huésped (Afzal et al., 2019).

Los enddfitos bacterianos pueden sintetizar esta auxina mediante tres rutas diferentes, a
través de (i) acido indol-3-pivurato, (ii) indol-3-acetamida e (iii) indol-3-acetonitrilo (Latif et

al., 2016). Las vias de sintesis de AIA mas importantes y ampliamente distribuidas son la via
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indol-3-piruvato (IPA) y la via indol-3-acetamida (IAM), las cuales son dependientes de
triptofano (Figura 1). La via IPA ha sido reportada principalmente en bacterias promotoras de
crecimiento vegetal, mientras que la via IAM ha sido descrita en bacterias fitopatdgenas (Vega
etal., 2016).

HOOC -~

j/ L___,[l j Aminotransferasa
Triptéfano-2- NEL, = I

‘ N +
monooxigenasa
= HOOC | . N
Taald P ™ =
(f=al) TRP T T )
O ~p
H
H, N .\n_/—.._‘ srae Indol-3-piravato | IPA
| | = descarboxilasa
O [_‘N l_\_,_J (IPDC)
TAND .
Ny
[T
(@] =
Indol-3-acetamida e
hidrolasa Indol-3-acetaldehido

(IaaH) HOoOC ™ | 0 /A“\‘-] deshidrogenasa (lad 1) | ATAld
H
ATA

lado derecho, via indol-3-piruvato (IPA) lado izquierdo, via indol-3-acetamida (1AM} TRP: triptofano AlA- acido indol-3-acético
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Figura 1. Via de biosintesis de acido indol-3-acético en bacterias (Recuperado de Vega et al., 2016)

Solubilizacion de fosfatos: El fosforo es el segundo nutriente esencial requerido por las
plantas y este juega un rol importante en procesos metabdlicos, tales como fotosintesis,
respiracion, transduccion de sefiales y transferencia de energia (Matos et al., 2017). Sin
embargo, este nutriente es usualmente encontrado en el suelo como sales minerales o

compuestos organicos que son insolubles (Afzal et al., 2019).

Las bacterias endofitas pueden solubilizar el fosfato mediante la secrecion de &cidos
organicos que convierten los fosfatos insolubles en iones monobasicos y dibasicos solubles, los
cuales quedan disponibles para las plantas, o a través de mecanismos como la acidificacion y
quelacion (dos Santos et al., 2018; Afzal et al., 2019). Bacterias de los géneros Pseudomonas y
Bacillus son capaces de solubilizar fosfato y la utilizacion de éstos, asi como de otros
organismos con estas propiedades como inoculantes, provoca un incremento en los rendimientos
de las plantas, convirtiéndolos en una alternativa ecoldgica para reducir la utilizacion de

productos quimicos en el sector agricola (Matos et al., 2017; Walia et al., 2017).
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Fijacion de nitrogeno: El nitrogeno es un componente esencial de todas las proteinas, los
acidos nucleicos que forman el ADN vy la clorofila que permite el proceso de fotosintesis en las
plantas. Este elemento es muy comun en la naturaleza, sin embargo, gran parte de este nitrégeno
esta en forma de dinitrégeno (N2), que es inerte y no puede ser utilizado por las plantas. Para
que las plantas usen este dinitrogeno, debe fijarse en formas como nitrato (NO3z—) y amonio
(NHas+) (Puri et al., 2018).

En la fijacion biologica de nitrogeno, ciertos microorganismos como algunas bacterias
enddfitas biodisponibilizan el nitrogeno al romper el triple enlace del dinitrégeno y lo convierten
en amoniaco, utilizando un complejo enzimético altamente especializado y conservado Ilamado

enzima nitrogenasa (Puri et al., 2018; Afzal et al., 2019).
Segun Olanrewaju et al. (2017) la ecuacién para la fijacion de nitrégeno es:
N2 + 8¢+ 8H" + 16 MgATP—> 2NH3 + H +16 MgADP + 16 Pi

Las bacterias enddfitas constituyen una alternativa para maximizar la fijaciéon bioldgica de
nitrdgeno (dos Santos et al., 2018) y representan un sustituto promisorio de los fertilizantes
quimicos (Puri etal., 2018). En los tltimos afios varios estudios han reportado que la inoculacién
de bacterias endofitas fijadoras de nitrégeno en diversas plantas produce un aumento en el
rendimiento de las mismas (Lata et al., 2019). Bacterias enddfitas como Sporosarcina
aquimarina, Pseudomonas fluorescens y Enterobacter sp. aisladas de diferentes 6rganos de
plantas de mangle son capaces de fijar nitrogeno (Sebastianes et al., 2017).

Produccion de ACC: La ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato) desaminasa es una
enzima que promueve el crecimiento de las plantas al disminuir los niveles de etileno (Latif et
al., 2016). Si bien el etileno es un metabolito esencial en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, una alta concentracion del mismo puede ocasionar afectaciones en el desarrollo de
raices y brotes de éstas (Olanrewaju et al., 2017; Lata et al., 2019). El incremento de la hormona
en las plantas se debe a condiciones de estrés tales como la presencia de metales, temperaturas
extremas, productos quimicos en exceso, escasez de agua, luz ultravioleta o por la presencia de

patogenos fungicos o bacterianos (Olanrewaju et al., 2017).
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La ACC desaminasa cataliza la conversion de ACC, el precursor inmediato de la sintesis de
etileno, en amoniaco y a-cetobutirato (Latif et al., 2016). Por lo tanto, los endofitos que expresan
la ACC desaminasa logran disminuir los niveles de ACC en las plantas y posteriormente los
niveles de etileno, reduciendo a su vez los efectos ocasionados por las condiciones de estrés
(Olanrewaju et al., 2017).

Mecanismos indirectos

El control biologico es un mecanismo que promueve indirectamente el crecimiento de las
plantas al protegerlas contra el ataque de fitopatdégenos (dos Santos et al., 2018; Afzal et al.,
2019). Se define como el uso de microorganismos beneficiosos, sus genes o productos para
reducir los efectos negativos de los patdgenos de plantas y promover respuestas positivas en las
mismas (Da Silva et al., 2019).

Las bacterias enddfitas pueden reducir las poblaciones microbianas que dafian las plantas
actuando como agentes de control bioldgico, ya sea a través de la competencia por el mismo
nicho ecoldgico, mediante la resistencia sistémica inducida o por medio de la produccion de
agentes quimicos como los metabolitos secundarios (Yadav y Yadav, 2017). Ademas, las
bacterias endofitas pueden secretar enzimas que protegen a las plantas de las invasiones de
patégenos (Banik et al., 2016). Las bacterias que pertenecen a los géneros Actinobacteria,
Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas y Serratia son las mas cominmente reportadas por sus

actividades antimicrobianas contra los fitopatogenos (Afzal et al., 2019).

Competencia y Resistencia Sistémica Inducida (RSI): Bacterias enddfitas con
caracteristicas de promocién de crecimiento vegetal pueden eliminar los fitopatdgenos mediante
la competencia directa por espacio y nutrientes o a través de un mecanismo llamado Resistencia
Sistémica Inducida (RSI), el cual les permite proteger sus plantas huésped del ataque de
patdgenos fungicos, bacterianos o virales (Afzal et al., 2019). La RSI es una estrategia que ayuda
a la planta a reaccionar mas rapido y fuertemente a un posterior ataque de patdgenos, induciendo
mecanismos de defensa (Afzal et al., 2019).

Mediante la RSI se pueden restringir los patdgenos a la corteza de las raices de las plantas al

aumentar la densidad de la pared celular del huésped (Yadav y Yadav, 2017). Este proceso es
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activado mediante la expresion de proteinas relacionadas con la patogénesis (quitinasa y 3-1,3
glucanasa), proteinas relacionadas con la defensa (peroxidasa y polifenol oxidasa) y compuestos
fenolicos (Yadav y Yadav, 2017). Se ha demostrado que bacterias endofiticas de los géneros

Bacillus, Pseudomonas y Serratia son capaces de utilizar este mecanismo (Afzal et al., 2019).

Metabolitos secundarios: Dentro de los metabolitos secundarios que pueden producir los
endofitos bacterianos se encuentran los siderdforos, antimicrobianos naturales y cianuro de
hidrogeno (Olanrewaju et al., 2017). Los sider6foros son agentes quelantes de hierro producidos
por algunos microorganismos bajo la deficiencia del mismo (Yadav y Yadav, 2019). Si bien la
produccion de sideréforos por organismos endofitos promueve el crecimiento de las plantas al
secuestrar el hierro y aumentar con ello la concentracion de este elemento en los tejidos internos
de las mismas, estas bacterias también dan competencia nutricional a los patégenos, limitando
la disponibilidad de hierro para éstos e inhibiendo su crecimiento (Maheshwari et al., 2019). El
complejo sideréforo proporciona Fe a las plantas y priva al patdgeno de este micronutriente
(Yadav y Yadav, 2019).

El hierro es el principal elemento requerido por los microorganismos para procesos celulares
tales como la respiracion y transpiracion y es a su vez cofactor para muchas enzimas (Afzal et
al., 2019; Lata et al., 2019). Existe predominantemente en su estado férrico Fe** y reacciona
formando hidréxidos altamente insolubles que en gran medida no estan disponibles para los
microorganismos y las plantas (Lata et al., 2019). Para adquirir suficiente cantidad de este
elemento, los siderdforos producidos por las bacterias pueden unir Fe+ con una alta afinidad

que logre la solubilizacién del metal para su absorcién eficiente (Lata et al., 2019).

Por otra parte, los antimicrobianos naturales son productos de bajo peso molecular fabricados
por microorganismos, los cuales inhiben el crecimiento o causan la muerte de fitopatdgenos, asi
como de bacterias, hongos, virus y protozoarios que causan enfermedades en humanos y
animales (Ek et al., 2019). La produccion de antibidticos se considera un mecanismo muy
eficiente para el control de los patogenos de las plantas y recientemente se ha encontrado que
bacterias endofitas de diferentes especies de plantas son importantes productores de estos
metabolitos (dos Santos et al., 2018; Ek et al., 2019).
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Como se menciond anteriormente, los metabolitos producidos por bacterias endofitas actian
también como agentes antimicrobianos contra bacterias patdgenas de humanos y animales (Ek
et al., 2019). Sin embargo, la accion efectiva de un antibiotico contra una cepa patégena puede
no tener la misma eficiencia en otra cepa de la misma especie debido a la presencia de
mecanismos de resistencia genética o a la pérdida de eficiencia debido a la variacion de las
condiciones ambientales (dos Santos et al., 2018). Se ha identificado una variedad de
antibioticos tales como la anfisina, 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), oomicina A, fenazina,
pioluteorina, pirrolnitrina, tensina y tropolona, producidos por especies de Pseudomonas y
oligomicina A, kanosamina y xantobaccina producidas por los géneros Bacillus y Streptomyces,
los cuales forman parte de comunidades enddfitas (Gull, 2016).

Ademas de la produccion de antibidticos, las bacterias también son capaces de producir
compuestos volatiles como cianuro de hidrégeno (HCN) el cual es un inhibidor activo de
enzimas metalicas, particularmente de la enzima citocromo c oxidasa (Swarnalakshmi et al.,
2019). Muchos géneros bacterianos como Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus y Aeromonas son
productores de HCN, el cual se considera un compuesto antagonico efectivo particularmente

contra los hongos (Olanrewaju et al., 2017).

Enzimas extracelulares: Numerosas plantas responden a la infecciébn de hongos
fitopatdgenos activando la sintesis de una serie de enzimas degradantes de la pared celular
(Olanrewaju et al., 2017). Las celulasas, proteasas, quitinasas, B-glucanasas, lipasas y fosfatasas
son enzimas que juegan un rol importante en el control bioldgico ya que exhiben propiedades
anti parasiticas (Lata et al., 2019). La quitinasa se caracteriza por degradar la quitina la cual es
una parte integral de la pared celular de muchos hongos fitopatogenos, mientras que las p-1,3
glucanasas, proteasas Yy lipasas rompen los carbohidratos, proteinas y lipidos, respectivamente,
asociados a esta estructura celular (Olanrewaju et al., 2017). Todas estas enzimas tienen la
capacidad de lisar las células fungicas y causar la destruccion del micelio (Olanrewaju et al.,
2017).
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3. Marco Metodoldgico

3.1 Area de estudio y recoleccion de muestras

Se caracterizé el potencial biotecnoldgico de bacterias enddfitas cultivables asociadas a la

especie Rhizophora mangle en Costa Rica y su posible efecto como promotores de crecimiento

en Oryza sativa. Las bacterias enddfitas se aislaron a partir de muestras de hojas y de raices
aéreas de plantas de R. mangle recolectadas al azar en 3 sitios del Manglar de Puntarenas, Costa
Rica (N 09°59°40.308°/ O 84°48.22.143°°; N 09°59°32.776°/ O 84°48.18.339’; N

09°59°29.176°°/ O 84°48.15.647°") (Figura 2). Los aislamientos se realizaron respaldados en

permisos otorgados por la Comision Nacional para Gestion de la Biodiversidad (CONAGEBIO)
bajo la Resolucion R-027-2021-OT-CONAGEBIO vy el resto de objetivos de la investigacion
bajo la R-027-2021-OT-CONAGEBIO y R-030-2023-OT-CONAGEBIO.
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Se recolectaron 10 hojas y 5 segmentos de la parte final de las raices aéreas por sitio de
muestreo. Las muestras se almacenaron en bolsas plasticas estériles y se transportaron en
condiciones asépticas al laboratorio. El estudio se realizo en el Laboratorio de Microbiologia
Marina (LaMMar) en colaboracién con el Laboratorio de Ecologia Funcional y Ecosistemas
Tropicales (LEFET) y el Laboratorio de Andlisis Genémico (LAGEN) de la Escuela de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de Costa Rica.

3.2 Aislamiento de bacterias endéfitas

El aislamiento de las bacterias enddfitas se realiz6 con base en Gayathri et al. (2010), Castro
et al. (2014) y Deivanai et al. (2014), con algunas modificaciones. Se realizd una mezcla
compuesta de las hojas y otra mezcla de las raices de los 3 sitios de muestreo y se selecciond
aproximadamente 2 g de raices y 2 g de hojas y se aplicaron dos protocolos de desinfeccién al

material vegetal.

En el primer protocolo, 1 g de raices y 1 g de hojas se desinfectaron superficialmente con
etanol al 70 % por 30 s. Posteriormente, se realizaron tres lavados con agua destilada estéril y
se aplico otra desinfeccién con NaClO al 3 % por 3 min, seguida de otros tres lavados con agua
destilada estéril y secado a temperatura ambiente.

Respecto al segundo protocolo, 1 g de raices y 1 g de hojas se lavaron con agua del grifo por
unos segundos. Seguidamente, se realizd una desinfeccién con etanol al 70 % por 2 min, tres
lavados con agua destilada estéril, una segunda desinfeccion con NaClO al 2 % por 1 min y
otros tres lavados con agua destilada estéril y secado a temperatura ambiente. Para ambos
protocolos, alicuotas de 0.1 mL del agua correspondiente al ultimo lavado se inocularon por

esparcido en medio nutritivo para evaluar la efectividad del proceso de desinfeccion.

Las muestras desinfectadas se maceraron asépticamente con 5 mL de agua destilada estéril
utilizando mortero y pistilo. A partir del macerado se realizaron diluciones seriadas hasta 107°.
De cada dilucion se inoculd por esparcido 0.1 mL en agar nutritivo. Los cultivos se incubaron a
30 °C por 5 dias. Luego del periodo de incubacion, se seleccionaron colonias bacterianas
distintas morfoldgicamente para las pruebas posteriores. Los cultivos puros de los aislamientos

se criopreservaron con glicerol al 20 % a -80°C.
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3.3 Actividad enziméatica

Se determind la actividad amilolitica, proteolitica y lipolitica de las bacterias enddfitas
aisladas, utilizando, respectivamente, agar nutritivo con: 0.2 % de almidon soluble (Castro et
al., 2014), 10 % de leche descremada (Alnahdi, 2012) o Tween 20 (al 1 % v/v) (Gould et al.,
2009; Lanka y Latha, 2015).

Los cultivos se incubaron a 28 °C por 72 h y la observacion de un halo claro alrededor del
crecimiento bacteriano indicd la presencia de la enzima (Gayathri et al., 2010; Deivanai et al.,
2014). La prueba de actividad amilolitica requirié la adicion de 5 mL de solucién de lugol para
observar el halo. El indice enzimatico (IE) se registr6 como la distancia en mm entre el didmetro
del halo de actividad enzimatica y el borde de la colonia bacteriana (Castro et al., 2014). Cada
prueba se realiz6 por triplicado. Se utilizé agua destilada estéril como control negativo y
Bacillus sp. como control positivo para la actividad amilasa y proteasa.

3.4 Actividad antimicrobiana

La actividad antibacteriana de las bacterias endofitas aisladas se determind mediante el
método de estria perpendicular, contra las bacterias patdgenas Staphylococcus aureus (ATCC®
6538™), Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853™), Klebsiella pneumoniae (ATCC®
13883™), Acinetobacter baumanni (ATCC® 19606™), Enterobacter hormaechei (ATCC®
700323™) y Enterococcus faecium (ATCC®6056™).

Los endéfitos se inocularon por estria en el centro de una placa con agar Muller Hinton y
luego se inoculd perpendicularmente una asada de cada patdgeno (formando una linea de 2 cm
de longitud y a 0.5 cm de la linea central del endéfito), tal como lo describe Ashitha et al. (2019)
y Boontanom y Chantarasiri (2020).

La actividad antifingica de los endéfitos contra los hongos patdgenos Candida albicans
(ATCC®90028™) y Trichophyton mentagrophytes (ATCC® 9533™) se determiné segun la
metodologia descrita por Ngo et al. (2020), con ciertas modificaciones. Un disco de agar con
micelio (aproximadamente 0.9 cm de didmetro) de cada una de las cepas patdgenas cultivadas

durante 7 dias se inoculé individualmente en el centro de una placa con agar Miller Hinton.
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Luego, a los 2 cm del disco (en 3 direcciones distintas) se inoculd por estria (2 cm) cada bacteria
enddfita en estudio.

Las placas con los ensayos de actividad antibacteriana se incubaron a 28° C por 24 h,
mientras que las placas con los ensayos de actividad antifangica se incubaron a 28° C por 120
h. Luego del periodo de incubacion, se registrd el porcentaje de inhibicion del crecimiento del
micelio para determinar la actividad antifingica de los aislamientos. Este porcentaje esta dado
por la formula: ( %) = [(D1 — D2)]/D1] x 100, donde D1 = diametro del micelio del hongo
crecido en el disco control (cm) y D2= didmetro del micelio del hongo crecido en el disco tratado
con las bacterias enddfitas (cm).Cada prueba se realizo por triplicado. Se utilizaron discos de
antibidticos Oxoid™ de ampicilina (10 ug), fosfomicina (50 ug), chloranphenicol (30 ug),
amoxicilina (30 ug) como controles positivos para el ensayo de actividad antibacteriana y agua

destilada estéril como control negativo para ambas pruebas.

3.5 Actividad de promocion del crecimiento vegetal

La actividad de promocion del crecimiento vegetal de los aislamientos se evalud
determinando la capacidad de fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfato y produccion de
acido indol-3-acético (AlA). La capacidad de fijacion bioldgica de nitrégeno de los aislamientos
se determind evaluando el crecimiento bacteriano en un medio de cultivo sin nitrégeno (10 g/L
de glucosa, 0.41 g/L KH2PQOg4, 0.52 g/L de KoHPO4, 0.05 g/L de Na»>SOs, 0.2 CaCly, 0.1
MgSQO4-7H20, 0.005 FeSO4-7H20, 0.0025 g/L NaoMo0O4-2H20, 15 g/L de agar). Las cepas
enddfitas se inocularon por rayado a partir de una suspension bacteriana equivalente al estandar
McFarland 0.5 (1.5x108 células mL ™) y se incubaron 7 dias a 28 °C (Andrade et al., 1997).
Posterior al periodo de incubacion, los aislamientos se inocularon 2 veces consecutivas en el
mismo medio de cultivo carente de nitrogeno y se considerd que cada cepa era fijadora de
nitrégeno si mantenia su crecimiento durante todo el ensayo. De acuerdo al nivel de crecimiento,
se clasificaron las cepas segln su actividad (nula, débil, moderada, fuerte y muy fuerte) (Rios,
2021).

La capacidad de solubilizacion de fosfato se determiné en el medio de cultivo Pikovskaya
(1948) con algunas modificaciones: 10 g/L de glucosa, 5 g/L de CaHPQOs4, 0.5 g/L de (NH4)2SOa4,
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0.2 g/L de NaCl, 0.1 g/L de MgSO4:7H20, 0.2 g/L de KCI, 0.5 g/L de extracto de levadura,
0.002 g/L de MnSQ4-H20, 0.002 g/L de FeSO4-7H20 y 15 g/L de agar (Zhang et al., 2018). Los
aislamientos se inocularon en punto y se incubaron durante 7 dias a 28 °C. La presencia de un
halo transldcido alrededor de la colonia bacteriana fue un indicador de solubilizacion positiva
de fosfato mineral (Chowdhury et al., 2017; Castro et al., 2018). El indice de solubilizacién se
registr6 como la distancia en mm entre el diametro del halo y el borde de la colonia, segin
Etesami et al. (2014).

Para la produccion de AlA, los cultivos bacterianos se inocularon en erlenmeyer de 50 mL
con 20 mL de medio nutritivo suplementado con triptéfano (100 pg/mL) y se incubaron a 30°C
por 48 h a 200 rpm (Etesami et al., 2014; Passari et al., 2016). Luego del periodo de incubacién,
las células se sedimentaron por centrifugacion a 5000 rpm por 15 min y 1 mL del sobrenadante
se mezcl6 con 2 mL del reactivo de Salkowsky (1 mL de FeClz a 0.5 M en 50 mL de acido
perclérico al 35 %) y se incubd en oscuridad por 30 min. La aparicion de un color rosa fue un
indicador positivo de produccion de AlIA y de acuerdo a la intensidad de la coloracion, las cepas
se clasificaron segln su actividad (nula, débil, moderada, fuerte y muy fuerte) (Etesami et al.,
2014; Passari et al., 2016; Moronta et al., 2017).

Las pruebas se realizaron por triplicado para cada uno de los aislamientos. Se utilizé agua
destilada estéril como control negativo y Rhizobium trifolii, Enterobacter sp. y Bacillus sp.
como controles positivos en los ensayos de fijacion de nitrdgeno, solubilizacion de fosfato y
produccion de AlA, respectivamente. Ademas, se utilizé una solucidn comercial de acido indol-

3-acético como control positivo para el ensayo de produccion de AIA (Castro et al., 2018).

3.6 Actividad de promocion del crecimiento en Oryza sativa
Preparacion de las suspensiones bacterianas

Se seleccionaron 2 de los aislamientos que mostraron resultados positivos para las pruebas
de fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfato y produccion de AlA. Las cepas seleccionadas

se cultivaron en agar nutritivo durante 48 h y posteriormente, se prepar0 una suspension
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bacteriana en agua destilada estéril equivalente al estandar McFarland 0.5 (1.5x108 células
mL™) (Raweekul et al., 2016; Khan et al., 2017; Banik et al., 2019).

Evaluacién de los inoculos

Las semillas de arroz Oryza sativa se desinfectaron superficialmente con etanol al 70 %
durante 30 s y NaClO al 2 % por 5 min, seguido de 2 lavados con agua destilada estéril
(Elbeltagy et al., 2000). Posteriormente, alrededor de 1000 semillas desinfectadas se colocaron
en papel toalla humedecido y se incubaron a temperatura ambiente hasta alcanzar la fase de
plantula (Pradhan y Mishra, 2015).

Las plantulas de arroz sanas de aproximadamente 25 dias de edad (Figura 3.A) se lavaron
con agua destilada estéril, se sumergieron por separado en las suspensiones bacterianas durante
6 h a 150 rpm y se trasplantaron en recipientes de siembra. Los recipientes se llenaron con
aproximadamente 500 g de tierra estéril (Singh et al., 2011; Banik et al., 2019). En cada
recipiente se sembraron 10 plantulas y nueve de ellos se asignaron a cada tratamiento (Figura
3.B) (Gholamalizadeh et al., 2018). Los tratamientos fueron los siguientes: i), plantulas de O.
sativa no inoculadas (control); ii) plantulas inoculadas con la cepa 1 vy iii), plantulas inoculadas

con la cepa 2.

Las plantas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero (temperatura entre 20-30 °C) y
se regaron regularmente con agua estéril durante 8 meses. Para evaluar el efecto de las cepas

como promotores de crecimiento se determin0 para cada tratamiento el crecimiento vegetal.

Medicion del crecimiento vegetal

Al final del experimento, se seleccionaron aleatoriamente 30 plantas de cada tratamiento y se
midieron parametros morfologicos como la longitud del tallo (cm) y longitud de la raiz (cm)
(Banik et al., 2019; dos Santos et al., 2019). Ademas, se separaron las raices y parte aérea de
cada planta y se secaron por 48 h a 60°C para obtener el peso seco de cada componente (Du et
al., 2019).
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Figura 3. Plantulas de Oryza sativa A. Listas para ser inoculadas con las bacterias endofitas y B. Siembra para el

ensayo de promocion del crecimiento vegetal

3.7 Identificacion molecular

Los dos aislamientos seleccionados para la prueba de promocion de crecimiento en O.sativa
se identificaron molecularmente mediante la secuenciacion del gen 16S ARNr. Se realiz una
extraccion de ADN utilizando el kit DNeasy Blood y Tissue Kits (QIAGEN®). Posteriormente
se evalud la integridad del ADN obtenido mediante una electroforesis en gel de agarosa, asi
como la concentracion (ng/uL) y pureza (A260/280 y A260/230) de éste utilizando el equipo
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific®).

La amplificacion del gen 16S ARNr se realiz6 mediante una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) utilizando primers universales 27F (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")y 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Chen et
al., 2015). Los resultados de la PCR se evaluaron mediante una electroforesis en gel de agarosa
al 1.5 %, en TBE 1X. La identidad de los amplicones se determiné mediante secuenciacién
Sanger, bajo una quimica v3.1 utilizando un analizador genético AB13500 (Thermo Scientific®)
ubicado en el Laboratorio de Andlisis Gendmico (LaGen), Escuela de Ciencias Bioldgicas. Se
realizd ademas una edicion de las secuencias de los productos de PCR utilizando el programa

Sequencher 5.4.6. Por ultimo, la identificacion bacteriana se realiz6 mediante la comparacion
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de secuencias utilizando la herramienta BLASTn (Altschul et al., 1990) del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica-NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.8 Analisis de datos

Se verificd la normalidad y la homocedasticidad de los datos para determinar si cumplian
con los supuestos del andlisis de varianza (ANOVA). Posteriormente todas las variables en cada
una de las fases de los ensayos experimentales (e.i. indice enzimatico, actividad antimicrobiana,
solubilizacion de fosfato y ensayos de crecimiento de plantas de arroz) se sometieron a ANOVA
de una via seguido de un analisis post hoc. Todos los analisis estadisticos se realizaron con
lenguaje de programacion R, version 3.6.3 (R Core Team, 2020) y un nivel de significancia de
a=0.05.
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4. Resultados

4.1 Aislamiento de bacterias endoéfitas

Se aislaron 15 colonias, morfolégicamente distintas, de bacterias endofitas de R.mangle del
Manglar de Puntarenas, Costa Rica, 12 de raices aéreas (REB) y 3 de hojas (LEB). Las colonias

mostraron diferencias en cuanto a tamafio, forma, elevacion y pigmentacion (Figura 4).

REB.2

Figura 4. Morfologia de las bacterias enddfitas aisladas de raices aéreas (REB) y hojas (LEB) de Rhizophora

mangle del manglar de Puntarenas, Costa Rica
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4.2 Actividad enziméatica

Las cepas de bacterias endofitas aisladas de hojas de R. mangle presentaron actividad
enzimatica para amilasa o proteasa. La cepa LEB.1 mostré ambas actividades. Por otra parte, la
mitad de las cepas aisladas de raices aéreas presentaron actividad lipolitica, siendo REB.11 la
que mostro el indice enziméatico mayor respecto a las demés cepas. REB.3 fue la Gnica cepa que

produjo actividad en las 3 enzimas estudiadas: amilasa, lipasa y proteasa (Figura 5).
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Figura 5. indice Enzimatico (IE) de la actividad amilolitica, lipolitica y proteolitica de bacterias endofitas aisladas
de raices y hojas de Rhizophora mangle del manglar de Puntarenas, Costa Rica. Las diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05), segun la prueba de Tukey, se representan con letras distintas

4.3 Actividad antimicrobiana

Las bacterias enddfitas aisladas no presentaron actividad antibacteriana contra las bacterias
patogenas Staphylococcus aureus (ATCC® 6538™), Pseudomonas aeruginosa (ATCC®
27853™), Klebsiella pneumoniae (ATCC® 13883™), Acinetobacter baumanni (ATCC®
19606™), Enterobacter hormaechei (ATCC® 700323™) y Enterococcus faecium (ATCC®
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6056™). Tres de las cepas aisladas mostraron actividad antiflingica contra Trichophyton
mentagrophytes (ATCC® 9533™), con porcentajes de inhibicion del crecimiento que superaron
el 50 %. De igual manera, otras 3 cepas de bacterias enddfitas inhibieron el crecimiento de
Candida albicans (ATCC®90028™), con porcentajes menores al 25 % (Figura 6).
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Figura 6. Actividad antifingica de bacterias endofitas aisladas de raices y hojas de Rhizophora mangle del manglar
de Puntarenas, Costa Rica. Las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), segun la prueba de Tukey, se

representan con letras distintas

4.4 Actividad de promocion del crecimiento vegetal

En la prueba de fijacion de nitrégeno, solo la cepa REB.12 no fue capaz de crecer en el medio
de cultivo. Las cepas LEB.1, REB.1, REB.3, REB.4, REB.5, REB.8 y REB.9 presentaron, en
los cultivos sucesivos, actividad de fijacion de nitrégeno fuerte o0 muy fuerte. La cepa REB.4,
ademas, fue la Unica que mostré produccion de AIA fuerte y los mayores valores de
solubilizacion de fosfato, no estadisticamente significativos respecto a las cepas REB.3 y
REB.5. Las cepas LEB.2 y REB.1 presentaron resultados positivos moderados para la
produccién de AIA (Figura 7).
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Figura 7. Actividad de promocion de crecimiento vegetal: fijacion de nitrogeno, solubilizacién de fosfato y
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4.5 Actividad de promocion del crecimiento en Oryza sativa

Para este ensayo se seleccionaron las cepas REB.4 y REB.5, con base en los resultados
obtenidos en las pruebas de promocién del crecimiento vegetal. Los parametros morfoldgicos
medidos en las plantulas de arroz inoculadas con las cepas de bacterias endofitas REB.4 y
REB.5, luego de los 8 meses de cultivo, no mostraron diferencias significativas (p>0.05)
respecto al tratamiento control (Figura 8) y no se percibié ninguna diferencia entre éstos tras

una comparacion visual (Figura 9).
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Figura 9. Plantulas de Oryza sativa, con 8 meses de cultivo, inoculadas con las cepas de bacterias enddfitas

al control, segln la prueba de Tukey

REB.4 (Staphylococcus warneri) y REB.5 (Pantoea dispersa) aisladas de Rhizophora mangle del Manglar de

Puntarenas, Costa Rica. A. Control, B. Tratamiento con REB.4 y C. Tratamiento con REB.5
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4.6 ldentificacion molecular

Segln la comparacion de secuencias de las bacterias enddfitas seleccionadas por medio de
la herramienta BLASTn se determino que las especies mas cercanas de las cepas REB.4 y REB.5
corresponden a Staphylococcus warneri (niUmero de acceso MT642942.1) y Pantoea dispersa

(nimero de acceso MT275631.1), respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Identificacion molecular de los aislamientos de bacterias endofitas seleccionadas de Rhizophora
mangle del manglar de Puntarenas, Costa Rica, mediante secuenciacion del 16S ARNr

Aislamiento Cobertura (%) Identidad (%0) Especie més cercana
REB.4 100 100 S.warneri
REB.5 100 99.79 P.dispersa
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5. Discusion

Las bacterias enddfitas son habitantes comunes de los tejidos vegetales y los principales
estudios que se han realizado en los Gltimos afios con estos microorganismos se han centrado en
la busqueda de enzimas de importancia industrial, control biologico, agricultura sostenible y

mejora de cultivos econdmicamente importantes (Bhutani et al., 2021).

En este estudio se logro el aislamiento de bacterias enddfitas de raices y hojas de Rhizophora
mangle recolectadas del manglar de Puntarenas, Costa Rica, y se determind su potencial
biotecnoldgico. Se aislaron mayor cantidad de colonias bacterianas de las muestras de raices
que de las hojas, contrario a lo reportado en otras investigaciones, las cuales han reportado
mayor cantidad de aislamientos de hojas respecto a raices. Por ejemplo, Ntabo et al. (2018)
aislaron 23 cepas de hojas y 19 de raices de plantas de manglar en Kenia, mientras que Maulani
et al. (2019) aislaron 5 cepas enddfitas de hojas y ninguna de raices de la planta R.mucronata
en Indonesia. Segun Hallmann y Berg (2006) hay mayor poblacion bacteriana enddfita en raices
respecto a otros tejidos de las plantas, sin embargo, factores como la duracion de la desinfeccion
de la superficie, la concentracion del agente desinfectante y el método en si son las que

determinan el espectro bacteriano recuperado (Hallmann y Berg, 2006).

En relacidn a los ensayos enzimaticos, distintos autores han mostrado interés en el estudio
de la actividad enzimatica de endéfitos de ecosistemas de manglar debido a que muchas de las
enzimas derivadas de microorganismos de ambientes marinos son relativamente mas estables
que las derivadas de plantas o animales (Castro et al., 2014; Sebastianes et al., 2017). La mayoria
de las bacterias endéfitas aisladas en este estudio mostraron la capacidad de producir al menos
una de las tres enzimas evaluadas. Estudios similares en plantas de manglar evidencian bacterias

enddfitas con presencia de amilasas, proteasas y lipasas (Sebastianes et al., 2017).

Ntabo et al. (2018), concluyeron que practicamente el 100 % de los enddfitos bacterianos de
hojas y brotes de plantas de manglar como R.mucronata, Avicennia marina, Xylocarpus

granatum, Sonneratia alba, Bruguiera gymnorhiz y Lumnitzera racemosa mostraron presencia
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de amilasas y proteasas. Castro et al. (2014) determinaron la actividad enzimética de 40 bacterias
aisladas de ramas de R.mangle y A.nitida, 45 % de los aislamientos presentaron actividad
amilolitica, 52.5 % lipolitica y 75 % proteolitica. Ademas, Deivanai et al. (2014) demostraron
que todos los aislamientos (8 en total) de hojas de Rhizophora apiculata mostraron resultados

positivos para actividad amilasa y 90 % de las bacterias presentaron actividad proteasa y lipasa.

En este estudio se evidencid, tal como lo confirmaron Castro et al. (2014), que el indice
enzimatico es una rapida y practica herramienta para evaluar la produccion enzimatica de los
aislamientos bacterianos, donde valores superiores a 1 indican secrecion enzimatica. Trece
cepas aisladas mostraron indices superiores a 1.33, demostrando su potencial para aplicaciones
industriales tales como procesamiento de alimentos, papel, farmacos, cosméticos y detergentes
(Gupta et al., 2002; Souza, 2010; Lépez et al., 2021). De igual forma, gracias a los avances en
la biotecnologia, se ha extendido el uso de estas enzimas en procesos de biorremediaciéon, siendo
claves en la remocién de contaminantes originados por actividades antropogeénicas tales como

agroquimicos e hidrocarburos (Bhandari et al., 2021).

La variacion en la produccion enzimética de las distintas bacterias es probablemente debido
a su capacidad de colonizacién, ya que la produccién de enzimas hidroliticas es un mecanismo
que ayuda a hidrolizar los componentes de la pared celular de las células vegetales y ayuda a
que las bacterias entren a través de los pelos radiculares y las raices laterales de las plantas
(Bhutani et al., 2021).

La prueba de actividad antimicrobiana in vitro es importante para la deteccion de posibles
agentes de control bioldgico o agentes capaces de atacar microorganismos patdégenos humanos
(Rodrigues et al., 2018; Kumar et al., 2020). Los endofitos bacterianos aislados no presentaron
actividad antibacteriana contra las bacterias patdgenas Staphylococcus aureus (ATCC®
6538™), Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853™), Klebsiella pneumoniae (ATCC®
13883™), Acinetobacter baumanni (ATCC® 19606™), Enterobacter hormaechei (ATCC®
700323™) y Enterococcus faecium (ATCC®6056™).

De manera similar, Bibi et al. (2017) encontraron que muy pocos de los aislamientos

obtenidos (10 de 317) presentaron actividad antagonista contra bacterias patogenas, tales como
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S. aureus y P.aeruginosa, también utilizadas en esta investigacion. Jose y Christy (2013),
evaluaron 26 bacterias endodfitas aisladas de hojas, tallos y raices de R.mucronata y
determinaron que la actividad antimicrobiana fue mayor contra hongos patégenos que contra
bacterias patogenas, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en esta investigacion. La
falta de actividad antibacteriana pudo deberse a que el método utilizado no estimulé la
produccion de antibidticos que inhibieran el crecimiento de los patogenos evaluados, esto resulta
poco prometedor ya que se esta en busca de potenciales farmacos de fuentes naturales para
enfrentar el problema de la resistencia a los antibidticos, la cual va en aumento especialmente

entre bacterias causantes de enfermedades (Fadiji y Babalola, 2020).

Tres de las cepas bacterianas enddfitas (LEB.1, REB.5, REB.10) mostraron actividad
antifangica contra Trichophyton mentagrophytes (ATCC® 9533™) y otras tres cepas (REB.1,
REB.3 y REB.4) contra Candida albicans (ATCC® 90028™). Esta actividad podria deberse a
la produccion de metabolitos bioactivos tales como enzimas hidroliticas, siderdforos o
compuestos volatiles pero también a la competencia por espacio y nutrientes o a la alteracién
del pH del medio por parte de las bacterias endéfitas (Govin et al., 2019; Ortiz et al., 2020).
Enzimas como proteasas, celulasas, lipasas y quitinasas poseen accion antagonista frente a un
amplio espectro de patdgenos flngicos, al degradar la pared 0 membrana celular de los mismos
(Mohamad et al., 2018), mientras que la produccion del compuesto volatil conocido como
cianuro de hidrégeno (HCN) se considera una importante caracteristica antifingica, ya que éste

actlla como un inhibidor metabdlico general en hongos (Govin et al., 2019).

A su vez, el cocultivo de microorganismos es una técnica muy utilizada ya que produce
interacciones célula a célula que, segun se ha informado, facilitan la produccién de metabolitos
secundarios que no se producen en cultivos axénicos, que podrian tener actividad antimicrobiana
(Mutungi et al., 2022). En un estudio previo desarrollado por Liu y Chen. (2010), encontraron
que el 13.3 % de las bacterias endoéfitas aisladas de Kandelia candel, A.marina y Sonneratia
apetala mostraron actividad antifungica, incluyendo inhibicion en el crecimiento de los dos

hongos patdgenos mencionados.

Por otra parte, el 93.33 % de los aislamientos presentaron mecanismos de promocion del

crecimiento vegetal, como fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfato y produccion de acido
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indol-3-acético (AlA). Catorce de los aislamientos se clasificaron como bacterias endofitas
fijadoras de nitrogeno. El crecimiento de las cepas tras cultivos sucesivos en el medio de cultivo
libre de nitrégeno confirma esta actividad, debido a que existen microorganismos capaces de
crecer en estos medios de cultivo y que no son fijadoras de nitrogeno, ya que pueden incorporar
amonio u otras especies de nitrégeno a concentraciones muy bajas o son capaces de utilizar fracciones

fijadas por otros organismos (Rodrigues et al., 2018; Rios, 2021).

En el ensayo de solubilizacion de fosfato, Unicamente 3 de los aislamientos presentaron una zona
clara alrededor de la colonia, caracteristica diagnostica de esta actividad (Pande et al., 2017). La zona
de solubilizacién se produce debido a la presencia de algunas sustancias como los &cidos organicos
que son liberados por microorganismos y que solubilizan el P del medio (Matos et al., 2017). Los
resultados del indice de solubilizacion (IS) obtenidos (1S<1.7) reflejan una baja actividad por parte de
las bacterias endofitas aisladas, esto con base en la clasificacion de la capacidad de solubilizacion de
fosfato de Costa et al. (2016): baja (IS< 2 mm), media (2 > 1S< 4,0 mm) o alta (IS > 4 mm).

Segun De Abreu et al. (2017) hay bacterias que muestran solubilizacion de fosfato en medio liquido
y no en placas con agar, lo que sugiere que algunas de las cepas que no mostraron resultados bajo la
metodologia aplicada en este estudio podrian tener actividad usando otro tipo de medio de cultivo.
Incluso en medios solidos con distinta composicion puede haber variaciones en el diametro del halo,
ya gque mayor uso de nitratos y altas concentraciones de azlcares como la glucosa pueden influir en el

proceso de solubilizacion (Matos et al., 2017).

El uso del reactivo de Van Urk Salkowski es una importante opcion para la determinacion
cualitativa y semicualitativa de la produccién de AlA, ya que asegura la presencia de la hormona en
el sobrenadante de cultivos bacterianos o formulaciones liquidas de inoculantes biol6gicos (Mohite,
2013). Unicamente 5 aislamientos presentaron una tonalidad rosa, color producto de un anillo
indol que se forma a partir de la reaccion del reactivo Salkowski y el sobrenadante de cada cepa
(Putriani et al., 2019). Esta tonalidad varid entré las 5 cepas y segun Putriani, Fitri y Ismail,
(2019), la intensidad es un indicativo de un contenido mas elevado de AlA producido por las

bacterias.
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Con base en los resultados de la promocion del crecimiento vegetal, se seleccionaron las
cepas REB.4 y REB.5, identificadas molecularmente como Staphylococcus warneri y Pantoea
dispersa, respectivamente, para evaluar su efecto en el crecimiento en Oryza sativa, un cultivo

de interés agricola y filogenéticamente distinto al ecosistema de manglar.

S. warneri ha sido reportada como bacteria enddéfita de algunas especies como Citrus limon
(Faddetta, 2021) y Oryza sativa (Hameed et al., 2015), sin embargo, no hay reportes que
demuestren la presencia de esta bacteria en tejidos u érganos de plantas de mangle. Por el
contrario, P. dispersa, ademas, de ser identificada como bacteria endéfita de una variedad de
especies de plantas (Verma et al., 2017; Khan et al., 2020), si se ha reportado como enddéfita de
manglar, especificamente en Laguncularia racemosa, en un manglar de Sao Paulo, Brasil
(Castro et al., 2018).

Las bacterias seleccionadas para el ensayo de promocién del crecimiento vegetal en O.
sativa, se caracterizaron por presentar resultados positivos para las 3 pruebas de promocion de
crecimiento: fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfato y produccion de AlA. Previamente,
se ha demostrado que S. warneri y P. dispersa son fijadoras de N (Yousuf et al., 2020; Singh et
al., 2021), solubilizadoras de fosfato (Hii et al., 2020; Chen et al., 2014) y productoras de AIA
(Shurigin et al., 2020; Verma et al., 2021).

A pesar de que los rasgos de promocién del crecimiento vegetal estan confirmados en estas
dos especies, no hubieron diferencias significativas en los parametros morfoldgicos medidos en
las plantas de O.sativa inoculadas con las cepas de bacterias endéfitas, respecto al tratamiento
control. Esto coincide con lo reportado por Gonzéalez y Fuentes, (2017), quienes indicaron que
existen microorganismos con capacidad promotora de vegetales, pero que no expresan dicha

capacidad en todas las especies de plantas.

Una de las razones del porqué no se observo mayor crecimiento en las plantulas de O. sativa
en comparacion al control puede deberse a una colonizacion no exitosa de las raices por parte
de las bacterias inoculadas. La colonizacion exitosa por endofitos se ve afectada por el tipo de
tejido vegetal, el genotipo de la planta, el tipo de cepa y sus mecanismos enzimaticos, asi como

la motilidad de las cepas para llegar a la planta huésped, los mecanismos de entrada y
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propagacion dentro de la planta y la capacidad de superar la inmunidad de éstas (Mengistu,
2020). Los exudados de las raices también son influyentes como mecanismo de entrada de los
enddfitos ya que actian como quimioatrayentes para un grupo diverso de comunidades
microbianas (Vandana et al., 2021), sin embargo, hay ocasiones en donde mas bien éstos tienen
efectos negativos sobre las cepas bacterianas ya que en lugar de ser compuestos de atraccion en
el proceso de colonizacion se convierten en compuestos de repulsion (Compant et al., 2010).

De igual manera, la forma de administrar el indculo en las plantulas de O. sativa, asi como
la naturaleza del mismo, pudo afectar el proceso de colonizacién de las bacterias endofitas vy,
por ende, la posibilidad de ver un efecto verdadero en las plantas (Chai et al., 2022). Si bien, el
método de inoculacién en plantulas empleado en este estudio es uno de los mas utilizados por
permitir una alta colonizacién del inoculante (Chai et al., 2022) y, que, ademas, ha mostrado
resultados positivos en la inoculacion de plantulas de O. sativa, su efectividad esta sujeta en
gran medida a la concentracion utilizada de indculo, tiempo y forma de exposicion de éste
(Gholamalizadeh et al., 2018; Banik et al., 2019).

En relacion a lo anterior, estd el ejemplo de la investigacion desarrollada por Banik et al.
(2019), en la que si obtuvieron promocion de crecimiento de las plantulas de O. sativa al
sumergir las raices durante 6 horas en las suspensiones bacterianas (al igual que en este estudio),
pero utilizando una concentracion menor (1.2 x108 células mL™) e indculos preparados a partir
de células bacterianas centrifugadas. Khan et al. (2017), obtuvieron resultados positivos de
promocion en plantulas de O. sativa tratandolas, al igual que en esta investigacion, con una
suspension bacteriana en agua destilada, pero utilizando una concentracion mayor (1.0x10°

células mL1) y un tiempo de exposicion de toda la noche.

Por otra parte, en caso de que la colonizacion bacteriana haya sido exitosa, una razon que
explicaria la falta de respuesta de las plantas de O. sativa tratadas con S.warneri y P.dispersa
seria la presencia de condiciones abidticas no favorables. Segun Kloepper et al. (1980) factores
como el tipo y humedad del suelo afectan en gran medida la supervivencia bacteriana y la
permanencia dentro de las plantas. Ademas, dado que las bacterias endéfitas dependen del

suministro nutricional que ofrece la planta, cualquier parametro que afecte el estado nutricional
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de la misma podria, en consecuencia, afectar la supervivencia de la comunidad enddfita
(Hallmann et al., 1997).

Segun Velazquez et al., (2015), la temperatura maxima y minima a la cual crecen las plantas
de arroz influye en la floracion y en otros estados del desarrollo. El crecimiento del tallo, hojas
y raices se da en un minimo de 7 °C y su éptimo a los 23 °C, mientras que la germinacion se
produce a una temperatura minima de 10 a 13 °C, siendo la 6ptima entre 30 a 35 °C. Las plantas
de arroz en esta investigacion crecieron a ~19 °C, por lo tanto, la falta de condiciones 6ptimas
de temperatura pudo haber influido en que las plantas no alcanzaran la etapa de produccion de
grano y consecuentemente, la posibilidad de registrar un efecto real en la promocién del

crecimiento.

De igual forma, pese a una colonizacion efectiva, las bacterias con rasgos de promocion del
crecimiento vegetal no siempre influyen positivamente en el crecimiento de las plantas
(Vaikuntapu et al., 2014). Segun Cueva et al. (2021) la deteccidn de éstos rasgos por ensayos in
vitro no es concluyente para determinar el efecto de una cepa candidata para la promocion del
crecimiento de las plantas, ya que el desarrollo bacteriano, ademas de depender de condiciones
ambientales, también esta sujeto a la interaccién planta-bacteria. Hay ciertas bacterias
promotoras del crecimiento vegetal que muestran especificidad para su huésped natural y
solamente generan efectos de promocion en los mismos (Vaikuntapu et al., 2014), este podria
ser el caso de las cepas de S.warneri y P.dispersa aisladas en esta investigacion.
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6. Conclusiones

-Este estudio representa el primer reporte de bacterias enddfitas cultivables aisladas de

Rhizophora mangle en Costa Rica.

-Los resultados de actividad enzimatica, antimicrobiana y promotora del crecimiento vegetal de
las bacterias enddfitas aisladas demuestran el potencial biotecnoldgico de los microorganismos

procedentes de ambientes marino costeros.

-La mayoria de las cepas aisladas mostraron presencia de amilasas, lipasas o proteasas, las cuales

son enzimas de importancia industrial.

-Se detect6 actividad antifiingica contra Candida albicans (ATCC® 90028™) y Trichophyton
mentagrophytes (ATCC® 9533™) en algunas de las cepas aisladas de raices de R. mangle, lo

que puede representar una alternativa para el control biolégico de esos patdgenos.

-Dos aislamientos, identificados como Staphylococcus warneri y Pantoea dispersa, mostraron
excelentes resultados en las pruebas in vitro de promocion de crecimiento vegetal, lo que

representa una alternativa para la agricultura sostenible.

-S. warneri y P. dispersa han sido documentadas por otros autores como bacterias endofitas de

distintas plantas. P. dispersa fue reportada como endéfita de una planta de manglar en Brasil.

-No se observé mayor crecimiento en las plantulas de O. sativa al ser inoculadas con S. warneri
o P. dispersa en comparacion al control, debido, posiblemente, a factores como las interacciones
especificas huésped-bacterias, el proceso de colonizacion y los parametros ambientales de

cultivo.

-Se confirmd que cepas que muestran rasgos de promocion del crecimiento vegetal en ensayos
in vitro, no producen necesariamente efectos de promocién en condiciones reales de

crecimiento.
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7. Recomendaciones

-Promover la bioprospeccion de microorganismos endofitos en otros érganos o tejidos de
Rhizophora mangle o en otras especies de plantas de los ecosistemas de manglar con potencial
biotecnoldgico para la 1+D+i (investigacion, desarrollo e innovacion) y el Desarrollo Sostenible

de las zonas marino-costeras.

-Aplicar otras técnicas para la evaluacién de mas enzimas con importancia econémica y para la

estimulacion de la produccion de metabolitos con actividad antimicrobiana.

-Desarrollar el ensayo de promocién de crecimiento vegetal bajo un sistema gnotobidtico que
permita la validacion de la colonizacion de las bacterias endéfitas en las plantulas de Oryza

sativa.

-Optimizar el método de inoculacion de las bacterias endofitas en plantulas de cultivos de interés
socioeconémico que promueva mecanismos de promocion del crecimiento vegetal como

alternativa para la agricultura sostenible.

-Generar investigaciones adicionales en biotecnologia azul para el descubrimiento en el pais de

compuestos bioactivos con importancia biotecnolégica.
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