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CAPÍTULO 5

MICROBIOLOGÍA DEL MANGLAR

Gina Holguin†1, Patricia Vazquez1, Jimena Sánchez2, Yossef López de Los Santos1,
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2 Departamento de Biología. Facultad de Ciencias. Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotá.
Carrera 45 No. 26-85. Edificio Uriel Gutiérrez. Bogotá, Colombia.
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RESUMEN

Los manglares son ecosistemas de alta productividad primaria, ricos en materia orgánica, pero deficientes
en nitrógeno y fósforo. Esta productividad ha sido parcialmente explicada por la presencia de un eficiente
sistema de reciclaje de nutrientes efectuado a través de la actividad microbiana. A su vez los exudados
radicales de las plantas sirven como fuente de alimento para los microorganismos, estableciéndose así una
relación mutuamente benéfica. En el presente capítulo se reportan investigaciones sobre la comunidad
microbiana de manglar en Bahía Balandra como bacterias fijadoras de nitrógeno (BFN), desnitrificantes,
solubilizadoras de fosfatos (BSF), sulfato reductoras, productoras de moléculas señal, de sustancias
reguladoras de crecimiento vegetal y antibióticos. Estas investigaciones apoyan la hipótesis que la existencia
de estos grupos es de vital importancia para el funcionamiento del ecosistema. Así mismo, se destacan
aspectos como la mayor actividad para ciertos grupos funcionales (BFN y BSF) cuando se cultivan juntos
y la mediación de moléculas señal tipo acil homoserinas lactonas (AHLs). El conocimiento de la estrecha
relación microorganismo-nutriente-planta ofrece perspectivas para su potencial utilización en planes de
conservación y restauración de estos ambientes marinos.

Palabras clave: manglar, microorganismos, actividad biológica, moléculas señal, antibióticos.
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MICROBIOLOGY OF MANGROVE

ABSTRACT

Mangroves are highly productive ecosystems and rich in organic matter, but they are nutrient-deficient in
nitrogen and phosphorus. This productivity has been partially explained by an efficient cycling system of
nutrients through microbial activity. In turn, plant-root exudates serve as food source for microorganisms,
which establish a mutual and beneficial relationship. This chapter reports studies about the mangrove
microbial community at Bahía Balandra, such as nitrogen fixing-bacteria (NFB), denitrifying-bacteria,
phosphate-solubilizing bacteria (PSB), sulfate-reducing bacteria, signal molecules produced by bacteria,
and substances that regulate plant growth and antibiotics. Researches support the hypothesis that these
microbial groups play an essential role in the functioning of the ecosystem. Likewise, we emphasize aspects
such as major activity for some functional groups (NFB and PSB) when both are grown together and the
mediation of signal molecules such as acyl-homoserine lactones (AHLs). Knowledge of the close relationship
of microorganism-nutrient-plant interaction offers important perspectives for the potential use of these
marine coastal environments in conservation and restoration plans.

Key words: mangrove, microorganisms, biological activity, signal molecules, antibiotics.

INTRODUCCIÓN

De acuerdo con Holguin et al. (2007) es imposible comprender los mecanismos de
desarrollo y sostenimiento del ecosistema de manglar sin abordar el estudio de su
microbiología, ya que ésta resulta fundamental para su mantenimiento y constituye un
verdadero universo de diversidad filogenética y metabolismo funcional. Alongi et al.
(1988) mencionan que dentro de esta amplia diversidad microbiana encontrada en los
manglares, aproximadamente el 91% de la biomasa microbiana corresponde a
organismos de tipo procariótico (dominios Bacteria y Archaea) y a hongos, en tanto
que algas y protozoarios están representados un 7 y 2% respectivamente (dominio
Eukaria).

Aún cuando se ha reconocido que las comunidades microbianas en los ecosistemas
de manglar juegan un papel preponderante en el reciclaje de nutrientes, los estudios
hasta ahora realizados explican parcialmente las interacciones entre nutrientes-mangles-
microorganismos.

En este sentido, algunos aportes de gran relevancia para los manglares de La Paz,
Baja California Sur (México) se han generado desde 1991 en el Centro de Investigaciones
Biológicas del Noroeste (CIBNOR) cuando el Dr. Yoav Bashan, Gina Holguin y
colaboradores, deciden aceptar el reto y emprender lo que 18 años después se ha
convertido en una línea de investigación dedicada a generar conocimiento sobre la
microbiología, conservación y reforestación del manglar.
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Los estudios se han enfocado al aislamiento de grupos bacterianos y evaluación de
su importancia en procesos como la fijación de nitrógeno atmosférico, desnitrificación
y solubilización de fosfato inorgánico. Actualmente, se han emprendido investigaciones
sobre síntesis de antibióticos en la rizósfera de los mangles y la presencia de moléculas
señal tipo acil homoserina lactonas o AHLs producidas por bacterias, así como su posible
relación con los procesos fisiológicos que promuevan el crecimiento vegetal (Dávila-
Lule 2007).

Los trabajos que serán descritos a continuación en este capítulo fueron realizados a
partir de muestras obtenidas del manglar de Balandra ubicado en La Paz, B. C. S (Fig.
1). Balandra se localiza en una región semidesértica, en donde la precipitacion media
anual de la estación mas cercana es de 176.2 mm (CNA 2009) y en donde se han
detectado bajos niveles de nitrógeno y fósforo en el agua (Holguin y Bashan 1996,
Vazquez 1996, Vazquez 2000). Los mangles de la laguna de Balandra poseen un aspecto
saludable sin aparentes deficiencias nutricionales de nitrógeno o fósforo, paradoja que
puede ser explicada gracias al efectivo reciclaje que ocurre dentro del ecosistema y que
permite mantener los escasos nutrientes en el manglar, proceso que es llevado a cabo
por diversos microorganismos (Holguin et al. 1999).

Holguin y colaboradores (2007) enumeran tres mecanismos por los que las
comunidades bacterianas ayudan al sostenimiento de las especies de mangles: (1) la
mineralización de la materia orgánica bajo condiciones principalmente anaerobias y
microaerofílicas, relacionada con la intervención de bacterias sulfato reductoras (de
gran importancia en las capas anaerobias de los sedimentos de manglar), (2) las tasas
de fijación biológica de nitrógeno que contribuyen con un 40 a 60% de los requerimientos
de nitrógeno del ecosistema, (3) la presencia de bacterias de la rizósfera o rizosféricas
que brindan al mangle y a otras plantas halófitas asociadas, nutrientes y otras sustancias
como reguladores de crecimiento.

La información de la dinámica espacial y temporal de las poblaciones bacterianas es
limitada. González-Acosta y colaboradores (2006) evaluaron los factores físico-químicos
y nutricionales que determinaban las fluctuaciones espaciales y estacionales de bacterias
heterotróficas cultivables y de Vibrio sp. del manglar de Balandra. Para ello se realizaron
muestreos mensuales de sedimento de manglar durante un año en tres estaciones. Se
hicieron conteos bacterianos y mediciones de temperatura del agua, salinidad y
concentración del oxígeno disuelto. También se midieron las concentraciones de amonio,
nitratos, nitritos, fosfato, materia orgánica, pH y textura para uno de los muestreos. El
análisis de varianza determinó que la temperatura del agua era el principal parámetro
que influía en la distribución estacional de bacterias heterotróficas cultivables y Vibrio
sp. en los sedimentos de manglar. A mayor temperatura las poblaciones cultivables de
heterótrofos y Vibrio sp. disminuían. La temperatura del agua presentó un rango de
31°C en agosto y 21°C en enero. Se observó una gran variación espacial de las
poblaciones bacterianas a cortas distancias (~ 1m) la cual fue correlacionada con la
cantidad de arcilla, amonio y pH.
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Figura 1.- Localización del área de estudio. Manglar de Balandra.
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BACTERIAS FIJADORAS DE NITRÓGENO

La fijación biológica de nitrógeno (FBN) no se distribuye uniformemente en
ecosistemas de manglar, por ejemplo, en sedimentos está probablemente limitada debido
a recursos energéticos insuficientes, contrariamente en la rizósfera se presentan altas
tasas de fijación de nitrógeno (Zuberer y Silver 1978, Sengupta y Chaudhuri 1991).
Esta condición puede ser explicada debido a que las raíces exudan compuestos que
sirven como fuente de carbono y energía, sosteniendo así la proliferación de comunidades
diazotróficas; adicionalmente las bajas concentraciones de nitrógeno y las condiciones
microaerofílicas que se generan en el sedimento promueven la expresión y regulación
de genes que codifican para la enzima nitrogenasa (Glick et al. 1999a). Dicha enzima
cataliza la reducción del nitrógeno molecular a amonio y está compuesta por dos
proteínas altamente conservadas: la enzima con hierro (Fe) (codificada por el gen nifH)
y la enzima con molibdeno y hierro (MoFe) (codificada por los genes nifDK) (Young et
al. 1992). Cabe señalar que el gen nifH presenta una secuencia de aminoácidos
evolutivamente conservada, por lo que ha sido explotado en el diseño de primers para
PCR con el fin de investigar el potencial genético de la fijación de nitrógeno en ambientes
marinos (Zehr et al. 2003).

La fijación de nitrógeno es una función metabólica ampliamente distribuida entre
diferentes géneros bacterianos. En ecosistemas de manglar se han identificado miembros
de los géneros: Aeromonas, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Clostridium, Corynebacterium, Rhizobium, Klebsiella, Paracoccus, Phyllobacterium,
Oceanomonas y Vibrio (Sengupta y Chaudhuri 1991, Holguin et al. 1992, Kathiresan y
Selvan 2006, Flores-Mireles et al. 2007). En el manglar de Balandra, se han desarrollado
estudios con el fin de entender los procesos y componentes que regulan la fijación de
nitrógeno, así como a los microorganismos involucrados. Holguin y colaboradores (1992)
aislaron e identificaron dos diazótrofos (Listonella anguillarum y Vibrio campbellii)
en la rizósfera de mangle y a los cuales estaba asociada una cepa de Staphylococcus sp.
(no fijadora de nitrógeno); encontraron que al purificar las cepas y separar el
Staphylococcus sp. de los otros dos diazótrofos, la fijación de nitrógeno disminuyó.
Experimentos in vitro revelaron que la bacteria no fijadora incrementó la capacidad de
L. anguillarum un 17% en comparación con el cultivo puro, así como la capacidad para
fijar nitrógeno por célula incrementó un 22%. Contrariamente, Staphylococcus sp. redujo
la capacidad de V. campbellii para fijar nitrógeno en un 15%. Esto sugiere que la
interacción de los diazótrofos con otros microorganismos en la rizósfera del mangle de
alguna manera promueve la fijación de nitrógeno; sin embargo, el mecanismo por el
que esto se genera no fue explicado. Adicionalmente, este fenómeno se observó cuando
el diazótrofo terrestre Azospirillum brasilense Cd (utilizado para promover el crecimiento
de plantas de importancia agrícola) fue co-cultivado con la cepa de Staphylococcus sp.
(aislada de la rizósfera de mangle), en este caso, el incremento en la fijación de nitrógeno
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fue atribuido al ácido aspártico producido por Staphylococcus sp., que estimula la
actividad de la enzima nitrogenasa de A. brasilense (Holguin et al. 1996). Se concluyó
que dicho sinergismo es importante para aumentar la eficiencia de los procesos
metabólicos que se generan en las raíces del manglar.

Otro estudio confirmó el sinergismo existente entre cepas de Phyllobacterium sp.
(diazótrofo) y Bacillus licheniformis (solubilizador de fosfatos) obtenidas de la rizósfera
de mangle, las cuales incrementaron los niveles de fijación de nitrógeno (200%) y de
solubilización de fosfatos (152%) al ser co-cultivadas. Experimentos con 15N en los
que se inocularon plántulas de mangle negro con Phyllobacterium sp. demostraron que
era mejor la inoculación mixta. El 15N fue incorporado a las hojas, aunque el nivel de
nitrógeno total disminuyó (Rojas et al. 2001).

Adicionalmente, en estos ecosistemas se ha descrito la presencia de otro componente
importante de la microbiota como lo son las cianobacterias consideradas uno de los
principales portadores de nitrógeno al sistema (Palaniselvam et al. 1998). En este sentido,
en el manglar de Balandra se han realizado estudios que demuestran la relevancia de
dichos microorganismos.

Inicialmente, se evaluó la comunidad de cianobacterias asociadas a las raíces aéreas
(pneumatóforos) de mangle negro, localizando los sitios de colonización preferidos
por diferentes grupos bacterianos. Se observó que las cianobacterias filamentosas como
Lyngbya sp. y Oscillatoria sp. colonizaron la parte inferior del pneumatóforo; en la
parte media dominó la cianobacteria filamentosa Microcoleus sp. y en la superior se
encontró Aphanoteche sp. La capacidad para fijar nitrógeno in vitro de Microcoleus sp.
fue de 10-6 nmol etileno célula-1 24 h-1 (Toledo et al. 1995a). Complementariamente, se
determinó in situ la fijación de nitrógeno producida por las cianobacterias presentes en
las raíces aéreas del mangle, detectando mayores niveles en verano (603.69 nmol etileno
µg clorofila a-1 pneumatóforo-1 24h-1) y menores de otoño a invierno (76.18 nmol etileno
µg clorofila a-1 pneumatóforo-1 24h-1) (Toledo et al. 1995a). Asimismo, al inocular la
cianobacteria Microcoleus sp. en plántulas de mangle germinadas en condiciones de
laboratorio, se observó que después de seis días de incubación las raíces de las plantas
estaban totalmente colonizadas por esta cianobacteria. La fijación de nitrógeno
incrementó gradualmente hasta el cuarto día. En las plantas inoculadas se registraron
valores máximos de 9 nmol etileno planta-1 día-1 (Toledo et al. 1995b).

Estudios posteriores con 15N corroboraron que la inoculación con Microcoleus
chtonoplastes en plántulas de mangle negro incrementaba significativamente el
contenido de nitrógeno total en las hojas en un rango de 5-114% (Bashan et al. 1998).

Puente y colaboradores en 1999 experimentaron inoculando plántulas de Avicennia
germinans con las bacterias Azospirillum brasilense Cd y Azospirillum halopraeferans
(halotolerante), observando mediante microscopía electrónica de barrido que los
mecanismos de colonización en las raíces fueron diferentes para ambas cepas. Las dos
bacterias sobrevivieron en agua de mar por más de 30 días a una concentración de 104
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log UFC ml-1. Este trabajo fue el primero en evaluar la posibilidad de utilizar bacterias
terrestres promotoras de crecimiento vegetal para inocular plantas marinas.

Dado que la información acerca de la importancia de las comunidades diazotróficas
en manglares es limitada, se efectuó análisis de la diversidad molecular de la comunidad
de fijadores de nitrógeno asociados a las raíces de los mangles de Balandra, demostrando
que dicha comunidad presenta una mayor diversidad cuando los niveles de oxígeno son
bajos y la concentración de materia orgánica es elevada. En dicho estudio se utilizó la
técnica de T-RFLP (Terminal Restriction Length Polymorphism), que permitió la
detección de la heterogeneidad espacial de la composición de las comunidades
diazotróficas a través del análisis del gen nifH (fijación de nitrógeno) obtenido de ADN
de la comunidad microbiana. Simultáneamente, las secuencias de ADN obtenidas fueron
comparadas en un análisis filogenético, encontrando que estaban principalmente
relacionadas con secuencias que provienen de ambientes marinos (Flores-Mireles et
al. 2007).

En investigaciones efectuadas por Bashan y colaboradores (2000) se utilizaron
inoculantes bacterianos para promover el crecimiento de plantas halotolerantes; para
lo cual se inocularon semillas de Salicornia bigelovii con bacterias de la rizósfera de
mangle (Vibrio aestuarianus – diazótrofa - con V. proteolyticus - bacteria solubilizadora
de fosfatos- y Phylobacterium myrsinacearum – diazótrofa - con la bacteria
solubilizadora de fosfatos - Bacillus licheniformis), obteniendo un aumento significativo
en su crecimiento (de 44% a 102% en peso seco, 500% en el contenido de nitrógeno y
proteínas y 94% en el de ácidos grasos).

BACTERIAS DESNITRIFICANTES

La desnitrificación es uno de los principales procesos del ciclo del nitrógeno global
y es efectuada exclusivamente por bacterias que controlan el balance entre las formas
de nitrógeno (Zumft 1992), señalando que en este proceso respiratorio, el nitrato es
reducido a nitrito, óxido de nitrógeno (NO y N2O) y nitrógeno molecular (N2), que es
liberado a la atmósfera (Ghiglione et al. 2000).

La reducción de nitrito a oxido nitroso a través de la nitrito reductasa es el primer
paso que distingue a los microorganismos desnitrificantes netos (Priemé et al. 2002).
La enzima nitrito reductasa es fundamental en el proceso de desnitrificación y es
codificada por los genes nirK y nirS con cobre y citocromo cd1 respectivamente, que
son utilizados como marcadores funcionales (Zumft 1992, Priemé et al. 2002, Castro-
González et al. 2005). Este proceso permite la mineralización de la materia orgánica
(Song y Ward 2003) y el reciclaje de nutrientes en ambientes anaerobios o
microaerofílicos como sedimentos marinos, ecosistemas de manglar y marismas (Rivera-
Monroy y Twilley 1996, Priemé et al. 2002), en donde el oxígeno no está disponible
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como aceptor final de electrones (Wolsing y Priemé 2004).
La información sobre la pérdida de nitrógeno en sedimentos de manglares a través

de desnitrificación y los factores que la rigen es muy limitada. Rivera-Monroy y Twilley
(1996) reportaron que en ecosistemas de manglar contaminados, las tasas de
desnitrificación eran mayores que las observadas en manglares no perturbados.

Adicionalmente, en otro estudio se demostró que la pérdida de nitrógeno por
desnitrificación en sedimento de manglar fue del 55% debido a la gran disponibilidad
de glucosa encontrada en ese ambiente, fomentando el crecimiento de microorganismos
desnitrificantes (Chiu et al. 2004). Algo similar fue reportado en un estudio realizado
en manglares de la India con altas concentraciones de materia orgánica en donde se
analizó la composición química del agua intersticial y de sedimento, encontrando niveles
significantes de mineralización de materia orgánica a través de la desnitrificación bajo
condiciones anóxicas (Seralathan et al. 2006). Patrones similares se han observado en
comunidades de pastos marinos como Halodule uninervis y Thalassia hemprichii, en
donde sus raíces producen una considerable cantidad de exudados que permiten el
desarrollo de microorganismos desnitrificantes (Shieh y Yang 1997). Los resultados de
dichas investigaciones se encuentran sustentados en un factor común en donde se plantea
que para la proliferación de comunidades desnitrificantes es necesario que exista un
exceso de nutrientes y condiciones anaerobias, ya que la presencia de oxígeno inhibe a
las enzimas involucradas en este proceso metabólico (Zumft 1992, Shieh y Yang 1997).

En particular, en los mangles de Balandra, se efectuó caracterización molecular de la
comunidad de microorganismos desnitrificantes y a su vez ésta fue comparada con la
comunidad de fijadores de nitrógeno, encontrando que la comunidad de desnitrificantes
está escasamente representada en estos ambientes. Lo anterior obedece a que estos
ecosistemas son pobres en nitrógeno por lo cual, la desnitrificación no es promovida
debido a la falta de nitratos y nitritos que son aceptores de electrones y dirigen el
proceso de desnitrificación; de tal forma que es comprensible que exista mayor
abundancia de fijadores de nitrógeno que provean nitrógeno orgánico (Flores-Mireles
et al. 2007).

Asimismo, en dicho estudio se realizaron los primeros aislamientos de cepas
desnitrificantes provenientes de este ecosistema, pertenecientes a los géneros: Vibrio,
Corynebacterium, Arthrobacter, Oceanomonas, Paracoccus y Aeromonas.
Adicionalmente, se generó una librería de clones y sus secuencias fueron
filogenéticamente analizadas, encontrando que estaban relacionados con muchas
secuencias de clones de pastos marinos y de marismas (Flores-Mireles et al. 2007).

En conclusión, el proceso de desnitrificación puede presentar argumentos a favor y
en contra que dependen de los ambientes en los que se lleve a cabo. Así, un exceso de
bacterias desnitrificantes en los suelos destinados para agricultura sería indeseable
porque eliminaría el nitrato que es una fuente de alimento necesaria para las plantas,
contrariamente, este proceso podría ser esencial para ambientes altamente eutróficos.
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No obstante, en términos de calidad, se esperaría que los suelos con gran riqueza y
diversidad microbiana contengan un balance entre bacterias desnitrificantes y bacterias
fijadoras de nitrógeno, de tal forma que estas últimas devuelvan al sistema el nitrógeno
liberado por el proceso de desnitrificación (Zumft 1992).

Es importante realizar estudios más profundos para una mejor comprensión del ciclo
de nitrógeno. En particular para los manglares de Baja California Sur, la información
recopilada hasta el momento revela que las comunidades diazotróficas son esenciales
para su mantenimiento. Futuras investigaciones de los microorganismos involucrados
en el ciclo del nitrógeno y sus interacciones con aquéllos de actividades metabólicas
diferentes, permitirían generar inoculantes mixtos que nos ayuden a mantener o restaurar
zonas de manglar deterioradas.

BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO INORGÁNICO

El fósforo es un componente funcional y estructural esencial para todo ser viviente
(Ehrlich 1990) y después del nitrógeno, es el segundo nutriente más requerido por
plantas y microorganismos; cuya función principal radica en su participación en procesos
de acumulación y liberación de energía durante el metabolismo celular (Alexander
1980).

El fósforo en suelos es inmovilizado o menos soluble principalmente por procesos
de adsorción, precipitación química o ambos; en estas condiciones, el papel de los
microorganismos solubilizadores de fosfatos es de suma importancia ya que disuelven
formas de fosfato que se encuentran inmovilizadas por cationes de calcio, hierro y
aluminio, liberándolas en solución y permitiendo su asimilación por parte de las plantas
(Vazquez et al. 2000).

En ambientes marinos, la presencia de bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF)
ha sido reportada, por ejemplo, en la rizósfera de Zostera marina (pasto marino), se
demostró que los exudados radicales (aminoácidos y glucosa) sirven como fuentes de
carbono y energía para estas bacterias (Craven y Hayasaka 1982).

Un estudio pionero en la investigación de microorganismos solubilizadores de fosfatos
en manglares y relevante para posteriores trabajos, fue realizado por Vazquez y
colaboradores (2000) a partir de muestras rizosféricas de plántulas de Avicennia
germinans y Laguncularia racemosa del manglar de Balandra. Las raíces de las plántulas
fueron colocadas en un medio de enriquecimiento modificado y suplementado con
fosfato de calcio tribásico, permitiendo el aislamiento de Bacillus licheniformis, B.
amyloliquefaciens, B. atrophaeus, Paenibacillus macerans, Enterobacter taylorae, E.
aerogenes, E. asburiae, Kluyvera cryocrescens, Chryseomonas luteola, Xantobacter
agilis, Pseudomonas stutzeri y Vibrio proteolyticus. La capacidad de solubilización y
el crecimiento de algunas de las cepas se evaluaron en experimentos in vitro utilizando
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un medio específico modificado para bacterias marinas, al cual se le adicionó fosfato
de calcio. Los resultados mostraron que la mayor solubilización de fosfato ocurrió
entre las 18 y 24 h correspondiendo aproximadamente a la fase logarítmica del
crecimiento de las bacterias. La mayor concentración de fósforo solubilizado fue
detectada en una cepa de V. proteolyticus (475 mg L-1), concentración que teóricamente
seria suficiente para proporcionar los requerimientos diarios de una plántula de mangle.
Nuestro grupo de investigación también se enfocó en determinar el posible mecanismo
utilizado (por las bacterias aisladas) para solubilizar el fosfato inorgánico. Para tal
efecto, se realizó un análisis de los sobrenadantes (de los cultivos bacterianos) y por
cromatografía de gases se detectó que todas las especies bacterianas produjeron ácidos
orgánicos (láctico, succínico, isobutírico, isovalérico, acético) y otros compuestos no
identificados.

Por lo anteriormente expuesto, se concluyó que la solubilización mediada por las
bacterias en la rizósfera de los mangles de Balandra es significativa y se propuso como
mecanismo principal para la solubilización de fosfato inorgánico la producción de ácidos
orgánicos. Un análisis microbiano hecho por Holguín y colaboradores (2006) sugiere
que la relación BSF y bacterias totales aerobias (cultivables) serviría como un indicador
de la salud del manglar.

Otros microorganismos involucrados en el proceso de solubilización de fosfatos
inorgánicos, son los hongos. No obstante, su investigación en relación con manglares
se ha orientado principalmente al conocimiento de su diversidad, distribución, ecología,
participación en procesos de fitopatogenicidad y de solubilización – translocación de
fosfatos o en la producción de sustancias antimicrobianas (Sosa et al. 2007). Vazquez y
colaboradores (2000) aislaron e identificaron a partir de muestras rizosféricas de mangle
negro, una cepa solubilizadora del hongo filamentoso Aspergillus niger, que produjo
exclusivamente ácido succínico. A excepción de este estudio y hasta donde tenemos
conocimiento, no existen reportes de otros hongos aislados en los mangles de Baja
California Sur.

 BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS

Las bacterias sulfato reductoras son de gran importancia como grupo metabólico
funcional. Degradadores primarios de hasta un 50% de la materia orgánica bajo
condiciones de anaerobiosis o microaerofilia en los sedimentos marinos de manglar
(Jørgensen 1982, Kristensen et al. 1991), son capaces de reducir formas oxidadas de
azufre y por esto son denominadas de manera genérica como bacterias “sulfato
reductoras”. Este grupo bacteriano está directamente relacionado con los perfiles de
concentración de azufre y oxígeno; su participación en el reciclaje de nutrientes tiene
un papel fundamental en el ciclo biogeoquímico del azufre (Postgate 1979).
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De acuerdo a lo revisado en la literatura y a pesar de su importancia, escasos reportes
de bacterias sulfato reductoras se han realizado en los ecosistemas de manglar. Una
bacteria sulfato reductora no identificada fue aislada de la rizósfera de Avicennia
germinans en el manglar de Bahía Balandra (G. Holguin, dato no publicado). Un trabajo
realizado por López de los Santos (resultados no publicados) describe que mediante el
empleo de nucleadores cilíndricos de PVC (2.5 cm de diámetro por 5 cm de longitud)
se obtuvieron muestras de sedimento rizosférico de Avicennia germinans. Para el
aislamiento de bacterias sulfato reductoras, utilizó los medios de Widdel y Back
modificado, usando etanol como fuente de carbono (Battersby 1988) y un medio
especifico para el cultivo de Desulfovibrio sp. empleado por la DSMZ (Colección
Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares).

Con técnicas de microbiología básica, agar-shake o agar roll tube (Battersby 1988) y
de Hungate (Miller y Wolin 1974) para el cultivo de anaerobios estrictos, aisló bacilos
Gram negativos. Los resultados mostraron que alrededor de un 60% de los tubos
utilizados, exhibieron un crecimiento de bacterias sulfato reductoras con la técnica de
agar shake.

Se aislaron cinco cepas (GAG 10”1, GAG 10”2, GAG 6V, GAG 6 y GAG 1) y
dentro de la caracterización fisiológica, se valoraron las curvas de crecimiento bajo
diferentes condiciones de pH, temperatura y utilización de distintas fuentes de carbono
(etanol, lactato, fumarato, malato y ácido succínico). Observándose que las cepas
crecieron mejor en los medios que contenían lactato y etanol, seguidos por aquéllos
con malato y fumarato, en tanto que no hubo crecimiento al sustituir el etanol por ácido
succínico. Se determinó un rango óptimo de crecimiento a pH 6.5 - 8.0 y temperatura
de 24 - 35 °C. Adicionalmente, se cuantificó la capacidad de las cepas para fijar nitrógeno
(N2) mediante el ensayo de reducción de acetileno, registrando una producción máxima
de 0.5 nmol de etileno por la cepa GAG 10”1 (López de los Santos 2005 - Resultados
no publicados -).

Dado que los anteriores resultados se consideran preliminares, se plantea continuar
con la investigación sobre las comunidades de bacterias anaerobias en los ecosistemas
de manglar de la península de Baja California Sur.

BACTERIAS FOTOSINTÉTICAS ANOXIGÉNICAS

Otro grupo bacteriano que ha sido muy poco estudiado es el de las bacterias
fotosintéticas anoxigénicas que no producen oxigeno como producto de la fotosíntesis
y utilizan el sulfuro de hidrógeno (u otro compuesto de azufre reducido o H2) en lugar
de agua como donador de electrones. Este grupo incluye bacterias púrpuras y verdes
del azufre y bacterias púrpuras no azufrosas. Amador y Holguin (resultados no
publicados) aislaron dos morfotipos de bacterias púrpuras del azufre de las partes
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sumergidas de los pneumatóforos de Avicennia germinans en el manglar de Balandra.
La caracterización inicial de las dos cepas mostró perfiles típicos de bacterioclorofilas
a y b. Es posible que estas bacterias conjuntamente con otros grupos de microorganismos
predominantes en ambientes anaerobios puedan contribuir a la productividad del manglar
(Holguin 2001).

ACTINOBACTERIAS O ACTINOMICETOS

Las actinobacterias o actinomicetos son un grupo de bacterias muy estudiado en
suelos terrestres. Este grupo tiene capacidad para degradar compuestos orgánicos
complejos (Tokala et al. 2002) y ser agentes de control biológico de patógenos en
raíces de plantas (Yuan y Crawford 1995). La síntesis de antibióticos es común en
bacterias asociadas a las raíces de las plantas, permitiéndoles competir efectivamente
por espacio y nutrientes con otros microorganismos que colonizan la rizósfera
(Raaijmakers et al. 2002). Uno de los principales factores que determina la distribución
y la actividad metabólica de las actinobacterias es la disponibilidad de nutrientes; que
no se encuentran distribuidos uniformemente en el suelo y están localizados
principalmente en los restos de plantas, materia orgánica, espermósfera (región adyacente
a semillas en germinación) y la rizósfera (Thomashow et al. 1997).

El alto contenido de nutrientes de la rizósfera comparado con el del suelo no rizosférico
es un parámetro excepcional. Numerosos estudios han demostrado que las plantas
estimulan el crecimiento de ciertas poblaciones saprófitas de actinobacterias (productoras
de antibióticos), debido a su actividad antagonista sobre organismos patógenos que
atacan a las raíces (Weller et al. 2002).

En manglares, Jensen y colaboradores (2005) detectaron actinomicetos no cultivables
(por medio de la amplificación de los genes 16S y 23S del ARNr) en muestras de
sedimento de manglares en la isla de Guam. Por su parte Flores-Míreles (2007) aisló de
raíces de mangle negro (del manglar de Balandra) tres cepas de actinomicetos
pertenecientes a los géneros Corynebacterium y Arthrobacter.

Ruiz (2007) reportó la presencia de los antibióticos tetraciclina, clortetraciclina y
oxitetraciclina, en sedimentos del manglar de Balandra. Por medio de cromatografía
líquida de alta eficacia (HPLC) detectó concentraciones entre 0.06 a 0.3 μg g-1 de peso
seco, en suelo de manglar no asociado a raíces de mangles; en tanto que en muestras de
la rizósfera de Avicennia germinans las concentraciones fueron de 0.1 a 1.4 μg g-1. Al
estimar la fracción biodisponible de las tetraciclinas mediante el empleo de un biosensor
bacteriano, el autor indica que el 17% de las tetraciclinas detectadas eran bioactivas.
Lo anterior, sugiere la presencia de una comunidad del género Streptomyces
metabólicamente activa que sintetiza tetraciclinas en las raíces de A. germinans.

En un estudio previo realizado por Holguin y Bacilio (resultados sin publicar) se
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detectaron en exudados radicales de Avicennia germinans, sustancias como el p-
hidroxibenzoato, vanilato, siringato, glicerol y ácidos orgánicos (láctico, succínico,
fumárico, málico y adípico). La presencia de glicerol en los exudados de A. germinans
también sugiere una estimulación en el crecimiento de actinobacterias del tipo asociación
planta-bacteria.

Este trabajo es el primer reporte de la síntesis natural de tetraciclinas en la rizósfera
del mangle Avicennia germinans.

PRODUCCIÓN DE MOLÉCULAS SEÑAL A PARTIR DE
BACTERIAS AISLADAS DE MANGLE

Aunque se ha considerado que los microorganismos del suelo se comportan como
individuos independientes e incapaces de relacionarse entre ellos; se ha demostrado su
habilidad para percibir las condiciones ambientales que los rodean y comunicarse entre
sí mediante autoinductores (AIs) como la molécula acil homoserina lactona (AHLs),
que se acumula hasta alcanzar una concentración determinada (Dávila-Lule 2007). Al
sistema de comunicación célula - célula que emplean los AIs producidos en respuesta a
la densidad celular de la población de microorganismos, se le ha denominado quorum
sensing (Keller y Surette 2006).

Algunos ejemplos de procesos celulares activados por las moléculas señal son: síntesis
de antibióticos, esporulación, asimilación de nitrógeno, conjugación, expresión de genes
relacionados con virulencia, síntesis de enzimas degradadoras de pared celular, respuesta
a inanición, transición a fase estacionaria, producción de metabolitos secundarios, entre
otros (Dunny y Winans 1999).

Se ha encontrado que la producción de AHLs en bacterias asociadas a plantas es
común (Cha et al. 1998), por ejemplo, Pseudomonas aureofaciens inhibe el crecimiento
del hongo Gaeumannomyces graminis, bajo la expresión controlada por una AHLs del
antibiótico fenazina (Pierson et al. 1999). Sin embargo, la información es limitada en
cuanto a la participación de las AHLs en mecanismos bacterianos de promoción del
crecimiento vegetal (fijación de nitrógeno, solubilización de fosfato y síntesis de
reguladores de crecimiento).

En un estudio se aislaron 20 cepas bacterianas promotoras de crecimiento vegetal, a
partir de raíces de los mangles de Balandra. El 50% de estos aislamientos fueron
productores de AHLs (Holguin et al. 2006), destacando que la síntesis de éstas moléculas
estuvo determinada por la composición del medio de cultivo (con extracto de levadura
y glucosa) que inhibió la síntesis de AHLs en la mayoría de las cepas (Flores-Mireles
2007). Al extraer y detectar las AHLs del suelo de rizósfera de mangle, se demostró que
las condiciones in situ son apropiadas para la síntesis de AHLs por parte de las bacterias
que habitan este ambiente (Holguin et al. - Resultados no publicados -).
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Igualmente, se ha reportado que bacterias desnitrificantes (Vibrio sp., Oceanomomas
sp., Corynebacterium sp., Arthrobacter sp. y Pseudomonas stutzeri) procedentes de
raíces de mangle; que han crecido en cultivo mixto con bacterias fijadoras de nitrógeno,
incrementan hasta cinco veces la producción de moléculas señal tipo acil homoserina
lactona (Flores-Mireles 2007), lo cual indica que las bacterias desnitrificantes y fijadoras
de nitrógeno interactúan entre sí por medio de la producción de moléculas señal.

Investigaciones realizadas por Villicaña (2007) evaluaron la relación entre la
producción de AHLs de bacterias de la rizósfera de mangle y sus propiedades asociadas
a la promoción de crecimiento en plantas. Para tal efecto, Pseudomonas sp. (LRMR6A)
y Vibrio sp. (AG1HC) fueron transformadas con el gen aiiA que codifica para una
lactonasa que degrada AHLs. En este estudio se demostró que la fijación de nitrógeno
y la solubilización de fosfato de las bacterias, están influenciados por las AHLs y por lo
tanto, es importante evaluar las cepas (en cultivos mixtos para el diseño de inoculantes)
para confirmar que las propiedades promotoras de crecimiento se conserven. Dicho
trabajo es pionero en el estudio de estos procesos, lo que evidencia que se requiere
continuar investigando para explicar los mecanismos de regulación a nivel genético
por parte de las AHLs.

Dávila-Lule (2007) realizó experimentos con la cepa solubilizadora de fosfato Vibrio
sp. (LR6hc), aislada de raíces de mangle negro. Encontró que la producción de AHLs
por parte de la bacteria; está relacionada con un tipo de movilidad conocida como
“swarming” o desplazamiento en enjambre, observando que esta sustancia participa
como biosurfactante rompiendo la tensión superficial que existe sobre determinados
sitios y permitiendo la libre migración de las bacterias.

López de los Santos 2005 (resultados no publicados) detectó en la cepa sulfato
reductora GAG 10”1 la producción de posibles AHLs de 6 y 8 carbonos, lo cual es
relevante, ya que se tiene conocimiento que estas moléculas son mediadoras de una
comunicación bacteriana intra e interespecífica (Lazdunski et al. 2004). La detección
de las AHLs se realizó utilizando dos cepas genéticamente modificadas (Agrobacterium
tumefasciens cepa KYC55 y Chromobacterium violaceum cepa CV026), que generan
como respuesta la producción de color al detectar las moléculas señal.

PRODUCCIÓN DE ÁCIDO INDOLACÉTICO (AIA) Y REGULACIÓN
TIPO QUORUM SENSING EN RIZOBACTERIAS

Como se ha mencionado previamente en este capítulo, para minimizar el deterioro
que se ha generado en las zonas de manglar, se ha recurrido al uso de estrategias de
reforestación. Así, ensayos para inocular plántulas con rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal (PGPR, de las siglas en inglés Plant-Growth Promoting
Rhizobacteria) constituyen una alternativa interesante para incrementar la tasa de
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supervivencia éstas y transplantarlas en su ecosistema nativo.
La utilización de PGPR en reforestación y restauración de ecosistemas, es una opción

en creciente desarrollo, que se ha examinado en varias especies forestales (revisado en
Lucy et al. 2004); sin embargo, para diseñar inoculantes cuya utilización resulte exitosa
en procesos de crecimiento y supervivencia de plántulas, es necesario entender los
mecanismos de acción y las interacciones, que puedan conducir a la optimización de
estos procesos en el ambiente rizosférico, es decir, en el medio que se encuentra
influenciado por las raíces de las plantas en el suelo.

Es muy interesante que las plantas produzcan fitohormonas como el ácido indolacético
(AIA), que les permite regular procesos de elongación celular, incrementar su superficie
radical y aumentar el número de pelos radicales (Barbieri y Galli 1986, Barbieri et al.
1993, Okon y Vanderleyden 1997, Dobbelaere et al. 1999). Las bacterias asociadas a
raíces también producen reguladores de crecimiento que permiten un mayor desarrollo
de las plantas (Glick et al. 1999b). Existen rizobacterias en los mangles de Balandra
que producen AIA; específicamente dos bacterias (denominados 1hc y 6hc, descritos
en Holguin et al. 2007) del género Vibrio podrían considerarse para ser aplicadas en
raíces e investigar sus efectos en el crecimiento de plántulas de mangle. Es importante
mencionar, que antes de realizar este trabajo no se había cuantificado la dinámica in
vitro de este proceso con dichas bacterias (Holguin et al. 2007). Específicamente, las
concentraciones de AIA en la raíz, ya sea de origen bacteriano o vegetal, deben estar
muy controladas porque si sobrepasan concentraciones entre 10-9 M y 10-12 M sus efectos
no son benéficos para el crecimiento de raíces primarias (Glick et al. 1999). Debido a
esto, el grupo de microbiología del CIBNOR y como parte del convenio de investigación
México - Colombia (CONACYT - COLCIENCIAS, Programa Internacionalización de
la Ciencia 2004-2006), realizó un estudio encaminado a conocer la dinámica in vitro e
in planta de la producción de AIA de algunos aislamientos bacterianos caracterizados
en trabajos previos, cuyo potencial promotor de crecimiento era conocido (Flores-Mireles
2007, Holguin et al. 2007). Adicionalmente, el tema se abordó partiendo de su relación
con el sistema de regulación de procesos metabólicos en bacterias, conocido como
quorum sensing, que involucra entre otros, la producción de moléculas señal tipo Acil
Homoserina Lactonas (AHLs). Para esto se utilizó el sistema experimental descrito en
Villicaña (2007) y Dávila-Lule (2007), el cual utiliza células bacterianas rizosféricas
(provenientes del manglar de Balandra) modificadas genéticamente para no producir
AHLs. Para conocer si existía alguna relación entre ambos procesos fisiológicos, cepas
del género Vibrio denominadas 1hc, 6hc y 6a (nativas y modificadas) se utilizaron para
establecer la cinética de la producción del AIA y las diferencias causadas por la presencia
o ausencia de AHLs.

Los alcances de este estudio se enfocaron en conocer la producción de AIA en
rizobacterias de mangles (de Balandra y Colombia), para ser utilizadas como posibles
inoculantes con fines de reforestación. Para tal efecto, se determinó si la producción de
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AIA en rizobacterias, podría inducir un aumento en el crecimiento de plántulas de
mangle y si este proceso sería independiente o estaría relacionado con moléculas señal
tipo AHLs. La estrategia metodológica contempló la cuantificación de la acción de
AHLs (de origen sintético y bacteriano) en la producción del AIA de las bacterias. Los
experimentos in planta para determinar la capacidad de las rizobacterias como
promotoras del crecimiento vegetal, están aún por realizarse.

Para cuantificar la producción de AIA se utilizaron dos técnicas bioquímicas, una
colorimétrica de Salkowsky (Glickmann y Dessaux 1995) y otra cromatográfica (HPLC).
Para monitorear el sistema experimental; se utilizaron técnicas de biología molecular
como: extracción de DNA, PCR del gen con el que se modificaron las cepas nativas,
modificación genética por conjugación y verificación de presencia de plásmidos de
conjugación. En tanto que, para detectar AHLs se utilizó el método de biosensores
descrito por Villicaña (2007).

Este trabajo es pionero en el área de la microbiología del suelo encaminada a la
conservación de especies forestales, ya que no se han hecho investigaciones dirigidas a
entender los mecanismos de promoción de crecimiento y su relación con procesos de
regulación por AHLs en quorum sensing. Adicionalmente, estas investigaciones pueden
generar un aumento en el valor agregado del manglar de Balandra, ya que se justifica
su conservación y continuación de diversos estudios promisorios, dado que constituyen
el origen de los aislamientos utilizados en este estudio.

APLICACIÓN EXÓGENA DE REGULADORES DE
CRECIMIENTO VEGETAL

Otro de los factores más restrictivos en la reforestación de zonas deterioradas de
manglar es la hipersalinización de suelos, que limita el crecimiento vegetal (Elster
2000, Álvarez-León 2003). Existen niveles de salinidad con tendencia a ser críticos
para el desarrollo de los manglares (Pino-Renjifo 1998). Las especies del género
Avicennia y en especial A. germinans en Colombia (Elster 2000), poseen adaptaciones
que les permiten dominar en suelos de elevada concentración salina. Según Cintrón y
Schaeffer-Novelli (1983) A. germinans se desarrolla bien con salinidades entre 60 - 65
ppm y forma bosques achaparrados en ambientes hipersalinos marginales (hasta 90
ppm); señalando que dichos valores pueden ser registrados durante época de verano en
el manglar de Bahía Balandra.

Para diversas especies de mangle, existen reportes de un mayor crecimiento vegetal
después de la inoculación con bacterias nativas, procedentes de estos bosques (Bashan
et al. 2000, Holguin et al. 2001, Bashan y Holguin 2002, Ravikumar et al. 2004, Galindo
et al. 2006). Esta respuesta podría estar asociada a la producción de diversos reguladores
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de crecimiento vegetal como el ácido indolacético (AIA), cuyo principal precursor es
el triptófano.

Las fitohormonas participan activamente ante condiciones extremas, incrementando
la tolerancia de la planta. A mayor salinidad, especies de interés comercial elevan sus
niveles de ácidos abscísico (ABA), jasmónico (AJ) y etileno; y disminuyen las
concentraciones de AIA, giberélico (AG), salicílico (AS) y citoquininas (Wang et al.
2001, Kaur et al. 2003, Seo et al. 2005, Iqbal et al. 2006). Otras fitohormonas, como las
poliaminas, también han sido relacionadas con procesos de estrés, aunque con menor
frecuencia (Azcon-Bieto y Talón 2000).

A pesar del efecto de la salinidad sobre las plantas del manglar (Elster 2000, Suárez
y Medina 2005), pocas son las investigaciones que la correlacionan con la producción
de reguladores de crecimiento. Vanegas (2007) aplicó triptófano (10-5 M) y AIA (10-6

M) en plantas de Avicennia germinans que crecían en agua de mar (30g L-1 de NaCl)
bajo condiciones de invernadero. Encontró que la aplicación de triptófano estimuló la
producción de peso seco de las hojas (840 mg planta-1), en comparación a las plantas
sin triptófano (309 mg planta-1) y suplementadas con AIA (318 mg planta-1). Con el
aumento de la salinidad (680 mol m”3 NaCl) se ha registrado reducción en la producción
de nuevas hojas de A. germinans y de su longevidad (Ye et al. 2005), al igual que
disminución del área foliar (Suárez y Medina 2005) y la fotosíntesis (Parida et al.
2004). Los reguladores de crecimiento pueden tener efectos sobre la respuesta o
adaptación de las plantas a diferentes condiciones de estrés (Seo et al. 2005) y la
alteración de los niveles endógenos de fitohormonas en la planta, pueden estimular su
crecimiento a una elevada salinidad.

La respuesta de las plantas a la salinidad encierra todo un complejo fisiológico y
bioquímico que incluye una serie de cambios en las concentraciones y proporciones de
fitohormonas endógenas. La reducción del estrés por salinidad puede deberse a una
alteración en los niveles hormonales de la planta. La aplicación exógena de algunos
reguladores de crecimiento constituye una atractiva aproximación para aliviar
condiciones de estrés vegetal (Kaur et al. 1998); sin embargo, su aplicación está relegada
por sus altos costos y actividad a baja escala. La actividad microbiana productora de
diversos reguladores de crecimiento está directamente relacionada con las plantas
inoculadas (Vessey 2003), lo que ha estimulado las prácticas de bioprospección de
microorganismos en ecosistemas poco explorados, como los manglares.

COMENTARIOS FINALES

El uso de poli-inóculos microbianos (con efecto promotor de crecimiento vegetal)
para favorecer procesos de restauración en zonas de manglares deteriorados, se perfila
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como una alternativa de gran potencial. Como se ha mencionado anteriormente, los
estudios realizados en el Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste (CIBNOR),
han revelado que al crecer bacterias en cultivos mixtos; la fijación de nitrógeno,
solubilización de fosfato y otros procesos benéficos relacionados, se magnifican en
comparación con aquéllos de cultivos puros individuales (Holguin et al. 2001, Holguin
et al. 2007).

Las investigaciones realizadas en el manglar de la laguna de Balandra, han aportado
información valiosa acerca de la relación estrecha que existe entre los microorganismos
y las especies de mangle que habitan la región. El comprender el funcionamiento de las
complejas interacciones entre las comunidades bacterianas y los mangles, es prioritario
para desarrollar estrategias de conservación de estos ecosistemas ecológica y
económicamente importantes.
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