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MICROORGANISMOS CULTIVABLES DE LA FILOSFERA, CAULOSFERA'Y
RI1ZOSFERA DE Vanilla planifolia RECOLECTADOS DE DOS SISTEMAS DE

ACAHUAL EN PAPANTLA, VERACRUZ

Cornejo Silva Yadira, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2016

Este estudio determind la poblacion microbiana cultivable de la filosfera, caulosfera, rizoplano
y rizésfera de Vanilla planifolia, para detectar organismos benéficos en el crecimiento vegetal. La
investigacion se dividié en cuatro fases experimentales descritas en cuatro capitulos. EI primer
capitulo describe el aislamiento de la microbiota fungica y bacteriana, en medios selectivos, a
partir de plantas de vainilla recolectadas en dos sitios de cultivo en Papantla, Veracruz. El segundo
capitulo hace refencia a la identificacidn tanto tradicional como molecular de los hongos endofitos
de raiz y las bacterias productoras de indoles totales y solubilizadoras de fosfato. El tercer capitulo
describe el comportamiento de los hongos aislados conjuntamente con bacterias, en dos medios de
cultivo. El cuarto capitulo describe el efecto de las rizobacterias y los hongos endéfitos fungicos
de raiz en el crecimiento y desarrollo vegetal de una planta modelo (rdbano) y en plantulas de
vainilla. El aislamiento y conservacion de los hongos endofitos de raiz es dificil; sin embargo, se
reportan por primera vez tres géneros que corresponden a los géneros Exophiala y a un consorcio
Paecilomyces-Verticillium, cuyo crecimiento fue inhibido al interaccionar con 21 bacterias,
particularmente con el género Pseudomonas. Exophalia sp. promovi6 el desarrollo de rabano
(Raphanus sativus L.), pero no estimuld el crecimiento vegetativo de plantulas de vainilla. Los

microorganismos cultivables representan un potencial aprovechamiento biotecnolégico dirigido al



cultivo de vainilla, pero es necesario evaluar a mayor profundidad, su interaccion con plantas de

vainilla.

Palabras clave: endofitos fungicos, rizobacterias, cido indolacetico, solubilizacion de fosforo.



CULTURABLE MICROORGANISMS FROM THE PHYLLOSPHERE,
CAULOSPHERE AND RHIZOSPHERE OF Vanilla planifolia COLLECTED FROM
TWO ACAHUAL CROPS IN PAPANTLA, VERACRUZ

Cornejo Silva Yadira, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2016

This study determined the culturable microbial populations from the phyllosphere, caulosphere,
rhizoplane, and rhizosphere of Vanilla planifolia, to obtain beneficial microorganismos on plant
growth. The research was divided in four experimental stages described in four chapters. First
chapter described the isolation of fungal and bacterial microbiota in selective media, from vanilla
plants collected at two plantations in Papantla, Veracruz. Second chapter identified
morphologically and molecularly, fungal root endophytes as well as indole acetic producing
bacteria and phosphate solubilizing bacteria. Third chapter described the relationship between
fungal endophytes and isolated bacteria in two culture media. Four chapter showed the effect of
bacteria and endophytic fungi on plant growth of vanilla and Raphanus sativus as model plants.
Isolation and maintenance of fungal endophytes is difficult; however, three fungal genera are
reported for the first time in vanilla; the growth of Exophiala and a fungal consortium conformed
by Paecilomyces-Verticillium, was inhibited by 21 bacterial strains, mainly Pseudomonas.
Exophalia sp. promoted the growth of R. sativus, but did not stimulate the growth of vanilla plants.
The culturable microorganisms represent a potential biotechnologucal approach directed to vanilla
crops, but it is still necesary further evaluations for determining their interaction with vanilla
plants.

Key words: fungal endophytes, rhizobacteria, indole acetic acid, phosphate solubilizers.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Todas las plantas tienen microorganismos viviendo sobre ellas (epifitos) o dentro de sus tejidos
(endofitos), los cuales pueden ser residentes o transitorios. De los cuales, los microorganismos
residentes principales que conforman la microbiota nativa, puede o no estar fuertemente asociados
con la planta y favorecer en su adaptacion, actividad nutrimental y de proteccién (Selosse, 2010).

Dentro de los microorganismos que se pueden encontrar en las plantas estan las bacterias,
actinomicetos, hongos, protozoos, etc., los cuales cumplen una funcion fundamental en los procesos
biogeoquimicos y edafogénicos. Las bacterias conforman el grupo mas abundante, estas colonizan
a la planta en forma sucesiva con base a su ciclo fenoldgico y pueden ser parasitas, comensales o
mutualistas, su numero dependera de los factores abioticos en los cuales la planta se desarrolle
(Danhorn y Fuqua, 2007; Osorio et al., 2008; Marschner, 2012). El segundo grupo més abundante
corresponde a los hongos, los cuales se encuentran en su mayoria formando parte de la biota en el
suelo, y algunos otros endéfitos parasitos o simbiontes (Hawksworth, 2001).

Sin embargo, aungue los microorganismos se encuentran en todos los 6rganos de la planta, su
estudio ha sido marginado a aquellos que se encuentran en la rizésfera (Tejera-Hernandez et al.,
2013). Los resultados demuestran una gran variedad de microorganismos benéficos, determinantes
para la salud de la planta y la fertilidad del suelo, participando también en muchos procesos clave
del ecosistema (Nannipieri et al., 2003). La identificacidon de estos microorganismos ha dado pauta
a la generacion de estrategias para la produccion sostenible de la vaina, libre de agroquimicos y
garantizando un producto organico de mejor competencia en el mercado (Mosquera-Espinosa et al.,

2012; Jiménez-Quesada et al., 2015).



Para el caso de los vainillales se ha visto que las especies del genero Rhizoctonia forman
simbiosis rizosférica con la planta; sin embargo, aun se desconoce el mecanismo funcional de estos.
Los estudios hasta el momento estan relacionados con los problemas fitopatologicos a nivel de raiz,
tallo, hoja y fruto, encontrandose como agentes causales de dichos problemas, a especies fungicas
como Fusarium oxysporum, Phytophthora meadii, Sclerotium rolfsii, Callospora vanillae,
Colletotrichum vanilla, C. gloesporoides y Cylindrocladium quinquiseptatum que se presentan
principalmente por las condiciones climatologicas en la época de lluvias (Cardona et al., 2012;
Thomas y Bhai, 2000; Xiong et al., 2016 ). Estos hongos causantes de enfermedades pueden ser
controlados por fungicidas, y por agentes biologicos como Actinomycetes spp., Trichoderma
harzianum, Penicillium striatisporum, Verticillium lecanii, Chaetomium globosum, Chaetomium
cochliodes, Emericella variecolor y E. nidulans; asi como por algunas bacterias endofitas. Otras
enfermedades que se presentan en la vainilla son de tipo viral, causadas por Cucumovirus y
Potyvirus (Pinaria et al., 2010; Talubnak y Soytong, 2010; Marin et al., 2012, Jiménez-Quesada et

al., 2015).

Planteamiento del problema

La orquidea Vanilla planifolia (Jacks, ex Andrews) es la Unica de gran interés en diversas
industrias, por lo cual ha surgido la necesidad de crear paquetes biotecnoldgicos que sean mas
generosos con el ambiente y que garanticen una mejor comercializacién del producto, debido a que
en Europa la vainilla de origen organico es altamente demandada (Jaramillo, 2012; Jaramillo et al.,
2013). Sin embargo, debido a que ésta orquidea se propaga por esqueje, la planta es susceptible a
diversas enfermedades; de ahi la importancia de comprender inicialmente, la interaccion planta y
microorganismo, ya que la escasa informacion sobre la riqueza bioldgica y genética microbiana del

vainillal, misma que tiene potencial enorme en la generacion de paquetes biotecnoldgicos que no



perjudiquen el equilibrio ecoldgico del cultivo; ademas de contribuir con el problema
socioecondmico que enfrenta el cultivo, mediante la disminucion de las aplicaciones de fungicidas
(para el control de patégenos, particularmente de los géneros Fusarium y Colletotrichum), y de
fertilizantes que estan causando problemas ecoldgicos en los sistemas (Adame et al., 2015; Sato et
al., 2012).

Por ello, la presente investigacion tiene como finalidad conocer la microbiota fungica y
bacteriana cultivable que se encuentra en la filosfera, caulosfera, rizoplano, y rizésfera de vainilla,

lo cual en nuestro pais, ha sido poco estudiado.



CAPITULO 11

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General
Conocer la poblacion de la microbiota cultivable existente en la filosfera, caulosfera, rizoplano y
rizosfera de Vanilla planifolia para discernir si son organismos benéficos y/o simbidticos

mutualistas, y con potencial para estimular el crecimiento vegetal.

Objetivos Particulares

« Conocer la microbiota flngica y bacteriana de la vainilla a partir de muestras de la parte
aérea y terrestre provenientes de dos sitios de cultivo tradicional.

» Evaluar la actividad fisioldgica de las cepas bacterianas y fungicas enddéfitas aisladas para
seleccionar microorganismos con potencial biotecnoldgico; y asi realizar su identificacion
taxondémica mediante herramientas tradicionales y moleculares.

» Confrontar cepas bacterianas con hongos endofitos para determinar su compatibilidad al
inocularlas de manera combinada.

» Realizar bioensayos in vitro con plantulas de Vanilla planifolia y los hongos endéfitos para

determinar si existe una asociacién o estimulo del crecimiento vegetal.



Hipotesis general

La microbiota bateriana y fangica cultivable de la rizésfera, caulosfera y filosfera de Vanilla

planifolia, tendra un microorganismo cuyo comportamiento mutualista o simbiotico, estimulara el

crecimiento vegetal.

Hipotesis particulares

Seré posible conocer la microbiota bateriana y fungica de la vainilla a partir de muestras de
la parte area y terrestre de vianillales de Veracruz; al menos una cepa fangica enddfita y
algunas bacterianas se podran mantener en cultivo bajo condiciones de laboratorio, para usos
en la presente investigacion.

Las cepas microbianas aisladas tendran la capacidad de producir acido indolacetico y
solubilizar el fosforo y al menos una pertenecera al género Bacillus o0 Pseudomonas.

Se obtendran cepas compatibles (mutualistas) de rizobacterias y hongos endofitos de raiz
que en cultivos duales crezcan en el mismo espacio sin afectar su crecimiento.

De las pruebas con los endofitos fungicos de la raiz (posibles simbiontes) y las bacterias con
potencial biotecnoldgico se obtendran beneficios en el desarrollo vegetativo de vainilla a

nivel de microcosmos.



CAPITULO 111

REVISION DE LITERATURA

Efecto de la asociacion de microorganismos flingicos y bacterianos en las orquideas

Microorganismos en orquideas

Entre la microbiota asociada a las plantas, los hongos y las bacterias destacan por su abundancia,
encontrandose asociados en diferentes érganos (hojas, tallos, raices y suelo) los cuales pueden ser
residentes o transitorios. Los microorganismos mas estudiados son aquellos de la rizosfera, debido
a que es la zona de mayor actividad metabdlica porque la raiz de la planta libera en forma de
mucilago compuestos organicos como azucares, aminoacidos, vitaminas, proteinas, acidos grasos,
nitrogeno y fosforo, asi como metabolitos secundarios (flavonoides) (Bogino et al., 2013).
Generalmente el mucilago cercano a la raiz esta formado por compuestos organicos y metabolitos
que provienen de la misma planta o de otros materiales (residuos vegetales o microbianos), que
promueven o inhiben el crecimiento de hongos, bacterias y neméatodos (Griffiths et al., 2007).

El mucilago influye en los procesos bioguimicos de las plantas, favoreciendo su crecimiento y
protegiendo a la planta de patdgenos; por lo cual, la comprensién entre sus diferentes interacciones
son una fuente de aprovechamiento biotecnoldgico para lograr una sustentabilidad en el uso de la
misma, destacAndose dentro de las plantas ornamentales las orquideas (Andreote, 2014).

Las orquideas por su alto valor comercial (Munguia-Lino et al., 2010), debido a su uso en
diversas y variadas industrias, han sido sujetas de continuo saqueo de individuos silvestres, lo cual
ha causado que la mayoria de las especies de orquideas estén en algun estatus de proteccion
(Luyando-Moreno et al., 2011), aunado a los problemas causados por deforestacion, contaminacion

e incendios.



Las orquideas representan el 10% de las angiospermas y pertenecen a la familia Orchidaceae, la
cual se considera una de las més diversas en el mundo con aproximadamente 25, 000 especies (Jones,
2006; Chase et al., 2015). Estas especies estan distribuidas en todo el planeta, excepto en la Antartida
(Whigham et al., 2008), 1106 especies y subespecies de orquideas se encuentran distribuidas en
México con 159 géneros, de las cuales 444 especies y subespecies son endémicas, representando
40% de los taxas registrados en el pais (Zambrano et al., 2007).

De acuerdo con la norma NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) los géneros de
orquideas que se encuentran en proteccion son: Acianthera, Anathallis, Barkeria, Bletia, Chysis,
Clowesia, Cuitlauzina, Dignathe, Encyclia, Epidendrum, Euchile, Govenia, Habenaria, Hagsatera,
Kraenzlinella, Laelia, Lepanthes, Malaxis, Maxillaria, Mexipedium, Mormodes, Nemaconia,
Oncidium, Pachyphyllum, Papperitzia, Physogyne, Pleurothallis, Ponthieva, Prosthechea,
Pseudocranichis, Rhynchostele, Rodriguezia, Rossioglossum, Schiedella, Sigmatostalix, Stanhopea,
Stelis, Trichocentrum y Vanilla, esté ultimo género con representantes endémicos. Aun cuando
existen diversos programas para su conservacion (reintroduccién) o aprovechamiento sustentable
(uso comercial), la mayoria de las orquideas tienen escasa capacidad de germinacion de semillas
debido a la disminucion en su viabilidad con respecto al tiempo transcurrido después de la
polinizacién (Alegria, 2001; Nurse y Cavers, 2008). Ademas, mediante el cultivo de tejidos con el
cual se obtienen sélo clones, se favorece la erosion genética (Rivas, 1998). En otros casos, la
supervivencia de las orquideas al momento de su aclimatacion o reintroduccion, es baja (Rangel-

Villafranco y Ortega-Larrocea, 2007).

Importancia del género Vanilla
Este género pertenece al orden Asparagales de la familia Orchidaceae (Ploetz, 2007) con 110

especies registradas, de las cuales solo tres son cultivadas comercialmente: Vanilla thaihiensis, V.



pomponay V. planifolia. Esta ultima, V. planifolia, es la principal fuente comercial de vainillina (4-
hidroxi-3- metoxibenzaldehido), compuesto obtenido de las bayas, el cual se ha transformado en
uno de los saborizantes naturales mas importantes y caros del mundo (Bonfil, 1988). La vainillina
se emplea en diversas industrias que van desde la alimentaria, licorera, refresquera, farmacéutica,
cosmética y tabacalera; por lo que la vainilla se considera un cultivo con alto valor agregado
(Anandan, 2004).

Vanilla planifolia es una orquidea hemiepifita perenne no saprofitica endémica de
Centroamérica y de la region del Totonacapan en México (Veracruz y Puebla), cuyas condiciones
climaticas son ideales para su crecimiento (temperatura media anual de 25°C y minima de 12°C,
con una precipitacion pluvial de 1,000 mm, y una latitud Norte de 21°). Esta orquidea se cultiva y
explota en los estados de Chiapas, Hidalgo, San Luis Potosi, Querétaro, Oaxaca, Michoacan,
Tabasco y Quintana Roo (Garcia-Cruz y Sosa, 1998; Arzani y Gonzalez, 2007; Benavides et al.,
2010).

La vainilla es una planta de actividad fotosintética CAM, tallo monopddico (simple o
ramificado) verde, suculento, cilindrico y sarmentoso, con entrenudos de 10 a 15 cm de largo y de
10 a 15 mm de diametro. En cada nodo se produce una sola hoja junto con un par (generalmente) de
raices adventicias carnosas y largas, que le sirven a la orquidea para adherirse al forofito o enrejado,
y algunas veces son fotosintéticamente activas (Gehring et al., 1998) (Fig. 1A). Sus flores son de
color amarillo-verdosas (Fig. 1B y C), cada flor fecundada desarrolla un fruto en forma de vaina
(Fig. 1D) en el cual se encuentran aproximadamente entre 70 a 90x10% de minusculas semillas
rudimentarias subglobosas de color café obscuro o negro (Castillo y Engleman, 1993; Benavides et
al., 2010) (Fig. 1E y F) con una longitud y ancho promedio de 312 y 260 um con puntos de mayor
espesor, de la cual es extraida la vainillina cuya cantidad varia de acuerdo al tiempo de maduracién

de la vaina (Palama et al., 2009).



Entrenudo

Raiz adventicia

Figura 1. Morfologia de la planta de vainilla. Tallo monopddico con el nodo con su hoja y su raiz adventicia,
al lado derecho se observa la adhesion de la raiz al forofito (A). Flores de la vainilla (B y C), cuyo corte
transversal muestran sus estructuras anatémicas (C). Una vez fecundada la flor se origina la vaina (D) que al
madurar las semillas dentro de la vaina se tornan mas obscuras (E); son subglobosas de color café oscuro o
negro, vistas a 400X (F). (Fotografias: B, http://grupogons.blogspot.mx/2011 06 01 archive.html; C,
https://es.wikipedia.org/wiki/Vanilla#/media/File:VanillaFlowerLongitudinal Sectiones.png y E,
https://cilantroperonotanto.files.wordpress.com/2014/08/dsc2026.jpg; A, D y F, Cornejo-Silva).

La germinacion de las semillas se inhibe de manera natural por el endurecimiento de la testa y
secrecion de aceites (Fig. 2 A'y B), ademas de que contienen embriones indiferenciados carentes de
endospermo y cotiledones (Parra, 1987), los cuales deben crecer hasta romper la testa e iniciar la
etapa de protocormo. Las células del protocormo poseen granos de almidén que sélo se encuentran
en las primeras células después de la cubierta de la semilla y desaparecen durante la diferenciacién
meristematica (Philip y Nainar, 1988). De ahi que la orquidea requiera establecer la relacion
simbiotica o parasitica con el hongo, el cual absorbe y transloca nutrimentos tales como
carbohidratos, minerales, vitaminas, hormonas y aminoacidos, para contribuir con la diferenciacion

meristematica foliar y radicular (Rasmussen y Rasmussen, 2007; Whigham et al., 2008) (Fig. 2 C).



Serniibys de vainill

Figura 2. Semillas de vainilla. Microfotografia de una semilla de vainilla (A). Gotas de aceite en las semillas
(B). Germinacion de las semillas in vitro (C). (Fotografias A y C tomadas de
http://www.foodnewslatam.com/paises/77-colombia/4418-la-vainilla-germina-m%C3%Als-
r9%eC3%Alpido-con-hongos.html; B Cornejo-Silva).

Sin embargo, debido al tiempo que se requiere para tener una planta adulta (4 afios) para el
establecimiento del cultivo, se emplean esquejes de entre 3-5 entrenudos, lo que conlleva a la
degradacion genética de la orquidea al propagarse clonalmente (Soto-Arenas y Cribb, 2010; Soto-

Arenas y Dressler, 2010).

Interaccién micorrizica (orquidea-hongo)

La interaccion micorrizica en orquideas (mutualista) fue observada por primera vez por Noél
Ledn Bernard en 1899 en raices de Neottia nidus-avis; ahora se sabe que la germinacién se debe a
la simbiosis con los hongos del orden Sebacinales (Selosse et al., 2011).

Aunque los hongos que se asocian con las orquideas son septados y, generalmente, provienen
del suelo; ciertamente no se sabe el por qué son endéfitos. Algunas de las hipotesis que se destacan
sobre el como surge esta asociacion endéfita son: i) los organismos pueden estar presentes o
asociados desde la semilla, los cuales provienen de la rizdsfera, de la microflora del filoplano o ii)
del material utilizado para la propagacion vegetativa en donde pueden penetrar por estomas, heridas
o0 areas donde emergen las raices laterales (Pérez et al., 2009). Esta Gltima hipétesis se sustenta en

las estrategias troficas que poseen los hongos (saprobios, mutualistas o parasitos) tales como
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enzimas hidroliticas capaces de degradar la pared celular de las células vegetales; ademas de los
mecanismos de colonizacion y actuando de acuerdo a las condiciones bioticas y abidticas (Finlay,
2008; Pérez et al., 2009; Mosqueira, 2010).

Los micobiontes pertenecen a los grupos: Ascomycota y Basidiomycota (Cuadro 1); sin
embargo, la taxonomia y sistematica de estos hongos son hechas a base de sus fases asexuales
(anamorfos) debido a que las fases sexuales (teleomorfos) son raramente encontradas en el campo
o0 en el laboratorio (Jacquemyn et al., 2011). Por lo anterior se utiliza el analisis molecular, como el
analisis comparativo de las secuencias de regiones génicas de rADN, tales como laregién ITS, para
diferenciar géneros y especies fungicas (Pelegrino y Bellusci, 2009; Boldrini et al., 2010;
Jacquemyn et al., 2011). Los resultados sugieren que son muchos taxones de hongos que forman
simbiosis con las orquideas; sin embargo, se debe considerar el hecho de que los endéfitos fangicos
solo se han investigado en una pequefia proporcidn de especies de orquideas y en limitados habitats.

Cuadro 1. Taxones del grupo Basidiomycota encontrados en las orquideas.

Heterobasidiomycetes Homobasidiomycetes

Genero )
Orden Orden Género
Anamorfo Teleomorfo

Ceratorhiza Ceratobasidium Gloeocystidiales  Russula

Ceratobasidiales

~__ Oliveonia
Moniliopsis Hymenochaetales Erythromyces
Thanatephorus
] Telephora
Tulasnellales Epulorhiza  Tulasnella Thelephorales
Tomentella
) _ ] ) Armillaria
Auriculariales Sebacina Agaricales
Mycena

Adaptado de Rasmussen (2002); Saunders y Owens (1998); Brundett (2002); Bougoure et al. (2007); Porras-
Alfaro y Bayman (2007); Agustini et al. (2009); Honrubia (2009).
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Morfo-anatomia de interaccion orquidea-hongo

Los hongos compatibles con las orquideas, pueden infectar a una semilla mediante tres formas:
i) atravesando la testa de la semilla o por los rizoides, ii) por la micropila o iii) por grietas en el
tegumento. Después de entrar en la semilla, la hifa se mueve por atraccién hasta el suspensor, sitio
donde hay abundantes sustancias fendlicas durante la imbibicidn; para posteriormente invadir la
célula vegetal sin romper la membrana plasmatica, crecer dentro de la célula y formar estructuras
globosas, comunmente conocidas como pelotones (Rivas et al., 1998; Rasmussen y Rasmussen,
2009; Muthukumar et al., 2011). En seguida se dan sucesivas divisiones celulares, el embridn crece
y aumenta en volumen, originando el protocormo cuyo desarrollo muestra los siguientes eventos: i)
aumento del volumen nuclear, ii) alteraciones en el citoesqueleto y iii) el desencadenamiento de
varios ciclos en la sintesis de ADN en la célula hospedera. Posteriormente, el didmetro de las hifas
disminuye, y pasan de célula a célula por la produccion de enzimas hidroliticas que degradan la
pared celular.

Después de la formacidon del protocormo, los primeros pelotones formados pasan por el proceso
de degradacion, para prevenir de dafios en el citoplasma del hospedero, las hifas del peloton lisadas
son aisladas por sintatos de la pared celular del hospedero, mas tarde, la célula vegetal puede ser
colonizada méas de una vez por las hifas de los hongos (Fig. 3). En estado adulto (Fig. 4),
generalmente, los hongos se encuentran en las raices a nivel de las células corticales después de las
células del velamen (Chang y Chou, 2007; Porras-Alfaro y Bayman, 2007; Boldrini et al., 2010); el
pelotdn se separa de la célula cortical mediante la membrana perifingica (Boldrini et al., 2010). Esta
micorriza histolégicamente, de manera visual, parece al tipo “Paris” de la micorriza arbuscular

(Rasmussen y Rasmussen, 2009).
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Figura 3. Microfotografia electronica de barrido del desarrollo de la micorriza Anoectochilus
formosanus-Rhizoctonia. La hifa (H) podria pasar a través de la pared celular (CW) en A, la forma
de los pelotones (P) en BD dentro de las células corticales. Mas tarde, el pelotdn es digerido (en D).
(Tomado de Chang y Chou, 2007).

El grado de asociacién del micobionte con la orquidea varia de acuerdo con la capacidad
fotosintética de la planta; con la estacidn en la que se realicen los estudios y los factores ambientales
(Beltran-Nambo et al., 2012). Las orquideas fototroficas terrestres dependen al inicio de su ciclo de
vida del micobionte que prove el agua (Yoder et al. 2000, 2010), los carbohidratos y minerales
(nitrogeno y fosforo) que requieren para la germinacion de las semillas, y para el desarrollo del

protocormo (fase subterranea), (Trudel et al., 2003; Cameron et al., 2006). La simbiosis prevalece
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0 no, cuando la orquidea se vuelve autétrofa (comienzo de su actividad fotosintética), aunque ain
es poco claro (Lee, 2002; Brundett, 2006; Dearnaley, 2007; Swarts y Dixon, 2009).

La mayoria de las orquideas fototroficas permiten el ingreso de una amplia gama de micobiontes
con la finalidad de que se establezca el que mejor convenga de acuerdo a los factores ambientales

donde se desarrollen; sin embargo, tiene un hongo micorrizico dominante (McCormick et al., 2006;

Dearnaley y Le Brocque, 2006).

Figura 4. Stanophea tigrina madura sin flor (A), flor (B). Semilla (C) con embrién pequefio y carente de
endospermo. Seccion transversal de la raiz (D) con evidente formacion de pelotones en las células corticales
(flecha). (Fotografias A, Cy D de Cornejo-Silva y B, cortesia de Navarro E.)

Existe una relacion directa entre la distribucion y especificidad fangica con la rareza de las
orquideas (Bonnardeaux et al., 2007). La distribucion de las orquideas depende de la necesidad de

luminosidad, de condiciones climaticas y nutrimentales, siendo estos Gltimos los determinantes para
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el crecimiento del hongo micorrizico y de la orquidea (Jersakova y Malinova, 2007; Gonzaélez et al.,
2007).

Las orquideas sin clofofila son micotroficas y requieren al micobionte a lo largo de su ciclo de
vida por carecer de la capacidad de satisfacer sus necesidades de carbono (Honrubia, 2009; Schotz
etal., 2010; Hashimoto et al., 2012). Algunos autores sugieren que el hongo determina la estabilidad
de la simbiosis y activacion de la produccion de fitoalexinas (Pérez et al., 2002), lo cual provee
proteccion contra la herbivoria (Schulz y Boyle, 2005) por lo que garantiza la supervivencia de las
plantulas (Chang, 2007), incluso que estos hongos estan asociados tréficamente a otros hospedantes

pudiendo comportarse como ectosimbionte (Fig. 5) (Bougoure et al., 2009).
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Figura 5. Ectomicorriza formada entre Rhizanthella gardneri y Melaleuca scalena (Melaleuca uncinata s.l.).
Se observa, mediante la excavacion parcial, la orquidea R. gardeneri madura con flor (A); en la insercion la
seccion transversal de su rizoma con evidente formacion de pelotones en las células corticales (flecha). Asi
como las raices de M. scalena (B) ectomicorrizadas a partir de un aislado fangico extraido de R. gardneri
(RGBABL), caracterizadas por su forma bulbosa y un manto fangico de color oscuro. (Modificado de
Bougoure et al., 2009).
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Especificidad y funcion

Los estudios que han tratado de dilucidar los beneficios de los hongos endofitos han demostrado
que existe cierta especificidad (Yuan et al., 2010; Jacquemyn et al., 2011), la cual varia entre la
especie del hospedante y el habitat. En algunos casos, no solo proporcionan los elementos esenciales
para su desarrollo, sino también representan una fuente de resistencia a la desecacion (Cameron et
al., 2006; Whigham et al., 2008; Rasmussen y Rasmussen, 2009). Para el caso de Vanilla planifolia,
especie de interés para este trabajo, se reporta comiunmente el género Rhizoctonia; sin embargo, no
se conoce si esta orquidea estd mas estrechamente relacionada con los grupos saprofitos o parasitos
de dicho género y si existe alguna especificidad con otros generos fangicos (Porras-Alfaro y
Bayman, 2007; Agustini et al., 2009; Honrubia, 2009).

Otros estudios han demostrado que tal relacion simbiotica mejora: el crecimiento (vegetativo y
reproductivo), la supervivencia de las plantulas, la induccion de floracion temprana y el aumento de
la calidad de la flor (Pérez et al., 2002; Chang, 2007). De acuerdo a los resultados de los estudios
realizados, los hongos que forman simbiosis con las orquideas son: Eupolorhiza, Ceratorhiza,
Habenaria y Mycena, dichos hongos estimulan la germinacién, nutricion y crecimiento de
numerosas orquideas de los géneros Anoectochilus, Arundina, Changnienia, Cemastra, Cymbidim,
Blettia, Dendrobium, Doritaenopsis, Epigenium, Gostrodia, Haemaria, Liparis, Paphiopedilum,
Phalaepnopsis, Pleione, Spiranthes, Spathoglottis, Vanda. En estas orquideas, resaltan los hongos
pertenecientes al grupo Rhizoctonia que en combinacion con fuentes de carbono y fésforo tienen un
efecto positivo no sélo en la germinacion, sino también en la sobrevivencia de las plantulas al
momento del trasplante, en la estimulacién del crecimiento vegetativo y reproductivo, y en conferir
resistencia a enfermedades provocadas por virus (Ek et al. 1983; Ramos et al. 2007; Tsavkelova et
al. 2007). Chang y Chou (2007) observaron que las plantas de Anoectochilus formosanus

micorrizadas con dos cepas de Rhizoctonia (R02 y R04) mostraron mayor: i) actividad enzimatica
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de superdxido dismutasa (SOD) en las hojas, ii) actividad de fosfatasa acida y alcalina en las raices
y, iii) contenido de acido ascérbico, polifenoles, flavonoides y polisacaridos.

Mediante técnicas moleculares se ha comprobado el beneficio de la simbiosis en la absorcion y
translocacion de nutrientes tales como N, P, K'y Ca (Lee, 2002; Shan et al., 2002; Cameron et al.,
2006); ademas del mejoramiento del crecimiento vegetativo y reproductivo de las orquideas, asi
como la induccion de floracion temprana y el aumento de la calidad de la flor (Chang, 2007).
Algunos otros hongos endofitos sintetizan metabolitos de interés farmacéutico, como Epicoccum
nigrum que sintetiza epicorazine, mientras que Phoma sp. produce pirenofenol, ambos hongos

aislados de orquideas del género Dendrobium (Xing et al., 2011).

Interaccién orquidea-bacteria

Existe diversos microorganismos en las orquideas, no sélo en las raices, sino también en las
hojas, raices adventicias, bulbos, etc. (Zhi-Lin et al., 2009), en los cuales se tienen escasos estudios.
Hasta el momento, se ha estudiado més las asociaciones micorrizicas debido a su importancia
ecoldgica, y porque: i) es una interaccion diferente a otros tipos de micorriza y ii) sus patrones de
infeccion determinan los sitios de establecimiento de las orquideas (Batty et al., 2002; Tao et al.,
2008). Por tal motivo, los estudios de la microbiota en orquideas, se enfocan mas a nivel rizosférico.

Ademas de los hongos, se encuentra otro grupo mas abundante, las bacterias. Estas bacterias se
asocian mas con las raices, y corresponden entre el 7 y 15% con el total de células microbianas,
participan en la formacion de los microagregados, liberan compuestos ricos en aminoacidos y
polisacaridos que modifican las poblaciones microbianas adyacentes (Serrano et al., 2008).

Dentro de los generos mas abundantes de bacterias endofitas en orquideas terrestres destacan

Streptomyces y Bacillus (Gram positivas) y en las orquideas epifitas destacan bacterias Gram
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negativas como Pseudomonas y Flavobacterium; y a nivel rizoplano las del género Bacillus,
Pseudomonas, Burkholderia y Erwinia (Tsavkelova et al., 2004, 2007; Amarapurken y Dake, 2011).

Bacillus y Pseudomonas poseen la capacidad de cambiar las formas insolubles a solubles, al
secrertar acidos organicos como férmico, propionico, glicolico, lactico, fumarico y succinico; o
sintetizar sustancias como etileno, acido abscisico (ABA), brasinoesteroides, oligosacarinas, acido
salicilico y acido jasmonico, que estimulan el crecimiento de la planta y tienen importancia en el
desarrollo de la simbiosis, en la germinacion de las semillas (Cuadro 2), o en la maduracion de la
orquidea de acuerdo a la concentracion de fitohormonas que liberan estos microorganismos (Gray y
Smith, 2005; Caesar-TonThat et al., 2007; Kumar et al., 2012).

Por ejemplo, se reconoce que algunas rizobacterias endéfitas como Pseudomonas fluorescens,
aisladas de la orquidea terrestre Pterostylis vittata, favorecen el desarrollo de otras plantas (Tarkka
y Frey-Klett, 2008). Algunas bacterias heterotroficas, provenientes de las orquideas tropicales
Calanthe, Acampe y Dendrobium, producen &cido-3-indol-acético (IAA, auxina) importante para la
division, alargamiento y diferenciacion de las células y tejidos de las plantas, jugando un papel
preponderante en el xilemay en la formacion de raices. Otras bacteriras forman matrices que pueden
tener efectos neutrales como por ejemplo los géneros Xanthomonas y Rhodococcus, o producir alta
concentracion de polisacaridos que favorecen la asociacién con otros microorganismos como
Anthrobacter, Pseudomonas, Aquaspirillum y Rhodococcus (Tsavkelova et al., 2004). Lo anterior
favorece a la planta al incrementar la disponibilidad de los nutrimentos en los sitios donde se

desarrollan.
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Cuadro 2. Bacterias aisladas en orquideas y efectos en la estimulacion de la germinacién de semillas.

Habito de Especie de Orquidea Especie bacteriana Promueve la Referencias
crecimiento germinacion
Terrestre Pterostylis vittata Xanthomonas maltophilia, Bacillus cereus + Wilkinson 1989,1994
Pseudomonas putida, Arthrobacter -
i - . . + .
Terrestre Calanthe vestita var. rubro-oculata Arthrobacter,  Bacillus,  Mycobacterium, Tsavkelova et al. 2001
Pseudomonas
Epifito Dendrobium moschatum Bacillus, Pseudomonas, Rhodococeus, + Tsavkelova et al. 2001
Xanthomonas
Curtobacterium, Flavobacterium, Nocardia, +
Epifito Laelia purpurata, L. flava brasil Azospirillum * Lange y Moreira, 2002
Oncidium varicosum ,Miltonia flavecens,
Dendrobium moschatum , D. fimbriatum, D.
nobilis, Vanda tricolor , Epidendrum sp,
Coelogyne lawrenceana, C. massangeana
Epifito Acampe papillosa Endotréfica (Raices aéreas) Tsavkelova et al. 2004
Bacillus, Flavobacterium, Pseudomonas, +
Rodococcus, Xanthomonas
(Sustrato)
Alcaligenes, Bacillus, Gluconobacter, +
Pseudomonas
Epifita Dendrobium moschatum Raices (adventicias) Tsavkelova et al. 2004
Bacillus, Flavobacterium, Nocardia, +

Pseudomonas, Curtobacterium, Rhodococcus,
Xanthomonas
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(sustrato) +
Acinetobacter, Aquaspirillum
Bacillus, Pseudomonas, Rhodococcus

Epifita Dendrobium moschatum Rhizobium, Microbacterium + Tsavkelova et al, 2007
Sphingomonas, Mycobacterium ++

Epifita Dendrobium noble Bacillus cereus, Pseudomonas sp + Amarapurkar y Dake,

2011
Cattleya walkeriana Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, -

Curtobacterium

Epifita Cattleya walkeriana Bacillus, Enterobacter + Fernandes et al. 2011
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Ejemplo de otros microorganismos asociados a las raices de las orquideas son las cianobacterias,
organismos procariotas diazotréficos que forman biopeliculas en el velamen, aportando a la
orquidea, el nitrdgeno necesario para su desarrollo, asi como de proveer humedad constante evitando
la desecacion, y manteniendo una temperatura calida (Tsavkelova, 2011). Los géneros encontrados
son Nostoc, Anabaena, Oscillatoria y Calothrix, siendo los dos primeros géneros los dominantes en
el sustrato y raices adventicias en las orquideas epifitas Acampe papillosa, Phalaenopsis amabilis y
Dendrobium moschatum, resaltando su importancia como fuente de nitrégeno para la formacion de
micorrizas (Tsavkelova et al., 2003). Sin embargo, esta interaccion tripartita es afectada de acuerdo
a la época del afio, edad de la raiz, y por la colonizacion del hongo micorrizico (Wilkinson, 1989;
Tsavkelova et al., 2004; Amarapurkar y Dake 2011).

Uno de los géneros bacterianos sobresalientes es Bacillus originalmente aislado de Dendrobium
leonis, estimula significativamente la germinacion y desarrollo de diferentes especies de orquideas
epifitas y terrestres (Dendrobium, Paphiopedilum, Ponthieva y Dactylorhiza). En particular, B.
cereus contribuye con la micorrizacion, comprobado mediante el analisis de la actividad fosfatasa
(Tsavkelova et al., 2007; Karuppiah y Rajaram, 2011). Otras especies como Pseudomonas putida,
mineralizan formas organicas de P (ortofosfato) mediante la enzima fosfatasa, liberando el fosfato
para que sea tomado por el micelio micorrizico y asi, mejorar la absorcion por la planta (Wilkinson,

1989; Barea et al., 2005; Tarkka y Frey-Klett, 2008).

Discusidn de la literatura revisada y justificacion de la investigacion

De acuerdo con la informacion anterior, se puntualizan los factores por los cuales la vainilla esta
dentro del estatus de peligro de extincion, asi como su problematica bioldgica, ecologica y comercial
en la que se encuentra actualmente. Se enfatiza la necesidad de la generacion de informacién, no

solo agrologica sino tambien bioldgica del sistema vainillal como tal, con la finalidad de que se
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puedan generar paquetes agroecoldgicos amigables con el ambiente que ayuden en el mantenimiento
y conservacion de este cultivo en las zonas tradicionales que han demostrado producir vainilla de
mejor calidad comercial.

Los estudios realizados hasta el momento, principalmente en orquideas de interés farmacéutico,
dan ejemplos claros sobre la importancia de los microorganismos simbiontes 0 acompariantes,
provenientes y aislados de los sitios de origen, y denotando beneficios en la germinacién, el
desarrollo, la floracion y la generacion de metabolitos de interés econémico.

Por lo anterior, en el presente trabajo se decidid trabajar en diferentes fases, la primera para
conocer la microbiota cultivable existente de la vainilla a partir de un sitio de origen y tradicion del
cultivo (Papantla) para posteriormente, mediante técnicas enzimaticas y de identificacion tradicional
y molecular, seleccionar aquellos microorganismos. Después de esta seleccion se llevaron a cabo
cultivos duales (hongo-bacteria) a fin de conocer el tipo de interaccion que pueden tener las bacterias
y los hongos aislados, a la par se llevaron a cabo las pruebas para determinar si estos

microorganismos se asociaron o estimularon el crecimiento vegetal.
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CAPITULO IV

Microorganismos cultivables de 6rganos aéreos y terrestres de Vanilla planifolia

recolectadas en dos cultivos en acahual

RESUMEN

La vainilla (Vanilla planifolia Jacks, ex Andrews) es una orquidea monocotileddnea tropical que
proporciona, tanto en su parte aérea como terrestre, micronichos donde crecen bacterias y hongos.
Estos microorganismos pueden ser funcionales en la generacion de paquetes agrobiotecnoldgicos
utiles para el cultivo y proteccion de esta orquidea. EI objetivo del presente trabajo fue conocer el
numero de microorganismos cultivables presentes en la rizosfera, rizoplano, caulosfera y filosfera
de vainilla recolectada en dos sitios de cultivo tradicional en el estado de Veracruz. Se realiz6 el
recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) y siembra en superficie de placa en agar por
triplicado, en medios generales de cultivo para la cuantificacion de bacterias, hongos, actinomicetos,
y medios especificos para fijadores de nitrogeno, solubilizadores de fosforo, proteoliticos,
amiloliticos, lipoliticos y celuloliticos. Los microorganismos mas abundantes en ambos sitios fueron
las bacterias, seguidas por actinomicetos y hongos, y en orden de magnitud fueron méas abundantes
en rizoplano > rizosfera > caulosfera > filosfera. En cuanto a grupos microbianos de actividad
fisioldgica especifica, su abundancia mostro el siguiente orden filosfera < caulosfera < rizoplano <
rizosfera. Se discute la funcion de los microorganismos rizosféricos y del rizoplano en la
disponibilidad de nutrimentos necesarios la vainilla. Los microorganismos cultivables detectados en
este trabajo representan un potencial de aprovechamiento biotecnolégico dirigido al cultivo de
vainilla.

Palabras clave: poblaciones microbianas, filosfera, caulosfera, rizoplano, rizésfera
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CHAPTER IV
Culturable microorganisms from aerial and terrestrial organs of Vanilla planifolia collected

from two acahual crops

ABSTRACT

Vanilla (Vanilla planifolia Jacks, ex Andrews) is a monocot tropical orchid that provides
microniches for bacteria and fungi, in aerial or terrestrial organs. These microorganisms may be
functional for generating biotechnological approaches for the cultivation and protection of this
orchid. The aim of this study was to determine the number of culturable microorganisms in the
phyllosphere, caulosphere, rhizoplane, and rhizosphere of vanilla plants collected at two sites of
traditional culture in Veracruz state. The counting of colony forming units (CFU) was performed on
agar of selective culture media for the quantification of bacteria, fungi, actinomycetes, and those
bacteria with specific activity such as nitrogen fixing free living bacteria, phosphate solubilizers, as
well as proteolytic, amylolytic, lipolytic and cellulolytic microorganisms. The most abundant
organisms in both sites were bacteria, followed by actinomycetes and fungi: rhizoplane >
rhizosphere > caulosphere > phyllosphere. In the case of microbial groups with specific
physiological activity, their abundance showed the following order: phyllosphere < caulosphere <
rhizoplane < rhizosphere. The rhizosphere and rhizoplane microorganisms may play an important
role on nutrient availability for vanilla plants. The culturable microorganisms detected in this study
may represent a potential biotechnological tool for being directed to the cultivation of vanilla.

Key words: microbial populations, phyllosphere, caulosphere, rhizoplane, rhizosphere
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INTRODUCCION

La vainilla es una orquidea trepadora epifita perenne no saprofitica, endémica de Centroamérica,
cuyo origen es la zona norte del estado de Veracruz. Su cultivo es de alto valor comercial debido a
su uso en diversas y variadas industrias; ademas, sus representantes endémicos se encuentran
protegidos por la NOM-059-SEMARNAT-2010 debido al continuo saqueo de individuos silvestres,
y por la deforestacion, la contaminacién y por incendios (Luyando-Moreno et al. 2011; Munguia-
Lino et al. 2010; SEMARNAT, 2010). Cabe resaltar que los cultivos mexicanos de vainilla
presentan enfermedades, plagas y erosion genética al usar la propagacion clonal (Kelso-Bucio et al.
2012).

Para resarcir lo anterior, se han realizado investigaciones sobre diferentes métodos y medios de
cultivo para propagar a la vainilla in vitro (Kalimuthu et al. 2006; Palama et al. 2010; Jerico et al.
2014). Del mismo modo, se tienen avances sobre el manejo agrondémico y fitopatoldgico, en
particular con la identificacion y grado de patogenicidad de ciertos géneros fingicos que atacan a
esta orquidea (Talubnak y Soytong, 2010; Adame-Garcia et al. 2011; Cardona et al. 2012).

Otros trabajos, utilizan microrganismos endofitos rizosféricos especificos para generar
bioinoculantes usados en programas de conservacion y aprovechamiento de orquideas, resaltando
su papel bioldgico dentro de las plantas (Ahemad y Saghir, 2011; Chutima y Lumuyong, 2012;
Hossain et al., 2013); al influir de manera positiva en su adaptacion ambiental, su actividad
nutrimental, y en su resistencia a patdgenos (Selosse, 2004; Sarabia-Ochoa et al., 2010; Schenk et
al., 2012). En México, especificamente en el Distrito Federal y en los estados de Chiapas y

Michoacan, se han empleado hongos endorrizosférico para fortalecer programas de conservacion de
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orquideas terrestres y epifitas (Rangel-Villafranco y Ortega-Larrocea, 2007; Beltran-Nambo et al.
2010).

Lo anterior denota la importancia de conocer a los microorganismos existentes en la orquidea
Vanilla planifolia. La cual proporciona microhabitats muy particulares tanto en su parte aérea (tallo,
raices adventicias, hojas, flores, frutos) como en su parte terrestre (raiz). Asi la zona del tallo de
identifica como caulosfera, filosfera para la hoja y rizosfera para la raiz (Moffett, 2000; Lindow y
Brandl, 2003; Hallman y Berg 2006). Estos microhabitats son dindmicos, encontrandose
microorganismos residentes o transitorios, epifitos (estar sobre la planta) o enddéfitos (dentro de la
planta) que pueden interactuar de manera muy general o especifica de acuerdo al grado de asociacion
que tenga con la planta (Melotto et al, 2008; Berg et al., 2011). Estos estudios son una herramienta
atil en la generacion de nuevas biotecnologias.

Por lo anterior, en el presente trabajo se propuso conocer mediante el recuento poblacional, el
numero de microorganismos formadores de colonias de la orquidea Vanilla planifolia, en dos sitios
de cultivo tradicional en el estado de Veracruz con diferentes edades, a nivel de rizésfera, rizoplano,
caulosfera y filosfera; asi como aquellas colonias de microorganismos que pudieran fijar nitrégeno,
solubilizar fésforo, o bien con una actividad enzimatica especifica (amilolitica, proteolitica,

lipolitica y celulolitica).

MATERIALES Y METODOS
Suelos de estudio

En septiembre del 2012 se muestrearon dos vainillales bajo sistema de acahual con diferentes
afios de manejo (Cuadro 1), en las localidades Ejido primero de Mayo (N 20° 17.17° W 97° 14.18”)
y de Cuyuxquihui (N 20° 17.07°W 97° 16.36’) ubicados en el municipio de Papantla, estado de

Veracruz, México. El clima de la regidn es calido, con una temperatura media anual de 22.9° C, con
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abundantes lluvias en verano y principios de otofio; con una precipitacion media anual de 1 695.9

mm (Servicio Meteoroldgico Nacional, 2012).

Cuadro 3. Localizacion y caracteristicas de los vainillales cultivados bajo sistema de acahual

en Papantla, Veracruz

Localidad Elevacion ‘ ' Edad del
Tipode  Vegetacion o
(Papantla, Coordenadas (metros sobre el ‘ vainillal
] cultivo  acompafante
Ver.) nivel del mar) (afios)
Ejido 1° de N20°17.17 Pimienta
220 Acahual 2.5
Mayo WO97°14.18 Cedro
N 20°17.07° Acahual  Herbaceas
Cuyuxquihui 260 11
W 97°16.36° alto Epifitas

La vegetacion inicial de ambos sitios ejidales era la selva baja perennifolia con rocas aflorantes
y con una amplia pendiente (mayor a 45°), por costumbre realizan roza tumba y quema para el
establecimiento de los cultivos, en este caso un vainillal empleando a pichoco (Erythrina sp.) como
tutor, combinado con otros cultivos agricolas en el margen del terreno (maiz, chile y calabaza o
frijol). La vegetacion de la primera zona de muestreo 1° de Mayo (Cuadro 1), representa un relicto
de un acahual muy joven para el uso del cultivo de vainilla, debido a que hacen un continuo cambio
de plantas, en este sito las plantulas tenian 7 m de altura, los arboles sombra eran cedros (Meliaceae);
algunas herbaceas mas abundantes como malvas, mala mujer (Urticaceae) y barbasco
(Diascoreaceae) cubrian el suelo, el Gltimo de importancia econdmica en la zona para la elaboracion
de canastas. En algunos sectores de la zona, estaban iniciando la reforestacion con lichi (Litchi
chinensis Sonn.) y pimienta negra (Piper nigrum L.). La segunda zona de muestreo, Cuyuxquihui

(Cuadro 3), representa el sitio de mayor tradicion para el cultivo de vainilla, y se ubica a unos 150
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km de la zona arqueoldgica del mismo nombre, en donde la vegetacion se encuentra conformada
por pichoco (Fabaceae), cedro (Meliaceae) y palma camedor (Areaceae) utilizada para adornos
florales. Dentro de los cultivos agricolas habia plantacion de chile de arbol (Capsicum frutescens
L.), pimienta (Piper sp.) y chiltepin (Capsicum annuum L..); otras plantas silvestres comerciales eran
estropajo (Luffa aegyptiaca Mill.), jicara de arbol (Crescentia cujete L.) y una calabacita trepadora

(Melothria scabra Naudin). Las plantas de vainilla tenian entre 10 - 15 m de altura.

Propiedades fisicas y quimicas de los suelos de estudio

En cada uno de los vainillales, se tomaron muestras del suelo rizosférico y vegetal (raices, tallos
y hojas) de cinco individuos (Martins, 1993) empleando el método de cuadrantes. Las muestras
fueron transportadas en frio en bolsas de plastico para su procesamiento en el laboratorio.

Del suelo rizosférico se realiz6 una muestra compuesta de cada uno de los sitios y se envio al
laboratorio central universitario de suelos de la Universidad Auténoma Chapingo, para que
analizaran su textura (hidrémetro de Bouyoucos, 1962); materia organica (Walkley y Black; 1934)
pH (potenciométrico relacion suelo agua 1:2), conductividad eléctrica (CE; puente de conductividad
en relacion suelo), capacidad de intercambio catidnico (CIC, acetato de amonio 1.0N pH 7.0
centrifugacion); los macronutrientes como fésforo (P, Olsen y Sommers, 1982), nitrogeno (N,
método Kjeldahl, extraido con cloruro de potasio 2N y determinado por arrastre de vapor), potasio
(K, extraido en acetato de amonio 1.0N pH 7.0 relacion 1:20 y determinado por espectrofotometria
de emisién de flama); calcio y magnesio (Ca y Mg, extraido en acetato de amonio 1.0N pH 7.0

relacién 1:20 y determinado por espectrofotometria de absorcion atdmica).

Aislamiento de bacterias, hongos y actinomicetos totales
Se tomaron 10 g del suelo rizosférico (primeros 20 cm) y 1g de raiz para la determinacion de la

poblacién microbiana presente en cada una de las muestras mediante el recuento de unidades
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formadoras de colonias (UFC). Se utiliz6 el método de cuantificacion de colonias en diluciones
decimales seriadas y se sembraron 100 pL por extension con una asa de Drigalsky en forma de L en
la superficie de la placa, en cajas de Petri, con agar nutritivo para bacterias, agar papa dextrosa para
hongos y Czapeck para actinomicetos por triplicado (Ramirez-Gama et al. 2006).

Para el caso del material vegetal (hoja y tallo), tomado a 1 m de altura del suelo, se lavo con
abundante agua para remover el suelo y polvo, posteriormente se esterilizaron superficialmente con
etanol al 70% por 30 segundos a 2 minutos seguido de un lavado con una solucion al 20% de
hipoclorito de sodio (de nivel comercial 5%) por 2 minutos y otro lavado con Tween 20 al 0.01%
seqguido de tres lavados con agua destilada estéril (Rodrigues, 1994; Bayman et al., 1997).
Posteriormente, en condiciones estériles, se disectaron 10 mm? de hoja considerando tres secciones:
distal, central y proximal; en el caso del tallo se tomaron muestras de 10 mm?. Se tomaron 10
secciones de cada muestra y se procedio con el método de cuantificacion de colonias en diluciones
decimales seriadas y siembra en superficie en placa, como se hizo en rizésfera y rizoplano.

Las placas inoculadas con las muestras fueron incubadas a 28° C por cuatro dias para bacterias y

hongos, y siete dias para actinomicetos.

Microorganismos con actividad enzimatica especifica

Se emplearon medios selectivos para aislar aquellos microorganismos de vida libre con capacidad
de fijar nitrégeno, y a microorganismos capaces de solubilizar fosforo, degradar el almidon, la
celulosa, las proteinas y los lipidos. Cada uno de los medios se inocul6 con 100 uL de las muestras
decimales seriadas (10 a la 10) de acuerdo a lo indicado en el Anexo 1, se extendieron en la superficie
de la caja de Petri por extensidn con el asa de Drigalsky, por triplicado. Las cajas inoculadas fueron

incubadas por 7 dias a 28°C.
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Para el aislamiento de los microorganismos de vida libre capaces de fijar nitrogeno atmosférico
se empled el medio de Rennie (1981) el cual consta de dos soluciones: A) KoHPO4 0.8 g, KH2PO4
0.2 g, NaCl, 0.1 g, NaFeEDTA 0.028 g, Na2Mo0O4+*2H,0 0.025g, extracto de levadura 0.025 g,
manitol 5 g, sacarosa 5 g, lactato de sodio (60% v/v) 0.5 mL, agua destilada 900 mL, agar 159 y B)
MgSO4H20 0.2 g, CaCl» 0.06 g, agua destilada 100 mL, se ajustd el pH a 7.0; después de esterilizarse
se enfri6 y agregd 100 pL de biotina y 200 pL de acido p-aminobenzdico. Para aquellos
microorganismos capaces de solubilizar fésforo se empled el medio Pikovskaya D—Glucosa 10 g,
(NH4)2S04 0.5 g, Caz (PO4)2 5 g, NaCl 0.2 g, KCI 0.2 g, MgSO4+7H20 0.1 g, MnSO4+ H.0 0.002 g,
FeSO4+7H20 0.002 g, extracto de levadura 0.5 g, agar 15 g, y agua destilada 1000 mL; el pH se
ajustd a 7. Los microorganismos capaces de solubilizar fosfato formaron halos claros alrededor de
colonia (Sharma et al. 2011).

La determinacidn cualitativa de la capacidad hidrolitica para proteinas se consider6 un medio que
contenia agar nutritivo (20g) y gelatina (4g) en 1000 mL de agua, adicionandose 5 mL de una
solucion de gelatina al 8% por cada 100 mL del medio ajustado a pH 6. Para conocer si existié o0 no
la hidrolisis se agregd una solucion saturada de (NH,),SO,, para observar un halo claro que indica
la hidrdlisis de la proteina (Saksirirat y Hoppe, 1991).

Los microorganismos amiloliticos se cultivaron en agar almidon al 2%, después de la incubacién
se agrego solucion de ioduro de potasio al 1 %; la zona clara alrededor de la colonia indico la
presencia de las enzimas amiloliticas (Pochon y Tardieux; 1965; Rodriguez et al., 2006).

La produccién de lipasas se determind con medio base de peptona de carne 20 g, NaCl 10 g,
CaCl2+2H20 0.2g con 20 mL de Tween 20 y 15 g de agar a pH 7.0; la actividad lipolitica se confirmo
al observarse un halo claro alrededor de la colonia (Sierra, 1956; Ivonilde et al., 2006).

Para la deteccion de aquellos microorganismos poseedores de la enzima celulasa, se cultivaron

en agar carboximetilcelulosa 2 %, con 5 mL de solucién estandar Winogradski, 1 g de NH4NOs3, 20
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mL de extracto de suelo, 1 mL de la solucion de micronutrimentos, 10 g de carboximetilcelulosa y
10 g de agar en 1000 mL de agua. La actividad positiva de la celulasa fue observada mediante un
halo de color naranja alrededor de la colonia; este halo se ve al revelar el medio con 1 mL de rojo
Congo al 1% por un minuto, y enjuagar dos veces el exceso del colorante con 2mL NaCl; al 1M
(Suyama et al., 1993).

Pasado el tiempo de incubacion, se observo el crecimiento de las colonias y se realizo el
recuento de las colonias formada en cada medio de cultivo, para posteriormente calcular el nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC) para cada uno de los micronichos estudiados (rizosfera,
rizoplano, caulosfera y filosfera). Los valores de ambos sitios se analizaron mediante analisis de
varianza y una prueba de comparacion de medias (Tukey, 0=0.05) utilizando el programa estadistico

SAS Version 9.0.

Hongos endofitos

Las raices, tallo y hojas se esterilizaron de acuerdo a la metodologia de Rodrigues (1994) y
Bayman et al. (1997). Se colocaron de 3 a 12 secciones por caja y por triplicado, con medio PDA®
con sulfato de estreptomicina (0.16 mg L™?) y gentamicina (0.32 mg L), incubados a 28° C en
oscuridad. Despueés de 2 a 5 dias, cualquier crecimiento hifal fue transferido a cajas de Petri con
medio PDA a 28° C y fueron subcultivados cuatro veces cada 3 a 6 dias.

Para obtener las cepas fungicas de la raiz con probable potencial simbidtico, se realiz6 una
esterilizacion previa para después hacer cortes transversales de 2 a5 mm cada 1.5 cm. Se corrobor6
la presencia de pelotones observando el corte en el microscopio éptico a 100X y 400X para después
retirar el velamen de la raiz y sumergir es segmento de la raiz en una solucion de gentamicina-
estreptomicina en relacion 2:1 p/p. Posteriormente, bajo condiciones estériles, el segmento de la raiz

fue disectado completamente hasta liberar los pelotones; se colocaron entre 9y 12 pelotones en cajas
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de Petri en medio PDA® y medio de agar fungico (5 g Ca(NO3z)2¢4H20, 0.2 g KH2PO4, 0.1 g KCl,
0.1 g MgSO4+7H0, 0.1g extracto de levadura, 8 g de agar bacteriologico en 1000 mL de agua a pH
5.5) por triplicado. Las cajas fueron incubadas a 28°C en oscuridad, después de 2-5 dias cualquier
crecimiento hifal fue transferido a medios PDA y fueron subcultivados cuatro veces cada 3 a 6 dias.

(Ortega-Larrocea, 2008; Agustini et al. 2009, Gezgin y Eltem, 2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades fisicas y quimicas de los suelos de estudio

Los resultados del analisis de los suelos rizosféricos de los vainillales (Cuadro 4) muestreados
de acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000, denotaron suelos francos con alto contenido de
materia organica, lo que indica la formacién de agregados que crean un complejo de cambio entre
el suelo y la vainilla debido a la buena aireacién permeabilidad y capacidad de retencion de agua
media (Benton, 2012; Castellanos et al., 2000).

El primer sitio muestreado (Ejido 1° de Mayo) de acuerdo a los pardmetros fisicos y quimicos,
tuvo textura franco arcillosa, pH neutro, contenido medio y bajo de nitrégeno organico y fosforo,
respectvamente. El sitio Cuyuxquihui, presenté textura franco arcillosa arenosa, con pH
moderadamente alcalino, contenido medio de nitrégeno inorganico y fésforo medio (Cuadro 4).
(Benton, 2012; SEMARNAT, 2002; Casanova, 2005).

Los microagregados favorecen la capacidad de intercambio cationico, en especial los iones de
Ca, Mg y K (Cuadro 4) que estimulan el crecimiento de la vainilla, por encontrarse en suelos
cercanos a la neutralidad (Casanova, 2005). El orden de nutrientes que pueden ser asimilados por la
planta fue el siguiente: Ca > K > Mg > N > P, los dos primeros elementos son requeridos para

mantener la selectividad e integrar la membrana celular de la raiz (Martinez, 2006). Con base a lo
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anterior, Cuyuxquihui fue el sitio que tuvo mejor capacidad de retener los elementos involucrados
en la nutricién de la planta [43.7 Cmol(+) Kg] en comparacion del suelo del Ejido 1° de Mayo [42.6
Cmol(+) Kg]. Los valores de la conductividad eléctrica (CE) aceptables para el crecimiento de los
cultivos es de entre 0 y 0.8 dSm; para este trabajo el tener una CE > 1 dSm™ podrian presentarse
problemas sobre el crecimiento radical por la cantidad de sales (Casanova, 2005; Fitter y Hay, 2001).
Cuadro 4. Resultados del anlisis fisico y quimico de los suelos en los dos vainillales de

Papantla, Veracruz

Materia CE CIC P N K Ca Mg
Localidad Textura del Suelo  Organica H C mol(+ -
y "7 dsm ® mg K¢
% Kg
Ejido 1° de
Franco-Arcilloso 10.74 732 1.65 42.6 5.59 31.3 688 8486632
Mayo
. Franco-Arcilloso-
Cuyuxquihui 14.78 753 1.44 43.7 8.47 21.1 725 8956 660

Arenoso

Aislamiento de bacterias, hongos y actinomicetos totales

Para ambos acahuales (Fig. 6), la microbiota predominante a lo largo de la orquidea correspondi6
a las bacterias, seguidas por los actinomicetos y finalmente los hongos, lo que concuerda con lo
mencionado por Gémez y Corlay (2010). En cuanto a la poblacional microbiana por 6rgano de la
vainilla, en general mostré el siguiente comportamiento: rizoplano > rizésfera > caulosfera >
filosfera (Fig. 6).

A nivel rizdsfera (Fig. 6A) para el sitio Ejido 1° de Mayo mostré mayor cantidad de hongos (3.5)
y actinomicetos (5.1) en comparacion con Cuyuxquihui (3.1y 4.4 respectivamente); en comparacion
con lo obtenido en nivel rizoplano. Lo anterior se puede explicar porque la raiz exuda diversos

compuestos organicos, nitrogenados y fosfatados que atraen a los microorganismos (Fernandes et
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al., 2011; Vogel y Macedo, 2011; Chaparro et al., 2012; Panwar et al., 2012), lo que permite cierta
interaccion con la orquidea. De acuerdo con Bitton et al. (1974), el pH de ambos sitios, de neutro a
moderadamente alcalino, contribuye al desarrollo microbiano.

Comparando la poblacion de bacterias totales reportada por Foster (1986), la poblacion obtenida
en el presente trabajo fue relativamente baja en ambos sitios de muestreo.

La poblacion de bacterias en la caulosfera fue significativamente mayor en las plantas del Ejido
1° de Mayo; mientras que para la filosfera, esta poblacién fue mayor en las plantas de Cuyuxquihui;
en el caso de los actinomicetos, su poblacion fue similar en ambos sitios (Fig. 1C-D). EI nimero de
colonias bacterianas determinados en la filosfera 5 a 6 fue bajo en comparaciéon a lo reportado por
otros autores (Lindow y Leveau, 2002; Leveau, 2006; Griffin y Carson, 2015) cuyo valor va de 6 a
9 células cm™. Esto probablemente ocurrié por la fenologia de la planta, y la forma y la superficie
de la hoja, la estacion de crecimiento, la vegetacion circundante o bien, por las mismas condiciones
microclimaticas en la superficie de la hoja al momento de realizar el estudio (Meyer et al., 2012;
Whipps et al., 2008).

El hecho de la nula cuantificacién de colonias fangicas totales a nivel de caulosfera y filosfera
indica que los hongos son muy susceptibles a los cambios de las condiciones abidticas (p.e.
temperatura del sitio, radiacion solar, humedad, entre otros) (Last y Deignton, 1965; Redford et al.,
2010; Meyer y Leveau, 2012), al carecer de estructuras o sustancias que le permitan permanecer
sobre las estructuras de la planta; en contraste, las bacterias (Pseudomonas fluorescens y P. putida)
son capaces de modificar su microhabitat para crecer y sobrevivir en la filosfera (Whipps et al.,

2008).
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Microorganismos con actividad enzimatica especifica

Los microorganismos son importantes en la sustentabilidad de los ecosistemas por formar humus
en el suelo y mejorar las propiedades del suelo. Los principales microorganismos encargados de
degradar los residuos vegetales en un sistema e incorporarlos en el ciclo de los nutrientes mas
importantes (por ejemplo: carbono, nitrégeno y fosforo) son las bacterias y los hongos, cuya
supervivencia depende de su capacidad enzimatica para obtener sus nutrientes a partir de

compuestos como celulosa, proteinas, almiddn entre otros (Trasar-Cepeda et al. 2008).
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Figura 6. Poblacion de bacterias, hongos y actinomicetos totales cultivables [unidades formadoras de colonias
(UFC)] expresada en unidades logaritmicas, obtenida en tres micrositios A) rizésfera, B) rizoplano, C)
caulosfera, y D) filosfera, de Vanilla planifolia cultivada bajo sistema tradicional de acahual. El asterisco
indica diferencias significativas entre los sitios muestreados, Ejido 1° de Mayo y Cuyuxquihui, (Tukey, a =

0.05). n = 3; Medias + error estandar.

36



En un sistema agroforestal, como el de la vainilla, es importante conocer los grupos funcionales
de microorganismos para entender los procesos e interacciones que llevan dentro del mismo. De
manera general, la celulosa es un carbohidrato disponible en la biomasa vegetal terrestre, la cual es
degradada para incorporarse al ciclo del carbono, se esperaban promedios poblacionales mayores a
los amiloliticos. Sin embargo, las poblaciones de bacterias amiloliticas exhibieron los promedios
poblacionales mas altos (4-7 unidades logaritmicas) en relacién con los celuloliticos (2-6 unidades
logaritmicas) lo cual indicaria que el material vegetal presente en la zona, brinda sustratos amilaceos
que son reserva energética de las plantas y que se descomponen mas rapidamente que la celulosa
(Fig. 7).

Aun asi, se esperaban diferencias significativas a nivel rizosfera y rizoplano; pero no fue asi, las
diferencias se dieron a nivel de filosfera, aislandose una mayor cantidad en el Ejido 1° de Mayo. De
acuerdo al numero de colonias cuantificadas el orden de mayor a menor de los niveles de donde
fueron aislados los microorganismos celuloliticos fue el siguiente: rizoplano > rizésfera > caulosfera
> filosfera.

El ciclo del nitrégeno es importante en el suelo y en la rizosfera, asi los microorganismos
proteoliticos liberan el nitrégeno organico, mientras que las bacterias de vida libre fijadoras de N2
(BFN) lo incorporan al suelo (Medina, 2012). En este trabajo, la poblacion de bacterias proteoliticas
en ambos sitios de muestreo, fue mayor en el ambiente terrestre con respecto a la cuantificada en la
parte aérea, especialmente, en la caulosfera (Fig. 7 C). En cuanto a las BFN, su poblacién fue
significativamente mayor en la filosfera de las plantas recolectadas en el Ejido 1° de Mayo en
comparacion con las recolectadas en Cuyuxquihui (Fig. 7 D), mientras que en los tres micronichos
restantes no se obtuvieron diferencias entre ambos sitios (Fig. 7 A-B).

Los microorganismos (hongos y bacterias) son importantes también para promover la

disponibilidad y la movilizacion de P para las plantas, ya que este elemento es fundamental para la
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productividad primaria del sistema (Reyes, 2011; Sinsabaugh et al., 2002) debido a su papel en la
division celular, fotosintesis, desarrollo de raices y utilizacion de carbohidratos (White y Hammond,
2008). En este estudio, la mayor cantidad de estos microorganismos se encontraron a nivel de
rizoplano y rizosfera (Fig. 7 A-B), los cuales pueden favorecer el desarrollo de la vainilla; sin
embargo la diferencia entre sitios fue a nivel caulosfera y filosfera (Fig. 7 C-D), siendo el sitio Ejido
1° de Mayo el que mas organismos solubilizadores de fosforo presento a nivel filosfera.

Los microorganismos lipoliticos tienen amplia adaptabilidad ambiental (Jaeger y Rosenau,
2004). Este grupo se encontrd0 mejor representado en el sitio Ejido 1° de Mayo (Fig. 7). En
Cuyuxquihui sélo fueron representativos a nivel rizoplano y caulosfera (Fig. 7 By C).

La mayoria de los microorganismos con actividad enzimatica especifica son empleados en la
industria alimenticia, farmacéutica, textil o de limpieza, ademas de emplearse para procesos de
biorremediacion de hidrocarburos; asi como las cepas microbianas fijadoras de nitrégeno o aquellas
solubilizadoras de fosforo presentan potencial para estimular el crecimiento vegetal (Corrales et al.,
2014), y por tanto pueden ser seleccionadas para ser utilizadas como biofertilizantes, después de un
proceso de seleccidn con base en su efectividad en la vainilla.

Los microorganismos que se aislaron (fijadores de nitrégeno, solubilizadores de fosforo,
celuloliticos, etc) tienen una actividad fisiologica especifica que son tiles para la nutricion para las
plantas de vainilla, y probablemente, poder conferir algunas sustancias que pueden contribuir en su
proteccién hacia fitopatdgenos. Algunas de estas bacterias podrian ser de interés biotecnologico o
industrial. No obstante, se recomienda realizar futuras investigaciones para complementar la
informacién obtenida mediante métodos moleculares que permitan examinar la diversidad

microbiana sin las limitaciones relacionadas con los métodos de cultivo tradicionales.
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Figura 7. Poblacion de microorganismos cultivables totales con actividad fisioldgica especifica [unidades
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B) rizoplano, C) caulosfera, y D) filosfera, de Vanilla planifolia cultivada bajo sistema tradicional de acahual.
El asterisco indica diferencias significativas entre los dos sitios muestreados (Tukey, o= 0.05). n=3; Medias

+ error estandar.
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Hongos endofitos de raiz

Un mecanismo evolutivo importante desarrollado por las plantas es interacturar con
microorganismos, sobre todo con los enddéfitos fungicos (Santos y Varavallo, 2011). Los hongos
protegen a las orquideas de patdgneos mediante la sintesis de metabolitos secundarios, o por el
mejoramiento en su nutricion en sus primeras fases de desarrollo; ademas, favorecen la produccion
de biomasa aérea y radical de la vainilla (Ordofiez et al., 2012). Sin embargo, en el presente estudio,
de 18 cajas inoculadas con 9 pelotones (enrrollamientos hifales) solo se lograron aislar tres
morfotipos fungicos (Fig. 8). Uno de ellos (Fig. 8-3) perdid su capacidad de crecimiento activo en

el medio de cultivo, después de su tercer re-aislamiento, por esta razén solo se trabajé con dos de

ellos. Sus caracteristicas macro- y microscopicas se describiran en el siguiente capitulo.

Figura 8. Macrofotografias de tres colonias fungicas aisladas a partir de los pelotones de Vanilla planifolia,

después de 20 dias de incubacion a 28 °C en PDA.
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CONCLUSIONES

La deteccion de microorganismos cultivables en el presente trabajo permite inferir su
importancia en la rizosfera y en el rizoplano, al participar en el ciclaje de nutrientes como N y P,
pero ademas, en la mineralizacién de compuestos organicos ricos en celulosa, lipidos, o proteinas.
Este trabajo, reporta por primera vez la presencia de microorganismos cultivables en tallos

(caulosfera) y hojas (filosfera), con cierta contribucion para la planta de vainilla.
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CAPITULO V

Caracterizacion de cepas bacterianas y fungicas aisladas de Vanilla planifolia, y evaluacién

de su potencial biotecnoldgico

RESUMEN

Los microorganismos son importantes en la vida de las plantas debido a los metabolitos que
secretan. Por ello, es necesario diferenciar a cada microorganismo presente en los diferentes 6rganos
de la vainilla, con base en sus caracteristicas morfologicas y metabolicas, para seleccionar bacterias
y hongos endéfitos que puedan formar simbidsis con la vainilla o estimular su crecimiento. Las
cepas bacterianas demostraron tener potencial biotecnoldgico al solubilizar fosfato (4.8 pg L) y
producir acido indolacético (3.9 - 7.9 ng LY). La identificacion de las cepas bacterianas, mediante
los métodos tradicionales y moleculares fue dificil debido a: 1) se tuvieron que realizar
modificaciones en las técnicas de extraccion de ADNgendmico y pruebas con primers para realizar
las PCR a diferentes condiciones para obtener un ADN (til para la secuenciacion, y 2) no existian
secuencias parecidas a las obtenidas en las bases de datos. Los aislamientos bacterianos
correspondieron a Achromobacter sp., Bacillus sp., Paenibacillus sp. y Pseudomonas sp., con
importancia industrial (produccion de enzimas y antibidticos) y ecoldgica (degradacion de materia
organica). Los endofitos fungicos cultivables pertenecieron a los géneros Exophiala y un corsorcio;
el primero es un hongo productor de giberelinas, hidroliza grasas, y favorece la resistencia a
condiciones adversas. En el consorcio Paecilomyces sp.- Verticilium sp, el primer hongo es
antagonista de nematodos e insectos, y el segundo es parasito; ambos hidrolizaron celulosa, almidon,
grasas y proteinas. Las cepas fungicas no enddéfitas pertenecieron a los géneros Fusarium sp.,
Verticillium sp., Acremonium sp., Aspergillus sp. y Trichoderma sp.

Palabras clave: Achromobacter, Bacillus, Exophiala, indoles, solubilizacién de fosforo.
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CHAPTER V
Characterization of bacterial and fungal strains isolated from Vanilla planifolia, and

evaluation of their biotechnological potential

ABSTRACT

Microorganisms are critical for living plants due the releasing of microbial metabolites. Thus,
the morphological or metabolic characterization of microorganisms cohabiting different organs of
vanilla is necessary to select bacteria and fungi that may promote the growth of this plant species.
The bacterial strains showed biotechnological potential since they contribute either on P-
solubilization (4.8 pg L) or on producing indole acetic acid (3.9 - 7.9 pug Lt). The morphological
and molecular identification of the bacterial strains showed certain difficulties since: 1) the ADN
extraction was subjected to several modifications in order to select appropriate primers to perform
the PCR at certain conditions, and before sequentiation, and 2) no similar sequences were obtained
from databases. Bacterial isolates corresponded to Achromobacter sp., Bacillus sp., Paenibacillus
sp. and Pseudomonas sp., that have either industrial (enzyme or antiobiotic production) or ecological
(organic matter degradation) significance. The culturable fungal endophytes belonged to Exophiala
and a fungal consortium; the first fungus produces gibberalins, hydrolizes lipids, and favors plant
resistance under adverse conditions. In the case of the fungal consortium Paecilomyces sp.-
Verticilium sp., the first fungus is an antagonist to nematodes and insects, and the second fungus is
a parasite; both fungi degrade cellulose, starch, lipids, and poteins. The non-endophytic fungi
belonged to the genera Fusarium sp., Verticillium sp., Acremonium sp., Aspergillus sp. and
Trichoderma sp.

Key words: Achromobacter, Bacillus, Exophiala, indol acetic acid, phosphate solubilization.
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INTRODUCCION

Los microorganismos son importantes para promover la disponibilidad y movilizacion de
nutrimentos fundamentales para la productividad primaria del vainillal. Para tratar de inferir los
mecanismos de su funcionamiento en el sitio en donde se encuentran desarrollandose, se deben
identificar a sus integrantes (Lopez-Garcia y Moreira, 2008) y asi discernir el papel evolutivo de la
microbiota en el acahual, los cambios en la diversidad microbiana de acuerdo a su resiliencia para
los impactos ambientales, y la correlacion entre microrganismos-plantas-animales (insectos). En
conjunto se pueden interpretar los patrones biogeograficos y de distribucion de los microrganismos,
tanto patdgenos como benéficos (Horner-Devine et al., 2004). En tal bioprospeccion, algunos
microorganismos pueden tener un valor comercial significativo en los sectores industrial,
alimentario, cosmético, farmacéutico, entre otros, ya sea por sus compuestos quimicos, genes,
proteinas u otros productos (Noguez et al., 2005; Hernandez et al., 2006; Hernandez y Lubinsky,
2011; Capdevielle et al., 2011).

Para el presente trabajo, se consideraron como microorganismos mas relevantes aquellos que
pudieran tener una interrelacién intima con la vainilla, para favorecer su crecimiento y/o nutricion
o0 bien conferirle un potencial adaptativo frente al estrés bi6tico y abiotico; para asi contribuir a su
cultivo organico (Satyanarayana, 2005; Binga et al., 2008). Tal es el caso de los microorganismos
rizosféricos, los cuales ademas de ser los mas estudiados debido a que se habitan en ambientes con
mejores condiciones (humedad poco variable y alta concentracion de nutrimentos) para su desarrollo
(Fierer et al., 2007).

Para tener un buen conocimiento sobre los posibles indculos (consorcios microbianos), primero
se debe realizar la identificacion de la microbiota, misma que consiste en asignarle un taxon segln

una clasificacion tradicional establecida mediante caracteristicas fenotipicas y/o genotipicas del
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microorganismo, y comparando éstas con las diferentes categorias de la clasificacion considerada
(Guerrero y Berlanga, 2005).

Partiendo de cultivos puros (axénicos) del microorganismo que se desea usar, se utilizan medios
selectivos en placa o diferenciales, asi como su observacion en microscopio (empleando algunos
colorantes para una mejor caracterizacion), o pruebas bioquimicas para determinar la actividad
enzimatica y de metabolitos. Sin embargo, algunos microorganismos no pueden ser observados bajo
microscopio y otros no crecen en los medios de cultivo, por lo que hay que recurrir a otro tipo de
pruebas como las moleculares (Nogales, 2005). Pero para tener mejores resultados se deben
combinar los métodos ecoldgicos, fisiologicos y moleculares para identificar a los microorganismos

de interés, como en el presente trabajo (Watanabe y Baker, 2000).

MATERIALES Y METODOS
Caracterizacion de microorganismos

Los primeros pasos para la identificacion de los microorganismos son la observacion macro y
microscopica de los microorganismos, ademas de las pruebas bioguimicas que engloban tres tipos
de estudios: i) enzimas del metabolismo del microorganismo, ii) requerimientos nutricionales, y iii)
pruebas de resistencia antibiotica.

Caracterizacion bacteriana

Se seleccionaron las colonias mas frecuentes presentes en las placas en los diferentes medios de
cultivo (AN; CEL; LIP; PROT; AM) para proceder a su purificacién mediante el método de estriado
o de dilucion con Tween 20 en placas de agar nutritivo. Su caracterizacion macroscopica consistio
en la morfologia de la colonia: borde, elevacion, textura y color; y para la microscépica se emple6
la tinciéon de Gram, la cual consistié en realizar un frotis en una gota de agua estéril con una asada

de la colonia, se dejo secar para su posterior tincién con: cristal violeta por 1 minuto, se enjuagd con
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agua, se agrego lugol por 1 minuto se lavo con agua tres veces y una cuarta con etanol, por ultimo
se agregd safranina al 1% por 30 s, se lavd con agua y se dejé secar. La observacion con el
microscopio y una gota de aceite de inmersion a 100X y 1000X ayudo a determinar el color de la
colonia, el tipo de células y la forma de acomodo.

Caracterizacion fungica

La caracterizacién macroscopica consistié en describir sus caracteristicas superficiales (aspecto,
consistencia, desarrollo, color y pigmento) y del micelio profundo (desarrollo y color) (Ramirez-
Gama et al., 2006), para el analisis microscopico se empled un microscopio Leica con aumentos de
60, 200, 400 y 1000X de las laminillas obtenidas de la técnica modificada de Ridell (1950) a
diferentes dias; su identificacion se basé en la estructura, composicion y estructura de las células
conidiales, conidioforos y clamidosporas auxiliandose del “Pictorial Atlas of Soil and Seed Fungi

Morphologies of Cultured Fungi and Key to Species” (Watanabe, 2010).

Caracterizacion enzimatica

Las pruebas bioquimicas expresan la presencia o ausencia de una determinada actividad
enzimatica, grupo de enzimas o via metabdlica, crecimiento a una temperatura dada, etc. Algunas
de las pruebas primarias que se realizaron para las bacterias fueron:

Prueba de KOH al 3% para corroborar grupos Gram positivos y Gram negativos. Para ello se
tomo una asada de la colonia bacteriana a las 24 h de crecimiento y se mezclé por 10 s con 10 pL
de KOH en portaobjetos. Si formaba un hilo lechoso indicaba una bacteria Gram negativa sino lo
formaba era una Gram positiva (Powers, 1995).

Prueba de Catalasa. Se depositd la colonia sobre un portaobjetos y se agreg6 perdxido de

hidrogeno al 30%. Esta prueba sirvié para diferenciar algunos integrantes de la familia
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Micrococcaceae que poseen la proteina hemo denominada citocromo; el resultado es positivo si en
la colonia hay efervescencia (MacFaddin, 2003).

Produccion de acido o base. Cada uno de los aislados se cultivé en medio LMA (pH 6.8) con
indicador azul de bromotimol (0.5% en NaOH 0.016N) y en LMA (pH 5.5) con purpura de
bromocresol a igual concentracion, incubados a 28° C, durante diez dias, segun la tasa de crecimiento
de cada una de las cepas. Una vez concluido el crecimiento se observo cambio de coloracion en el
medio (Sosa et al., 2004).

Produccidn de acido indol acético (AlA). Se realizé la cuantificacion con espectrofotémetro, a
una longitud de onda de 595 nm, empleando el método de Salkowski. Las cepas se cultivaron en
medio Luria-Bertani con y sin triptéfano, por 48 h (Wani et al., 2007; Gaimster et al., 2014).

Prueba de oxido-fermentacién Hugh-Leifson. Permitié diferenciar el metabolismo oxidativo o
fermentativo de los carbohidratos. Para ello se utilizaron 9 mL del medio base Hugh-Leifson que
contenia triptona 10 g, extracto de levadura 1 g, parpura de bromocresol 0.04 g, 2 g de agar y 10%
de glucosa en 1 L de agua destilada, y pH ajustado a 7.2 (MacFaddin, 2003).

Solubilizacién de fésforo. A partir de bacterias cultivadas previamente en agar nutritivo por 48 h,
se tomd una asada y se incub6 en 3mL en medio Picovskaya por siete dias bajo agitacion (150 rpm)
a 28° C (Sharma et al. 2011). Concluida la incubacién, el medio se centrifug6 a 10 000 rpm por 12
min (separacion de la biomasa); el sobrenadante se utilizd para determinar la concentracion de
fosforo soluble por el método de acido vanadomolibdofosférico descrito por Aguilera-Gracia y
Pérez-Guerra (2016).

La caracterizacién enzimatica flngica se realiz6 solo en aquellos endéfitos que pudieran formar
simbiosis con la vainilla. Esta caracterizacion consistié en sembrar un disco de 0.5 mm en placas

con medio LMA (Sosa et al., 2004); Picovskaya (Sharma et al. 2011); agar gelatina (Saksirirat y
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Hoppe, 1991); agar almidon (Pochon y Tardieux; 1965; Rodriguez et al., 2006); agar petona de
carne Tween (Sierra, 1956; Ivonilde et al., 2006); y agar Carboximetilcelulosa (Suyama et al., 1993).
Identificacion molecular

Cepas bacterianas

Los acidos nucleicos se extrajeron con el método del bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB)
(Murray y Thompson, 1980; Wagner et al., 1987). El cual consistio en agregar 1000 pL de CTAB
(50 mM EDTA, pH 8.0; 200 mM Tris—HCI, pH 8.0; 2.0 M NaCl, 2% (w/v); bromuro de cetil-
trimetil amonio, 0.5% (w/v); PVP, Polyvinilpyrrolidona) a las muestras y se incubaron durante 60
min a 96 °C. Seguido de dos extracciones de proteinas con igual volumen de y cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) con sus respectivas centrifugaciones a 11500 g durante 10 min a 4 °C. ElI ADN se
precipitd con 2 volimenes de etanol absoluto y 0,1 volimenes de acetato de sodio 3 M pH 5,3;
durante 60 min a — 20 °C. El precipitado de ADN gendmico que se obtuvo por centrifugacion a 11
500 g durante 5 min se lavo con etanol 70 % y se sec a temperatura ambiente, para después ser
resuspendido en 50 pL de agua grado HPLC. Las extracciones de ADN total, de cada una de las
muestras, se cuantificd en el espectrofotometro NanoDrop 2000.

Debido a que en algunos casos el ADNtotal utilizado en las PCR no daba los resultados deseados,
se opto por extraer el ADN bacteriano disminuyendo el tiempo de agitacion para el lisado celular
del protocolo del Kit Power Soil Isolation de MoBlo.

Para la amplificacion de la region 16S se emplearon los iniciadores univerasales para
microorganismos no fotobiontes 1391R (5"- GACGGGCGGTGTGTRCA - 3°) - 27F; 1492R (5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT - 3) y 27F (5"- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3’) (Lane
et al., 1991; Turner et al., 1999). La reaccién se realiz6 en tubos Eppendorf de 0.5 mL, en un
volumen de reaccion de 50 pL conteniendo: 4 pL de ADN total, la mezcla PCR Master Mix (2X)

un par de primers. La reaccion se colocd en un termociclador con los siguientes parametros:
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desnaturalizacion inicial de 1 minuto a 95 °C, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por
minuto, anillamiento a 53 - 55 °C por 1 minuto y extension a 72 °C por un minuto, mas una extension
final a 72 °C por 7 minutos. Al tenerse la buena amplificacion a partir del ADN de las bacterias
productoras de acido idolacetico y solubilizadoras de fésforo, se procedio a la purificacion con el
Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), para enviar a secuenciar a los amplicones
obtenidos, ademas se calculo la cantidad de pares de bases a través del programa de densitometria
del Software Quanty One del equipo de fotodocumentacién Gel-Doc (Bio-Rad).

Endofitos fungicos

Debido a que los hongos endofitos son los que presentan una relacién estrecha con la vainilla,
éstos fueron analizados molecularmente. Para ello, la biomasa fungica fue separada del medio de
cultivo (PDA) mediante calentamiento, filtrada sobre rectangulos de tela organza (que por su tamafio
de poro permite retener a la biomasa), se lavd 4 veces con 25 mL de solucién fisiologica (NaCl al
0.9%) y un altimo enjuague con una solucién buffer a pH 8 compuesta por: EDTA a 100 mM, NaCl
al 150 mM y Tris HCI al 50 mM. Finalmente fue secada, sobre papel filtro. El procedimiento se
llevdé a cabo bajo condiciones estériles. La biomasa se colocO en tubos eppendorf para su
liofilizacion durante tres dias a — 55 °C en un equipo para liofilizacion (Operon Freeze Dryer).

La obtencién de ADN se realiz6 mediante el protocolo DNAzol Reagent; las extracciones de
ADN total, se verificaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.2%, en donde se observo
que el ADN estaba degradado, sin embargo contenia la calidad y tamafio suficientes para proceder
con la amplificacion de las regiones de los espaciadores intergénicos transcritos (ITS).

Para la amplificacion de los espaciadores intergénicos transcritos se emplearon los iniciadores
universales para hongos ITS1 (5- ATTACGTCCCTGCCCTTTGTACA-3")elTS4(5°-TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3"). La reaccion se realizé en tubos Eppendorf de 0.5 mL, en un

volumen de reaccion de 50 pL conteniendo: 4 pL de ADN total, la mezcla PCR Master Mix (2X)
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con los ITS1 y 4. La reaccion se colocd en un termociclador con los siguientes parametros:
desnaturalizacion inicial de 1 minuto a 95 °C, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por
minuto, anillamiento a 55 °C por 1 minuto y extension a 72 °C por un minuto, mas una extension
final a 72 °C por 7 minutos. Al tenerse la buena amplificacion de los hongos endéfitos, se procedid
a la purificacion con el Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), para enviar a
secuenciar a los amplicones obtenidos. Ademas, se calculo la cantidad de pares de bases a traves del
programa de densitometria del Software Quanty One del equipo de fotodocumentacion Gel-Doc
(Bio-Rad).

Una vez obtenidas las secuencias, de las cepas fungicas enddfitas y bacterianas, por diferentes
métodos descritos, fueron cotejadas y alineadas con los programas BioEdit y Blast del NCBI

Network Service (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), para identificarlas a nivel de género.

RESULTADOS Y DISCUSION
De las poblaciones bacterianas estudiadas de los 6rganos aéreos y terrestres de Vanillla planifolia,
se aislaron un total de 216 bacterias, de las cuales s6lo 203 fueron viables después de la tercera
resiembra, a las que se realizaron las pruebas enzimaticas para conocer su potencial en la produccion
de &cido indolacético y solubilizacién de fosforo, para después realizar su identificacién molecular.
Las cepas fungicas endofitas presentaron problemas para su conservacion y viabilidad, por lo
cual se aislaron otros hongos a partir de otras dos especies de orquideas epifitas (Prostechea trulla

y Brassovola cochleata) de cultivo de invernadero.
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Caracterizacion de microorganismos

Caracterizacion bacteriana

Los aislados bacterianos en general, fueron bacilos Gram positivos seguidos de los cocos (Fig.
9). Dichas bacterias fueron sometidas a las pruebas enzimaticas para determinar de manera

cuantitativa la produccion de cido indolacético y su capacidad de solubilizar fésforo.

Filosfera

Bacilos- mBacilos+ mCocos- mCocos+

52% -
Rizoplano

Rizosfera

Bacilos - Bacilos+ mCocos- ® Cocos+

60%
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Bacilos - Bacilos+ mCocos- mCocos+
Bacilos - Bacilos + Cocos- mCocos+

Figura 9. Distribucién de bacterias Gram en una planta de Vanilla planifolia

Se detect6 un microorganismo fotosintético (color verde), pero por no ser parte de los objetivos
del presente trabajo se descartd su seguimiento, dado que también no produjo acido indolacético ni
solubiliz6 fosforo, aun cuando se presentd en hojas y en tallos; inicialmente se creyd que era una

colonia contaminante que requeria ser repurificada, porque el organismo de color verde crecia
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encima de la colonia (Fig. 10A). Al observarse bajo estereoscopio a 200X se observo una colonia
con diversas ramificaciones en su circunferencia (Fig. 10B). Al tomarse una muestra y observarse
bajo microscopio, se observd a una bacteria de tipo Gram positiva (Fig. 10C-D) acompariada de
espiculas de color verde (Fig. 10E). Se sugiere continuar con su estudio en trabajos posteriores, por
haberse aislado del medio Rennie (1981), especifico para fijadores de nitrégeno de vida libre, y de
acuerdo con Tsavkelova et al. (2003a-b), este tipo de organismos se encuentra en raices adventicias
de otras orquideas epifitas y sirven de sustrato para hongos endéfitos de esas raices, ademas de ser

auxiliares en la fijacion de nitrogeno.

Figura 10. Cepa fotosintética aislada de la filosfera y caulosfera en medio Rennie (1981), A: macrofotografia
de la colonia; microfotografias de la colonia “bacteriana”, se observan estructuras en forma de plumas en
toda la circunferencia de la colonia (B, 200X), su asociacion con la bacteria Gram positiva (C, 400X) cuya
forma fue cocos (D, 1000X) y espiculas de color verde (E, 600X).
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Caracterizacion fungica

La cepa fangica H1 (Fig. 11A), fue Exophiala sp., un ascomiceto de la familia
Herpotrichiellaceae con colonia de color negro, aterciopelada con borde micelial; al microscopio
tiene hifas septadas dematéaceas, con células conididgenas periformes terminales, con presencia de
melanina o pigmentos similares en la pared de color gris (Fig. 11B). Este género fungico se asocia
a la madera en descomposicion y en suelo enriquecido con residuos organicos (Piontelli, 2013;
Watanabe, 2010; Ainsworth, 2008).

La cepa H2 (Fig. 11C) fue un consorcio de dos géneros fungicos: Paecilomyces - Verticillium,
ambos ascomicetos, presentaron la formacion de una colonia blanca con aspecto seco, de color
amarillo marrén a rojo en el envés; microscopicamente mostraron dos tipos de hifas hialinas
septadas, conidias hialinas de forma ovoide, pared lisa que forman cadena con sucesion basipétala

(Watanabe, 2010; Ainsworth, 2008, Barnett y Hunter, 1998)
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Figura 11. Macro (A'y C) y microfotografias (B: 100X y D: 60X) de dos colonias flngicas aisladas a partir
de los pelotones de Vanilla planifolia, después de 30 dias de incubacion a 28 °C en PDA. La barra representa
10 um. (A-B) Género Exophiala (H1) y (B-C) consorcio fungico de los géneros Paecilomyces y Verticillium.

Caracterizacion enzimatica

La poblacion bacteriana, de acuerdo a su actividad enzimatica, varia en relacion con los diferentes
organos de la vainilla (Fig. 12). Aquellas asociadas a la raiz de la planta y su zona circundante (Fig.
12 A-B) mostraron mejor potencial enzimatico debido a que se encuentran las mejores condiciones
para su desarrollo. Sin embargo, algunos estudios resaltan la competencia que existe por los recursos
nutrimentales y de oxigeno. Se seleccionaron 20 bacterias que produjeron &cido indolacético y
solubilizaron fosfato, y cuyas caracteristicas se muestran en el Cuadro 5. El criterio de seleccion fue
con base en las pruebas realizadas in vitro, que demostraron la habilidad que tienen para producir
pequefias cantidades de 4cido indolacético (1 a 28 ng mL™) en ausencia de un precursor fisioldgico.
Sin embargo, en presencia de triptéfano, generalmente, puede producir gran cantidad de acido

indolacetico (18 a 60 ug mL™). Tales concentraciones fueron reportadas Tsavkelova (2005) como
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concentraciones adecuadas para un efecto positivo en el crecimiento de orquideas. En el presente
estudio solo dos cepas bacterianas fueron excepciones a la aseveracion de que el triptofano
adicionado al medio de cultivo puede favorecer la produccién de acido indolacético por parte de las
bacterias, éstas correspondieron a las cepas 12 y 24 (Cuadro 5).

La actividad enzimatica de amilasas, proteasas y lipasas, para las cepas fungicas endofitas
aisladas (Cuadro 6) concuerdan con lo mencionado por la literatura. Ademas, para los hongos
entomopatogenos como Beauveria, Cordycep y Paecilomyces se menciona la secrecion de
quitinasas (Peteira et al., 2011; Téllez-Jurado et al., 2009), y en aquellos hongos que causan
problemas en la dermis en animales, como es el caso de los representantes del género Exophiala.

Sin embargo, no hay reportes bibliograficos que mencionen que las cepas H1 y H2 sean endéfitos
de la vainilla ni para Cordyceps sp. y Beauveria sp., o para las orquideas epifitas Prostechea trulla
(Rchb.f.) W.E.Higgins y Brassovola cochleata, respectivamente. Las funciones de dichos géneros

fangicos en las orquideas mencionadas aun son desconocidas.
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Cuadro 5. Actividad enzimdtica, pH al que trabaja y morfologia bacteriana.

Pruebas Hidrolisis
Acido indol acético N .
Cepa ug mL* Solubilizadoras N . N o Tolerancia Tincion
- de fosfato Catalasa ~ KOH Celuliticos Amiloliticos Proteoliticos Lipoliticos ala pH
Sin Con 1 - Gram
L, e pg mL salinidad
triptofano  triptofano

2 RzVpV 1.7 15 4.8 + - - + - + + Acido B+
12 RzVpV 22.3 7.8 8.8 + + - - - - + Acido B-
14 RzVpV 41 9.6 8.9 + + - - - - + Acido B-
15 RzVpV 5.9 6.2 4.8 + + - - - - + Alcalino B -
23 RzVpV 10.3 9.6 4.8 + + + - - - + Alcalino B -
24 RzVpV 23.5 19.5 55.2 + + - - - - + Alcalino B -
25 RzVpV 3.8 8.4 42.1 + + - + - - + Neutro B -
32 RzsVpV 24 3.0 59.5 - + - + - - + Alcalino B -
34 RzsVpV 5.6 7.4 11.0 + + - - - - + Neutro B -
38 RzsVpV 3.3 8.8 1.3 + - - - - + Alcalino B+
40 RzsVpV 3.2 3.1 6.8 + + - - - - + Acido B-
41 RzsVpV 4.0 2.9 26.1 + + - - - - + Acido B-
46 RzsVpV 3.9 3.9 0.6 + - - - - - + Alcalino C+
58 RzsVpV 3.8 3.2 6.0 + + - - - - + Neutra B -
92 RzVpV 2.3 5.8 8.8 + + - - - - + Acido B-
100 RzVpV 2.8 4.6 3.1 + + - - - - + Alcalino B -
101 RzVpV 3.6 4.0 46.4 + + - - - - + Alcalino B -
102 RzVpV 3.4 6.7 34.4 + + - - - - + Alcalino B+
110 RzVpV 3.4 37.4 95.4 + - - - - - + Alcalino B -
114 RzVpV 8.4 15.1 4.6 + - - - - - + Acido B+
157 RzsVpV 15 1.3 3.4 + + - - - - + Alcalino B -

B = bacilos

C = cocos

RZ=rizoplano

RZs= riz6sfera

Vp= Vanilla planifolia

V=Veracruz
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Cuadro 6. Actividad enzimatica, pH al que trabaja las cepas enddéfitas fungicas aisladas.

) Hidrolisis
Cepa Genero pH _ N — _
Celulolitica Lipolitica Amilolitica Proteolitica
H1 Exophiala Basico - + - Indeterminado
H2  Paecilomyces/Verticillium  Acido + + + +
H3 Cordyceps Acido + - + Indeterminado
H4 Beauveria Acido + + + +

En los ultimos afos se resalta el interés de microorganismos con capacidad de hidrolizar celulosa

para la formulacion de compuestos limpiadores, en los procesos industriales de produccion textil,

de conservas y jugos frutales, asi como en la industria papelera (Mikan y Suarez, 2004).

Identificacion molecular

Cepas bacterianas

Con las pruebas primarias de caracterizacion y pruebas bioquimicas (Gram, morfologia, catalasa,

produccién de esporas) se conocieron las caracteristicas generales para clasificarlas a nivel de

género. Sin embargo, su identificacion se realizd por el analisis molecular 16S, siguiendo los

procedimientos previamente descritos. A continuacion se muestran los geles de agarosa al 1.2% de

donde se extrajo el ADN producto del PCR (Figs. 13 -15) y enviarl6 conjuntamente con las muestras

al laboratorio BioGenetix para su secuenciacion.
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Figura 13. Gel de agarosa al 1.2%, que muestra el perfil de tamafios en pb, de los amplicones obtenidos de la
regién 16S de ADN de las rizobactrias (carril 1-8, 10-13, 15) por PCR utilizando el marcador de peso
molecular APst1 (carril 9).
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Figura 14. Gel de agarosa al 1.2%, que muestra el perfil de tamafios en pb, de los amplicones obtenidos de
la region 16S de ADN de las rizobactrias (carril 1, 3-20) por PCR utilizando el marcador de peso molecular

APstl1 (carril 2).

Figura 15. Gel de agarosa al 1.2%, que muestra el perfil de tamafios en pb, de los amplicones obtenidos de la
region 16S de ADN de las rizobactrias (carril 1, 3-8) por PCR utilizando el marcador de peso molecular

APstl1 (carril 2).
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Una desventaja de las secuenciaciones para el presente trabajo, fue que no existian cepas dentro
del GenBank para poder realizar la comparacion, o que por las condiciones técnicas o de equipo en
donde se desarrollan las secuenciaciones no hubo amplicones. Lo anterior sugiere que esta fase de
investigacion debe tener continuidad para poder realizar una publicacion, y sustentar el ingreso de
la secuencia al banco de informacion. En otros casos aunque se enviaron los iniciadores (primers)
utilizados en las PCR vy las condiciones de anillamiento, el laboratorio en donde se realiz6 la
secuenciacion marcd en los resultados que no se pudieron obtener las secuencias, lo cual queda adn
pendiente, los técnicos dan la opcion de enviar la cepa en un medio y condiciones especificas para
que realicen el procedimiento y entreguen la secuencia del microorganismo.

La mayoria de las bacterias son Gram positivas formadoras de endosporas y pertenecieron a los
géneros de Bacillus y Paenibacillus, las cuales son de suma importancia a nivel industrial (por la
produccién de enzimas y antibidticos) y ecologica (por la degradacion de materia organica en
condiciones de aerobiosis). Otras bacrterias correspondieron a los géneros Achromobacter y
Pseudomonas, con un 97 a 99 % de confiabilidad (Cuadro 7). A continuacion se da una breve
descripcion de los géneros identificados:

El género Achromobacter algunos estudios sugieren que este género confiere resistencia a la
planta en zonas contaminadas con hidrocarburos (Ho et al., 2013; Ma et al., 2016). A nivel de
semillero, esta rizobacteria estimula el crecimiento en nimero y longitud de pelos radicales en
plantas oleoginosas asi como la absorcion de nutrientes (nitratos y fosfatos) (Bertrand et al., 2000;
Fernandez et al., 2005). En micropropagacion, algunas especies pertenecientes a este género en
combinacion de acido indolbutirico, han promovido el crecimiento de brotes, longitud de la raiz,
namero de raices, contenido de clorofila, el contenido de nitrégeno, enzimas antioxidantes y la

tolerancia al estrés en las etapas de aclimatacién y postaclimatacién (Benson et al., 2014).
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Cuadro 7. Resultados del Blast realizado en el GenBank de la region 16S de las muestras de

bacterias.

Secuenciacion

Muestra Género Pb % similitud

2 Paenibacillus 372 97
12 - 344 -
1 7 S — 149 -
1 - S — 171 -
23 - N -
7 S — N
25 - N -
32 - N -
38 0 - 9% @ ----
40 Bacillus 270 98
41 - 83 -
46 0 - 208 --—---
58 - 128 -—---
92 - 73 -
100 - 78 -
101 Achromobacter 378 99
102 - 79 -
110 - N -
114 Pseudomonas 434 99
157 - N -

N = no se obtuvieron amplicones para la secuenciacion
————— = no se encontro secuencia de comparacion en GenBank

Bacillus es un género positivo a catalasa, reportado comiunmente en la rizésfera de diversos
cultivos por su capacidad de sobrevivir ante condiciones fisicas desfavorables, teniendo un papel
importante en los ciclos de carbono y nitrogeno (Calvo y Zufiiga, 2010; Rincon y Gutiérrez, 2012).
Ademas de que algunos representantes del género solubilizan el fésforo y controlan algunos hongos
patogenos del sistema de cultivo (Lara et al., 2011; Sosa et al., 2011).

Paenibacillus es un género que originalmente estaba incluido en Bacillus (Ash, 1993). Es un

género anaerobio facultativo que forma endosporas, y ha sido detectado en diversos ambientes

62



(himedos y aridos); tiene diversas aplicaciones (medica, industrial, horticola y agrondémica) por su
rapido crecimiento. Tiene mdltiples capacidades enzimaticas como son la produccion de acido
indolacético, solubilizacién de fésforo y secrecion de sustancias antimicrobianas que afectan un
amplio espectro de microorganismos, ademas de tener miembros promisorios como agentes
bioldgicos (Ghazalibiglar et al., 2016). Otro género identificado fue Pseudomonas que se caracteriza
por tener una amplia diversidad y presentarse ampliamente en el ambiente, tienen la capacidad de
adaptarse a varias condiciones y de degradar diferentes sustratos. EI grupo fluorescente ha

demostrado ser controlador de fitopatdgenos (Glickmann et al., 1995; Santoyo et al., 2010).

Endofitos fungicos

Los amplicones obtenidos a partir de la PCR (Fig.8) oscilaron entre 756 a 681 pb. Este tamafio
coincide con el reportado para la region ITS de algunas especies de hongos filamentosos, por lo que
fueron seleccionados para la fase de secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron comparadas
con las depositadas en la base de datos de la NCBI y se identificaron los géneros Exophiala (cepa

H1), y Paecilomyces-Verticillium (consorcio fungico, cepa H2).
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H1 H2
ITS(1-4) ITS(1-4)
55°C 55°C

Figura 16. Gel de agarosa al 1.2% que muestra el perfil de tamafios en pb, de los amplicones obtenidos de la
region ITS a partir de ADN de los hongos endofitos orquidoides por PCR utilizando el marcador de peso

molecular APstl1.

Los hongos endofitos ademas ayudan a la incorporacion de algunos nutrientes como el fésforo
(Gamboa-Gaitan, 2014) y pueden tener importancia en la estimulacién del crecimiento por algunos
metabolitos generados por el hongo, o por favorecer su sintesis en la planta, como es el caso de los
hongos enddfitos identificados en el presente trabajo. EI hongo H1 perteneci6 al género Exophiala
(Cuadro 8) que son considerados como patdgenos oportunistas y hongos endofitos asociados a las
hojas de orquideas como Cattleya percivaliana y C. trianaei (Lizarazo-Medina et al., 2015) o a la
raiz (hongos septados oscuros; DSE). Asociado con Cucumis sativus L., estimula su crecimiento por
la produccién de giberelinas, favorece su resistencia al estrés hidrico y a la salinidad (Khan et al.,
2011). Ademas, favorece la tolerancia de Zea mays L., a altas concentraciones de plomo, zinc, y
cadmio (Li et al., 2011; Diao et al., 2013). Otros hongos septados oscuros (Phomopsis sp.) se han
reportado en otras orquideas mexicanas (Cypripedium irapeanum Lex) (Valdés et al., 2011); sin
embargo, la relacion simbiotica de los DSE con las plantas es ambigua, debido a que puede ser un

débil patdgeno, un saprobio en tejidos de la raiz senescente, o un mutualista (Jumponnen 2001;
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Urcelay et al., 2005; Knapp et al., 2015), o bien, tener actividad antibacteriana, y se presnetan
durante el compostaje (Ryckeboer et al., 2003).

El hongo H2 (Cuadro 8) correspondié a un consorcio formado por dos géneros Paecilomyces y
Verticillium. EI primer hongo se considera un género cosmopolita de suelo y plantas; algunas
especies son aprovechadas por su antagonismo hacia nematodos o insectos (Davila y Climaco, 2005;
Chan et al., 2010) y/o para descontaminar ambientes acuaticos (Cardenas y Acosta, 2011). Mientras
que Verticillium incluye especies saprofitas y parasitas de plantas superiores (Gil et al., 2014), es
uno de los géneros representantes de la marchitez vascular, y se reporta como endéfito de
Dendrobium (Riveros, 2010), pero no para vainilla.

Porras y Bayman (2007) y Ordofiez et al. (2012) mencionan que los representantes endéfitos
fangicos mas sobresalientes de vainilla pertenecen a los representantes del grupo Ceratobasidium
de la forma-género Rhizoctonia, asi como los géneros Phomopsis, Hypohylon, Phoma, Trichoderma
y Bipolaris. Por lo tanto, este trabajo reporta por primera vez que Exophiala, Paecilomyces y
Verticillium estan presentes como endofitos para vainilla.

Las cepas H3 y H4 se utilizaron en una fase posterior en donde se determinar si existente o no
compatibilidad entre las rizobacterias con potencial biotecnoldgico y hongos endofitos aislados de
la vainilla. Debido a que el tiempo requerido para llevar a cabo los analisis moleculares para
identificacion es enorme, pero es recomendable generar y utilizar kits que faciliten el trabajo de
extraccion y purificacion de ADN para la identificacion de los microorganismos; o bien, recurrir a
cooperaciones interdisciplinarias para la agilizar tal procedimiento. Lo anterior debido a que existen
microorganismos que pueden resultar con un potencial biotecnolégico para otras areas del

conocimiento.
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Cuadro 8. Resultados de la identificacion molecular de muestras de hongos endofitos

orquidioides mediante la comparacion de secuencias ITS.

Muestra  ITS pb SECUENCIACION
Género Similitud (%)
H1 1-4 756 Exophiala 98
H2 1-4 681 Paecilomyces/Verticillium 99/98
H3 1-4 442 Cordyceps 99
H4 14 417 Beauveria 99

CONCLUSIONES

El conocimiento de los microorganismos autctonos con diversos potenciales enzimaticos,
pueden ser evaluados y utilizados a futuro como biofertilizantes. Sin embargo, recordemos que
existe un gran numero de microorganismos que ain no han sido estudiados debido a que no
consideramos que tengan importancia econémica, ecoldgica, farmacéutica o de aprovechamiento
para el ser humano y que en diversas ocasiones, los investigadores los ignoran por estar fuera de su
linea de investigacion.

El aislamiento y conservacion de los hongos endéfitos de raiz es dificil; sin embargo, este trabajo
reporta tres géneros fungicos (Exophiala y el consorcio fungico Paecilomyces-Verticillium) que son

endoéfitos de la raiz de vainilla.
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CAPITULO VI
Interaccidn de rizobacterias (productoras de acido indolacético y solubilizadoras de fosforo)

y hongos endofitos aislados de Vanilla planifolia

RESUMEN

La interaccion planta-microorganismo es de importancia en la biologia de plantas; sin embargo,
la informacidn es incipiente para Vanilla planifolia, debido a que los trabajos se han dirigido méas
para el control bioldgico de plagas o enfermedades, con respecto a la nutricion de la planta.
Recientemente se han explorado algunos enddfitos de vainilla silvestre, con fines de uso como
bioinoculantes, y garantizar una produccion mas organica con alta demanda comercial. El presente
trabajo determind la compatibilidad de cepas bacterianas promotoras del crecimiento con hongos
endofitos al inocularse de manera combinada en dos medios de cultivo (Melin-Norkrans y PDA).
Las Unicas cepas que estimularon el crecimiento de los hongos endofitos de raiz fueron la
rizobacteria 34 para Exophalia sp., y las rizobacterias 41 y 102 para el consorcio fungico. De manera
general, se observé inhibicion del crecimiento hifal (hasta 70%.) de las cepas (H2, consorcio
Paecelomyces-Verticillium; H3, Cordyceps sp.; y H4 Beauveria sp.) por efecto de las rizobacterias
12, 15, 23, 24, 25, y 114, con respecto al testigo. La cepa 114 (Pseudomonas) inhibi6 el crecimiento
de las cuatro cepas fungicas evaluadas; para las bacterias restantes se recomienda realizar pruebas
de antibiosis para hongos patdgenos de vainilla.

Palabras clave: compatibilidad microbiana, antibiosis, crecimiento flngico, inhibicion flngica
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CHAPTER VI
Interaction between rhizobacteria (indole acetic acid producing and P-solubilizers) and

endophye fungi isolated from Vanilla planifolia

ABSTRACT

The plant-microorganism interaction in an important issue in biology; however, there is scarce
information for Vanilla planifolia since most of the research has been directed to biological control
of pest and diseases when compared to plant nutrition. Recently, some endophytes of vanilla have
been studied as inoculants directed to the organic production of vanilla. The present study
determined the compatibility of plant growth promoting bacteria with fungal endophytes under two
culture media (Melin-Norkrans and PDA). The bacterial strain 34 stimulated the fungal growth of
Exophalia sp., and the strains 41 and 102 stimulated the growth of the fungal consortium. Overall,
the bacterial strains 12, 15, 23, 24, 25, and 114 resulted in 70 % inhibition of the fungal strains (H2,
consortium Paecelomyces-Verticillium; H3, Cordyceps sp.; and H4 Beauveria sp.) when compared
to the corresponding fungal control. The bacterial strain 114 (Pseudomonas) inhibited the growth of
the four fungal strains; the remaining bacteria need further evaluation for antibiosis against fungal
pathogens for vanilla.

Key words: microbial compatibility, antibiosis, fungal growth, fungal inhibition
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INTRODUCCION

La interaccion entre los componentes de una comunidad microbiana puede manifestarse de
diferentes modos. Al respecto, hace algunos afos se hicieron intentos aislados para evaluar los
sinergismos entre algunas asociaciones de microorganismos del suelo, para el control bioldgico de
agentes causales de enfermedades en las plantas (Alfonso y Galén, 2006; Jaizme-Vega y Rodriguez-
Romero, 2008; Jiménez-Quesada et al., 2015). Dichas interrelaciones son continuas dentro de una
planta, los microorganismos existentes en la planta se encuentran en competencia por un nicho
ecoldgico o nutrimento, manifestando sus efectos en el crecimiento y desarrollo de la planta de
manera sinérgica, antagonica o simplemente neutra (Sanchez-Ferndndez et al., 2013). Tal
manifestacion depende de la capacidad de cada microorganismo para mantenerse y soportar el grado
de defensa de acuerdo a la etapa de desarrollo de la planta. Las bacterias Pseudomonas fluorescens
y Azospirillum se ha recomendado para el control de enfermedades causadas por Fusarium, mientras
que las bacterias solubilizadoras de fosforo promueven el crecimiento vegetal (Anilkumar, 2004).

Dentro del grupo de bacterias resaltan las promotoras del crecimiento (PGPR; por sus siglas en
ingles), las cuales al interactuar con hongos micorrizicos tienen funciones beneficiosas (Artursson
et al., 2006), aunque sus mecanismos no estan muy bien comprendidos. Algunos mecanismos
parecen ser mas indirectos como la influencia de las bacterias sobre los hongos micorrizicos (Tarkka
y Frey-Klett, 2008) o bien, tener influencia en la fisiologia de las plantas. Otros efectos son directos
(sinergismo), donde las bacterias proporcionan a la planta ciertos compuestos (compuestos ricos de
nitrégeno, fitohormonas, hierro, o fésforo), produciendo un beneficio a la planta (Barea et al., 2002;
Sarabia et al., 2010).

Las comunidades fungicas endofitas por su parte, protegen a las orquideas de patdgenos mediante

la sintesis de metabolitos secundarios o por el mejoramiento en su nutricion; ademas, favorecen la
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produccién de biomasa aérea, longitud de raices y altura de la planta (Ordofiez et al., 2012). Sin
embargo, existe escasa informacion sobre la interaccion entre las rizobacterias y los hongos
enddfitos en orquideas epifitas. Por ello y partiendo en que la mayor parte de los microorganismos
que forman relaciones benéficas o neutras con las orquideas han sido poco estudiadas, los estudios
moleculares han demostrado una gran variedad de especies y géneros (Avila-Diaz et al., 2013).

Con base en lo anterior y con la finalidad de conocer qué rizobacterias eran compatibles con las
cepas fungicas enddfitas aisladas de raiz, se propuso confrontar las cepas bacterianas con los hongos
enddfitos en dos medios de cultivo, al inocularlos de manera combinada (cultivos duales).
MATERIALES Y METODOS
Cultivos duales hongo versus bacterias

Las cuatro colonias fungicas aisladas de las orquideas epifitas, Vanilla planifolia (cepas H1- H2),
Prostechea trulla (cepas H3), y Brassovola cochleata (cepa H4) obtenidas a partir de pelotones,
fueron crecidas en agar papa dextrosa (PDA), y se dejaron crecer a 28°C durante tres semanas.
Posteriormente, se colocaron discos de micelio de cada hongo, de 0.5 mm de diametro en 20 mL de
los medios de Melin y Norkrans (1948) y de PDA, en cajas de Petri de 10 cm de diametro. Las
bacterias fueron inoculadas al trazar una linea de cultivo bacteriano de 4 cm, a una distancia de 3

cm del margen de la caja (Fig. 17).

Figura 17. Esquema para realizar los cultivos duales en cajas de Petri.
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Para cada prueba se realizaron cuatro repeticiones, al mismo tiempo se establecio un control del
crecimiento fangico de los diferentes géneros ensayados sin bacterias. Las cajas fueron incubadas a
temperatura ambiente en oscuridad. En cada caja de Petri se midio el crecimiento fungico a los 6, 9,
12 y 15 dias después de la inoculacion bacteriana. Los datos se utilizaron para determinar si existia
compatibilidad entre la rizobacteria y la cepa fungica, y se consider6 como compatibles si el
crecimiento micelial no era limitado o ainhibido por la bacteria. Ademas, de corroborarla mediante
la siguiente férmula:

( Muestra = 100)
Testigo

% Crecimiento = ( x 100 > —100

RESULTADOS Y DISCUSION
Cultivos duales hongo versus bacterias

El comportamiento de las cepas fungicas en los cultivos duales mostrd variaciones en su respuesta
(Figs. 18-21). La cepa H1 Exophiala sp., al estar con la rizobacteria Pseudomonas sp. (Bacteria 114)
presento inhibicidn en su crecimiento, conforme transcurria el tiempo, en ambos medios de cultivo
(Melin-Norkrans y PDA) con 54% y 70%, respectivamente. Efecto similar sucedio con el consorcio
de Paecelomyces-Verticillium cepas H2 (Fig. 18 C y D). Este efecto concuerda con lo reportado por
Santoyo et al. (2010) y Cano (2011) quienes mencionan la capacidad del género Pseudomonas como
controlador bioldgico por excelencia, contra patdgenos en otros cultivos (Paredes-Escalante, 2009;
Trujillo et al., 2007).

La cepa Exophiala sp. mostré estimulacion en su crecimiento con las bacterias 14, 34 y 157, las
cuales corresponden a las rizobacterias de valores bajos en cuanto a la capacidad de produccion de
acido indolacético y solubilizacion de fosfato (Cuadro 5), cuyos valores oscilande 1 a 10 ug L y
de 3 a 11 pg LT respectivamente. Para el consorcio fingico Paecelomyces-Verticillium (H2) la

mayoria de las cepas bacterianas inhibieron su crecimiento durante el transcurso de los 15 dias de
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incubacion, y solo tres rizobacterias fueron las que estimularon su crecimiento: 2 (Paenibacillus
sp.), 41y 102, con un intervalo del 40 hasta un 67%, en ambos medios de cultivo (Fig. 19).

Cordyceps sp. (cepa H3) no presentd una inhibicion tan marcada ante Pseudomonas en
comparacion con las dos cepas flngicas anteriores. Para este hongo, las bacterias que mayor efecto
inhibitorio tuvieron, en ambos medios, fueron las cepas 24 y 41 con porcentajes de inhibicion del
11 al 20 %. La bacteria que mas redujo el crecimiento hifal de Cordyceps sp. fue la cepa 41, misma
que presentd menor produccion de enzimas hidroliticas (Fig. 20). Este hongo present6 una muy baja
actividad en su comportamiento con las rizobacterias. Las rizobacterias que inhibieron el
crecimiento de Beauveria sp. (cepa H4) en un intervalo de 15 a 45 % fueron las cepas bacterianas12,
24, 40, y 114, esta altima correspondiente al género Pseudomonas. ElI mayor crecimiento hifal fue
en PDA fue obtenido con la bacteria 2 (Paenibacillus sp.) y con a cepa 102. Las bacterias restantes
no presentaron inhibicion o estimulacién en el crecimiento hifal (Fig. 21).

Debido a que los hongos crecen lento, se observaron a los 15 dias algunos cambios en la
morfologia o coloracion de los medios de cultivo, por lo que se decidié dejarlos hasta los 20 dias
después de la siembra combinada (hongo-bacteria) para observar si se mantenian dichos cambios
(Fig. 22). De manera general, las confrontaciones en donde hubo compatibilidad no mostraron
cambios significativos en el crecimiento hifal (Fig. 22 E-H), algunas zonas del micelio se veian
brillosas debido a que la bacteria estaba creciendo conjuntamente con el hongo (Fig. 22E) con
respecto a los testigos (sin inoculacion de bacteria) (Fig. 22A-B). Las bacterias que inhibieron el
crecimiento hifal cambiaron la morfologia de la colonia o indujeron cambios en el medio de cultivo
como formacién de halos (Fig. 22K) u oxidacion (Fig. 22L). Por estas observaciones, se sugiere
realizar estudios para observar cambios en la estructura morfolégica del hongo a nivel microscopico,
y determinar cuales son las sustancias secretadas por las bacterias que hacen cambiar la

pigmentacion del hongo y del medio.

72



70
50

30

10 I
-II B __1I...l..l - _...l'. =lm II-I el R sl

% de crecimiento
[ |
[ |
|
[ |

50

30

-10 r I--.-.W.-.l___h-__hll_l- -L-l. .I.. -l l. L-.I‘ln =

% de crecimiento

Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria
2 12 14 15 23 24 25 32 34 38 40 41 46 58 922 100 1m 102 110 114 157

Dias de incubacién: [ 6 e |12 s

Figura 18. Efecto de las rizobacterias en el crecimiento del género fangico Exophiala sp. durante quince dias de incubacion a 28 °C a
oscuridad y sembrados en los medios de cultivo Melin-Norkrans (A), o PDA (B).
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Figura 22. Cultivos duales incubados a 28 °C durante 20 dias. (Hongo enddfito versus
rizobacterias.paroductoras de acido indolacético y solubilizadoras de fosforo) A — D: testigos fangicos, E —
G: hifas en contacto con las bacterias sin observarse cambios en la morfologia e; | — L: inhibicion del
crecimiento hifal donde se observan modificaciones en la forma de la colonia en comparacion al testigo,

produccion de metabolitos que forman un tipo de halo (K) o cambian la coloracion del medio de cultivo (L).

Con base en lo mencionado por Fakhrunnisa y Ghaffar (2006), las bacterias que se entremezclan
con el crecimiento fungico endéfito son considerads como mutualista, como ocurrid con las cepas
bacterianas 15 y 41; mientras que la interaccién en donde el crecimiento del hongo ha cesado en
presencia de bacterias representa una inhibicion (Fig. 22 H-L). La Fig. 22 | representa un ejemplo
de inhibicion debida a la cercania del hongo con la bacteria (4 mm), la cual genera una linea
demarcada de inhibicion. Este fendmeno se obervo en las cepas bacterianas 12, 24 y 114, cuya

inhibicion fue mayor a los 4mm, resultando en crecimiento hifal, practicamente nulo.
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La inhibicion del crecimiento radial fungico pudo deberse a tres razones: 1) a la produccién de
metabolitos (antibidticos) difusibles en el medio (Leifert et al., 1994), como se observé en las cepas
12, 24 y 114 (Fig. 22), en la que no hay contacto entre el hongo y la bacteria. 2) A la produccion de
enzimas hidroliticas (como quitinasas y -1-3-glucanasas) (Prapagdee et al., 2008), mismas que no
se estudiaron en el presente trabajo, y que podria realizarse para las rizobacterias aisladas; o bien 3)
a la composicion del medio, como lo mencionado por Kumar et al. (2009), que observaron una
maxima produccion de antifangicos de Bacillus subtilis en medio de caldo de soya tripticasa y una
pobre produccion en caldo nutritivo.

En la literatura se ha descrito que los metabolitos secundarios fangicos tienen una accién de
proteccidn de una planta hacia los insectos herbivoros, y un buen nimero de estos metabolitos tienen

potencial antimicrobiano (Sanchez-Fernandez et al., 2013).

CONCLUSIONES

El crecimiento de los hongos enddéfitos aislados de raiz fue inhibido por la mayoria de las
rizobacterias. Solo la cepa 34 favorecio el cremiento de Exophiala sp.; mientrs que las cepas 41 y
102 favorecieron el cecimiento del consorcio formado por Paecilomyces-Verticillium. Lo anterior
sugiere que las rizobacterias ejerecen control en las interacciones fungicas con la vainilla. Aquellas
rizobacterias con marcada actividad antagonica podrian ser utilizadas en investigaciones futuras para

el control de hongos patdgenos para este cultivo.
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CAPITULO VII

Comportamiento de la asociacion o estabecimiento de hongos endofitos aislados de raiz en

plantulas de Vanilla planifolia en condiciones in vitro

RESUMEN

En los Gltimos afios se han dedicado esfuerzos a estudiar la interaccidn planta-microorganismo, en
particular en aquellos microorganismos que forman simbiosis, con los que producen antibiosis hacia
depredadores o aquellos usados para el biocontrol de plagas. Las rizobacterias han comprobado tener
efectos positivos sobre el crecimiento y desarrollo de estructuras vegetales, debido a las sustancias
fisiologicamente activas producto de sus interaciones. Por tal motivo este trabajo muestra
bioensayos in vitro con plantulas de Vanilla planifolia y los hongos endofitos para determinar si
existia una asociacion o estimulo del crecimiento vegetal. Las plantas de vainilla no mostraron
efectos benéficos de los hongos endoéfitos de la raiz en la longitud ni en el peso de las plantas (fresco
y seco); ademas, no se observd evidencia microscopica de que se haya estabecido una simbiosis
entre los hongos y la vainilla. Con el fin de evaluar potenciales efectos negativos de los hongos
endofitos en plantas diferentes a la vainilla, se realiz6 un bioensayo con semillas de rabano
(Raphanus sativus L.) inoculadas con 12 rizobacterias (2 RzVpV, 12 RzVpV, 14 RzVpV, 24
RzVpV, 25 RzVpV, 32 RzsVVpV, 34 RzsVpV, 40 RzsVpV, 41 RzsVpV, 46 RzsVpV, 102 RzVpV,
110 RzVpV) y los hongos enddfitos. En dicho bioensayos se observé que los microorganismos no
afectaron la germinacién de las semillas de rabano, pero si el desarrollo vegetativo. Solo la cepa 32
favorecio el crecimiento del rabano, pero la cepa 2 (Paenibacillus sp.) lo inhibio. Exophiala sp. fue
el unico enddfito fungico que favorecié el crecimiento del radbano mientras el consorcio
Paecilomyces-Veticillium y la cepa de Beauveria inhibieron su desarrollo.

Palabras clave: inhibicion, crecimiento vegetativo, desarrollo de estructuras, efectos negativos
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CHAPTER VII
Behavior of the association or establishment of fungal endophytes in seedlings of Vanilla

planifolia under in vitro conditions

ABSTRACT

In recent years, research efforts have been directed to study plant-microorganism interactions,
particularly those that establish symbiosis, produce antibiosis, or exert the biocontrol of pests. The
rhizobacteria have positive effects on growth and development of plants due to the release of
physiologically active substances as a product of their interactions. Thus, this study shows in vitro
bioassays with seedlings of Vanilla planifolia to determine the potential benefits of fungal
endophytes on plant growth. The total length and biomass (fresh or dry) of vanilla plants did not
show benefits by fungal endophytes; moreover, no microscopic evidence was observed for stating
that the fungal symbiosis was established in vanilla roots. In order to evaluate the potent negative
effects of the fungal endophytes on different plants species than vanilla, another bioassay was
performed with seeds of radish (Raphanus sativus L.), either inoculated with 12 rhizobacteria (2
RzVpV, 12 RzVpV, 14 RzVpV, 24 RzVpV, 25 RzVpV, 32 RzsVpV, 34 RzsVpV, 40 RzsVpV, 41
RzsVpV, 46 RzsVpV, 102 RzVpV, 110 RzVpV) or with the fungal endophytes. This bioassay
demonstrated that microorganisms did not affect seed germination, but reduced the vegetative
growth. Only the bacterial strain 32 stimulated the growth of radish, but the strain 2 (Paenibacillus
sp.) resulted in growth inhibition. Exophiala sp. was the only fungal endophyte that favored the
growth of radish, whereas the consortium Paecilomyces-Veticillium and Beauveria inhibited the
plant growth.

Key words: growth inhibition, vegetative gowth, development of structures, negative effects
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INTRODUCCION

La productividad de la vainilla esta directamente relacionada con el desarrollo de su sistema
radical, el cual crece sobre la capa de materia organica del suelo. Ante esta situacion, los
microorganismos rizosféricos tienen un papel importante en la nutricion y establecimiento de la
vainilla al dejar disponibles o movilizar los nutrimentos existentes en el sitio de cultivo (Alvarez et
al., 2013). Sin embargo, la informacién sobre los requerimientos de nutricion son escasos; por
ejemplo, Osorio et al. (2014) mencionan que el sustrato combinado con fibra de coco, trozos de
madera u hojarasca y la fertilizacion quimica (27-11-11 aplicada en 20 g por planta) tienen efecto
en el incremento en longitud del tallo de las vainilla. Sin embargo, generalmente estos beneficios se
infieren con base en estudios realizados con otras especies de la familia Orchidaceae. Otros estudios
han enfatizado, que la vainilla al ser una planta de tejidos suculentos requieren 192 mm de agua en
su etapa de establecimiento (Kelso-Bucio et al., 2012), 0.27 mm para la etapa de desarrollo y 0.19
mm para la etapa de mediados de temporada, con una densidad de plantacion de seis plantas por
metro cuadrado (Bucio et al., 2012).

En relacion a los procesos de germinaciéon de semillas de Vanilla, los estudios son escasos.
Knudson (1950) y Withner (1955) desarrollaron medios asimbioticos (sin hongos endofitos
simbiontes) con algunos fitoreguladores (citoquininas y auxinas), cuyos porcentajes de germinacion
en semillas de V. planifolia, fue cercano al 30%, y ademas caracterizaron etapas avanzadas de
germinacion. Por otra parte, las plantas al ser transferidas al suelo lograron una sobrevivencia del
80% (Divakaran et al., 1997). Porras-Alfaro y Bayman (2007) lograron promover tan solo 7 % de
germinacion en una especie de vainilla utilizando un aislado fungico de Ceratobasidium obtenido a
partir de plantas adultas; sin embargo, s6lo lograron la apertura de la testa sin desarrollo evidente

del embrion. Otros estudios se basaron en inocular el sustrato con los hongos enddfitos de raices,

81



resutando en aumentos en el crecimiento de la biomasa aérea, en la longitud de raices, y en la altura
de la planta (Ordofiez, 2013).

Con base en lo anterior, el presente trabajo llevaron a cabo bioensayos in vitro con plantulas de
Vanilla planifolia inoculadas con rizobaterias y con hongos endéfitos aislados de la raiz de esta
especie, y de otras dos orquideas (Prostechea trulla y Brassovola cochleata) para determinar si
existe una asociacion o estimulo de los hongos en el crecimiento vegetal de vainilla y en una especie

horticola.

MATERIALES Y METODOS

La propagacion in vitro de la vainilla requiere nueve semanas para obtener plantulas con una raiz
de buen tamafio. Tomando en cuenta las sugerencias de bioseguridad recomendadas por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo (OECD) y el Convenio de Diversidad Biologica
(CDO) sobre la evaluacion de los posibles riesgos y efectos para el ecosistema en donde se prentende
usar los microorganismos, se incluyé también un ensayo con semillas de rdbano (Raphanus sativus
L.) para observar el efecto de los hongos endofitos y rizobacterias en plantas horticolas que se
cultivan en las mismas plantaciones de vainilla en Papantla, Veracruz, y con ello evaluar su posible
patogenicidad.

Los valores de la longitud total de la planta y el peso total de la planta (fresco y seco) se analizaron
mediante analisis de varianza y prueba de comparacion de medias (Tukey, 0=0.05) utilizando el
programa estadistico PAST (Paleontological Statistics) (Hammer et al., 2001), con la finalidad de
conocer cudles de los microorganismos produjeron un efecto en el crecimiento en logitud o biomasa

con respecto al testigo.
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Ensayo con plantulas de Vanilla planifolia

En esta fase experimental, la prueba se realizé en frascos de vidrio de 250 mL y tubos de ensayo
de 20 cm de longitud con 2.5 cm de diametro, con medio de cultivo in vitro para vainilla
(formulacion empleada por el Dr. Villegas del area de Fruticultura del CP) que contiene por cada
litro de cultivo: 15 mL de NHsNOs y 19 mL de KNOsal 1M; 1.5 mL de MgSOs4, 1.2 mL KH2PO7 y
15mL de Ca(NO2)zal 0.1 M; 10 mL de quelatos; 10 mL de microelementos y mioinositol, se elimino
la sacarosa debido a que el hongo crecié abundantemente en ese medio (datos no presentados).

En los frascos con 25 mL del medio de cultivo, se colocé en el centro un pelet de 4 mm de
diametro, cinco repeticiones por cada cepa endofita fungica (H1: Exophiala sp., H2: Paecilomyces-
Verticillium; H3: Corcyceps sp.; H4: Beauveria sp.), y dos plantas a su alrededor. En los tubos se
inoculé cada cepa endofita fugica aislada de raiz en 2 mL de medio PDA inclinado, y posteriormente
se agregaron 8 mL del medio de cultivo para vainilla, desples de tres dias se colocd una planta por

tubo; siete repeticiones por tratamiento.

Ensayo preliminares en plantas de interés horticola

Las rizobacterias productoras de acido indolacético y solubilizadoras de fosforo (Cuadro 9); asi
como los hongos endofitos aislados de raices de las orquideas Vanilla planifolia (H1: Exophiala sp.
y H2: consorcio Phaecelomyces-Verticillium), Prostechea cochleata (H3: Cordyceps sp.) vy
Brassovola trulla (H4: Beauveria sp.), fueron utilizadas en el ensayo con las semillas de rabano (R.

sativus L.), una planta modelo por presentar un rapido crecimiento (Hewitson y Price, 1994).
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Cuadro 9. Claves de las rizobacterias empleadas en las inoculaciones en semillas de rabano

Clave Cepa Geénero
Bacteria 2 2 RzVpV Paenibacillus
Bacteria12 12 RzVpV

Bacteria 14 14 RzVpV
Bacteria24 24 RzVpV
Bacteria25 25 RzVpV
Bacteria32 32 RzsVpV

Bacteria 34 34 RzsVpV
Bacteria40 40 RzsVpV Bacillus
Bacteria4l 41 RzsVpV
Bacteria46 46 RzsVpV

Bacteria 102 102 RzVpV

Bacteria 110 110 RzVpV

Para ello se colocaron 10 semillas por cada tratamiento (un testigo, cuatro hongos endéfitos, y 12
rizobacterias) con tres repeticiones, en cajas de Petrie de catorce centimetros de diametro con medio
inclinado de PDA al 6% (Fig. 23). A los 15 dias de su inoculacion, se fotografiaron las raices para
posteriormente cosechar las plantas, pesarlas y secarlas a 70 °C, por dos dias, para calcular su peso
seco.

T \ Inbc
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Figura 23. Esquema de los establecimiento de los tratamientos entre las semillas de rabano y los
microorganismos inoculantes (hongos endofitos de raiz, o rizobacterias solubilizadoras de fésforo y

productoras de acido indol&cetico).
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Los valores de la longitud total de la planta y el peso total en fresco y seco, se analizaron mediante
andlisis de varianza y prueba de comparacion de medias (Tukey, 0=0.05) utilizando el programa

estadistico PAST (Paleontological Statistics) (Hammer et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos con plantulas y semillas de Vanilla planifolia

Los microcosmos empleados en los ensayos de interaccion hongo endéfito y plantula de vainilla
no fueron los mas idéneos, debido a que el hongo al estar en contacto con el medio de cultivo
empleado encontrd los nutrimentos necesarios para su crecimiento y se desarroll6 mucho mas rapido

que la plantula; adn sin la fuente de carbohidratos (Fig. 24).

Figura 24. Microcosmos que muestran la interaccion vainilla-endofito fungico establecidos en frascos de 250
mL, después de ocho dias de incubacion (25+2 °C). A: Testigo, B: Cordyceps sp., C: Consorcio

(Paecilomyces-Verticillium).

Sin embargo, se tomo el peso seco total de las plantas inoculadas con los hongos para tratar de

delucidar si habia algun cambio en cuanto a su biomasa. Ademas, las raices que tuvieron contacto
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con el hongo se disectaron para observar si existia 0 no simbiosis; el hongo fue agresivo y cambio
la consistencia de la planta, tal parecia que la estaba degradando. Por lo cual se recomienda en
trabajos posteriores, realizar la inoculacion con alguno de los sustratos mencionados en el trabajo
de Osorio et al. (2014), a fin de proporcionar material que puedan degradar los hongos y sean menos
agresivos al interactuar con la vainilla.

Las raices adventicias de los tratamientos se cortaron, clarearon con hidréxido de potasio y cloro,
enguajaron tres veces con agua destilada, y tifieron con azul de tripano. Las muestras tefiidas se
fotografiaron y compararon con las raices colonizadas de campo (Fig. 25 A), en donde se observa
la forma de los pelotones dentro de las células corticales; y que no fueron observados en las células
corticales del testigo (Fig. 25 B). En general, solo se observd un incremento en el nacleo en las
células corticales de las raices de plantas inoculadas con los hongos enddéfitos Exophiala sp. (Fig.
25 C), y con el consorcio Paecilomyces-Verticillium (Fig. 25 D). Los datos obtenidos de las plantas
inoculadas con los hongos endéfitos no mostraron incrementos en su crecimiento y desarrollo en

comparcion con el testigo sin inocular (Fig. 26)
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Figura 25. Raices de Vanilla planifolia. A: Vista a 100 X proveniente de campo. Microfotografia de las raices
provenientes de los cultivos in vitro con el testigo (no inoculado), y con las cepas fangicas enddfitas aisladas
de vainilla: Exophiala sp. (C) y consorcio (Phaecilomyces-Verticillium) (D). B: 400X, Cy D: 600X. La barra

indica 10 pum.
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Figura 26. Efecto de los endofitos fungicos de raiz, en el peso seco total de plantas de vainilla, en comparacion

a un testigo (sin inocular), después de 15 dias de la inoculacién. n = 7. Medias + error estandar.

Ensayos preliminares en plantas de interés horticola

En esta fase se determing el efecto de la cepa fungica o bacteriana empleada en la longitud de la
planta y la biomasa de plantas de rabano.

La Fig. 27 demuestra que el consorcio fungico Paecelomyces-Verticillium, y Beauveria
inhibieron el crecimiento del rdbano en comparacion con Exophiala quien promovié su crecimiento
con respecto al testigo (sin inoculacion de bacteria). En cuanto a las rizobacterias (Fig. 28) se denot6
que la cepa bacteriana 34 fue la que mayor longitud de planta produjo en comparacion a las cepas
2.12,14, 34,40y 41. En breve, la cepa 34 promovio el crecimiento del rabano, mientras que la cepa
2 inhibid su crecimiento con respecto al testigo.

La cepa fungica endofita que favorecid el peso fresco de rabano fue Beauveria sp. seguida de
Exophiala sp., mientras que las cepas que menor efecto tuvieron fueron Cordyceps sp. y el consorcio

formado por Peacilomyces-Veticillium (Fig. 29).
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Figura 27. Efecto de los endofitos fingicos de raiz, en la longitud total de plantas de vainilla, en comparacion
a un testigo (sin inocular), después de 15 dias de la inoculacion. El * en las barras denota diferencias
significativas entre tratamientos (Tukey, 0=0.05); n = 10. Medias + error estandar.
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Figura 28. Efecto de las rizobacterias en la longitud del rabano (Raphanus sativus L.), a 15 dias de su
inoculacion bajo temperatura ambiente en comparacién a un testigo (sin inocular). El asterisco (*) sobre las

barras denotan diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, 0=0.05); n =10. Medias + error estandar.
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Figura 29. Efecto de los enddfitos fungicos de raiz, en el peso fresco total de plantas de vainilla, en
comparacion a un testigo (sin inocular), después de 15 dias de la inoculacion. El asterisco (*) sobre las barras
denotan diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, a=0.05); n = 10. Medias + error estandar.

Los tratamientos inoculados con las bacterias 25, 40, 46, 102 mostraron mayor peso fresco total,
en comparacion con el testigo y con otras cepas bacterianas; Paenibacillus sp. fue la cepa que menor
peso produjo con respecto al testigo (Fig. 30). En el caso de hongos, Exophiala sp. incrementd la
biomasa seca del rabano (Fig. 31) en comparacion con el testigo, seguido por Beauveria sp., mientras
que las dos cepas restantes produjeron menor cantidad de biomasa seca.

En la Fig. 32 se observa que las cepas bacterianas 2, 14 y 40 inhibieron el desarrollo del rabano,
mientras que las cepas 102 y 110 promovieron el peso seco de las plantas. Las raices del rdbano
inoculadas con las bacterias (Fig. 33) mostraron cambios morfol6gicos con respecto al testigo (Fig.
33, A). Por ejemplo, en algunos casos se observd un cambio en el desarrollo de la planta, en la
coloracion en la caliptra, y en la abundancia de los pelos radicales (Fig. 33, C-F). Otras raices
evitaban el contacto con la linea de crecimiento bacteriano (Fig. 33, G-H) o bien, los pelos radicales

eran cortos con aspecto algodonoso.
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Figura 30. Efecto de las rizobacterias en el peso fresco de rabano (Raphanus sativus L.), a 15 dias de su
inoculacion bajo temperatura ambiente en comparacién a un testigo (sin inocular). El asterisco (*)sobre las

barras denotan diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, 0=0.05); n =10. Medias + error estandar.
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Figura 31. Efecto de los enddfitos fungicos de raiz, en el peso seco total de plantas de vainilla, en comparacion
a un testigo (sin inocular), después de 15 dias de la inoculacion. El asterisco (*) sobre las barras denotan
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, a=0.05); n = 10. Medias + error estandar.
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Figura 32. Efecto de las rizobacterias en el peso seco total de rabano (Raphanus sativus L.), a 15 dias de su
inoculacion bajo temperatura ambiente en comparacion a un testigo (sin inocular). El asterisco (*) sobre las

barras denotan diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, a=0.05); n =10. Medias + error estandar.
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Figura 33. Ensayos en microcosmos con semillas de rabano y las capas bacterianas. Izquierda: observacion
macroscopica después de 15 dias, a la derecha: observacion microscopica a 120 X. A: Testigo, B — H: efecto
de las cepas bacterianas en el desarrollo de las plantulas. B: 2 RzVpV; C: 40 RzsVpV; D: 14 RzVpV; E: 24
RzVpV; F: 32 RzsVpV; G: 34 RzsVpV; H110 RzVpV.
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CONCLUSIONES

Los hongos enddfitos aislados de raiz y las rizobacterias presentaron potencial enzimatico
para poder favorecer el crecimiento vegetal; sin embargo, en los ensayos in vitro con Vanilla
planifolia, no existio evidencia de una asociacion o simbiosis. Se sugiere realizar los ensayos con
vainilla en sustratos, con la finalidad que los hongos endofitos (por los habitos de saprobios y de
degradadores de celulosa) primero comiencen a degradar al sustrato y se evite la invasion (como en
los cultivos in vitro) de los hongos hacia a la planta de vainilla.

Debido a que las plantas que soportan a las vainillas son leguminosa arbdreas y los cultivos
alternados (pimienta, pimientos, etc), seria importante conocer si los microorganismos aislados
tienen un efecto sobre su desarrollo o crecimiento.

En general, los microorganismos aislados y probados en esta fase favorecieron el crecimiento

vegetal.
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CAPITULO VIII

DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Los microorganismos endoéfitos y rizosféricos han demostrado tener un efecto positivo en el
desarrollo vegetal, floracién temprana y una mejor adaptacion al estrés abidtico en orquideas. Los
resultados de la presente investigacion sugieren que existe una amplia gama de microorganismos
con potencial biotecnologico encontrados a lo largo de la planta (parte derea y terrestre). Sin
embargo, se debe tener precaucion con las cepas que aun faltan por identificarse, debido a como es
reportado en otros estudios, la vainilla require de abundante materia organica la cual es degradada
por microorganismos saprobios o fitopatdgenos que pudieran causar dafios a la salud vegetal. Por
tal motivo, es importante estar seguros de gque los organismos aislados no generen problemas de
bioseguridad hacia otros cultivos o hacia quienes manipulen los microorganismos al momento de
realizar las inoculaciones en los materiales vegetales.

En el presente trabajo se seleccionaron bacterias que produjeran efectos benéficos de interés
agronémico (produccion de acido indolacético y solubilizacion de fésforo). Llama la atencién los
resultados de compatibilidad, ya que se esperaban mas cepas compatibles entre las rizobacterias y
las cepas endofitas fungicas, pero la mayoria de las cepas bacterianas inhibieron el crecimiento hifal
de los enddfitos. Lo anterior permite inferir que las cepas bacterianas juegan un papel importante en
la regulacion de las cepas fungicas en vainilla. No obstante, ain se desconoce la actividad que estas
bacterias tienen en conjunto con las cepas flngicas. Por lo anterior, se recomienda realizar estudios
mas detallados a nivel microscopico para conocer los mecanismos de accion de las rizobacterias
para inhibir el crecimiento fangico; por ejemplo, aquellos cambios en la morfologia de las

estructuras fungicas, y saber cuales son los metabolitos difusibles en el medio de cultivo.
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La cepa identificada como Pseudomonas sp., reportada como controlador biologico por
excelencia, expreso su efecto inhibitorio en los hongos endofitos fangicos que se aislaron tanto de
vainilla como de otras orquideas. Esto se puede explicar ya que este género bacteriano suele producir
diversos metabolites antibidticos. Sin embargo, se esperaba que Paenibacillus sp. y Bacillus sp.
presentaran cierta compatibilidad con los hongos endofitos, por ser las bacterias reportadas en la
literatura que favorecen la estimulacion del desarrollo y crecimiento vegetal en orquideas. Este
efecto no se observo en el presente estudio, lo que deja como antecedente que las rizobacterias tienen
un papel importante en el control o regulacién de la microbiota fungica que rodea a la vainilla, por
lo cual se requerird de mayor estudio para tratar de delucidar si es por efecto de comensalismo o
antibiosis.

No existio evidencia alguna de formacion de simbiosis entre los hongos enddéfitos fangicos
provenientes de raiz con la vainilla a nivel microscopico, ni de una estimulacion vegetal, debido a
que los sistemas disefiados no fueron los adecuados, atn cuado se eliming la fuente de carbono. Por
lo anterior, y con base en la literatura, se propone realizar una investigacion en donde las plantas
sean inoculadas con los hongos endéfitos pero en sustratos ricos en azlcares de acuerdo con lo
observado, en el sentido que los hongos crecen mas rapido en medios con azUcares.

Los estudios hasta ahora realizados no son concluyentes con respecto a si los hongos endofitos
aislados de raices de vainilla, sean 0 no simbiontes de la misma, debido a que los microsistemas no
fueron los méas idéneos o bien, porque el tiempo de incubacién fue corto.

En general, los microorganismos aislados mostraron tener potencial para la estimulacion en el
desarrollo y crecimiento vegetal. Sin embargo, se debe concluir el analisis para su identificacién
molecular para conocer si existe informacidn sobre su mecanismo de accién o actividad metabdlica

en las plantas de vainilla.
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ANEXO 1. Medios de cultivo y diluciones para el aislamiento de los microorganismos.

Dilucion 102 10°® 10* 10° 10% 10’ Dias de

Medio de cultivo incubacion
Agar Nutritivo/bacterias totales 4
(AN)
Agar Papa Dextrosa /hongos 4

totales (PDA)
PDA con Rosa de Bengala/hongos 4
(PDA+RB)
Solubilizadores de fosforo* 7
Picovskaya (PVK)
Czapeck/actinomicetos (Cz) 7
Fijadores de Nitrégeno 7
Rennie (RN)
Amiloliticos (am)* 7
Celulotiticos(cel)* 7
Protoliticos (prot)* 7
Lipoliticos (lip)* 7

* Microorganismos totales
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