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Resumen

El género Vanilla pertenece a la familia Orchidaceae. Algunas de sus especies con interés
comercial son V. planifolia, V. pompona y V. tahitensis. La clasificacion de la calidad de la
vainilla se efectla segun el largo de la capsula y el contenido de vainillina, la cual se utiliza
para elaborar alimentos y bebidas, como materia prima en la industria farmacéutica y en la
produccion de cosméticos y perfumes, entre otros usos. Se considera que el mayor problema
que enfrenta la produccion de vainilla es la pudricién de la raiz ocasionada por el hongo
Fusarium oxyporum f. sp. Vanillae, que provoca entre 30-52% de la muerte de las plantas al
atacar las raices adventicias, impidiéndoles absorber agua y nutrientes. El hongo no puede
erradicarse por la accion de agrogquimicos ya que danan la viabilidad de las plantas; ademas,
el cultivo de vainilla sin la aplicacion de agrogquimicos de manera organica en sistemas
agroforestales es una actividad que esta cobrando gran interés entre los pequefios productores
del pais. Es por tal razén que en esta investigacion se evalud la capacidad de control de
bacterias enddfitas aisladas de muestras de vainilla procedentes de Corcovado, Puriscal, Dota
y Guépiles, mediante pruebas de antagonismo in vitro entre la bacterias aisladasy el hongo £
oxysporum. El resultado es que la cepa bacteriana B1M11 es una candidata promisoria para
responder al ataque del patdgeno, lo que se corroboré con la aparicion de un halo de inhibicion
del crecimiento del hongo en placa.
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Abstract

Vanilla sp. genus belongs to Orchidaceae family, and V. planifolia, V. pompona and V. tahitensis.
are species of commercial interest. The quality classification of vanilla is made according to
the length of the capsule and vanillin content, which is used to make food and beverage, as
raw material in the pharmaceutical industry and for the production of cosmetics and perfumes,
among others. Currently, root rot caused by the fungus Fusarium oxyporum f. sp. Vanillae is
considered to be the biggest problem facing vanilla production, causing 30 to 52% of plant
death, attacking adventitious roots and preventing this plant is able to absorb water and nutrients.
The fungus cannot be eradicated by the action of chemicals that damage the viability of the
plants, and because the cultivation of vanilla in agroforestry systems without the application of
agrochemicals is an activity that is gaining interest among small producers country. It is for this
reason why was studied the ability of control of vanilla endophytic bacteria isolated from samples
from Corcovado, Puriscal, Dota and Guapiles, by testing in vitro antagonism between asylee
bacteria and fungus F. oxysporum, giving results about promising candidate B1M11 to respond
to pathogen attack, which was corroborated by the appearance of a halo of inhibition of fungal
growth on plate.

Introduccién

El género Vanilla pertenece a la familia Orchidaceae, siendo V. planifolia, V. pompona y V.
thaitensis las Unicas especies de orquideas que producen frutos comestibles (Paniagua, 2013).
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La sustancia responsable de la fragancia peculiar y el sabor de la vainilla es la vainillina (C,H,0,)
gue se encuentra en una concentracion de 0,75 a 3,7% en la vaina y se relaciona directamente
con la calidad del fruto (Gonzalez et al., 2009). En Costa Rica, se tienen registros del cultivo de
vainilla en Pérez Zeleddn, Bocana de Puriscal, San Isidro de Dota, Quepos, La Cruz, Guapiles,
Cutris, Florencia y Upala, que se realiza a partir de semilla proveniente del cultivo de tejidos y
por esqueje 0 bejuco de al menos ocho nudos para asegurar un buen enraizamiento (Varela,
2011).

Se estima que el mayor problema que enfrenta la produccion de vainilla es la pudricion de la
raiz ocasionada por el hongo F. oxyporum f. sp. Vanillae, que causa entre 30-52% de la muerte
de las plantas, atacando las raices adventicias e impidiendo asi que la planta sea capaz de
absorber agua y nutrientes. La aparicion de F. oxysporum es favorecida por el exceso de
sombra y las altas precipitaciones, asi como los suelos degradados y la escasez de materia
organica (Olivares, 2010).

Fusarium sp. es un hongo patébgeno que se caracteriza por crecer formando colonias de
diversos colores -blanco, rosado palido, rojo, anaranjado, purpura, celeste, verde aceituna- de
manera moderada a rapida. El micelio de este hongo puede ser ralo o denso, algodonoso con
funiculos o limoso. Ademas, los pigmentos que difunden en el agar suelen variar de color o tono
con el pH (Carrillo, 2003).

La relacion de este hongo con la afectacion en los cultivos de vainilla esta dada por el efecto
de la cepa Fusarium oxysporum f. sp. vanillae. La sintomatologia se inicia con la aparicion
de lesiones de color café oscuro en los tallos de vainilla, junto con zonas cloréticas en los
entrenudos, hasta que se produce la necrosis, reduccion y muerte del tejido, que se traslada
progresivamente del tallo al nudo (He, 2007). Por su parte, cuando el ataque del hongo se
inicia en la raiz, el dano desciende a partir de las raices adventicias. En condiciones de alta
humedad, la pudricidon es suave; la proliferacion de micelio y conidios se presenta sobre el
tejido dafiado, agudizando el in6culo en la plantaciéon (Bhai y Dhanesh, 2008).

La problematica principal alrededor del combate de F. oxysporum es que los fungicidas para el
control de este hongo perturban el ciclo de interaccion entre los hongos micorrizégenos nativos
qgue integran la rizosfera de la vainilla, provocando una ocasional o casi nula reproduccion por
semilla en la naturaleza, y probablemente una disminucion en la capacidad de absorcion de
nutrientes por las raices adventicias (Gatjens y Montero, 2012).

Debido a esto, los vainilleros de Costa Rica han optado por el cultivo de vainilla organica en
sistemas agroforestales, para garantizar un producto libre de agroquimicos que no perturben
la calidad ni dafien la fisiologia de las plantas. No obstante, esta decision esta vinculada
directamente con el aumento de las precauciones para evitar la aparicion del hongo (Kistler,
1997; Villalba, Moreira y Diaz, 2012).

El cultivo de vainilla sin aplicacion de agroquimicos es quizas una de las actividades mas
importantes entre los agricultores directamente involucrados en su produccion en Costa Rica.
Esto hace que sea necesario dotarlos de herramientas tecnoldgicas que les permitan seguir
manejando sus sistemas de produccion segun un modelo orgéanico (Villalba et al., 2012).

El control biolégico en cultivos perennes como las orquideas enfrenta grandes retos,
principalmente por la ausencia de rotacion de cultivos para reducir los niveles de inéculo de
un determinado patégeno. Lo anterior incrementa el riesgo de plagas en una plantacion. Una
alternativa es evaluar bacterias enddfitas de vainilla que demuestren en pruebas in vitro que
poseen un potencial biocontrolador para hongos del suelo, con el propdsito de conocer su
impacto en el desarrollo y establecimiento del cultivo y la posible aparicion de enfermedades
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del suelo como posibles inductores de resistencia en las plantas inoculadas en los sistemas de
produccion organica (Paniagua, Villalba y Montero, 2011).

Los microorganismos enddfitos son aquellos que habitan en los tejidos internos de una planta
sin resultar patdégenos para ella. En general, la investigacion ha demostrado que los enddfitos
bacterianos pueden ser un factor clave en la reduccion de la herbivoria, la promocion del
crecimiento de la planta, el aumento de la absorcion de minerales, la fijacion de nitrégeno,
la supresion de enfermedades y la induccién de cascadas de defensa (Melnick, Bailey y
Backman, 2012).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto biocontrolador in vitro de las bacteria
enddfitas aisladas en el cultivo de la vainilia (Vainilla sp.), para el combate biolégico de la
marchitez causada por el hongo F. oxysporum.

Materiales y métodos

La presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de Biocontroladores y Biologia
Molecular del Centro de Investigacién en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnolégico de Costa
Rica (ITCR), sede Cartago.

Recoleccion del material vegetal

El material de vainilla necesario para el aislamiento de bacterias enddfitas de interés se
recolectd en diferentes regiones del pais: Bocana de Puriscal y San Isidro de Dota (San José),
Barra de Parismina y La Colonia de Guapiles (Limén), Upala (Alajuela) y en la Peninsula de
Osa (Puntarenas); también se obtuvo material de invernadero procedente de la aclimatacion
de plantas in vitro del Instituto de Investigacién y Servicios Forestales (INISEFOR-UNA). El
protocolo de recoleccion consistid en el corte de esquejes de 30-40 cm de plantas de vainilla
adultas, que contuvieran aproximadamente 2 ¢ 3 nudos, utilizando una cuchilla y sellando los
cortes con cloro comercial (3,5% i.a.). Se procedié con el corte de los esquejes, seleccionando
aquellos que fisioldbgicamente se observaran sanos y afectados por el hongo £ oxysporium.

Aislamiento de bacterias endodfitas

Se desinfectd el tejido superficial de los tallos. Para esto se utilizaron fragmentos de
aproximadamente 10 cm, que se trasladaron a la camara de flujo laminar y se colocaron en
una solucion de hipoclorito de sodio al 0,5% (3,5% i.a.) durante 10 minutos; transcurrido ese
tiempo, se lavaron los explantes con agua destilada estéril, luego con alcohol al 70% durante 30
segundos y posteriormente con agua destilada una vez mas. Concluida la desinfeccion, cada
muestra se trasladé a un mortero para macerarlas manualmente utilizando 10 ml de PBS 1%;
a partir de cada macerado se prepararon dos diluciones (10" y 10?) y de cada de ellas una
se tom6 1 ml para inocular en medio Agar Papa Dextrosa (PDA) y Agar Nutritivo (AN), dando
como resultado un total de cuatro placas inoculadas por muestra, mantenidas a 30 = 1 °C por
un periodo de tres dias para AN y de una semana a temperatura ambiente para PDA, antes de
su evaluacion.

Purificacion de los aislamientos

Transcurrido el periodo de incubacion de los macerados, se evaluaron las placas, separando
las colonias que presentaban diferente morfologia y/o coloracién y obteniendo cultivos puros
de las mismas.
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Pruebas de antagonismo in vitro

Las pruebas de antagonismo realizadas consistieron en inocular en placas con medio de cultivo
AN un segmento de 5 mm? del hongo F. oxysporum colocado en el centro de la placa y cuatro
bacterias enddfitas obtenidas de los aislamientos, equidistantemente inoculadas por traspaso
con asa bacteriolodgica. La cepa del hongo fue facilitada por la empresa Plantech S. A. En total
se realizaron ocho ensayos por duplicado, para un total de 30 bacterias morfolégicamente
diferentes analizadas. El periodo de incubacion del ensayo fue de dos semanas a 30 = 1 °C.

Seleccion de la cepa bacteriana con potencial biocontrolador

Una vez ejecutadas las pruebas de antagonismo en placa entre la diferentes bacterias aisladas
ante el hongo F oxysporum, los criterios de seleccion de la cepa de interés se determinaron
segun presencia/ausencia de un halo de inhibicion definido, observable a simple vista.

Resultados y discusion

Recoleccion del material vegetal

El material de Vanilla sp. recolectado para ser procesado y hacer la bioprospeccion de las
bacterias enddfitas provenia de diversos lugares del pais, como se observa en el cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion de muestras de Vainilla sp. recolectadas en diversas regiones de Costa Rica para utilizarlas
en el aislamiento de bacterias enddfitas

N° muestra Especie Regién de procedencia Otros datos Estado fisiolégico

del material
- Material in vitro . »
1 V. planifolia INISEFOR Ensayo de aclimatacion Sano
2 No especificada Barra de Parismina Orilla de la playa Sano
3 No especificada Peninsula de Osa Fley Elemea, Pusrio Sano

Escondido

Hibrido, cruce entre V. Corcovado Finca

4 e Peninsula de Osa Gallardo, Alfredo Mesén, Sano
planifolia y V. pompona
planta madre,
5 No especificada Peninsula de Osa Corcovadclgll;?ica AT Sano
6 V. pompona Upala Bosque Sano
7 No especificada Peninsula de Osa Finca Gilbar Sano
8 V. planifolia San Isidro de Dota Finca Onde Chinchilla Enfermo
9 V. planifolia Bocana, Puriscal Finca Eugenia Garro Sano
10 V. pompona La Colonia de Guapiles Finca Juan Carvajal Sano

11 V. pompona La Colonia de Guapiles Finca Juan Carvajal Enfermo
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La muestra 1 fue la Unica que se obtuvo a partir de una planta joven proveniente del cultivo
in vitro de V. planifolia. Por otra parte, las muestras 2, 3 y 6 provenian de plantas adultas que
crecieron naturalmente en un hébitat como bosque y playa. Finalmente, la muestras 4, 5, 7, 8,
9, 10y 11 se recolectaron a partir de plantas adultas cuyo crecimiento se ha adecuado dentro
de un sistema agroforestal. Los sistemas agroforestales son una forma de uso de la tierra en
el que plantas leflosas perennes (arboles) interactian bioldgicamente en un érea con cultivos
y/o animales, con el propdsito fundamental de diversificar y optimizar la produccion respetando
el principio de la sostenibilidad. Generalmente, es el arbol el que contribuye con productos
adicionales, mejora el suelo, el microclima o sirve de tutor (Varela, 2011).

Se determind que las muestras 8 y 11 se encontraban evidentemente afectadas por el hongo
F. oxysporum, puesto que mostraban la sintomatologia caracteristica del ataque del patdégeno,
como las lesiones café oscuro en los tallos y necrosis y reduccion de los tejidos en algunas
zonas, aunado a la pudricion de la raiz (Bhai y Dhanesh, 2008). La aparicion del hongo en una
plantacion o en un sistema agroforestal puede deberse a que el terreno retiene altos porcentajes
de humedad y tiene grandes extensiones de sombra, siendo el exceso de estos dos factores
una causa comun de la aparicion del patdogeno (Olivares, 2010).

En cuanto a las muestras sanas, se observaron en buen estado fisiolégico, con un color verde
intenso y raices arraigadas al soporte natural sobre el que han crecido. Algunas de las muestras
sanas recolectadas se encontraron asociadas a tutores de Erythrina berteroana (pord) y Acnistus
arborescens (guitite), como se observa en la figura 1, y dentro de un sistema agroforestal con
arboles de citricos y Gliricidia sepium (madero negro), principalmente, creando con esto los tres
niveles de altura recomendados.

Figura 1. Plantacion de Vainilla planifolia en sistema agroforestal, Bocana de Puriscal: A) planta de vainilla en
sistema de barbacoa natural, B) planta de vainilla en un tutor de poro.

Sin embargo, aunque la muestra 10 estaba inmersa en un sistema agroforestal en asociacion con
especies como poro, Vochisya guatemalensis (chancho), y Terminalia amazonia, entre muchas
otras, esta finca no hacia monitoreo de las condiciones de humedad ni de estancamientos de
agua. La formacion de encharcamientos dentro de la plantacion contribuye a la aparicion de
plagas y enfermedades como F. oxysporum (Chaverri, 2013). Esto es de gran interés, dado que,
como se muestra en la figura 2, esta plantacion de Guépiles resguardaba material de vainilla (V.
planifolia'y V. pompona) tanto sano como enfermo (muestra 11).
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Figura 2. Plantacion de vainilla en sistema agroforestal, La Colonia de Guapiles: A) planta de Vainilla planifolia
fisioldgicamente estable, B) planta de Vainilla pompona enferma con Fusarium oxysporum.

Aislamiento y purificacion de bacterias endofitas

Una vez recolectado el material de vainilla, se procedié a ejecutar el protocolo de desinfeccion
y aislamiento de bacterias enddfitas. Debido a que los enddfitos viven dentro de los espacios
intercelulares de las plantas, la clasificacion de una bacteria o un hongo como organismo
enddfito se basa en su recuperacion a partir de material vegetal y semillas adecuadamente
esterilizadas en su superficie. Por lo tanto, la detecciéon con éxito de bacterias enddfitas en las
plantas depende de un procedimiento adecuado de esterilizacion de la superficie; ademas, la
planta debe volver a infectarse con la cepa endofitica, asi como otras cepas de la especie, ya
qgue estas comparaciones permitiran establecer la unicidad de una cepa como un enddfito o la
singularidad de endofitismo dentro de la especie (Bacon y Hinton, 2007).

A partir de las 11 muestras analizadas, se evalu6 el numero de bacterias morfolégicamente
diferentes segun color, tamafio y forma de las colonias y se aislaron en cultivos puros. La
dilucion de los macerados ayudd a bajar la concentracion de microorganismos presentes, para
obtener distintas colonias dentro de la misma placa Petri pero distantes entre ellas (Madigan,
Martinko, Dunlap y Clark, 2009), a fin de utilizarlas en las pruebas de antagonismo, como se
presenta en el cuadro 2.

En el cuadro anterior, el crecimiento en Agar Papa Dextrosa y Agar Nutritivo se evalué tanto para
las diluciones 10" como 102

La mayoria de las especies de endodfitos pertenecen a las familias Acetobacteraceae,
Enterobacteriaceae, Spirillaceae y Bacillaceae. Por lo tanto, las especies de los géneros
Acetobacter, Achromobacter, Burkholderia, Campylobacter, Corynebacterium, Cytophaga,
Bacillus, Brevibacterium, Flawobacterium, Leuconostoc, Klebsiella, Micrococcus, Enterobacter,
Azospirillum y Erwinia se han asociado con ovulos, semillas, vainas, raices, hojas y tallos de
varias plantas de importancia econémica, y estas bacterias han demostrado desempefiar un
rol positivo 0 no tener efecto aparente sobre la supervivencia de varias especies de plantas
(Ferrando y Fernandez-Scavino, 2013).

Pruebas de antagonismo in vitro

El nicho endofitico ofrece una oportunidad Unica para el control de patégenos. El enddfito esta
protegido dentro de la planta y se multiplica en los espacios intercelulares cuando la planta
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crece. La asociacion es a largo plazo, lo que sugiere una aplicacion para cultivos perennes,
tales como la vainilla. El principal uso de las bacterias endofiticas se relaciona con el control
de enfermedades en plantas. La alta diversidad de bacterias endofiticas que se conocen
podria explicar el gran niumero de mecanismos de control de una enfermedad que presenta
una especie vegetal, entre los que se incluyen la produccion de compuestos antimicrobianos,
la competencia por macronutrientes y micronutrientes, el hiperparasitismo y la resistencia
sistémica adquirida (Rathod et al., 2013).

Cuadro 2. Resultados del aislamiento de bacterias enddfitas de Vanilla sp. y de su capacidad in vitro para inhibir el
crecimiento del hongo Fusarium oxysporum.

o o . o : N° colonias Resultado prueba
N° muestra | Crecimiento en Crecimiento en | N° colonias . ;
o ; seleccionadas para la de antagonismo
de vainilla PDA AN aisladas o s
prueba in vitro in vitro
1 + + 6 4 -
2 - + 5 4 -
3 - - - - -
4 - . 4 4 =
5 - + 2 2 -
6 - + 2 2 -
7 = + 6 6 =
8 - + 2 2 -
9 - + 2 2 -
10 - + 2 2 -
+
11 - v 4 2 Muestra B1IM11
(107)

Figura 3. Prueba de antagonismo in vitro entre el hongo Fusarium oxysporum (5) y cuatro bacterias enddfitas
aisladas de vainilla: BIM11 (102) (1), BIM10 (10?) (2), BIM10 (10") (3), B1M11 (10") (4): A) vista frontal de la placa
Petri, B) vista inversa de la placa Petri.
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Para efectos de esta investigacion, la muestra 11 presentaba un estado fisiologico deteriorado,
como se menciond en el cuadro 1y como se observa en la figura 2; entonces, tomando en
cuenta la enfermedad de la planta y que esta presentaba al menos una bacteria enddfita con
capacidad de defensa, se tienen entonces indicios de una relacién de incompatibilidad entre
la planta y el patégeno, ya que esta parece estar generando mecanismos de defensa contra el
microorganismo invasor a pesar de que éste ya ingreso (Stella, 2010).

Tras aclarar que las muestras 10 y 11 son un segmento sano y uno enfermo, respectivamente,
de una misma planta, se podria inferir que la planta como tal posee bacterias enddfitas que
participan en la defensa frente al fitopatégeno y por eso el resultado positivo en la prueba
de antagonismo, pero quiza, en este caso, la bacteria enddfita se encontraba en una baja
concentracion en el momento que el hongo penetr6 el tejido y no logro evitar la enfermedad, por
lo que se podrian buscar maneras de potenciar naturalmente esa bacteria enddfita en la vainilla.

En general, los factores que favorecen el ingreso de microorganismos fitopatdgenos en la
vainilla son multiples y pasan de los genéticos a los ambientales, pero se concuerda en que las
variedades comerciales de vainilla disponibles en el mercado tienen tejidos ricos en nutrientes
gue las hacen muy susceptibles a las infecciones causadas por hongos y bacterias; esto se
auna a que la polinizacion manual de la vainilla, aunque es muy efectiva, si excede el numero de
flores fertilizadas segun la capacidad de la planta, ésta se debilita y es igualmente susceptible
al ataque de patégenos (Paniagua, 2013).

Seleccion de la cepa bacteriana con potencial biocontrolador

La cepa bacteriana identificada como B1M11 (107") fue la Unica que se perfild6 como candidata
promisoria para responder al ataque del hongo patdégeno F oxysporum. Esto se determiné
mediante la aparicion de un halo de inhibicion del crecimiento del hongo en placa, como se
observa en la figura 3. El halo se presenta como un cese en el crecimiento del hongo alrededor
de la bacteria, de manera que el micelio no alcanza a entrar en contacto con ella'y genera una
region en la que se observa unicamente el medio de cultivo, como linea divisoria entre ambos
microorganismos.

Se debe continuar con las pruebas bioguimicas y moleculares para la identificacion de esta
bacteria, ya que los estudios ecofisioldgicos de las relaciones huésped-endoéfito requieren el
analisis de genes reporteros para la cuantificacion de actividad transcripcional y metabdlica. Los
genes reporteros comunmente usados codifican proteinas cuya expresion se detecta facilmente
mediante mediciones rapidas, sensibles, altamente especificas, cuantitativas y reproducibles.
Estos incluyen cloranfenicol acetiltransferasa, P-galactosidasa, luciferasa, P-gluconidase (GUS)
y la proteina verde fluorescente (Bacon y Hinton, 2007). Ademas, las pruebas moleculares
permitirdn un mayor conocimiento de la expresion de genes en cultivos perennes y pueden
proporcionar una mejor comprension de la resistencia inducida en las plantas (Rathod et al.,
2013).

Conclusiones

e |a cepa bacteriana identificada como B1M11 (10-1) es una candidata promisoria para
responder al ataque del hongo patégeno F. oxysporum.

e |os hibridos de vainilla producto del cruce de V. planifolia y V. pompona parecen ser
igualmente susceptibles a las infecciones causadas por el hongo F. oxysporum.

e Para el aislamiento de bacterias enddfitas promisorias en vainilla, se puede utilizar material
que presente el inicio de la sintomatologia causada por el ataque de F oxysporum.
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