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RESUMEN

La Vanilla planifolia es una especie vegetal perteneciente a la familia Orchidaceae, clase
Monocotyledonae, que posee una enorme importancia comercial debido a su uso en diferentes
industrias. Sin embargo, no esta exenta de problemas en su cultivo. Ante ello, se buscan
alternativas que subsanen estos inconvenientes y permitan un mejor manejo de las plantas.
Recientemente, diversos estudios han sugerido que algunos miembros de las comunidades
bacterianas y fungicas de la microbiota enddfita pueden tener aplicaciones Uutiles en la
agricultura, y que las poblaciones silvestres de plantas son de especial importancia como punto
de partida para la identificacion y aislamiento de estos microorganismos benéficos.

En este trabajo, se realiz6 un andlisis metagenémico comparativo de las comunidades
microbianas enddfitas de hojas y raices aéreas, entre dos poblaciones de V. planifolia: una
silvestre, colectada en el municipio de Izamal, Yucatan, y otra adquirida de forma comercial,
proveniente de cultivares en Veracruz. El analisis se llevd a cabo usando secuenciacién por
metabarcoding del gen ribosomal 16S (para la identificacién de bacterias) y de la region ITS2
(para la identificacion de hongos). Los resultados mostraron que la microbiota endoéfita de la
poblacion silvestre fue mas diversa y tuvo una mayor rigueza de especies comparada con la
poblacion comercial. La especie bacteriana mas abundante en las hojas fue Candidatus
Phytoplasma, tanto en la poblacién silvestre como en la comercial. En las raices,
Sphingomonas sp. fue la especie mas abundante y ademas la Gnica que estuvo presente en
todas las muestras evaluadas. Por otro lado, Cladosporium halotoleran y Gibberella intricans
fueron las especies fungicas mas abundantes en las hojas, mientras que Epicoccum

andropogonis lo fue para las raices.

Ademas de este analisis comparativo, se estandariz6 una metodologia para la propagaciéon y
aclimatacion de vitroplantulas de V. planifolia, usando sistemas de ventilacion en frascos. La
ventilacion propicié un mejor desarrollo en las raices de las vitroplantulas, ademéas de promover
la proliferacion de brotes multiples. De igual forma, el uso del sistema ventilado permitid
obtener un porcentaje de sobrevivencia ex vitro del 100% en los 6 ejemplares que fueron
evaluados. Esta metodologia permitira una mayor eficiencia en la multiplicacion de esta valiosa

especie.




ABSTRACT

Vanilla planifolia is a plant belonging to the Orchidaceae family, class Monocotyledonae, which
is of enormous commercial importance due to its use in different industries. However, its
cultivation is not free of problems. Because of this, alternatives are being sought to solve these
problems and allow better management of the plants. Recently, several studies have suggested
that some members of the bacterial and fungal communities of the endophytic microbiota may
have useful applications in agriculture. The wild populations of plants are a starting point for the

identification and isolation of these beneficial microorganisms.

In this work, a comparative metagenomic analysis of the endophytic microbial communities of
leaves and aerial roots between two populations of V. planifolia: one wild, collected in the
municipality of Izamal, Yucatan, and another commercially acquired from cultivars in Veracruz.
The analysis used metabarcoding sequencing of the 16S ribosomal gene (for bacterial
identification) and the ITS2 region (for fungal identification). The results showed that the
endophytic microbiota of the wild population was more diverse and had a higher species
richness compared to the commercial. The most abundant bacterial species in leaves was
Candidatus Phytoplasma in both the wild and commercial populations. In roots, Sphingomonas
sp. was the most abundant species and the only one present in all samples evaluated. On the
other hand, Cladosporium halotoleran and Gibberella intricans were the most abundant fungal

species on leaves, while Epicoccum andropogonis was the more abundant on roots.

In addition to this comparative analysis, a methodology for propagation and acclimatization of V.
planifolia vitroplantlets was standardized using ventilation systems in flasks. The ventilation
system favored a better root development of the vitroplantlets and promoted the proliferation of
multiple shoots. Likewise, the use of the ventilated system allowed obtaining an ex vitro survival
rate of 100% in the sixth specimens that were evaluated. This methodology will enable greater

efficiency in the multiplication of this valuable species.




INTRODUCCION

La Vanilla planifolia, es una orquidea tropical, reconocida a nivel nacional e internacional por
ser fuente del saborizante mas utilizado a nivel mundial: la vainilla (Paniagua et al., 2009). La
vainilla es imprescindible en la industria alimentaria, cosmética e inclusive farmacoldgica
(Azofeifa et al., 2014). México es el centro de origen de V. planifolia, la cual se cultiva
principalmente en las regiones sur del estado de Veracruz (Villanueva et al., 2017). Cabe
destacar que la vainilla es un cultivo clave para México, donde se pretende impulsar su
produccion para llegar a mas mercados internacionales (Semarnat, 2017). El aumento del
cultivo de esta especie y la comercializacion de su extracto constituye un gran nicho de
oportunidades para muchos productores.

La mejora en los cultivos de plantas, especialmente de aquellas que poseen ciclos de vida
largos o son de baja produccion, es un gran campo de estudio. En la busqueda de alternativas
para aumentar la tasa de produccién de los cultivares, se tiene como alternativa la aplicacion
de microorganismos benéficos a los cultivos (Quambush y Winkelman, 2018). Estas bacterias u
hongos pueden funcionar como agentes de biocontrol o como promotores del crecimiento

vegetal, repercutiendo directamente en la productividad del cultivar.

Recientes estudios han demostrado las grandes funciones que cumple la microbiota endoéfita
en las plantas huésped (Hardoim et al.,, 2015). Las plantas son colonizadas por un ndmero
asombroso de microorganismos. Algunos de estos mejoran el vigor y la salud del huésped
mediante interacciones metabdlicas y atenuando el efecto de los patégenos. Los enddfitos, en
conjunto con los microorganismos que habitan en la rizosfera, son ampliamente estudiados
como alternativas para emplearlos en la mejora de cultivos comerciales, como el trigo, la

cebada o el arroz.

El primer paso para la identificaciébn y uso de microorganismos endoéfitos es el conocer las
especies que habitan en el interior de la planta. Sin embargo, mediante métodos de aislamiento
tradicionales, solo podemos tener acceso al 1% de estas comunidades microbianas. Con la
finalidad de conocer (idealmente) a toda la comunidad de enddfitos, se utilizan técnicas
moleculares novedosas, como la metagendmica, que se define como el estudio de la coleccion
de genomas en un ambiente determinado (Xu, 2006). La aplicacion de la metagenémica

permite tener un conocimiento mas amplio de las comunidades microbianas enddfitas.




Una fuente frecuente de microorganismos benéficos son las poblaciones de plantas silvestres,
las cuales han evolucionado en su entorno en funcion de sus necesidades, lo cual incluye el
reclutamiento de su propia microbiota, que les confiere diversas capacidades (Jaramillo et al.,
2019). Estos microorganismos pueden ser identificados, extraidos y aplicados para la
optimizacion y el mejoramiento de plantas cultivadas, pues varios de ellos mejoran el vigor y la
productividad de las plantas, siendo una gran alternativa sustentable apara la agricultura (Pérez
et al., 2016).

El presente trabajo es el primero en el que se analiza la estructura de las comunidades
bacterianas enddfitas presentes en V. planifolia. En este estudio se planted dar un primer paso
en el conocimiento de la microbiota endoéfita asociada a poblaciones silvestres de V. planifolia,
con el fin de conocer la composicién de sus comunidades de microorganismos endofitos, y
compararla con la microbiota de plantas cultivadas comercialmente. Se espera identificar
microorganismos que puedan jugar un papel benéfico en los cultivos, para en trabajos
posteriores aislarlos y verificar su funcién. Este trabajo busca ser una primera aproximaciéon al

entendimiento del dinamismo y complejidad de la microbiota en V. planifolia.

Por otro lado, la utilizacion del cultivo in vitro es una gran alternativa probada para la busqueda
del mejoramiento de cultivares, conservaciéon de especies y punto de partida para la

investigacion dirigida en una especie en concreto.

Uno de los problemas comunes en el cultivo de tejidos vegetales es la alta mortalidad en los
procesos de aclimatacion de las vitroplantulas a las condiciones de invernadero, pues estas
poseen diversas malformaciones anatémicas vy fisiolégicas propiciadas por el ambiente in vitro
(Kozai et al., 2001).

Favorecer el intercambio gaseoso en los contenedores de las vitroplantulas permite mejorar los
indices de supervivencia ex vitro, ademas de reducir la incidencia de malformaciones

anatdmicas o fisioldgicas (Valero et al., 2012; Zobayed et al., 2001).

V. planifolia es una especie con un alto valor agregado, de modo que en este trabajo se busca
establecer una metodologia para la propagacion de plantulas in vitro de V. planifolia bajo
condiciones de intercambio gaseoso, asi como establecer un protocolo de aclimatacion de

vitroplantulas que permita aumentar su tasa de supervivencia ex vitro.




El estudio de las comunidades endéfitas y el desarrollo de un protocolo de aclimatacién de V.
planifolia buscan ser en conjunto, un punto de partida para futuras investigaciones referentes a

esta preciada especie.







CAPITULO |

CAPITULO |
1. ANTECEDENTES

1.1. GENERALIDADES DE Vanilla planifolia

El género Vanilla, pertenece a la familia Orchidaceae. Es de habito hemiepifito, sosteniéndose
con sus raices areas en el tronco de arboles tutores en ambientes sombreados (Fouché y
Jouve, 1999). La planta ancla sus raices sobre materiales organicos en descomposicion y

forma simbiosis con los hongos y otros microorganismos que habitan el sustrato.

México es el centro de origen de V. planifolia, el principal aromatizante de la industria
refresquera y culinaria a nivel mundial (Méndez, 2014). Las cépsulas de esta orquidea tropical
son muy apreciadas en el mercado tanto nacional como internacional. De estos frutos se extrae
la sustancia aromatizante y saborizante vainilla, codiciada en diferentes industrias,
principalmente en la alimentaria, para dar sabor a helados, bebidas, o postres. También en la
industria farmacéutica, de perfumes y cosmética (Azofeifa et al., 2014).

El cultivo de V. planifolia tiene una gran importancia econémica, ecolégica, ambiental y social
en las regiones de producciéon. Es la segunda especie mas cara del mundo, después del
azafrdn (Paniagua et al., 2009) y para el afio 2012, la produccion total de vainilla estuvo
concentrada en Madagascar (35.5 %), Indonesia (34.5%) y China (13.7 %). México ocupd el
quinto lugar con 4.0 % del volumen total (Financiera Nacional de Desarrollo, 2014). El precio
estimado del kilogramo de la vaina de vainilla procesada es de US $600 (Méndez, 2014). Estos
indicadores muestran la gran importancia comercial que tiene V. planifolia en el mercado

mundial.
1.1.1. Estado del cultivo de V. planifolia en México

Tradicionalmente, las orquideas han sido utilizadas por distintos pueblos con fines
ornamentales y medicinales, muy pocas han sobresalido por ser aprovechadas como especias.
Una de esas excepciones a la regla es la planta Vanilla planifolia, orquidea empelada desde

tiempos prehispanicos por las culturas aztecas y mayas.

La V. planifolia, llamada “tlilxéchitl” en nahuat y “zizbic” en maya, fue utilizada por diferentes
pueblos a lo largo de Mesoamérica como saborizante y aromatizante (Ossenbach, 2005). Las

comunidades mayas y aztecas la utilizaban para preparar sus bebidas a base de chocolate, y
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utilizaban el extracto como moneda de cambio en los mercados prehispanicos (Lubinsky et al.,
2008). V. planifolia fue la primera orquidea americana ilustrada en el Codice de la Cruz-
Badiana (Figura 1.1); un manuscrito escrito por Juan Badiano y Martin de la Cruz en 1552,
siendo el primer reporte sobre el uso indigena de las hierbas (Gémez, 2008)
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Figura 1.1. Dibujo de la planta Vanilla planifolia encontrado en el Cédice de la Cruz -
Badiano en 1580. Tomado de Gémez, 2008.

México posee una gran diversidad genética del género Vanilla comparada con otros paises
productores del extracto (Gonzales et al., 2009). En la zona de la peninsula de Yucatan, se ha
identificado la presencia de poblaciones silvestres de V. planifolia, V. pahentha y V. pompona
(Villanueva et al., 2017). Sin embargo, las poblaciones de V. planifolia (especialmente las
poblaciones silvestres) son muy vulnerables y susceptibles a desaparecer, debido a la erosion
genética que se ha propiciado por su forma de propagacion, la sobreexplotacion de las
poblaciones silvestres y la destruccion de su habitat (Lubinsky, 2003).

Aunado a ello, la mayoria de los morfotipos de V. planifolia, son incapaces de polinizarse
naturalmente, debido a la propia morfologia de las flores de la planta (Bory et al., 2008). Por
ello, el manejo del cultivar conlleva un régimen estricto de propagacion asexual via esquejes y
por polinizacion manual de las flores, ocasionando una pérdida en la variabilidad genética en
los cultivares, que se han vuelto muy susceptibles a patégenos (Schliter et al., 2007),
provocando pérdidas que impactan negativamente en la produccion. Es de destacar que V.
planifolia se encuentra dentro del marco de la norma NOM-059-SEMARNAT-2010, como una

especie en riesgo (Semarnat, 2010).
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Los impactos de organismos patégenos pueden mermar de forma considerable las poblaciones
silvestres y comerciales de V. planifolia. El hongo Fusarium oxysporum es el principal causante
de la pérdida de ejemplares, trayendo consigo un gran problema econOmico; para los
agricultores, asi como desde el punto de vista ecologico (Herndndez, 2019).

Todo lo antes mencionado, representa una problematica para la conservacion de estos valiosos
recursos genéticos, y dado el gran interés econémico que conllevan, emprender acciones de

rescate cuanto antes es de suma importancia.

Comprender las interacciones entre la V. planifolia y su medio ambiente, incluyendo las
relaciones con los microorganismos, pueden suponer una gran ventaja para los productores de
este preciado saborizante. Particularmente, el estudio de la presencia de organismos endofitos
y su impacto directo en la salud y crecimiento de la planta suponen grandes ventajas para el

manejo de este cultivar.

En conjunto con el cultivo de tejidos o el mejoramiento genético, la identificacion, seleccién e
inoculacion de microorganismos que pueden llevar a una mejora en el desarrollo de las plantas
presupone un gran avance en términos de conservacion y de produccion., siendo una

alternativa viable y amigable con el medio ambiente.
1.2. LA MICROBIOTA ENDOFITA

Desde inicios del siglo XIX se tiene constancia de la presencia de microorganismos en los
tejidos internos de las plantas. En 1809, el botanico alemén Heinrich Link, describié a un grupo
de hongos parasitos habitando plantas, acufiando el término “Endophytae” (Hardoim et al.,
2015). Para 1888, el microbidlogo Martinus Beijerinck logré aislar bacterias fijadoras de
nitrégeno en los nodos de las raices de leguminosas (Hardoim et al., 2015). Entendiendo la

funcién de estos microorganismos en las plantas y propiciando su investigacion.

Los enddfitos se definen como todos los organismos que habitan dentro de los érganos de las
plantas en algin momento del ciclo de vida de estas, y pueden colonizar tejidos internos de la
planta hospedera sin causar un dafio aparente (Quambusch y Winkelmann, 2018). La mayoria
de los diferentes endofitos que colonizan a las plantas son de tipo comensal (Knief, 2014),

siendo en algunos casos benéficos para el hospedero.

Gran parte de los endofitos entran a la planta huésped por las raices, aunque diversas

investigaciones apuntan a una transferencia vertical por medio de las semillas, propiciando un
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intercambio de microorganismos por varias generaciones entre la planta hospedera y sus hijas
(Oldroyd et al., 2011).

En general, las comunidades de microorganismos endofitos cumplen una serie de funciones de
alta utilidad para la planta huésped, propiciando desde el crecimiento hasta la defensa contra
patdégenos o al estrés abiotico (Hardoim et al., 2015).

La estructura de la microbiota, influencia la salud de la planta hospedera de diversas formas.
Algunos enddfitos desencadenan mecanismos de defensa, confiriendo una alta tolerancia a la
planta huésped contra ataques de patdgenos. Estos sistemas pueden darse por la atenuacion
de los efectos del patdgeno a través de los mecanismos de defensa de la planta que fueron
desencadenadas por los organismos endoéfitos (sistemas de defensa por induccion, ISR)
(Zamioudis y Pieterse, 2011), o por la producciéon de compuestos con actividad biocida, como
antibioticos o compuestos organicos volatiles que suprimen el crecimiento de los competidores,

incluyendo los patégenos de la planta (Gunatilaka, 2006).

Aunado a los mecanismos de defensa que confieren los microorganismos endéfitos, se ha
reportado que estos promueven el crecimiento de las plantas. La produccion de hormonas
vegetales es el mecanismo mejor estudiado en cuanto a promocion del crecimiento se refiere
(Millet et al., 2010). Por ejemplo, la sintesis de la fitohormona acido indol acético (AlA) se
encuentra asociado con las bacterias que habitan en los tejidos internos de las plantas. Las
bacterias usan esta auxina para interaccionar con la planta como parte de su estrategia de

colonizacién, evitando los mecanismos basales de defensa del huésped (Spaepen et al., 2007).

La biosintesis de hormonas vegetales no es la Unica forma en que los microorganismos
desencadenan la promocion del crecimiento. Algunas bacterias tienen la capacidad de
solubilizar minerales, como el fésforo, haciéndolos mas asequibles para las plantas. Algunos de
los microorganismos que habitan la rizosfera fijan el nitrégeno atmosférico, contribuyendo al
correcto desarrollo del huésped, especialmente en suelos pobres en nitrégeno (Ryan et al.,
2008).

1.2.1. La microbiota endofita de poblaciones silvestres de plantas

El cultivo de las plantas ha contribuido en gran medida a la instauracion y prosperidad de las
civilizaciones humanas, pero también ha generado un fuerte decremento en la diversidad

genética de los cultivares, asi como disrupciones en la microbiota de las plantas. Parte de este
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cambio se debe a las practicas de monocultivo (Xiong et al., 2015) asi como el uso de

fertilizantes y fungicidas (Weese et al., 2015).

Las plantas silvestres han coevolucionado a lo largo de millones de afios con su microbiota,
desarrollando presiones selectivas y mecanismos para la integracién de su comunidad de
microorganismos (Pérez et al., 2016). Estas relaciones hacen al microbioma un ente dinamico y

susceptible a las condiciones de la planta hospedera.

Los microorganismos enddfitas de las plantas silvestres son muy diversos. Estudios en maiz y
trigo silvestres han observado una mayor riqgueza en la estructura de la microbiota endoéfita en
comparacion con sus parientes cultivados, ademas del establecimiento de relaciones
simbidticas favorables para la planta (Sangabriel et al., 2012; Hetrick et al., 1992). La
domesticacion puede disminuir la diversidad de especies en la endosfera de las plantas, sobre
todo debido a la disminucién de la diversidad genética de la planta; a que las condiciones de
cultivo suelen ser mas estables que las condiciones en el medio natural; y al uso de productos

agroquimicos (Gopal y Gupta, 2016).

Las plantaciones modernas son tipicamente cultivadas en suelos agricolas manipulados y lejos
del centro de origen de sus parientes silvestres. La transicion de un habitat nativo a suelos
agricolas es un factor relacionado con la desaparicion de muchos microorganismos asociados
a las plantas, afectando las funciones benéficas del microbioma para el huésped (Jaramillo et
al., 2019).

El uso de fertilizantes quimicos con nitrdgeno da como resultado la pérdida de bacterias
mutualistas (Weese et al., 2015). La adicién de fertilizantes suprime la respiracion del suelo,
promoviendo la colonizacion de Actinobacteria y Firmicutes, mientras que reducen la
abundancia de Acidobacteria y Verrucomicrobia, siendo estos ultimos, bacterias clave para la

toma de nutrientes por parte de la planta (Ramirez et al., 2012).

Diversas investigaciones han comparado la microbiota endéfita de especies cultivadas en
suelos agricolas contra el de sus parientes en condiciones silvestres. Por ejemplo, Bulgarelli y
colaboradores (2015), hallaron diferencias al comparar la microbiota de cebada (Hordeun
vulgare) en accesiones domesticadas y silvestres. Actinobacterias, Proteobacteria y
Bacteriodetes dominaban ampliamente la rizosfera y las raices de cebada silvestre, hallando
una mayor abundancia de Bacteriodetes en las accesiones silvestres. De la misma forma se

han comparado la microbiota en la rizosfera y raices de remolacha (Beta vulgaris) silvestre y
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domesticada, hallando una mayor riqueza de especies en la remolacha silvestre, siendo

principalmente del filum Proteobacteria y Planctomycetes (Zachow et al., 2014).

La domesticacion del girasol (Helianthus annus) afecté la composicion de las comunidades
fungicas de su rizosfera, aunque se observd un cambio minimo en las comunidades
bacterianas (Leff et al., 2017). Por otro lado, el andlisis de la microbiota del frijol comdn
(Phaseolus vulgaris) revelé una mayor diversidad del filum Bacteriodetes en accesiones
silvestres, mientras que en las domesticadas se observé un mayor dominio del filum

Actinobacteria (Jaramillo et al., 2019).

Una mayor abundancia de bacterias del filum Bacteriodetes es observado en gran parte de los
estudios de microbiotas de plantas silvestres. Esta abundancia se ve disminuida en las
accesiones de plantas cultivadas, donde los fila Actinbacteria y Proteobacteria son los
dominantes (Pérez et al., 2018). Estas alteraciones en la composicion del microbioma se
deben a las practicas agricolas, la salida del habitat nativo, cambios en la arquitectura de las

raices y la alteracion en la composicion de los exudados de la planta (Pérez et al., 2016)

La manipulaciéon de la microbiota del suelo para optimizar la productividad de los cultivos es
una practica antigua, trazada desde el afio 300 a.e.c. (Finkel et al., 2017). Por ello, no es
sorpresa que los microorganismos puedan ser una solucion sustentable para incrementar la
produccion agricola (Parnell et al., 2016). La implementacibn de esta estrategia de
mejoramiento usando la microbiota de poblaciones silvestres de plantas es una idea atractiva y
novedosa en el sector agricola, que tiene el potencial de beneficiar a los productores y al medio
ambiente, pues se reduciria el uso de pesticidas, plaguicidas y fertilizantes que puedan

contaminar el suelo y agua.
1.2.2. Implicaciones biotecnoldgicas de la investigacion de la microbiota endéfita

La idea de utilizar los microorganismos benéficos hallados en la microbiota de especies
silvestres es una de las nuevas tecnologias que ha tomado auge desde el inicio del siglo XXI,
en parte por la contaminacion ambiental que genera el uso descontrolado de agroquimicos en
la produccién de cultivos. Investigaciones apuntan a que solo el 0.1% de los pesticidas
guimicos alcanzan su objetivo, y los remanentes terminan contaminando el suelo o el agua
(Fukamachi, 2019). El uso de consorcios microbianos promete ser una gran alternativa al uso

de fertilizantes quimicos.

10
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Los resultados de muchas investigaciones han permitido consolidar el papel benéfico de
muchos microorganismos en la salud de las plantas. Por mencionar algunas, esta el uso de los
hongos del género Phoma como agentes de biocontrol contra la infeccion de Fusarium
graminearum en trigo (Gdanetz et al., 2017). Pseudomonas permite mejorar el crecimiento de
las raices del frijol comun, asi como la solubilizacién de fésforo inorganico (Remans et al.,
2007). La identificacion de especies del género Nocardia en orquideas y su capacidad de
producir auxinas permiten la elongacion de las raices (Palaniyandi et al., 2013), entre otros

muchos ejemplos de las aplicaciones de microorganismos benéficos.

La manipulacion de los microorganismos de las plantas puede reducir la incidencia de
patdbgenos o aumentar la productividad de los cultivos, pero se requiere de un profundo
conocimiento de las interacciones microorganismos — hospederos, ya que lo que en una planta
puede ser un microorganismo benéfico, en otras puede ser un patbégeno. Entender estas
relaciones no es trivial y requiere del uso de nuevas tecnologias que permitan esclarecer estas

intrincadas relaciones.

Las nuevas tecnologias de secuenciacion en conjunto con las herramientas bioinformaticas son
una opcién para comenzar la busqueda de estos microorganismos, y permitir modelar las

relaciones entre el microbioma y la planta hospedera.
1.2.3. Estudios metagendmicos de la microbiota endoéfita

El entendimiento de la estructura de la microbiota de una planta requiere la identificacion de,
idealmente, todos los organismos que lo conforman. De forma general, se puede clasificar a los
microorganismos como “cultivables” y “no cultivables”. Los microorganismos cultivables
corresponden al 1% de los organismos conocidos (Vartoukian et al., 2010). Este sesgo de
informacion se ve subsanado actualmente gracias al desarrollo de nuevos métodos de

secuenciacion y de paquetes informaticos que permiten el analisis masivo de datos.

Durante muchos afios, la asignacién de las categorias taxonémicas de microorganismos estuvo
basada en la distincion de caracteristicas bioquimicas y/o antigénicas y, en el mejor de los
casos, en aspectos fisiologicos o morfoldgicos detectables (Valenzuela et al., 2015). Con el
advenimiento de las tecnologias gendmicas, se comenzaron a utilizar fragmentos especificos

del genoma que permitieron una mejor distincion taxonémica entre especies.

11
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Del interés de estudiar de forma integral las comunidades bacterianas y fungicas surgi6 la
metagenomica, definida como el estudio del conjunto de genomas de muestras ambientales
(Xu, 2006). Se encarga del estudio de las comunidades de microorganismos en un ambiente
dado, desde la identificacion de cada organismo hasta la busqueda de genes relacionados con

su metabolismo.
1.2.3.1. Genes marcadores

Hoy en dia, la forma Optima en términos de costo-beneficio para revelar la taxonomia de una
comunidad de microorganismos, es mediante el analisis de genes que permiten la identificacion
de las especies. Un gen utilizado para esto debe cumplir las siguientes caracteristicas: debe
estar compuesto por sitios altamente variables, que seran las regiones que permitan la
discriminacién de las especies, asi como sitios conservados adyacentes a las regiones
variables, que permitan el disefio de primers universales; una presencia extendida en las
especies y con un gran abundancia en el genoma; y deben tener una longitud adecuada que
permita su amplificacién y secuenciacién de forma facil, reproducible y precisa (Valenzuela et
al., 2015; Hirsch et al., 2010).

Los genes ribosomales cumplen estos requerimientos, siendo los marcadores moleculares mas
utilizados en la microbiologia actual (Weisburg et al., 1991), especialmente el 16S en
procariotas y el 18S en eucariotas (aunque en hongos se recomiendan las regiones ITS, como

se explicard méas adelante).

La variabilidad y divergencia de estos genes, asi como su ubicuidad, proporciona un marco
para asignar secuencias a géneros y especies para la investigacion de la riqgueza y diversidad
de la comunidad microbiana, deducir la filogenia y relaciones evolutivas entre bacterias,

arqueas Yy eucariotas (Hirsch et al., 2010).

El ARN ribosomal 16S se localiza en la subunidad menor del ribosoma, es el sitio de unién para
el ARN mensajero (a través del reconocimiento de la secuencia Shine-Dalgarno) durante el
proceso de traduccion y el andamiaje estructural para el ensamblado de la subunidad menor
del ribosoma (Gdurtler y Stonisch, 1996). El gen ribosomal 16S en bacterias, contiene 9 regiones

hipervariables flanqueadas por regiones conservadas.

Las regiones hipervariables difieren en su secuencia en cada especie de bacteria, de modo tal

gue pueden ser utilizadas para la identificacion de bacterias en una muestra, ademas el hecho

12
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de estar flanqueadas por secuencias conservadas facilita el disefio de primers universales que

se acoplan a estas regiones y amplifiquen las hipervariables (Chakravorty, 2007).

Las regiones hipervariables méas utilizadas para la asignacion taxonémica son las regiones 4, 5
y 6 (V4, V5 y V6), siendo las secuencias que mejor discriminacién permiten entre especies
bacterianas (Yang et al., 2016) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Estructura del gen ribosomal 16S. Las regiones de color gris (V1 — V9)
son las regiones hipervariables, mientras que las regiones de color verde son las
conservadas. Tomado de Renvoisé et al., 2013.

Sin embargo, cabe mencionar que el gen ribosomal 16S no es perfecto, y puede llegar a
acarrear consigo ciertos inconvenientes. Por ejemplo, en algunas especies existen diferencias
en las secuencias en las copias del gen ribosomal 16S en un mismo individuo y en ultima
instancia, una alta disimilitud incluso en especies del mismo taxén (Janda y Abbot., 2007). No

obstante, estos casos son raros, por lo que no constituyen un problema relevante en su uso.

Es importante tener especial cuidado cuando se analizan microbiotas de plantas, pues los
cloroplastos y mitocondrias de las células vegetales poseen genes ribosomales 16S, de modo
tal que se deben de filtrar y retirar estas secuencias para evitar falsos positivos (Case et al.,
2007).

El gen ribosomal 16S es el marcador molecular mas usado en la ecologia microbiana, en gran
parte debido a su presencia en todo el reino bacteria; su alto nimero de copias en el genoma
bacteriano, la presencia tanto de regiones hipervariables como conservadas que permiten la
identificacion de las bacterias, y la enorme cantidad de secuencias disponibles en los bancos

de datos, permiten el uso de este gen como un marcador universal.

La identificacion de hongos suele realizarse empleando las regiones espaciadoras internas
transcritas (ITS por sus siglas en inglés, Internal Transcribed Spacer), localizadas entre los

genes del ARN ribosomal 18S y 5.8S (Schoch et al., 2012). Las regiones ITS permiten una

13
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identificacion exitosa del amplio reino de los hongos, siendo estas secuencias adoptadas como

marcadores primarios en hongos.

En bacterias existe un solo ITS, localizado entre las regiones 16S y 23S de los genes
ribosomales. En eucariotas existen dos ITS: el ITS1 localizado entre los genes ribosomales 18S
y 5.8S y el ITS2 delimitado por los genes 5.8S y 28S en hongos y 26S en plantas (Lafontaine y
Tollervey., 2001).

A diferencia de los demdas eucariotas, donde la asignacion taxonomica involucra el gen
ribosomal 18S, en los hongos es comun utilizar los ITS. Ilwen y colaboradores (2002),
compararon las regiones 18S e ITS para determinar cudl de ellas permite una mejor
discriminacién entre especies de hongos, encontrando que los ITS muestran una extensa
diversidad en sus secuencias, lo suficiente para una correcta asignacion taxonomica. El
complejo ITS mostré ser muy util como marcador debido a la variabilidad en su secuencia y que
se encuentran flanqueados por genes conservados, que como se menciond con anterioridad,

son de gran ayuda en el disefio de primers (White et al., 1990).

De los dos ITS encontrados en los hongos, diversos autores hacen hincapié en uso del ITS2
por encima del ITS1 (Blaalid et al., 2013; Toju et al., 2012). La razén de esta eleccion es debido
a que el ITS1 es mucho mas variable en muchos linajes de hongos, complicando la

discriminacion de las especies.

Al igual que el gen ribosomal 16S, los ITS no son ajenos a limitantes. La variacion
intraespecifica en los ITS es un problema que dificulta la asignacién taxonémica, en algunos
hongos se observan discrepancias de solo unos cuantos nucleétidos entre especies (Kiss,
2012). Los ITS no son unicos de los hongos, las plantas también lo poseen, de modo que al
trabajar con la microbiota de plantas, es necesario descartar estas secuencias ITS vegetales
para evitar errores en las asignaciones taxonémicas y en los calculos de los indices ecolégicos
(Toju et al., 2012). Aun con todo lo anteriormente expuesto, los ITS son marcadores robustos y

ampliamente utilizados en el estudio de hongos.
1.2.3.2. Secuenciacion de amplicones 16S e ITS

Una vez seleccionados los genes marcadores, se procede a realizar la extraccion del ADN
metagenomico, cuyos protocolos son en extremo variados y dependen fuertemente del

organismo, asi como del tejido. El siguiente paso a la extraccion es la amplificacion mediante la
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) de los genes marcadores,

empleando el material genético y los primers.

Uno de los sesgos que se puede presentar en los estudios de metagendémicos tiene estrecha
relacion con la seleccion de los primers. Diversos primers se han desarrollado para mejorar la
discriminacion entre especies, resaltando los disefiados por el Earth Microbiome Project
(Walters et al., 2016) que amplifican la regién V4 del gen ribosomal 16S. Y para los hongos son

utilizados los cebadores ITSF (Toju et al., 2012) que amplifican la region ITS2.

Posteriormente a la amplificacién, se realiza el paso de la secuenciacién, que consiste en
obtener la secuencia de nucle6tidos del material genético obtenido. Una de las plataformas de

secuenciacion masiva mas utilizada por su bajo costo y alta reproducibilidad es lllumina.

El principio basico que utiliza la plataforma lllumina es la secuenciacién de terminacion
reversible utilizando nucle6tidos marcados con fluorescencia. Durante la secuenciacion con
lllumina, los amplicones (esto es, los genes marcadores amplificados) son unidos y distribuidos
en una celda (llamada flow cell) donde la reaccion de secuenciacion se lleva a cabo. Los
fragmentos de amplicones se unen con los primers, adaptadores y barcodes (secuencias
utilizadas para separar las muestras, como se mencionard mas adelante). Luego, los
fragmentos de ADN son desnaturalizados e hibridados con fragmentos complementarios
formando una estructura similar a un puente de doble cadena de ADN (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Resumen grafico del proceso de secuenciacion con lllumina. Tomado de
Buermans y den Dunnen, 2014.

Este proceso se repite en varios ciclos hasta tener aglomeraciones (o clister). Posteriormente,
se remueve una cadena de los fragmentos de ADN (para tener una cadena) y se le unen

nucleétidos marcados que sean complementarios con la cadena (el proceso va de nucleétido
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en nucleotido). Cuando el nucle6tido fluorescente se incorpora, este es excitado por un laser, la
sefial resultante es registrada por el equipo de secuenciacién. El nucleétido es removido y se
procede a incorporar uno nuevo, de forma que el proceso se repite hasta terminar la secuencia
del fragmento de ADN (Escobar et al., 2015; Buermans y den Dunnen, 2014).En las
secuenciaciones multiplex, el ADN de cada muestra es ligado con un set de oligonucle6tidos
llamadas “etiquetas” o “barcodes”. Estas etiquetas permiten identificar cada muestra en la
celda. Es por eso que un paso imprescindible en los analisis bioinforméticos de las secuencias
es eliminar estos barcodes pues podrian ocasionar errores durante la asignacién taxonémica
(Teeling y Glockner, 2012).

1.2.3.3. Paquetes bioinformaticos para el analisis de la microbiota

Los avances cientificos y tecnolégicos han revolucionado la forma en cémo se estudian los
microbiomas. Desde la llegada de las nuevas tecnologias de secuenciacidon masiva (NGS, por
las siglas en inglés de Next Generation Sequencing) se ha generado una cantidad sin
precedentes de informacién gendémica, ya que las nuevas plataformas de secuenciacion

reducen los costos por secuenciacion y son mas eficientes (Ram et al., 2011).

De igual forma, el desarrollo exponencial de las tecnologias informéticas, y su implementacion
en las areas biolégicas, ofrece una enorme posibilidad de analisis de metagenomas, con miles
de datos de secuencias provenientes de diferentes organismos (Escobar et al., 2015). Los
paquetes bioinformaticos permiten hacer manejable la gran cantidad de datos que provienen de
la secuenciacion, de modo que podemos obtener interesantes conclusiones al enfrentarnos a
miles o millones de secuencias. Es de recalcar el gran impacto que tiene la bioinformatica en la
asignacion taxonémica, pues esto no se podria realizar sin los algoritmos o programas
especializados para dicha tarea. La bioinformatica permite dilucidar la estructura y relaciones

entre las comunidades microbianas en un entorno dado a partir de los datos de secuenciacién.

La robustez de los andlisis taxondmicos depende de una serie de pasos iniciales de
preprocesamiento de las secuencias. Antes de realizar un andlisis taxonémico, se debe hacer
un analisis de la calidad de las secuencias mismas ya que durante la amplificacion y
secuenciado pueden darse errores en la replicacion de los nucleétidos (de media, las
polimerasas tienen errores de sustitucion cada 10° — 10° pares de bases). También puede

ocurrir la formacion de quimeras, secuencias producto de una reaccion de PCR incompleta,
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gue pueden llevar a errores en el momento de realizar la asignacion taxondmica, interpretando

las quimeras o los errores en la replicacion como posibles microorganismos (Haas et al., 2011).

Para reducir estos errores, se deben filtrar los datos, remover secuencias erroneas, identificar y
descartar las quimeras, y eliminar las secuencias sin significado biologico. La determinacion de
gué secuencias son erroneas (0 de baja calidad) se da por el valor de Phred. Este valor es una
medida de la calidad de cada nucleétido en cada posicién en una secuencia, y se define como
la probabilidad de que ocurra una lectura incorrecta en una base. La puntuacion se asigna
desde un minimo de 10 (un 90% de probabilidad de error), y va en aumento — por ejemplo, un
valor de 50 tendria una probabilidad de precision del 99.9999% - (Erwing et al., 1998) (Tabla
1.1). La puntuacion de calidad Phred es usada para valorar la calidad de las secuencias,
reconocer y excluir aquellas secuencias o regiones de baja calidad y tener un consenso preciso

de secuencias.

Tabla 1.1. Puntuacién de calidad Phred para diferentes valores

Puntuacion de calidad Probabilidad de error por Porcentaje de precision por
(Phred) base base
10 lenl0 90%
20 1en100 99%
30 1en 1,000 99.9%
40 1en 10,000 99.99%
50 1 en 100,000 99.999%
60 1 en 1,000,000 99.9999%

La evaluacion de la calidad de las secuencias se realiza con programas informaticos. FastQC
es un programa que permite realizar controles de calidad en archivos de secuencias, aportando
una idea general del estado de los datos (Andrews, 2010), y asigna a cada posicién un valor de

calidad (en escala de Phred).

El programa también da informacion sobre parametros tan amplios como el contenido de
Guanina/Citocina, presencia de bases ambiguas (debidas a errores de secuenciacion) o

secuencias muy representadas. La presentacion de los resultados es en forma gréfica y de facil
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interpretacion, permitiendo llegar a conclusiones rapidas y seleccionar regiones de baja calidad
gue se procede a eliminar. De igual forma, existen otros paquetes que incorporan en su flujo de
trabajo un analisis de calidad, como el caso de QIIME2, que otorga un analisis de calidad de las
secuencias, dando un valor en la escala de Phred a cada una de ellas (Bokulich et al., 2013)

Para una correcta asignacion taxondémica, se deben considerar secuencias de alta calidad,
pues estas impactaran directamente en las conclusiones. Una mala decisién en la filtracion de
secuencias puede descartar lecturas que exageren la diversidad estimada (Bokulich et al.,

2013); las etapas de preprocesamiento no son triviales.

Existen diversas herramientas informaticas para realizar los andlisis taxondmicos de

comunidades microbianas, QIIME2 es una de ellas, y hoy en dia la mas utilizada.

QIIME2 (por sus siglas en inglés Quantitative Insights Into Microbial Ecology) es un conjunto de
herramientas de acceso libre que realiza la asignacion taxonémica de comunidades
bacterianas o fangicas a partir de datos de secuenciacion de nueva generacion (Caporaso et al,
2010). QIIME2 utiliza algoritmos de diferentes softwares ofreciendo un paquete que permite un

andlisis completo de las secuencias de genes ribosomales (Kuczynski et al., 2011).

En la figura 1.4 se muestra un mapa de flujo de trabajo en QIIME2. De modo general, el
paquete informatico sigue cinco pasos. El primero de ellos es la importacion de los datos al
formato de trabajo, siendo este un archivo comprimido; los formatos de los archivos a importar
pueden ser FASTA o FASTQ. En segundo lugar las secuencias son demultiplexadas; la
demultiplexacion es el proceso que permite la deteccién de barcodes (secuencias de 4
nucledtidos puestas durante la secuenciacion, que permiten diferenciar una muestra de otra) y

su eliminacion.

Las secuencias demultiplexadas son sometidas a una limpieza (llamada denoise) que consiste
en el filtrado de las secuencias, verificacidbn y remocion de gquimeras (artefactos de PCR
indeseables). Este paso lo lleva a cabo implementado las herramientas DADA2 (Boylen et al.,
2019). DADA2 (Divisive Amplicon Denoising Algorithm) es un software para el modelado y

correccion de errores en amplicones de Illumina (Callahan et al., 2016).

QIIME2 agrupa las secuencias ya filtradas en clisters basados en su porcentaje de identidad,
formando OTUs. Las unidades taxondmicas operativas (OTU por sus siglas en inglés) son una

aproximacion pragmética al término taxén. El uso del término OTU y no especie se debe a
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problemas de definiciobn y compatibilidad con el término especie en bacterias. Es por ello que
los OTUs definen las especies en funcién de su porcentaje de identidad en sus secuencias,
siendo del 97% de identidad (Blaxter et al., 2005)

QIIMEZ2 toma las secuencias y las alinea entre ellas, las separa en funciéon de su porcentaje de
identidad (97% para especie) y los agrupa formando clisters. Posteriormente, el programa
toma una secuencia representativa de los cllsters y los compara con una base de datos. La
comparacion se realiza con un clasificador Bayesiano, que busca similitudes entre la secuencia

representativa y la base de datos (Boylen et al., 2019)

Secuencias Bl Secuencias Denoise /
crudas P demultiplexadas Cluster
Tabla de Secuencias

caracteristicas representativas
—
Abundancia ; .
diferencial A 4 v
v Clasificacion . .
t - Alineamiento
Estadisticas Histogramas EXOFIIOITIICE :
-+ h H

ry Mapas de calor v
Taxonomia Sepuenclas
— alineadas
Analisis de |  ——

diversidad | v

——————————————————————————————————————————— Filogenia

Figura 1.4. Mapa general del flujo de trabajo de QIIME2. Basado en Boylen et al., 2019.

Las bases de datos mas usadas son GrennGenes (DeSantis et al., 2006) que contiene
secuencias del gen ribosomal 16S de bacterias y arqueas, y SILVA (Quast et al., 2012) que
estd compuesto por datos de la subunidad grande (LSU) y pequefia (SSU) del ribosoma.
UNITE la base de datos libre que contiene secuencias ITS eucariotas de alta calidad
proveniente del North European ECM. A la par esta la base datos del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés) que cuenta con diversas

colecciones de secuencias de genes ribosomales.

Subsecuentemente a la asignacion taxonémica, QIIME2 construye una tabla de OTUs, donde
resume el analisis y da el nombre de las especies que conforman el set de secuencias, asi

como su nivel de representacion en la comunidad (Navas et al., 2013). Para finalmente,
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representar los resultados por diferentes métricas que comparan la diversidad de especies

entre las muestras.

Ademas de QIIME2, existen programas libres y gratuitos en la web para la realizacion de
alineamientos y asignaciones taxonémicas. Por ejemplo, el RDP (Ribosomal Database Project;
Cole et al., 2013) es un programa libre y permiten realizar estudios de comunidades
bacterianas. El RDP compila secuencias ribosomales y datos relacionados y los redistribuye en

alineamientos y los ordena filogenéticamente (Olsen et al., 1992).

Estos programas permiten esclarecer la estructura y composicion de las comunidades
microbianas, siendo utilizados en la asignacion taxondmica de muchos ecosistemas (Leray et
al., 2016; Bacci et al., 2015; Navas et al., 2013).

1.2.4. Estudios de la microbiota en Vanilla

Existen pocos estudios de la microbiota enddéfita en orquideas, destacando las investigaciones
con el género Dendrobium, concretamente de los efectos benéficos de bacterias enddfitas en
su crecimiento (Wang et al., 2016). La mayoria de las investigaciones en orquideas estan
orientadas al entendimiento de los hongos de la rizosfera, mas allda que la endosfera
(Sathiyadash et al., 2012; Bayman y Otero, 2006), y es un campo de investigacion amplio de

oportunidades.

En cuanto al género Vanilla, gran parte de los estudios de la microbiota se orientan a la
rizosfera, donde se han identificado una gran variedad de hongos del género Rhizoctoenia,
reportado como formadores de micorrizas en una gran variedad de plantas. Ordofiez, 2012
realiz6 una identificacion por medio de ITS para dilucidar la estructura fingica de la rizosfera en
V. planifolia, donde encontr6 los géneros: Bipolaris, Phoma, y Phompsis, todos ellos reportados
como patdégenos en otras plantas, pero curiosamente formando parte del microbioma en V.

planifolia sin que ésta presente sintomas de infeccion.

Otros estudios en V. planifolia identificaron a los géneros Tulasnella y Ceratobasidium
presentes en la rizosfera, los cuales intervienen en el proceso de germinaciéon de muchas

semillas de orquideas (Alomia, 2014).

Gran parte del flujo de investigacion referente a Vanilla responde a estrategias de control contra
Fusarium, uno de los patégenos con mayor incidencia en Vanilla y con la capacidad de mermar

cultivares (Jayasekhar et al., 2008). Concretamente, llama la atencién la gran incidencia de
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este patdégeno en monocultivos de V. planifolia en algunas localidades de China. Las practicas
de monocultivo degradan el microbioma del suelo, de modo tal que las plantas son mas
susceptibles a ser infectadas (Xiong et al., 2016).

En la investigacion desarrollada por Xiong et al. (2016), se realiz6 un andlisis metagenémico
para la busqueda de hongos presentes en la rizosfera de V. planifolia, en un suelo que
mostraba una actividad antifingica contra Fusarium. Al respecto, encontraron hongos
pertenecientes al género Penicillium y Trichoderma, mismos que proveen a la planta de

compuestos que inhiben el desarrollo de Fusarium.

En cuanto a estudios de microorganismos enddfitos, no existen muchos reportes, siendo el mas
relevante la investigacibn de White et al. (2014), donde identificaron a Bacillus

amyloliquefaciens como bacteria enddfita sistematica en V. phaentha.

La poca informacion referente a la composicion de la endosfera en el género Vanilla
representa un gran campo de posibilidades. La identificacibn y el conocimiento de los
microorganismos (especialmente en las plantas silvestres) permite tener nuevas alternativas
para el mejoramiento de cultivares, donde las bacterias y hongos pueden ser usados como
fertilizantes, agentes de biocontrol e inclusive ayudar en la resistencia de las plantas al estrés
abidtico.

1.3. ACLIMATACION DE PLANTAS in vitro: PROBLEMATICA Y ALTERNATIVAS

El fin del presente trabajo es dar un primer paso hacia un futuro donde se puedan (i)
micropropagar eficientemente plantas de V. planifolia y (ii) inocularlas con microorganismos
benéficos (provenientes de plantas silvestres de V. planifola), que ayuden a cultivarlas de forma

gue no requieran la aplicacién de agroquimicos.

El cultivo in vitro comprende un abanico de diversas técnicas de propagaciéon de plantas con
altas tasas de efectividad, sin embargo, estas metodologias no son perfectas. Uno de los
problemas que enfrenta el cultivo de tejidos vegetales es la alta mortalidad en la aclimatacion
de las vitroplantulas, pues estas acarrean diversas deformaciones anatémicas propiciadas por
el desarrollo in vitro. A pesar de ello, existen diversas alternativas para sobrellevar estas
complicaciones, como el desarrollo de sistemas ventilados o el enriquecimiento con atmdsferas
de CO..
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1.3.1. Efecto de la ventilacién en el desarrollo de plantas in vitro

La propagacion in vitro ha sido utilizada cominmente para la multiplicacién rapida de especies
de plantas. Los métodos de propagacion in vitro se llevan a cabo en contenedores cerrados
gue previenen la contaminacién por bacterias y hongos, y evitan la deshidratacion de los
explantes y del medio de cultivo (Saldanha et al., 2012).

En los sistemas convencionales de propagacion in vitro, las formas mas comunes de cerrar los
contenedores, que contienen el explante y el medio de cultivo, son capas de papel aluminio,
peliculas de plastico (cloruro de polivinilo) y sellos de polipropileno. Todos estos sistemas

limitan el intercambio gaseoso y el crecimiento de las plantulas (Kozai et al, 2001).

El cultivo in vitro en contenedores cerrados tiene implicaciones negativas en el desarrollo de las
plantulas. Estos efectos adversos se deben al microambiente generado, con una alta humedad
relativa, concentraciones de CO; variables y una potencial acumulacion de etileno y otros
gases. Aunado a ello, la propagacion in vitro se lleva a cabo con altas concentraciones de
azucares (principalmente sacarosa), ocasionando desérdenes anatémicos Yy fisioldgicos en las
estomas de las plantas micropropagadas, aminorando el potencial fotoautotréfico de los
explantes y convirtiendo sus 6rganos fotosintéticos en almacenes de carbohidratos (Fuentes et
al., 2005).

Las vitroplantulas presentan desordenes morfolégicos, como un pobre desarrollo en los brotes,
tejidos con una baja resistencia mecanica, estomas pequefios y no funcionales, deformidades
en el mesdfilo esponjoso de las hojas (Figura 1.5), carencia de ceras, pobre absorcion de
nutrientes por parte de las raices, y una baja actividad fotoautotréfica (Chandra et al., 2010).
Esto ocasiona una alta mortalidad de las plantas durante la aclimatacion, principalmente por la
deshidratacion y la falta de un aparato fotosintético completamente desarrollado (Alvarez et al.,
2012).

Por estas razones, es importante mantener los contenedores de cultivo ventilados, con la
finalidad de minimizar los efectos nocivos en los explantes. El intercambio gaseoso mantiene
las concentraciones adecuadas de CO; para la estimulacion de la fotosintesis y reduce las
concentraciones de etileno y humedad dentro de los contenedores de cultivo (Kozai y Kubota,
2001), mejorando el vigor y las caracteristicas anatomicas de las plantas. En los sistemas
ventilados, se utilizan membranas que permiten el intercambio de gases, y evitan la

contaminacion del medio de cultivo, reduciendo la humedad relativa dentro del contenedor e
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incrementando la transpiracion de las plantas y la correcta absorcion de nutrientes del medio
(Xiao et al., 2011).

Figura 1.5. Seccion transversal de la hoja de plantulas Eucalyptus de 28 dias de
edad. A) Crecimiento en contenedores ventilados y B) bajo contenedores cerrados.
Tomado de Zobayed et al., 2001.

El primer reporte del uso y los beneficios de los sistemas ventilados fue en la década de los 60,
en la propagacion de limoén (Citrus limon) (Kordan, 1965). Actualmente, los sistemas ventilados
han sido utilizados de forma exitosas para la propagacion de Azadirachta indica (Rodrigues et
al., 2012), Solanum melongena (Ribeiro et al., 2009), Uniola paniculata (Valero et al., 2007),
Eucalyptus tereticornis (Shavalli et al., 2002) y Dendrobium (Ferreira et al., 2011). Los sistemas
ventilados no s6lo se usan para el desarrollo de explantes. Ademas, permite la maduracion y
germinacion de embriones somaticos (El Meskaoui y Tremblay, 1999). Bajo este panorama, en
este estudio se realizé la propagacion, multiplicacién y crecimiento de plantulas de Vanilla
planifolia bajo condiciones ventiladas. Todo ello con la finalidad de obtener vitroplantas que
sean capaces de sobrevivir durante la aclimatacion. Ademas, se espera que el intercambio de
gases promueva el crecimiento y el desarrollo de brotes mdltiples, acortando los tiempos de

cultivo y aumentando la sobrevivencia ex vitro.
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JUSTIFICACION

Las plantas son colonizadas por un enorme ndmero de microorganismos, siendo las bacterias y
los hongos los de mayor presencia. Al conjunto de todos estos microorganismos se les llama
microbiota y, de forma concreta, a aquellos microorganismos que habitan en el interior de los
tejidos de las plantas sin causar un dafio se les llama enddfitos (Quambusch y Winkelmann,
2018).

La estructura de la microbiota enddfita tiene una fuerte influencia en la salud y el desarrollo de
las plantas. Se sabe que varios de los microorganismos que lo conforman suelen ser benéficos,
sin embargo, también hay algunos neutrales y otros que son patdgenos potenciales en estado
“latente”. Los que son benéficos llevan a cabo una gran variedad de funciones en el interior de
la planta, que van desde agentes de biocontrol y fijadores de nutrientes esenciales, hasta
productores de hormonas vegetales que promueven el crecimiento y el desarrollo de la planta
(Hardoim et al., 2015; Zamiodis et al., 2001).

Debido a esta estrecha relacién entre los microorganismos enddfitos y la planta hospedera, se
han comenzado a realizar investigaciones con la finalidad de identificar aquellos que tengan
papel benéfico en los cultivares. Una opcion que ha tomado recientemente gran auge es el
estudio de la microbiota de los parientes silvestres de las especies cultivadas. Esto porque se
ha visto que el manejo de los cultivos, sobre todo la aplicacion de agroquimicos disminuye la
gama de microorganismos benéficos presentes en su microbiota (Jaramillo et al., 2019). Y si
estos se aislan a partir de sus parientes silvestres y se usan para inocular a las variedades
domesticadas, pueden llegar a internalizar y evitar la necesidad de agregar tantos
agroquimicos (Jaramillo et al., 2017; Zamiodis et al., 2001), conduciendo a una agricultura mas
amigable con el ambiente. Estas investigaciones tempranas se encuentran en la frontera del

conocimiento, y constituyen el contexto en el gue se enmarca el presente trabajo.

La identificaciébn de microorganismos presentes en las plantas silvestres supone un punto de
partida para el mejoramiento de los cultivares modernos, ya que algunos tienen el potencial de
otorgar a la planta una mayor resistencia a los patdégenos, una mejora en la absorcion de
nutrientes y una mejora en su crecimiento (Wang et al., 2016). El desarrollo de las nuevas
tecnologias de secuenciacion en conjunto con el desarrollo de nuevos programas

bioinformaticos abre la posibilidad de un estudio a mayor profundidad de la microbiota de
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poblaciones silvestres, permitiendo identificar a una cantidad mayor de especies que las

técnicas microbioldgicas tradicionales.

Es bajo estas premisas que conocer las comunidades de microorganismos en V. planifolia en
un ambiente silvestre es un parteaguas para la busqueda de bacterias y hongos que sean
potencialmente benéficos para el desarrollo y vigor de las plantas cultivadas en condiciones de

menor uso de agroquimicos.

Con base en lo anterior en este trabajo se propuso el estudio de la microbiota enddfita de hojas
y raices de una poblacion silvestre y una comercial de V. planifolia, para verificar si en realidad
existe una diferencia en la composicibn de sus comunidades enddfitas, asi como la
identificacion de microorganismos que formen parte de la microbiota core. Esto a su vez puede
conducir a plantear proyectos futuros en los que se vislumbren posibles alternativas para el
aislamiento dirigido de algunos microorganismos, o conjunto de ellos, con el fin ulterior de
contribuir a un mejor manejo y conservacion de este cultivar, de gran importancia ecoldgica y

econdmica para México.

Ademas, dada la gran importancia econdmica de este cultivar, en este trabajo también se
describe una metodologia para la aclimatacién de plantulas de V. planifolia provenientes de
cultivo in vitro, utilizando sistemas ventilados para promover un mejor desarrollo de la planta y
aumentar su sobrevivencia ex vitro. El establecimiento de una metodologia de aclimatacion
permitira la multiplicacion y conservacién de esta especie, permitiendo realizar futuros trabajos

de investigacion con este preciado material vegetal.

El fin ulterior de esta tesis es dar un primer paso en el entendimiento de la microbiota e
identificacion de posibles microorganismos candidatos para aplicaciones biotecnolégicas,
especialmente aquellos microorganismos benéficos que puedan ser inoculados en plantas
cultivadas de V. planifolia. Aunado a ello, se planteé desarrollar una metodologia de
aclimatacion exitosa de V. planifolia, para generar material vegetal para futuras investigaciones

en la aplicacién de in6culos benéficos en V. planifolia.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia en las comunidades bacterianas y fungicas enddfitas de hojas y raices entre

una poblacion silvestre y una cultivada comercialmente de V. planifolia?

¢ Es posible aumentar el porcentaje de sobrevivencia ex vitro de vitroplantulas de V. planifolia

implementando un sistema de aclimatacion con ventilacién?
HIPOTESIS
En este trabajo se plantean dos hipoétesis:

1. La riqueza y diversidad de la microbiota enddfita de hojas y raices es mayor en una
poblacion silvestre de plantas de V. planifolia en comparacién con la riqueza y
diversidad microbiana de una poblacién de plantas cultivadas comercialmente.

2. El proceso de pre-adaptacion in vitro, usando un sistema de ventilacién, propicia un
incremento en la sobrevivencia de plantulas de V. planifolia durante su aclimatacion en

condiciones de invernadero
OBJETIVO GENERAL

Comparar las comunidades microbianas enddfitas de hojas y raices entre una poblaciéon de
plantas silvestres y una de comerciales, utilizando el gen 16S y la regién ITS2 para la busqueda
de microorganismos con posibles aplicaciones agrobiotecnoldgicas, y establecer un sistema de

aclimatacion para plantas de V. planifolia.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar y comparar las diferencias entre las comunidades microbianas endéfitas de
hojas y raices de una poblacion silvestre y comercial de V. planifolia, utilizando
secuenciacion de amplicones del gen ribosomal 16S y la region ITS2;

2. ldentificar la presencia diferencial de bacterias y hongos como posibles candidatos para
aplicaciones agrobiotecnolégicas en las poblaciones comerciales de V. planifolia;

3. Establecer una estrategia de aclimatacion de vitroplantulas de V. planifolia para

incrementar su sobrevivencia ex vitro.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1. ANALISIS COMPARATIVO DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS ENDOFITAS EN
POBLACIONES SILVESTRES Y COMERCIALES DE V. planifolia

2.1.1. Obtencién de muestras de hojas y raices de una poblacién silvestre y una

comercial de V. planifolia

Para este trabajo, se obtuvieron por un lado plantas de V. planifolia de una poblacién silvestre y
por otro plantas propagadas comercialmente. Las muestras de V. planifolia silvestres fueron
colectadas en el estado de Yucatén, en el municipio de Izamal, el lugar exacto no se menciona
por razones de conservacion. El area de colecta pertenecia a un ecosistema de selva
perennifolia tipica de esta regién. Las muestras que se colectaron formaban parte de una
poblacién de aproximadamente 20 plantas silvestres que se encontraban creciendo en una
zona de unos 10 metros de diametro. La mayor parte de la poblacién se encontraba anclada a
los arboles de la zona, los cuales eran principalmente de Brosimum alicastrum (conocido
vulgarmente como “ramon”). Ninguna de las plantas tenia signos de enfermedad. Las raices
areas anclaban las plantas a la corteza de los arboles tutores, a las rocas que se encontraban
cerca de ellas, a las ramas caias y al suelo, el cual consistia principalmente de hojarasca
(Figura 2.1).

Figura 2.1. Fotografia de algunas de las plantas silvestres de V. planifolia colectadas en este
trabajo, en Izamal, Yucatéan.
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El muestreo se realiz6 al medio dia. En el momento de la colecta, la poblacién se encontraba a
28 °C, a la sombra de los arboles, con una humedad atmosférica del 70%. Se colectaron
muestras de hojas y raices. Las muestras se cortaron con la ayuda de un bisturi estéril y fueron
guardadas en paquetes de aluminio previamente esterilizados y etiquetados. Se colecté una
hoja y un fragmento de raiz aérea de tres plantas, dando un total de 3 hojas y 3 raices de

individuos diferentes. Los tejidos se mantuvieron a 4 °C hasta ser transportados al laboratorio.

Las plantas comerciales de V. planifolia se adquirieron de una empresa ubicada en Xalapa,
Veracruz (llamada Finca Quiroz). Un total de 12 plantas de buen estado y sin signos de
enfermedad fueron recibidas, teniendo un largo aproximado de 90 cm, con 4 a 5 hojas (Figura
2.2). Las plantas se sembraron en un sustrato estéril (30% de tierra, 35% de agrolita y 35% de
Peat moss) agrupadas en tres plantas por maceta; el tutor utilizado consistié en palillos de
madera previamente lavados y desinfectados con etanol al 70% (v/v). Las plantas fueron
sembradas a una profundidad de 5 cm, y enrolladas sobre el tutor. El riego fue cada dos dias

por aspersion de agua destilada previamente esterilizada.

Figura 2.2. Fotografia de las plantas comerciales de V. planifolia. La planta de la
izquierda presenta marchitez asi como dafios en los extremos, en contraposicion con
la planta de la derecha con mayor vigor y sin dafos.
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Tras 2 semanas de adaptacion y crecimiento en invernadero (25 °C), se colectaron muestras
de hojas y raices areas. Para el muestreo, se seleccionaron al azar tres plantas que no
presentardn dafios o signos de marchitez, los tejidos fueron cortados con la ayuda de un bisturi
estéril y guardados en paquetes de aluminio previamente esterilizados y etiquetados. Los
tejidos se mantuvieron a 4°C por 24 horas.

2.1.2. Extraccion del ADN metagenémico

Las muestras procedentes de cada uno de los diferentes tejidos de las plantas, tanto silvestres
(Figura 2.3) como comerciales (Figura 2.4), fueron esterilizadas superficialmente siguiendo la

metodologia reportada por Mapula et al., (2015).

Figura 2.3. A) Muestra de hoja de V. planifolia silvestre. B) Muestra de raiz de V.
planifolia silvestre.

Los tejidos (hojas y raices) fueron lavados con agua purificada para eliminar cualquier residuo
de suelo. Posteriormente, fueron sumergidos en una solucion de etanol al 70 % (v/v) por 3
minutos, seguido de un lavado con una solucion de hipoclorito de sodio al 2% por 20 minutos y

finalmente se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril para retirar cualquier
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remanente de cloro. Los tejidos esterilizados fueron congelados con nitrégeno liquido,
macerados y guardados a -80 °C para su uso posterior.

Figura 2.4. A) Muestra de hoja de V. planifolia comercial. B) Muestra de raiz de V.
planifolia comercial.

La extracciébn de ADN metagenodmico se realizo siguiendo el protocolo descrito por Edwards
(1991). El buffer de lisis CTAB consistio en 100 mM de Tris-HCI, 1.2 M NaCl, 20 mM EDTA, 2%
CTAB y 0.2% de B-mercaptoetanol. El procedimiento de la extraccién se detalla a continuacion:

Se tomaron 200 mg de tejido macerado y se les adicion6 1 ml del buffer de lisis CTAB, seguido

de una agitacion con vortéx por 5 minutos y una incubacién a 65 °C por 1 hora a bafio maria.

Pasado este tiempo, se adiciond 1 ml de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1
v/viv) y 10 uL de RNasa A (10 mg/ml), seguidamente, los tubos se mezclaron por inversion 20
veces y se centrifugaron a 13 000 rcf por 10 minutos. Se recuperé la fase acuosa transparente
(aproximadamente 600 pL) a la cual se afiadieron 600 pL de isopropanol frio y 5 L de RNAsa
A (10 mg/ml). Los tubos fueron agitados suavemente por inversion 20 veces y congelados a —
20 °C por 20 minutos.

Luego del tiempo de incubacion, los tubos se centrifugaron a 13 000 rcf por 5 minutos, se
desech¢ el sobrenadante cuidando de no eliminar la pastilla. Seguido a ello, se adicion6 250 pl
de etanol 70% (v/v) y se centrifugaron a 13 000 rcf por 5 minutos, se elimin6 el sobrenadante y
se repiti6 el mismo paso de lavado con etanol, solo que esta vez, posteriormente a la

centrifugacion, el ADN se incub6 a — 20 °C por 5 minutos. Finalmente, se retiré el sobrenadante
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y se dejo evaporar el etanol de las muestras a temperatura ambiente por 35 minutos. El ADN

se resuspendio en buffer TE para su almacenaje a -20 °C.

La integridad del ADN se confirm6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% (v/v)
bajo las siguientes condiciones: 80 V por 30 minutos, tefiido con bromuro de etidio. Se utilizé el
marcador Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). La concentracion de ADN de

cada muestra se estimé con un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Para la secuenciacion, se envio al Laboratorio de Investigacién y Ensayos (RTL, por sus siglas
en inglés) (Lubbock, Texas, USA) un total de 50 ng de ADN por muestra. La secuenciacién de
amplicones etiquetados se realiz6 con un equipo Miseq de lllumina. La regién que se uso para
la deteccion de bacterias fue la region V4 del gen ribosomal 16S; la secuencia de los primers
que se wusaron fue 515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3) y 806R (5-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’), provenientes del Earth Microbiome Project (Walters et al.,
2016). Para la deteccidon de hongos se usé la region ITS2; los primers fueron ITS3F (5'-
GCATCGATGAAGAACGCAGC-3') e ITS4R (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Toju et al.,
2012). La longitud de los amplicones fue de 291 pb para los amplicones 16S y de 350 pb para
los amplicones ITS2. La secuenciacion de 16S se realizé solicitando un minimo de 20,000
lecturas, mientras que para los ITS se solicitd un minimo de 10,000 lecturas.

2.1.3. Andlisis bioinforméaticos de los amplicones 16S e ITS

Las lecturas de amplicones 16S e ITS2 fueron proporcionadas por la compafia de
secuenciacion RTL Genomics en formato fastq, es decir, con una evaluaciéon de calidad
previamente hecha. Las lecturas fueron importadas al programa QIIME2 (Boylen et al., 2019)
en el formato CASAVA 1.8.

El filtrado de la calidad se realiz6 en el programa de DADAZ2 (Callahan et al., 2016) incorporado
en QIIME2 v. 2020.2.0 (Caporaso et al., 2019). Las lecturas se truncaron hasta un valor de
Phred de 20 (99% de precision por base) como limite para realizar la limpieza y se retiraron los
primeros 20 nucledtidos correspondientes a los primers usados en la secuenciacion. Las
lecturas filtradas fueron agrupadas en clusters de acuerdo con sus porcentajes de identidad,

fijado para especie en un 97% mediante la herramienta DADA?2 incorporada en QIIME2.
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Posteriormente, se realizo la asignacion taxonémica usando un clasificador Bayesiano ingenuo
entrenado para las regiones 515F-806R e ITS2 para los amplicones 16S e ITS2,
respectivamente (Pedregosa et al., 2011). Para la clasificacion taxonémica, se utilizaron las
bases de datos SILVA v. 138 (Quast et al., 2013) para los genes ribosomales 16S y UNITE v.
8.2 (Nilsson et al., 2018) para los ITS.

Las secuencias 16S anotadas como cloroplastos y mitocondrias, al igual que los ITS anotados
para V. planifolia, fueron eliminados. Previo a la eliminacién, también se realiz6 una busqueda

en BLAST, para confirmar que se tratasen de secuencias no objetivo.

Las curvas de rarefaccion y el calculo de los indices ecolégicos Chao1, Shannon (H’) y equidad
de Pielou, asi como los graficos PCA, fueron realizados en QIIME2 utilizando el plugin “diversity

group significance”.
La riqueza estimada se calculé usando la férmula de Chaol (Chao, 1984):

F,(F, — 1)

5(?1:101:501:'3 E[F _|_1]

Donde S_,. es el nimero de OTUs observados, F; y F, son el conteo de OTUs con una

=

secuencia y con dos secuencias, respectivamente. La diversidad de Shannon (Shannon &

Weaver, 1949) se calcul6 con la formula:

£
H'= —Z(Pf Inp,)
i=1

Donde 5 es la riqueza de OTUs, p; es la proporcion de la comunidad representada por el i-

ésimo OTU. La equidad de Pielou se calcul6 con la siguiente ecuacion (Pielou, 1966):

HF
B log, 5

I‘I

Donde H' es el indice de Shannon, y log, 5 es la diversidad maxima que se obtendria si la

distribucion de las abundancias de los OTUs en la comunidad fuera perfectamente equitativa.
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2.2. ESTABLECIMIENTO DE UNA METODOLOGIA DE ACLIMATACION DE PLANTULAS
DE V. planifolia

2.2.1. Efecto de la ventilacion en el crecimiento y la multiplicacion de V. planifolia
2.2.1.1. Obtencién del material vegetal

El material vegetal inicial fue provisto por el Laboratorio de Biotecnologia del Departamento de
Ingenieria quimica y bioquimica del Instituto Tecnolégico de Mérida. La variedad usada fue
Vanilla planifolia (Andrews) morfotipo “Mansa”, obtenida de los cultivares de la region del

Totonacapan y la region del sur del estado de Veracruz.
2.2.1.2. Preparacion de los tratamientos

Se establecieron dos lineas de cultivo in vitro, una linea destinada al desarrollo de plantas
completas de V. planifolia, y otra con la finalidad de obtener brotes mdultiples. En ambas lineas,
se buscé evaluar el efecto de la ventilacion en el desarrollo de las plantas y en la tasa de
multiplicacién; asi como el efecto del volumen del contenedor en el crecimiento y el desarrollo

de brotes.

En ambas lineas se utilizé el medio de cultivo de sales de MS (Murashige y Skoog, 1962)
adicionado con 50 mg/l de myo-inositol, 2.5 mg/l de tiamina-HCI, 12.5 mg/I de cisteina-HCl y 15
g/l de sacarosa. El pH del medio se ajustdé a 6.2 con la adicion de NaOH 1M o HCI 1M, se
afadié 2.5 g/l de Phytagel como agente gelificante. Para la obtencién de brotes multiples, se
agreg0, adicionalmente, 2 mg/l de 6-bencil aminopurina (BAP). Los medios de cultivo fueron

dispensados en los diferentes frascos y esterilizados a 121 °C, 1 kg/cm? por 15 minutos.

Los tratamientos evaluados se presentan en la tabla 2.1. El sistema ventilado consisti6 en
hacer un agujero (de 2 cm de diametro) en la cara frontal de las tapas de los frascos, posterior
a ello, se cubri6é con cuatro capas de cinta microporo entrecruzadas de acuerdo con Saldanha
et al. (2012). Para el estudio del efecto del volumen en el desarrollo de plantulas y de brotes

multiples, se probaron dos tipos de frascos, unos de 7 cm y otros de 20 cm de alto (Figura 2.5).

En todos los tratamientos, el explante utilizado consistio en un segmento nodal (de
aproximadamente 1 cm de largo), al cual se le retird las raices y un 75 % de la hoja, los

explantes se mantuvieron en incubacion a 25 + 3 °C, con un fotoperiodo de 16 horas luz.
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Figura 2.5. Tratamientos utilizados en las lineas de crecimiento y de multiplicaciéon. En
la imagen izquierda: A) Frasco de 7 cm de altura; B) Frasco de 20 cm de altura. En la
imagen de la derecha: A) Sistema cerrado con una tapa de papel aluminio; B) Sistema
ventilado con las capas de cinta microporo (vista superior).

Tabla 2.1. Tratamientos establecidos para las lineas de crecimiento y multiplicacion
de plantulas in vitro de V. planifolia.

Tratamiento Descripcién
Control cerrado (CC) Frasco de 7 cm de longitud con una tapa de papel aluminio
Control ventilado (CV) Frasco de 7 cm de longitud con el sistema ventilado de microporo

Cajetero cerrado (CajC) Frasco de 20 cm de longitud con una tapa de papel aluminio

Cajetero ventilado (CajV) | Frasco de 20 cm de longitud con el sistema ventilado de microporo

Las plantas fueron monitoreadas por 90 dias evaluando los siguientes parametros: 1) numero
de hojas; 2) numero de raices y brotes; 3) altura alcanzada y 4) la calidad de las plantulas (no

presencia de clorosis 0 necrosis).
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2.2.2. Aclimatacién de plantulas de V. planifolia

Se partio de un lote inicial de 20 plantulas in vitro, en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962) sin reguladores de crecimiento, de 5 a 10 cm y, al menos 4 hojas verdaderas. Estas
plantulas fueron sometidas a un proceso de pre-adaptacion.

2.2.2.1. Proceso de pre-adaptacion in vitro de las plantulas de V. planifolia

Se realiz6 un proceso de pre-adaptacion in vitro de las plantulas de V. planifolia, con la finalidad
de propiciar el intercambio gaseoso entre la planta y el medio ambiente, y asi disminuir el nivel
de humedad relativa, y favorecer el desarrollo de nuevas estructuras con una mayor capacidad

fotosintética.

Para ello, las plantulas, fueron puestas en contenedores (de 20 cm de alto) ventilados con un
filtro de microporo en la tapa. Se realizaron agujeros de 2 cm de diametro en el centro de las
tapas, y los filtros se situaron en las caras externas e internas, para evitar posibles

contaminaciones del medio ambiente.

Las plantulas permanecieron en estas condiciones hasta alcanzar 25 cm de altura, desarrollar
hojas nuevas y que al menos posean 4 raices (dos ancladas al sustrato y dos aérea). Las
condiciones de incubacién fueron: 25 °C + 2°C, fotoperiodo de 16 horas luz, por un tiempo
estimado de 5 meses, hasta cumplir con las caracteristicas deseadas para pasar al proceso de

aclimatacion.
2.2.2.2. Medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) a una concentracion de sales del
50%, adicionado con 6 g/L de sacarosa, 100 mg/L de myo-inositol, 5 mg/L de tiamina-HCl y 25
mg/L de cisteina-HCI. El pH del medio se ajustd a 6.2 con la adicion de NaOH 1M o HCI 1M
segun lo requiera, y se gelifico con 2.5 g/L de Phytagel. El medio de cultivo se esterilizé a 121
°C a 1 kg/cm2 por 15 minutos.

2.2.2.3. Aclimatacion de plantulas pre-adaptadas de V. planifolia

La aclimatacion se realizé siguiendo el protocolo modificado de Reyes, (2016). Las plantulas
fueron sembradas en recipientes de plastico transparente de un litro de capacidad. Como

sustrato se utilizé una mezcla de musgo turboso, agrolita y tierra (35:35:30 en volumen) el cual
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se esterilizd durante 25 min en autoclave a 121 °C a 1 kg/cm2. Posterior a ello, el sustrato
estéril fue secado en una estufa Pasteur a 125 °C por 30 minutos. Los recipientes se llenaron
con 500 mg de sustrato. Como tutor se utilizaron varas de pléstico.

Las plantulas en pre-adaptacion in vitro fueron retiradas del contenedor, con la ayuda de pinzas
estériles y se lavaron las raices con agua destilada estéril para remover los excesos de medio y

minimizar el riesgo de contaminacién por bacterias u hongos.

Las plantulas se trasplantaron en los contenedores con el sustrato estéril, con una profundidad
de 3 a 5 cm., dependiendo del tamafio de estas. Se cubrieron los recipientes con bolsas de
nylon transparente y se aseguraron con ligas (Figura 2.6). Las plantas se pusieron en

invernadero a una temperatura de 26.5° C + 0.5 °C.

Figura 2.6. Fotografia donde se muestran las plantas de V. planifolia en aclimatacion al
primer dia.

Durante el transcurso del tiempo en aclimatacion, se llevaron a cabo las siguientes actividades:

e 5 dias posteriores a la siembra, se realizaron micro perforaciones a la bolsa con la
ayuda de una aguja.

e 10 dias después de la siembra, se regaron las plantas con agua estéril. Las bolsas se
retiraron durante 20 min. y se realizaron dos perforaciones de 8.5 mm a cada bolsa de

nylon.
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e 12 dias posteriores a la siembra, se procedio a realizar otras dos perforaciones de 8.5
mm, a cada bolsa de nylon, y se dejaron destapadas durante 60 min.

e 17 dias después de la siembra las bolsas fueron retiradas durante 90 min, y se
realizaron 4 perforaciones a las bolsas de nylon.

o 23 dias después de la siembra se retiraron las bolsas durante 120 min, y las bolsas de
nylon fueron perforadas dos veces mas

e A los 30 dias posteriores de la siembra se retiraron de forma definitiva las bolsas de
nylon y los riegos se mantuvieron cada 24 horas, por aspersion de agua destilada. Las

plantas permanecieron en este estadio por 3 meses.

Se realizaron monitoreos del tamafio, nimero de hojas y raices de las plantas a lo largo de su

periodo de aclimatacion.
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RESULTADOS

3.1. ANALISIS COMPARATIVO DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS ENDOFITAS EN
POBLACIONES SILVESTRES Y COMERCIALES DE V. planifolia

3.1.1. Extraccion del ADN metagendémico de V. planifolia

En la figura 3.1 se muestra el ADN aislado de los 6rganos de las plantas silvestres en una
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Como se puede apreciar, en todos los casos se obtuvo

una banda de ADN compacta (mayor a 20 kb) que muestra que el ADN esta integro.

Figura 3.1. Imagen del ADN extraido de las muestras de hoja y raiz de V.
planifolia silvestre. Abreviaturas: PM, Marcador de peso molecular; HS1 hoja de la
planta 1; HS2 hoja de la planta 2; HS3 hoja de la planta 3; RS1 raiz de la planta 1;
RS2 raiz de la planta 2. La raiz de la planta 3 no se muestra en la imagen.

Por otro lado, en la figura 3.2 se observa el gel con las muestras de ADN de las plantas
comerciales, que al igual que en las silvestres, la integridad fue muy buena. EI ADN
metagenomico extraido de las muestras provenientes de las poblaciones silvestres mostro
poca degradacion, y en las muestras de raices se detectdé contaminacion fendlica, seguramente

debido al alto contenido de metabolitos presentes en las raices.
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Aun con ello, esto no interfirid en el proceso de amplificacion y secuenciacion de las muestras.
Por otro lado, el ADN metagendmico extraido de las muestras de poblaciones comerciales
presenté un poco de contaminacién por ARN, como se aprecia en la figura 3.2. Sin embargo,
se observo también una banda sélida de ADN en el gel, denotando que las muestras estaban
integras.

Figura 3.2. Imagen del ADN extraido de las muestras de hoja y raiz de V.
planifolia comercial. Abreviaturas: PM, Marcador de peso molecular; HC1
hoja de la planta 1; RC1 raiz de la planta 1; HC2 hoja de la planta 2; RC2
raiz de la planta 2. Las muestras de hoja y raiz de la planta 3 no se
muestran en la imagen.

Posteriormente a la electroforesis, se realizé un andlisis de calidad del ADN extraido usando un
equipo de Nanodrop 2000. EI ADN fue cuantificado y sus relaciones 260/280 y 260/230 fueron
calculadas (Tabla 3.1). De acuerdo con los resultados de calidad, se seleccionaron un total de
6 muestras (3 de V. planifolia silvestre y 3 de V. planifolia comercial) para ser enviadas a
secuenciar. El criterio de eleccién se bas6 en la concentracion de ADN, asi como un valor

minimo de 1.9 para la relacion 260/280 y 2 para la relacion 260/230.

Las relaciones 260/280 y 260/230 presentaron valores de 1.8 a 2, esto indica que la muestra no

esta contaminada con carbohidratos. Por lo tanto, las muestras de ADN son adecuadas para la
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secuenciacion. De igual forma que en las comerciales, las muestras de raices silvestres

presentaban contaminacion por compuestos fendlicos a juzgar por su relacion 260/230.

Tabla 3.1. Valores de concentracion de ADN vy relacion de absorbancia
260/280 y 260/230 para las muestras de ADN metagenomico de las
plantas silvestres y comerciales de V. planifolia. Los datos se obtuvieron
con un equipo de Nanodrop 2000. Abreviaturas: HC hojas de poblaciones
comerciales. HS hojas de poblaciones silvestres. RC raiz de poblaciones
comerciales de las plantas. RS raiz de poblaciones silvestres.

Muestra Concentracién ADN (ng/ul) A 260/280 A 260/230
HS1 240.7 1.99 2.23
HS2 154.5 2.08 1.94
HS3 211.3 2.03 2.03
RS1 250.2 1.79 1.58
RS2 742.1 1.6 1.03
RS3 164.6 1.69 2.05
HC1 207 2 2.23
HC2 216 1.94 2.27
HC3 215.3 1.89 2.18
RC1 230 1.95 2.31
RC2 199.7 2.06 2.11
RC3 212 2.1 2.09

3.1.2. Andlisis general de las secuencias

En total se analizaron 24 grupos de secuencias, 12 para 16S y 12 para ITS2, correspondientes
a las comunidades bacterianas y fungicas respectivamente. EI ndmero total de secuencias
crudas de 16S analizadas fue de 708,185, y el nUmero de secuencias por muestra estuvo en un
intervalo de 37,711 (RS1) a 69,010 (HC2) (Tabla 3.2). Por otro lado, el nimero total de
secuencias crudas de ITS fue de 386,823, y el nUmero de secuencias por muestra estuvo entre
22,171 (HC1) y 88,527 (RS1) (Tabla 3.3).
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Tabla 3.2. Resultados del filtrado de las secuencias 16S utilizando el programa
DADAZ2, con una calidad de Phred igual o mayor a 20. Abreviaturas: ID, identificador
de la muestra; HS, hojas de poblaciones silvestres; RS, raiz de poblaciones silvestre;
HC, hojas de poblaciones comerciales; RC, raiz de poblaciones comerciales.

Numero de
Numero de NUumero de Porcentaje de secuencias
ID secuencias secuencias secuencias filtradas para
crudas filtradas filtradas cloroplastos y
mitocondrias
HS1 65,414 48,522 74.2 3,030
HS2 51,975 39,244 75.5 2,442
HS3 57,444 41,061 71.5 2,572
RS1 37,711 25,562 67.8 2,563
RS2 59,447 42,728 71.9 2,602
RS3 67,705 47,086 69.6 2,970
HC1 63,843 47,582 74.5 2,936
HC2 69,010 51,062 73.9 3,150
HC3 66,836 49,348 73.9 3,048
RC1 53,047 39,313 74.1 2,411
RC2 56,663 40,633 71.7 2,507
RC3 59,090 43,707 74 2,702

Las secuencias fueron recortadas hasta la posicién que tenia un valor de Phred minimo de 20y

se eliminaron las secuencias quiméricas, primers y etiquetas. Los resultados de la limpieza se

resumen en las tablas 3.2 (16S) y 3.3 (ITS2), en donde se muestra el nimero de secuencias

crudas que ingresaron, el nimero de secuencias retenidas por el filtro y el porcentaje de

secuencias que pasaron el filtro. Las muestras se denotan como C o S segun su fuente, ya sea

comerciales o silvestres, respectivamente. Mientras, la etiqueta H hace referencia a las hojas y

R a las raices.
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Tabla 3.3. Resultados del filtrado de las secuencias ITS utilizando el programa
DADAZ2, con una calidad de Phred igual o mayor a 20. Abreviaturas: ID, identificador
de la muestra; HS, hojas de poblaciones silvestres; RS, raiz de poblaciones silvestre;
HC, hojas de poblaciones comerciales; RC, raiz de poblaciones comerciales.

Numero de
Numero de NUumero de Porcentaje de secuencias
ID secuencias secuencias secuencias filtradas para

crudas filtradas filtradas ITS2 de V.

planifolia
HS1 24,589 13,848 56.3 1,420
HS2 25,288 12,886 51.0 1,302
HS3 25,188 16,221 64.4 1,705
RS1 88,527 55,527 62.7 3,467
RS2 26,971 20,857 77.3 2,139
RS3 22,713 15,882 69.9 1,627
HC1 22,171 12,392 55.9 1,260
HC?2 31,494 16,743 53.2 1,780
HC3 31,421 16,724 53.2 1,690
RC1 30,367 18,758 61.8 1,869
RC2 28,872 19,849 68.8 2,010
RC3 29,222 18,097 61.9 1,914

Como se puede apreciar comparando las tablas 3.2 y 3.3, se obtuvo una menor cantidad de
secuencias crudas en las muestras de hongo (22,171 — 88,527) y un porcentaje mas bajo en
aquellas que pasaron el filtro (51% — 77.3%), que en la de bacterias, siendo el valor mas bajo
hallado en la muestra HS2. Esto se debe a una cantidad menor de secuencias solicitadas para
los hongos. Sin embargo, este resultado no interfirid en el andlisis de diversidad pues, como se
comentara mas adelante, en las curvas de rarefaccién se aprecié que la profundidad de la

secuenciacion fue suficiente.
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3.1.3. Rarefaccion e indices ecolégicos

Después de la limpieza, los OTUs se agruparon con un 3% de disimilitud y después se retiraron
las secuencias clasificadas como cloroplastos y mitocondrias. Para cada uno de los sets de
secuencias de las plantas muestreadas, se realiz6 una curva de rarefaccion, misma que se
presenta en la figura 3.3, para las comunidades bacterianas (figura 3.3 A) y las comunidades
fungicas (figura 3.3 B). Como se puede apreciar en las gréficas, en todos los casos las curvas
tienden hacia una pendiente igual a cero, es decir, una tendencia horizontal. Esto indica que,
con la profundidad con la que se secuenciaron las muestras, fue suficiente para abarcar

practicamente a todos los OTUs presentes en cada una de las comunidades microbianas.

En la tabla 3.4 se presentan los indices ecol6gicos para cada muestra. La similitud entre los
OTUs observados y la riqueza estimada, dada por el estimador Chaol, sugiere que todas las
especies enddfitas existentes en las muestras, tanto bacterianos como flngicas; estos

resultados, fueron capturados.

Tabla 3.4. indices ecoldgicos al 3% de disimilitud para cada uno de los
amplicones 16S e ITS2. Abreviaturas: HS, hoja silvestre; RS, raiz silvestre;
HC, hoja comercial; RC, raiz comercial.

16S ITS2
Muestra | #0TU | Chaol | Shannon | Equidad | #0TU | Chaol | Shannon | Equidad
(H) (H)
HS1 6 6 2.6 1.0 12 12 1.3 0.3
HS2 7 7 2.6 0.9 8 8 1.1 0.4
HS3 8 8 2.6 0.9 9 9 1.1 0.3
RS1 95 95 4.5 0.8 90 90 4.6 0.7
RS2 142 142 55 0.8 84 84 4.4 0.7
RS3 91 91 4.6 0.7 85 85 4.6 0.7
HC1 6 6 2.6 0.9 7 7 1 0.3
HC2 8 8 2.6 0.8 7 7 1.1 0.4
HC3 6 6 2.6 0.9 9 9 1.2 0.3
RC1 27 27 3.2 0.7 22 22 1.2 0.3
RC2 10 10 2.7 0.8 15 15 1.2 0.3
RC3 7 7 2.6 0.9 11 11 1.2 0.3
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Figura 3.3. Curvas de rarefaccion para las muestras de V. planifolia. A) Comunidades
bacterianas, B) Comunidades fungicas. HC hojas de poblaciones comerciales. HS
hojas de poblaciones silvestres. RC raiz de poblaciones comerciales de las plantas.
RS raiz de poblaciones silvestres.

En términos generales, el indice de Shannon (H') sugiere que las raices poseen una mayor
diversidad de especies microbianas (tanto procariotas como eucariotas) endoéfitas comparadas
con las hojas. Las raices silvestres fueron las que mayor diversidad mostraron, con un valor
promedio de 4.9 + 0.5 (16S) y 4.6 £ 0.1 (ITS2), comparado con los valores promedio para las
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raices comerciales: 2.8 + 0.01 (16S) y 1.2 + 0.02 (ITS2); también presentan una mayor riqueza
de especies.

3.1.4. Andlisis de la estructura de las comunidades bacterianas

Posteriormente a la limpieza de las secuencias, se realizé una clasificacién taxonémica usando
las bases de datos de SILVA y UNITE, en el programa QIIME2. Cabe recalcar que cerca del
95% de las secuencias 16S en las hojas pertenecieron a cloroplastos y mitocondrias, por lo que
estas secuencias fueron eliminadas al momento de hacer los analisis. De la misma forma, en
las secuencias ITS, se elimind cerca del 90% de las secuencias debido a que provenian de la

region ITS2 de V. planifolia. En la figura 3.4 se presenta la gréfica de abundancia relativa a

nivel filum para las comunidades bacterianas.
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Figura 3.4. Grafica de abundancias relativas al 20% de disimilitud (filum) para las
comunidades bacterianas. Se presenta todos los fila identificados. Abreviaturas: HS hojas
de poblaciones silvestres. RC raiz de poblaciones comerciales de las plantas. RS raiz de
poblaciones silvestres.

En las hojas, tanto de poblaciones silvestres como comerciales, el filum mas abundante fue

Tenericutes (88 — 91%) seguido por Proteobacteria (8 — 11%). En las raices, también tanto de
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las poblaciones silvestres como comerciales, el filum mas abundante fue Proteobacteria (33 —
92%). Sin embargo, en las raices de las plantas silvestres, el segundo filum mas abundante fue
Actinobacteria (30 — 33%) seguido por Bacteroidetes (16 — 18%) y Acidobacteria (10 — 12%).

En cambio, en las raices de las plantas comerciales, el segundo filum mé&s abundante fue

Actinobacteria (4 — 2%) y s6lo en la muestra RC1 se encontré el filum Bacteroidetes (5%).

Cabe destacar que en la raiz de una de las plantas silvestres (RS3) se encontré un filum
perteneciente a Arqueas (Euryarcheota) en una abundancia menor al 1%. Esto no es de
extrafar, ya que se ha reportado la presencia de arqueas como enddfitos de raiz en otras
plantas, como en Beta vulgaris (Shi et al., 2015), Phragmites australis (Ma et al., 2013), Olea
europea (Mdller et al., 2015), Oryza sativa (Peng et al., 2021; Sun et al., 2008) y Zea mays
(Avangberro y Babalola, 2020; Cheltus y Triplett, 2001).

En cuanto a las poblaciones comerciales, en las hojas, al igual que en las hojas silvestres, el
filum con mayor abundancia fue Tenericutes (93 — 96%) seguido por Proteobacteria (3 — 6%).
En el tejido de raiz de las poblaciones comerciales, el filum Proteobacteria fue el mas
abundante (92 -96%), seguido por Actinobacteria (1 — 2%) y Bacteroidetes (1 — 3%).

En la figura 3.5 se muestra la grafica de abundancias relativas a nivel de especie para las
comunidades bacterianas enddfitas analizadas. El término “otros” engloba a todas las especies
procariotas encontradas en una proporcion menor al 1%. Las etiquetas HSm, RSm, HCm y

RCm hacen referencia al promedio de las tres muestras, con un error estandar menor al 1%.

Como se puede observar, en las hojas, tanto en las poblaciones silvestres como en las
comerciales, la especie bacteriana mas abundante fue Candidatus Phytoplasma (“Sugarcane
phytoplasma”), al cual, por simplicidad, nos referiremos como fitoplasma. Sin embargo, en las
hojas de plantas silvestres su abundancia fue menor (57 — 87%) que en las comerciales (93 —
97%).

La segunda especie mas abundante en las hojas silvestres y comerciales fue Sphingomonas sp
(filum Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria). Su abundancia fue mayor en las hojas
silvestres (12 — 38%) que en las comerciales (3 — 6%). En la muestra HS1 se encontré una
tercera especie bacteriana con abundancia mayor al 1%, Pseudonocardia sp, (filum

Actinobacteria, clase Actinobacteria) con una abundancia del 8%; esta especie no se encontrd
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en las demas muestras de hojas (con un abundancia relativa mayor al 1%), incluyendo a las
hojas de la poblacién comercial.
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60% Rubrobacter sp.
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Rhizobiales sp.
40% Micromonosporaceae (familia)
Cryptosporangium aurantiacum
30% Luteibacter sp.
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Mucilaginibacter sp.
20% Pseudoxanthomonas sp.
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10% Pseudonocardia sp.
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Figura 3.5. Grafica de abundancias relativas al 3% de disimilitud (especie) para las
comunidades bacterianas. Solamente se incluyen las especies con un porcentaje mayor al
1%. Abreviaturas: HS hojas de poblaciones silvestres. RC raiz de poblaciones comerciales
de las plantas. RS raiz de poblaciones silvestres. La etiqueta “m” hace referencia al
promedio de las tres muestras.

En las raices de la poblacion silvestre, la especie Sphingomonas sp fue la especie bacteriana
con mayor abundancia (12 - 16%), seguido por Pseudonocarda sp (8 — 12%),
Actinomycetospora sp (filum Actinobacteria, clase Actinobacteria) con una abundancia del 4 —
9%, y la cuarta especie bacteriana mas abundante fue Rhizobium sp (filum Proteobacteria,
clase Alphaproteobacteria) con una abundancia del 7 — 9%.

En las raices de la poblacion comercial, Sphingomonas fue la especie bacteriana con mayor
abundancia (43 — 56%). Llama la atencion que esta especie fue la Unica que se identifico (con
un porcentaje mayor al 1%) en todas las muestras de V. planifolia. Esto apunta a que podria
tratarse de un enddfito ubicuo en la endosfera de las poblaciones de V. planifolia, siendo un
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componente esencial en la estructura de su comunidad bacteriana; aunque se requiere mas
investigacion para corroborar esta hipotesis. La segunda especie mas abundante en las raices
comerciales fue Rhizobium (31 — 34%), seguido por Luteibacter sp (filum Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria) con una abundancia del 2 — 3%. En la muestra RC1 se encontr6 la
especie Pseudoxanthomonas sp (filum Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria) en una

abundancia del 18%.
3.1.4. Andlisis de la estructura de las comunidades fungicas

En la figura 3.6 se presenta la grafica de abundancias relativas a nivel filum para las
comunidades fungicas. El filum mas abundante en todas las muestras fue Ascomycota con
proporciones variables: hojas silvestres (79 — 93%), raices silvestres (74 — 77%), hojas
comerciales (81 — 98%) y raices comerciales (88 — 97%). El segundo filum presente en las
muestras fue Basidiomycota, siendo mas abundante en las raices silvestres (26 — 23%)

comparado con los demas tejidos, siendo su abundancia del 2% al 11%.
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20%
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Figura 3.6. Gréafica de abundancias relativas al 20% de disimilitud (filum) para las
comunidades fungicas. Se presenta todos los fila identificados. Abreviaturas: HS hojas de
poblaciones silvestres. RC raiz de poblaciones comerciales de las plantas. RS raiz de
poblaciones silvestres.

49



CAPITULO IlI

En la figura 3.7 se presenta la grafica de abundancias relativas a nivel especie para las
comunidades fungicas. El término “otros” hace referencia a las especies que se identificaron
con una proporcién menor al 1%. De igual forma, las etiquetas HSm, RSm, HCm y RCm hacen

referencia al promedio de las tres muestras, con un error estandar menor al 1%.
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Figura 3.7. Gréfica de abundancias relativas al 3% de disimilitud (especie) para las comunidades
fingicas. Solamente se incluyen las especies con un porcentaje mayor al 1%. Abreviaturas: HS
hojas de poblaciones silvestres. RC raiz de poblaciones comerciales de las plantas. RS raiz de
poblaciones silvestres. La etiqueta “m” hace referencia al promedio de las tres muestras.

En las hojas silvestres, la especie mas abundante (muestras HS1 y HS3) fue Cladosporium
halotolerans (filum Ascomycota, clase Dothideomycetes) en una proporcion del 13 — 32%,
seguido por Gibberella intricans (filum Ascomycota, clase Sordariomycetes) con una
abundancia relativa de 8 — 9%. En contraposicion, en la muestra HS2 se observa que la

especie mas abundante fue Gibberella intricans (45%) seguido por C. halotolerans (13%).

Por otro lado, la especie fingica mas abundante en las hojas comerciales fue C. halotolerans

(96 — 98%), seguido por Epicoccum andropogonis (filum Ascomycota, clase Dothideomycetes)
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en una proporcion del 1 — 2%. Cabe resaltar que la especie C. halotolerans no fue encontrada
en ninguna de las muestras de raices (ni comerciales o silvestres), sugiriendo que esta especie

es ubicua en las hojas de V. planifolia y no esta presente en las raices.

En las raices silvestres, la especie mas abundante fue Hannaella kummingensis (filum
Basidiomycota, clase Tremellomycetes) en una proporcion del 22 — 28%. La segunda especie
mas abundante fue Epicoccum andropogonis (17 — 28%), la tercera especie con mayor

abundancia es un miembro de la clase Dothideomycetes (13 — 15%).

La especie mas abundante en las raices comerciales fue E. andropogonis (25 — 28%), especie
gue también se presento en las raices silvestres, pero no en las hojas; esto sugiere que se trata
de una especie ubicua en la endosfera de las raices de V. planifolia, aunque se requiere de
mas investigacion para validar esta premisa. La segunda especie mas abundante en las raices
comerciales fue Hannaella kunmingensis (18 — 20%). La tercera especie con mayor proporcion
fue Cladosporium oxysporum (filum Ascomycota, clase Dothideomycetes) en una proporcion de
14 al 16%. Cabe resaltar que Aspergillus niger (filum Ascomycota, clase Eurotiomycetes) se

encontré en todas las muestras con una abundancia relativa mayor al 1%.

3.2. ESTABLECIMIENTO DE UNA METODOLOGIA DE ACLIMATACION DE PLANTULAS
DE V. planifolia

3.2.1. Efecto de la ventilacién en el crecimiento y la multiplicacion de V. planifolia

Se probaron cuatro tratamientos para evaluar el efecto de la ventilacion y el volumen del
contenedor en el desarrollo de las plantulas de V. planifolia, asi como la tasa de produccion de
brotes. Los tratamientos fueron: frasco de 7 cm de alto con tapa de papel aluminio (sistema
cerrado, CC); frasco de 7 cm de alto con tapa ventilada por cintas de microporo (sistema
ventilado, CV); frasco de 20 cm de alto con tapa de papel aluminio (sistema cerrado, mayor
volumen, CajC); y finalmente un frasco de 20 cm de alto con tapa ventilada por cintas de

microporo (sistema ventilado, mayor volumen, CajV).

En la figura 3.8 se muestra el desarrollo de las plantulas a lo largo de los 90 dias de cultivo. En
la figura 3.8A se observa el crecimiento (altura en cm) de las plantulas de V. planifolia. La
presencia de un sistema ventilado, asi como también la disponibilidad de un mayor volumen

gue mejoro el desarrollo de las plantulas.
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Figura 3.8. Desarrollo de las plantulas in vitro de V. planifolia en los dias 0, 15, 30, 45, 60y 90. A)
Crecimiento de las plantulas en los diferentes tratamientos evaluados; B) Desarrollo de brotes
multiples en los diferentes tratamientos.

Al cabo de los 15 dias de incubacién, se observa un mejor crecimiento en los sistemas
ventilados, asi como en los frascos de mayor altura (20 cm). Esta tendencia se conservé hasta

52



CAPITULO IlI

el dia 90. Realizando un analisis de Tukey (p < 0.05) no se observa una diferencia significativa

entre los diferentes tratamientos evaluados.

Si embargo, la mayor diferencia se observa en el desarrollo morfoldgico de las plantulas (Figura
3.9) donde se puede apreciar la mejora que otorgan los sistemas ventilados. De manera
particular, los sistemas ventilados mostraron un mejor desarrollo en las raices de las plantulas

de V. planifolia, asi como un mayor vigor.

Contenedor de 7ecm  Contenedor de 7cm  Contenedor de 20 cm Contenedor de 20cm

cerrado ventilado cerrado ventilado
A B C D

15 s

dias )
F G H

30

dias
1cm
EE—

45
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Figura 3.9. Plantulas in vitro de V. planifolia a 15, 30, 45, 60 y 90 dias de crecimiento. Las
plantulas se desarrollaron en diversos tratamientos: en A, E, I, My Q en los frascos de 7
cm de alto cerrados; en B, F, J, Ny R en frascos de 7 cm de alto ventilados; en C, G, K, O
y S en frascos de 20 cm de alto cerrados; y D, H, L, Py T en frascos de 20 cm de alto
ventilados.
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De todos los tratamientos evaluados, el mejor para el desarrollo de plantulas de V. planifolia fue
el frasco de 20 cm de alto, con el sistema de ventilacion por microporos, que permitié no sélo el
crecimiento del explante, sino también propicié el desarrollo de raices, asi como un mayor

namero de hojas.
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Figura 3.10. Brotes mdltiples de plantulas in vitro de V. planifolia a 15, 30, 45, 60 y 90
dias de crecimiento. Las plantulas se desarrollaron en diversos tratamientos: en A, E, |,
My Q en los frascos de 7 cm de alto cerrados; en B, F, J, Ny R en frascos de 7 cm de
alto ventilados; en C, G, K, O y S en frascos de 20 cm de alto cerrados; y D, H, L, Py T
en frascos de 20 cm de alto ventilados.
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La ventilacion propicio el desarrollo de una mayor cantidad de brotes, aunque muchos de estos
presentaban zonas necréticas en las bases de los explantes (Figura 3.10). Al cabo de los 45
dias, entre los brotes se gener6 una masa callogénica, de una coloracion amarillenta, poco

friable y de consistencia fibrosa.

Los callos se presentaron, en una mayor cantidad, en los sistemas ventilados. Los sistemas sin
ventilacion (cerrados) favorecieron el crecimiento de los brotes, mismos que estaban

diferenciados y sin la presencia de callos entre ellos (Figura 3.10).

Un analisis estadistico con la prueba de Tukey (p < 0.05) indicé una diferencia significativa en
los frascos de 20 cm con el sistema ventilado de microporo, como el mejor sistema para la
multiplicacién de V. planifolia. Sin embargo, este tratamiento propicié el desarrollo de callo v,

por lo tanto, puede verse dificultado el proceso de resiembra de brotes.

En conclusion, se ha probado que realizar la multiplicaciéon y el crecimiento en el sistema de
ventilacién (y con un mayor volumen del contenedor) es benéfico para el crecimiento y la

proliferacion de brotes mdltiples de V. planifolia.
3.2.2. Aclimatacion de plantulas de V. planifolia
3.2.2.1. Pre-adaptacion in vitro de plantulas de V. planifolia

Para la realizacion del proceso de pre-aclimatacion de plantulas, se redujo la concentracion de
las sales del medio de cultivo MS (al 50 %), asi como también la concentracion de sacarosa en
un 80 % (6 g/L), ademads, se implementd un sistema de ventilacion, consistiendo en agujeros
(de 2 cm de didmetro) en la parte superior de las tapas de plastico, sellados con tiras de papel

adhesivo milipore a modo de filtro.

En el primer lote se obtuvo un porcentaje de contaminacion del 28%, y las plantulas alcanzaron
alturas promedio de 22.2 + 3 cm al cumplir los 90 dias de incubacion. Estas presentaban un
mejor vigor que lo obtenido en sistemas sin ventilacion, ademas de un mejor desarrollo en las
hojas. El tallo mostr6 una mejora sustancial con el sistema de ventilacion, viéndose mas

resistente, por otro lado, las raices muestran un incremento sustancial en su tamafio.

Las plantulas del segundo lote mostraron una mejora en el porcentaje de contaminacion,
siendo del 23 %, las plantulas alcanzaron un tamafio promedio de 25.3 £ 2.5 cm al cumplir los

90 dias de incubacién (Figura 3.11). Se obtuvieron resultados similares en cuanto a la calidad
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de las plantulas en el segundo lote, comparado con el primer lote de prueba. Se observd una
mejora sustancial en el tamafio y en la calidad de los 6érganos vegetales. Las hojas mostraron
una mejor coloracion, asi como un mayor tamafo. El tallo se mostré6 mas resistente y firme del
mismo modo que las raices. En algunas plantulas, se observé el desarrollo de nuevos brotes,

provenientes de las yemas axilares.

Figura 3.11. Fotografia de las plantulas tras 5 meses en pre-adaptacion in vitro.

3.2.2.2. Aclimatacion de plantulas pre-adaptadas in vitro

El proceso de aclimatacion se llevo a cabo en dos lotes, al igual que con la pre-adapacion in
vitro. El primer lote (consistié en 2 plantas) funcionaba a modo de prueba piloto, mientras que el
segundo lote (con 6 plantas) es la estandarizacion del proceso de aclimatacion.

En la prueba piloto (primer lote; figura 3.12) se observé un desarrollo temprano de la yema
apical al momento de comenzar la aclimatacion, creciendo a razén de 1 cm por semana. Sin
embargo, este proceso se estancé al término del primer mes, donde dejé de haber respuesta
por parte de la yema apical. Esto se puede atribuir a la falta de luz solar, siendo deficiente para

inducir la respuesta del meristemo apical y continuar con el crecimiento de la planta.

Tras 4 meses en aclimatacion, las plantas no mostraron grandes avances en su crecimiento, y

se observaba un aspecto deshidratado al momento de realizar los cortes en las bolsas de
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plastico. La deshidratacion se debe a la carencia de ceras y de un sistema de transpiracion
adecuado por parte de las plantas. Aun con ello, las plantas permanecieron en un estado inerte
sin la presencia de tejido necrotico, salvo por una raiz que presentaba pudricién, el resto de la

planta se mostraba con un aspecto relativamente sano, aunque sin crecimiento apical.

Figura 3.12. Fotografias de plantulas de V. planifolia en aclimatacion (60 dias)
provenientes del primer lote de pre-adaptacién in vitro. Prueba piloto, la altura de
ambas plantas fue de 17 cm posterior a su deshidratacion.

Con estos resultados en mente, se procedié a realizar un segundo lote de plantas pre-
adaptadas bajo condiciones de invernadero. El lote consisti6 en 6 plantas provenientes de la

pre-adaptacion in vitro con 6 meses de incubacion (Figura 3.13).

Una mayor intensidad de luz solar permitié el correcto desarrollo de este segundo lote. Al cabo
de 15 dias, las plantas comenzaron a crecer, especificamente en la yema apical, donde se
observo el desarrollo de una nueva hoja, ademas, de la elongacion de las raices y la formacién

de nuevas. Las plantas en este estadio crecieron a un ritmo de 1.27 cm semanalmente

57



CAPITULO IlI

(duplicando a las plantas del primer lote en cuanto a tiempo requerido), la altura de las 6
plantas al inicio de la aclimatacion fue de 25.3 £ 2.5 cm, y al cabo de 120 dias en aclimatacion
su altura fue de 40.6 £ 7.71 cm. En general, se muestran con un mayor vigor, no presentan
necrosis, clorosis o deshidratacién y con un meristemo apical respondiendo al cambio de las

condiciones.

A) B)

Figura 3.13. Fotografias de plantulas de V. planifolia en aclimatacién provenientes del
segundo lote de pre-adaptacion in vitro. A) 90 dias de aclimatacion; B) 120 dias de
aclimatacion.
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CAPITULO IV

DISCUSION GENERAL

4.1. ANALISIS COMPARATIVO DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS ENDOFITAS EN
POBLACIONES SILVESTRES Y COMERCIALES DE V. planifolia

4.1.1. Extraccién del ADN metagendmico de V. planifolia

La metodologia CTAB (Edwards et al.,, 2002) fue efectiva en la extraccibn del ADN
metagendmico en las hojas y raices, tanto de las plantas silvestres como de las comerciales. El
ADN extraido present6 muy poca degradacion a juzgar por el gel de electroforesis (Figuras 3.1
y 3.2).

En el ADN extraido de las muestras de las poblaciones silvestres se detectdé contaminacion
fendlica, principalmente en la raiz. Esto seguramente se debio al alto contenido de compuestos
fendlicos que suelen estar presentes en las raices de las plantas (lannucci et al., 2013). Esta
contaminacion se aprecia al contrastar la relacion 260/230 de las raices silvestres con el de las
comerciales o con el ADN extraido de las hojas que idealmente debe ser 1.8 a 2 y en este caso
fuede 1l.6a1.7.

Una tendencia similar se observdé en el ADN extraido de las muestras de la poblacion
comercial, donde las raices mostraron contaminacion por compuestos fenélicos. Ademas, en el
ADN extraido de los tejidos de la poblacién comercial se observé contaminacion por ARN
(Figura 3.2).

En cuanto al ADN extraido de las hojas, este no mostré6 contaminacién por azlcares o
compuestos fendlicos, como se observa en la relacién 260/280 y 260/230 con valores de 1.8 a

2 en ambos casos.

La profundidad de secuenciacion puede afectar de forma critica los andlisis informéticos
posteriores. Sin embargo, los estudios de metabarcoding que buscan determinar la
composicion de comunidades microbianas requieren de una relativa menor profundidad de
secuenciacion comparada con otros estudios (como la identificacion de genes especificos en
una muestra ambiental). Algunos autores recomiendan una profundidad de secuenciacion
minima de 2K (dos mil secuencias) hasta 10K (Gweon et al., 2019; Fumagalli, 2013). En este

trabajo, las profundades de secuenciacion fueron de 20K para los amplicones 16S y 10K para
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los amplicones ITS2, ya que era predecible que la mayoria de las secuencias del gen 16S
mitocondrial provinieran de las células de la planta (Fonseca, 2018). Con base en los
resultados, la profundidad de la secuenciacion fue adecuada para identificar los

microorganismos de la endosfera.

Una de las principales problematicas en los estudios de la microbiota en plantas es la presencia
de cloroplastos, mitocondrias y los propios ITS de la planta de estudio. La homologia entre el
gen 16S, el ADN de los cloroplastos y el ADN mitocondrial es uno de los principales desafios al
momento de procesar las muestras y realizar los andlisis taxondmicos (Beckers et al., 2016).
En diversos estudios se reportan entre 90 a 95% de contaminacion de secuencias 16S de
cloroplastos y mitocondrias, ademas de 90% de contaminacion por las secuencias ITS de la
misma planta (Pawar et al., 2018; Souza et al., 2016; Gottel et al., 2011). Porcentajes similares
de contaminacién por cloroplastos, mitocondrias e ITS se encontraron en este trabajo, sin
embargo, estas no impidieron la realizacion de los analisis taxonbmicos como se describira en

la siguiente seccion.
4.1.2. Rarefaccién e indices ecolégicos

Las curvas de rarefaccion para las muestras de los amplicones de 16S e ITS2 se muestran en
la figura 3.3. Cabe recordar que las curvas de rarefaccion y el célculo de los indices ecoldgicos
fueron hechos después de haber descartado las secuencias clasificadas como cloroplastos,
mitocondrias o ITS de V. planifolia; las cuales constituyeron mas del 90% de las secuencias

limpias en todas las muestras (Tabla 3.2 y 3.3).

En la figura 3.3 se observa como las raices silvestres son las que tienen una mayor cantidad de
especies comparadas con todas las otras muestras. Este resultado es de esperarse, pues se
sabe que en un ambiente natural, las plantas tienden a tener una microbiota relativamente
compleja comparada con aquellas que crecen en condiciones controladas (Jaramillo et al.,

2016), ya que las necesidades y su entorno suelen ser mas cambiantes en el entorno natural.

En contraposicion se encontraron las poblaciones comerciales, que en general, muestran una
menor cantidad de OTUs. Esto seguramente se debe al ambiente controlado en el cual
crecieron, con posibles aplicaciones de fertilizantes quimico, especialmente fertilizantes
nitrogenados. Diversos reportes afirman que la aplicacion de fertilizantes inorgéanicos disminuye
la riqueza de las especies tanto en el suelo como en la planta (Zhao et al., 2020; Pagé et al.,
2019; Ai et al., 2015).

60



CAPITULO IV
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Figura 4.1. Graficas de cajas con bigotes del indice de Shannon (H') para los amplicones 16S
(bacterias) e ITS2 (hongos). Abreviaturas: HC hoja comercial, HS hoja silvestre, RC raiz
comercial, RS raiz silvestre.

De acuerdo con el indice de Shannon (Figura 4.1), las raices silvestres son las que tuvieron
una diversidad significativamente mayor (4.9 + 0.5 para los amplicones 16S y 4.6 + 0.1 para los
amplicones ITS2). Se sabe que la composicion de las comunidades enddfitas esta fuertemente
influenciada por el tejido en donde estan los microorganismos (Hardoim et al., 2008). Wang y
colaboradores (2020) estudiando la endosfera de poblaciones silvestres de Paris polyphylla,
observaron una remarcablemente mayor riqueza en las raices, comparadas con las hojas.
Resultados similares obtuvo Zheng y Gong (2019) en Cycas panzhihuaensis, donde la

diversidad de la microbiota enddfita varié de acuerdo con el tejido.

Hay estudios que apuntan a la compartimentalizacion del hospedero como un factor que
determina la composicién de las comunidades endéfitas (Trivedi et al., 2020). El proceso de
colonizacién y formacién de comunidades en la endosfera es complejo, rodeado por numerosos
factores bidticos y abibticos, como el sistema inmune del hospedero y su respuesta a la
colonizacion, las limitaciones del espacio intercelular, la disponibilidad de nutrientes y la
heterogeneidad de la temperatura y humedad, que pueden definir la composicion de la

microbiota en una planta (Zheng y Gong, 2019; Huang et al., 2018).

Hay varios estudios en los que se sugiere que el contraste entre la gran diversidad del suelo y
la relativamente baja diversidad que hay en los tejidos de la planta, indica que solo un limitado
ndamero de microorganismos pueden vivir en la endosfera (Xiong et al., 2016; Mapula et al.,

2015). Esta presion selectiva se hace evidente al notar la poca riqueza tanto de bacterias (que
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en nuestro caso estuvo entre 6 y 142 OTUs a nivel de especie) como de hongos (entre 7 y 90
OTUs) sin importar que fueran de poblaciones silvestres o comerciales, en contraste con los
miles de especies que normalmente se reportan en el suelo (Mwakilili et al.,, 2021,
Zarraonaindia et al., 2015; Lakshmanan et al., 2014).

Es de esperar que las raices sean érganos con la capacidad de poseer una mayor cantidad de
microorganismos enddfitos, en parte porque normalmente se desarrollan en contacto constante
con el suelo, el cual es una fuente vasta de microorganismos (Jaramillo et al., 2019; Bulgarelli
et al., 2012). Sin embargo esto se observa también en las raices aéreas, que si bien, no estan
en contacto directo con el suelo, presentan una mayor diversidad y rigueza de especies

comparadas con las hojas (Butani et al., 2021).

Chomicki y colaboradores (2014) argumentan que la baja colonizacidon microbiana en las hojas,
comparada con las raices aéreas de plantas epifitas, puede deberse a la presencia de barreras
estructurales en las hojas, las cuales limitan el alcance de la internalizaciébn y posterior
colonizacién de las hojas. Se sabe que la presencia del velamen, el cual es un tejido esponjoso
higroscopico presente en las raices aéreas puede ser el responsable de la alta carga
microbiana en las raices (Johnson et al., 2020; Tsakelova et al., 2007). Este factor, sumado a
los exudados de las raices, que actian como fuente de nutrientes para los microorganismos
(Butani et al., 2021), explican la mayor diversidad y riqueza de especies presentes en las raices

aéreas comparada con las hojas.

En la figura 4.2, se muestra una grafica de analisis de componentes principales (PCA por sus
siglas en inglés) donde se observan las correlaciones y varianzas entre los 6rganos y las

poblaciones comerciales y silvestres.

Analizando las muestras de amplicones 16S (Figura 4.2A) se observa como las muestras de
las hojas comerciales y las hojas silvestres estan altamente correlacionadas y poseen poca
variabilidad, contrastado con las raices, que si bien muestran cierta correlacion, la variabilidad
entre las raices comerciales y las silvestres es mayor. Lo que demuestra que las hojas tienden
a una microbiota mas uniforme y similar, mientras que las raices muestran una mayor

heterogeneidad, misma que se pudieron observar en los analisis previos.

Un comportamiento totalmente diferente se observa en las muestras de amplicones ITS (Figura
4.2B) donde las muestras presentan una mayor heterogeneidad. Las hojas (silvestres y

comerciales) muestran cierta correlacion, pero son variables entre si, de forma paralela, las
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raices (silvestres y comerciales) estan correlacionadas pero son variables. Por lo que podemos
concluir que en los amplicones ITS, las muestras tienen un grado de correlacion menor,

incluyendo las hojas, que en el caso de los amplicones 16S, mostraban poca variabilidad.

A) Amplicones 163

Axis 2 (39.08%)
B HC
CA W HS
® RC
B RS

0 O

(@)

Axis 1 (58.64%)
B) Amplicones ITS2

Axis 2 (7.534%)
‘ CPY B HC
® W HS
RC
M RS

, ha© Axis 1 (85.00%)

Figura 4.2. Grafica de andlisis de componentes principales (PCA por sus siglas
en inglés) para las poblaciones silvestres y comerciales de V. planifolia. A)
amplicones 16S (bacterias); B) amplicones ITS2 (hongos).

4.1.3. Andlisis de la estructura de las comunidades bacterianas

En la figura 4.3 se muestra la comparacion de las abundancias relativas entre las muestras a
nivel de filum para las comunidades procariotas, en los tejidos de hojas y raiz de la poblacion
silvestre y de la comercial. Las graficas representan el promedio de las tres muestras y en

todos los casos el error estandar fue menor al 1%.
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Poblacioén silvestre Poblacion comercial

[l Tenericutes

M Proteobacteria

I Actinobacteria

I Bacteroidetes
Acidobacteria
Cyanobacteria

M Planctomycetes

@ Verrucomicrobia

I Chloroflexi

Il Deinococcus

M Firmicutes

Il Gemmatimonadetes

M Archaea

Raices

‘ Raices

Figura 4.3. Comparacion entre las abundancias relativas al nivel filum de las comunidades
bacterianas, para las poblaciones silvestres y comerciales de V. planifolia en los tejidos de hojas
y raices. Cada grafica de pastel es el promedio de las tres muestras evaluadas con un error
estandar menor al 1%.

Llama la atencién que Unicamente en la muestra RS3 (raiz silvestre) se encontrd la presencia
del dominio Archaea. La clasificacion taxonémica muestra que se trata de una Archaea del
género Methanobrevibacter. Este género, conformado por especies anaerobias obligadas
productoras de metano, se encuentra presente en la mayoria de los intestinos de termitas
(Skillman et al., 2006; Dighe et al., 2004). Probablemente la presencia de esta arquea (0.38 %)
en la muestra de raiz silvestre puede atribuirse a una contaminacion debida a la presencia de
insectos que habitaban el area circundante a las plantas de V. planifolia, aunque también se
han reportado arqueas como enddfitas, por ejemplo en Oryza longistaminata y O. sativa (Peng
et al.,, 2021; Sun et al., 2008), en Beta vulgaris (Shi et al., 2015), e incluso en Zea mays
(Cheltus y Triplett, 2001), por lo que se requerirdn trabajos posteriores para investigar la

presencia de arqueas como enddfitos de V. planifolia.

Como se puede observar en la figura 4.3, el filum bacteriano mas abundante en las hojas (tanto
en las de las plantas silvestres como en el de las comerciales) fue Tenericutes (88 — 91% en
las hojas silvestres y 93 — 96% en las comerciales). El filum Tenericutes esta conformado por
bacterias que carecen de una pared celular, son parasitos obligados o comensales de
humanos, animales domésticos, plantas e insectos (Wang et al., 2020). Dentro de este filum se
encuentran los Phytoplasma, Mycoplasma y Acholeplasma. El filum Tenericutes solo se

encontrd en las hojas, siendo completamente ausente en las raices, tanto en las comerciales
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como en las silvestres. Majumdar et al (2021) report6 la presencia del filum Tenericutes en los
granos de maiz (Zea mays L.), de modo que se puede hipotetizar una transferencia vertical del
enddfito, pasando de generacién en generacion.

En las raices, Proteobacteria fue el filum mas abundante (3 — 36% en raices silvestres y 92 —
96% en las raices comerciales). Resultados similares encontraron Souza y colaboradores
(2016) al estudiar la endosfera en las raices de cafia de azucar, donde el filum Proteobacteria
era el mas abundante seguido por Bacteroidetes. EI mismo patron se encontré al estudiar la
endosfera en las raices de Opuntia robusta, donde Proteobacteria se mostraba como el filum
con mayor abundancia (Garcia et al., 2016). Los resultados de este trabajo apoyan que este es
un patron en la estructura de la comunidad bacteriana endéfita de las raices en general, sin

importar si son aéreas o subterraneas.

En la tabla 4.1, se resumen las especies bacterianas con mayor abundancia relativa de la
microbiota endéfita de V. planifolia, y en la figura 4.4 se muestra la comparacion de las
abundancias relativas entre las muestras a nivel de especie para las comunidades bacterianas,
en los tejidos de hojas y raiz de la poblacion silvestre y de la comercial. Las graficas
representan el promedio de las tres muestras, el término “otros” engloba a todas las especies

con una abundancia menor al 5%.

Poblacién silvestre Poblaciéon comercial

[l Candidatus Phytoplasma
B Sphingomonas sp.
Rhizobium sp.
Pseudonocardia sp.
B Actinomycetospora sp.
B Pseudoxanthomonas sp.
B Mucilaginibacter sp.
[l Thermoleophilia (clase)
B Luteibacter sp.
Otros

Hojas

B
b

Raices

Raices

Figura 4.4. Comparacion entre las abundancias relativas al nivel especie de las
comunidades bacterianas, para las poblaciones silvestres y comerciales de V. planifolia en
los tejidos de hojas y raices. Cada gréafica de pastel es el promedio de las tres muestras
evaluadas con un error estdndar menor al 1%. El término “otros” engloba a todas las
especies con una abundancia menor al 5%.
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Tabla 4.1. Resumen de las 10 especies bacterianas con mayor abundancia
relativa encontradas en
porcentajes reflejan el promedio de las tres muestras. Abreviaturas: (=) no

la microbiota enddfita de V. planifolia. Los

identificado
. Silvestres | Comerciales . :
Especie : = : — Observaciones Referencia
Hoja | Raiz | Hoja | Raiz
. Patégeno obligado. Soufiy
ndidat .
gs gd;:;a 71% — 95% — Especie encontrada Komor,
ytop solo en hojas. 2010
Produccién de
auxinas. Tsavkelova
Sphingomonas sp. 20% | 14% | 4% | 51% | Especie encontrada
et al., 2007
en todas las
muestras.
Fijacion de nitrogeno.
. . Mehnaz et
Rhizobium sp. - 8% - 37% | Especie encontrada
. al., 2006
solo en raices.
Produccién de
. antimicrobianos. Cafaro et
Pseudonocardia sp. - 9% - - )
P ° Especie encontrada al., 2006
solo en raiz silvestre.
Produccién de
Actinomycetospora citotoxicos. Fu et al.,
ycetosp % | - | 1% !
sp. Especie encontrada 2015
solo en raiz.
P nthomon E ie encon
seudoxanthomonas | 1% B 6% specie e, contrada 3
sp. solo en raiz.
o Especie encontrada
Mucilaginibacter sp. - 6% - — P . -
solo en raiz silvestre.
Thermoleophilia Clase encontrada
P 6% | 2% | — | - . -
(clase) solo en silvestres.
. Especie encontrada
Luteibacter sp. - 5% — 2% P . -
solo en raiz.
Cryptosporangium 4% Especie encontrada
aurantiacum 0 solo en raiz silvestre.

A nivel de especie, llama la atencion la presencia de fitoplasma en las hojas, tanto silvestres
(57 — 87%) como en las comerciales (93 — 97%). Los fitoplasmas normalmente se reportan
como bacterias patdgenas de plantas, pertenecientes al filum Tenericutes. Son considerados
formas intermedias entre los virus y las bacterias, son parasitos obligados del floema de las

plantas, carentes de pared celular, con un diametro menor a un micrémetro, poseen un genoma
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muy pequefio (entre 1350 — 530 kb) y suelen ser transmitidos por insectos vectores, a menudo
de la familia Cicaldellidae (Vazquez et al., 2011; Nishigawa et al., 2003). Ademds, estan
pobremente caracterizados ya que son incultivables en medios de cultivo y son dificiles de
aislar, por lo que la mayoria de sus estudios se basan en métodos moleculares (Bertaccini y
Duduk, 2009).

Los fitoplasmas son patégenos de cultivos de importancia comercial incluyendo el cocotero
(Cocos nucifera) (Vazquez et al., 2011) y la cafia de azUcar (Saccharum officinarum) (Soufi y
Komor, 2014), aunque también se han detectado en Carica papaya (Lebsky et al., 2010),
Lycopersicon esculentum (Tapia et al., 2012), y en Vitis vinifera (Bulgari et al., 2014) entre otras
especies. Los fitoplasmas pueden causar una variedad de sintomas que van desde
amarillamiento de la planta hasta la muerte. Contaldo et al. (2008), encontraron fitoplasmas en

hojas de la orquidea Sarcochilus hartmanii, misma que presentaba virescencia.

Sin embargo, los fitoplasmas son especies poco referenciadas en orquideas. Todas las plantas
de V. planifolia que se tomaron para el presente trabajo tenian un aspecto sano, por lo que en
este caso, la presencia de fitoplasmas no parece estar relacionada con alguna enfermedad.
Aun con ello, un futuro estudio es la utilizacion de cebadores o primers especificos para

fitoplasma y corroborar que, efectivamente, esté presente en las hojas de V. planifolia.

Respecto a los lugares donde se tomaron las muestras de V. planifolia, se ha reportado la
presencia de fitoplasma en el estado de Yucatan, principalmente en las plantaciones de
cocotero (Maust et al., 2003). Vazquez y colaboradores (2011) detectaron la presencia del
grupo de fitoplasmas 16SrlV en las palmas Sabal mexicana y Pseudophoenix sargentii,
localizadas en la ciudad de Mérida y en los municipios de Chicxulub Puerto y Ticul. Por otro
lado, también se ha detectado fitoplasma en plantaciones de tomate (Lycopersicon esculentum)
gue presentaban amarillamiento en sus hojas y enanismo, en los municipios de Tekax, Tizimin
y Oxkutzcab (Tapia et al., 2012). Interesante es el hallazgo de fitoplasma en Carica papaya
provenientes de Yucatan y Veracruz (Lebsky et al., 2010) los mismos estados de donde

provienen las plantas de V. planifolia utilizadas para este trabajo.

Y respecto al estado de Veracruz, de donde provienen las muestras de V. planifolia comercial,
se ha reportado la presencia de fitoplasma en cultivos de maiz (Mendoza et al., 2010), mismos
gue no presentaban sintomas de amarillamiento, y en hierbas silvestres (Pennisetum spp.) que

si presentaban sintomas de la infeccion por fitoplasma (Lopez et al., 2017). Estos estudios
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demuestran la presencia de fitoplasma en las zonas tropicales y subtropicales de México
(especialmente en los estados de Veracruz y Yucatan), siendo un acervo para la proliferacion
de este género, por lo cual, su presencia en las muestras de V. planifolia puede deberse a
infecciones por un insecto vector del fitoplasma. Aunque otra posibilidad es que en Vanilla, el
fitoplasma sea un simbionte normal, que ha coevolucionado con la planta. Es necesario realizar

mas investigaciones para aclarar esto.

Las muestras (tanto de la poblacién silvestre como de la comercial) de V. planifolia no
mostraban sintomas por la infeccién de fitoplasma, y es que no todas las especies de plantas
infectadas con fitoplasma presentan sintomas de enfermedad (Bertaccini et al., 2005). Por
ejemplo: en cafias de azUcar (Saccharum officinarum) en plantaciones de Hawaii (Soufi et al.,
2014), en tabaco (Nicotiana tabacum) (Kaminska et al., 2010), en plantaciones de Vitis vinifera
(Bulgari et al., 2014) y en maiz (Mendoza et al., 2010) no se presentaron sintomas a pesar de

gue habia fitoplasmas en sus tejidos.

De acuerdo con Soufi y colaboradores (2014), que una planta sea asintomética se puede
atribuir a diversos factores: bajas concentraciones del patégeno, cultivares con resistencia a la

infeccion por fitoplasma, o un ambiente sin estrés biético o abidtico.

En lo que respecta a las plantas de V. palnifolia de este trabajo, el fitoplasma se encontraba en
gran abundancia en las hojas (mayor al 90%) en ambas poblaciones. La presencia de
fitoplasma quizas se pueda deber a que las plantas recolectadas se estén recuperando de la
infeccion por el patégeno (aunque no se encontrd signos de amarillamiento en los tejidos); o
quizas V. planifolia sea un hospedero de fitoplasma, donde no causa un dafio aparente y sirve
como fuente de inoculo del patdgeno o como hospedero de supervivencia, esta Ultima hipétesis
toma aun mas fuerza debido a la ausencia de sintomas de infeccién por fitoplasma en las
plantas, ademas, asi se explicaria su presencia en ambas poblaciones (la silvestre proveniente
de Yucatan y la comercial de Veracruz). De igual forma, la composicién de la microbiota es otro
factor que considerar en la infeccion por un patdégeno, idea que se desarrollard mejor en los
siguientes parrafos. Aun asi, se requiere realizar estudios mas precisos para entender las

relaciones bioldgicas entre el fitoplasmay V. planifolia.

La salud de la planta est4 fuertemente influenciada por las intimas interacciones con su

microbiota y las relaciones de esta con posibles patdégenos. La presencia de un patdégeno en
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una planta produce cambios en la microbiota de esta, generalmente, un decrecimiento en la

diversidad bacteriana (Trivedi et al., 2016).

Los patdégenos obligados (como el fitoplasma) reestructuran las comunidades microbianas
(Trivedi et al., 2012). En respuesta a estos cambios, muchos microorganismos pueden ser
desplazadas por otros que puedan tolerar y/o adaptarse a las condiciones de estrés e
interactuar cercanamente con el patdégeno. Cambios en la microbiota inducidos por la infeccion
del fitoplasma son reportados por Trivedi y colaboradores (2010) que observaron una reduccion
significativa en la presencia de Proteobacterias en las raices de citricos infectados con
fitoplasma y un incremento de bacterias del género Sphingobacterium en la microbiota de
citricos infectados con fitoplasma. Un resultado similar reporta Bulgari et al (2011) al estudiar la

microbiota enddfita de Vitis vinifera infectada por fitoplasma.

En Cocos nucifera con sintomas de infeccion por fitoplasma se encontraron los géneros
Arthrininum, Chaetomiun, Phialemonium, Fusarium, Klebsiella y Candida (Morales et al., 2017).
Mientras que en el floema de Ulmus leavis infectado con fitoplasma, se observaron alteraciones
y fluctuaciones en la comunidad enddfita a lo largo de los érganos. Se identificaron las especies
Curtobacterium, Sphingomonas, Staphylococcus, Pseudomonas y Bacillus. Investigaciones
llevadas a cabo por Bulgari y colaboradores (2012) en Malus domestica compararon las
bacterias enddfitas presentes en las raices en plantas sanas e infectadas por fitoplasma. La
clase Actinobacteria solo estuvo presente en las raices infectadas, mientras que
Alphaproteobacteria fue la clase dominante en la microbiota infectada por fitoplasma. Ademas,
concluyen que la diversidad bacteriana en las raices sanas es mayor que en las infectadas,

demostrando que el fitoplasma modifica la composicion de la comunidad bacteriana enddfita.

La microbiota y el hospedero interactian de manera que afecta la salud del holobionte,
incluyendo la resistencia a enfermedades (Trivedi et al., 2016; Sagaram et al., 2009). Las
enfermedades fitoplasmaticas no son curables y el manejo de la infeccion esta basado en el
control de insectos vectores o en la remocion de los cultivos o0 maleza infectada. La busqueda
de nuevas alternativas para tratar esta infeccion ha llevado a probar si el uso de

microorganismos endofitos podria representar una estrategia viable contra los fitoplasmas.

Se han aislado cepas del hongo Epicoccum nigrum en la endosfera de Malus domestica y se
ha probado su efectividad como agente de biocontrol en Catharanthus roseus infectada con

fitoplasma (Musetti et al., 2011), los resultados demostraron una reduccion en la gravedad de

69



CAPITULO IV

los sintomas y una baja presencia de fitoplasma en los tejidos de C. roseus inoculados con E.
nigrum. Este hallazgo es de gran relevancia, pues en las muestras evaluadas en este trabajo,
el hongo con mayor presencia en las raices de V. planifolia (tanto en las poblaciones silvestres
como en las comerciales) fue Epicoccum andropogonis (28 — 18%), cuya presencia podria
influir en la ausencia de fitoplasma en las raices, aunque se requiere de diferentes estudios de

aislamiento y pruebas in planta para corroborar esta hipotesis.

La especie Sphingomonas sp (filum Proteobacteria, clase Alphaproteobacteria) se identificd
tanto en las hojas de plantas silvestres como comerciales. Sin embargo, su abundancia fue
mayor en las silvestres (13 — 38%) que en las comerciales (3 — 6%). Sphingomonas sp ademas
fue también la especie mas abundante en las raices comerciales (41 — 53%) y en las raices
silvestres, aunque en estas Ultimas tuvo una menor abundancia (12 — 16%). Llama la atencion
gue esta especie fue la Unica que se identificé (con un porcentaje mayor al 1%) en todas las
muestras de V. planifolia. Esto apunta a que podria tratarse de una bacteria enddfita y ubicua
en la endosfera de las poblaciones de V. planifolia, siendo un componente esencial en la
estructura de su comunidad bacteriana. Aunque se requerira mas investigacion para corroborar

esto, es una hipotesis sustentada en los resultados obtenidos.

El género Sphingomonas esta conformado por bacterias Gram negativas, quimioheterétrofas y
estrictamente aerobias. Su presencia se ha reportado en los sistemas radiculares de algunas
orquideas, como Dendrobium, o Lophiaris (Enya et al., 2007; Adnika et al., 2001), donde se ha
visto que inducen elongacién debido a la produccién de auxinas (Tsavkelova et al., 2007), y se
ha usado como agente de biocontrol contra Pseudomona syringae en Arabidopsis thaliana
(Innerebner et al., 2011). Esto sugiere que sea una especie con efectos positivos en las plantas
de V. planifolia y que no se ha perdido en el paso de las especies silvestres a las comerciales.
Aunque se debe corroborar que las especies de Sphingomonas sean las mismas en las plantas
silvestres que en las comerciales. Este resultado sugiere que Sphingomonas es una especie

perteneciente a la microbiota core de V. planifolia.

En las raices, la segunda especie mas abundante fue Pseudonocardia sp (filum Actinobacteria,
clase Actinobacteria). En las raices de poblaciones silvestres estuvo en una proporcion de 8 —
12%, y en cambio en las raices de las comerciales se identificd con un porcentaje menor al 1%.
Pseudonocardia, es un género de bacterias Gram positivas aerdbicas. Diversos estudios han
reportado la presencia de Pseudonocardia en la endosfera de raiz en Lobelia clavata (Chen et

al., 2009), en Oroxylum indicum (Gu et al., 2006) y en Artemisia annua, donde se han ligado
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con la estimulacion del sistema inmune de la planta (Li et al., 2012). Cafaro y colaboradores
(2006) observaron una asociacion simbidtica entre hormigas y bacterias del género
Pseudonocardia, que sugiere que estas Ultimas ofrecen proteccion contra hongos patégenos.
Estos resultados apuntan a que, posiblemente, Psedunocardia tenga un efecto positivo en el
sistema de defensa de las plantas de V. planifolia, ya sea estimulando su sistema inmune o
bien confiriendo una posible resistencia ante la infeccibn de hongos patdégenos. También
parece ser que las condiciones de cultivo disminuyen drasticamente su poblacién, quizas esto
ocurra en las poblaciones comerciales, de modo que se disminuye el valor de adecuacién que

ofrece Pseudonocardia.

Actinomycetospora sp (filum Actinobacteria, clase Actinobacteria) es la tercera especie mas
abundante en las raices silvestres, con una proporcién de 4 — 9%. De igual forma, se identificd
en las hojas silvestres (8%) pero no en las comerciales. Actinomycetospora es una bacteria
Gram positiva, aerobica (Yamamura et al., 2011) que ha sido aislada en raices de la orquidea
silvestre Podochilus microphyllus, de igual forma, se ha reportado su presencia en el suelo de
los bosques tropicales hiumedos en el norte de Tailandia y Japén (Zhang et al., 2015;
Yamamura et al., 2011; Jiang et al., 2008). La presencia de esta especie en las poblaciones
silvestres de V. planifolia cobra especial sentido, debido al ambiente tropical humedo en los que
crecia esta poblacion. Fu y MacMilan (2015) aislaron Actinomycetospora chlora en muestras
marinas. Esta especie es capaz de producir Tiasporina A, un compuesto citotdxico que ha sido
probado contra células cancerigenas en los pulmones, siendo una droga prometedora.
Ademas, Wu y colaboradores (2019) reportan un efecto negativo en el desarrollo de Magnolia

officinalis por la presencia de una especie del género Actinomycetospora.

El género Rhizobium (filum Proteobacteria, clase Alphaprotebacteria) fue identificado en
muestras de raices, tanto comerciales como silvestres. Aunque se encontrd en mayor
proporcion en las poblaciones comerciales (31 — 34%) que en las silvestres (7 — 9%). Las
bacterias del género Rhizobium son bien conocidas por su capacidad de establecer simbiosis
con plantas (especialmente leguminosas), donde reducen el nitrégeno atmosférico, haciéndolo
accesible para las plantas (Sessitsch et al., 2002). Rhizobium es catalogado como una bacteria
promotora del crecimiento de plantas (Mehnaz y Lazarovits, 2006; Unno et al, 2005), pues
ademés se ha ligado a la produccién de acido indolacético, fitohormona que promueve el
desarrollo radicular y elongacion del tallo (Tsavkelova et al., 2007). Tsakelova y colaboradores
(2005) aislaron cepas de Rhizobium en raices epifitas de la orquidea Dendrobium moschatum,

y observaron un aumento en la germinacion en semillas de D. moschatum al ser cubiertas con
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las cepas aisladas de Rhizobium. Esto sugiere que en V. planifolia, este género bacteriano

constituye un simbionte importante para la obtencién de nitrégeno.

Especies del género Luteibacter (filum Proteobacteria, clase Gammproteobacteria) fueron
identificadas en las raices silvestres (4 — 5%) y en menor proporcion en las raices comerciales
(2% — 3%). Johansen y colaboradores (2005), aislaron de la rizosfera de cebada (Hordeum
vulgare) bacterias del género Luteibacter. Este mismo género ha sido reportado en suelos de
invernaderos en China (Kim et al., 2006) y en sangre humana (Kampfer et al., 2009).
Guglielmetti (2013), caracterizé a la bacteria L. rhizovicinus, exhibiendo su capacidad de
solubilizar fosfatos inorganicos, asi como la producciéon de &cido indolacético in vitro. Sin
embargo, se deberan realizar nuevos estudios para corroborar si estas capacidades se
mantienen al estar en el interior de las plantas, lo cual podria resultar en un efecto positivo en el

crecimiento y nutricion de V. planifolia.
4.1.4. Andlisis de la estructura de las comunidades fungicas

En la figura 4.5 se muestra la comparacion entre las abundancias relativas a nivel filum para las
comunidades fungicas, en los tejidos de hojas y raiz de la poblacién silvestre y comercial. Las
graficas representan el promedio de las tres muestras. En todos los casos el error estandar fue

menor al 1%.

Poblacion silvestre Poblacion comercial
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Figura 4.5. Comparacion entre las abundancias relativas al nivel filum de las
comunidades flingicas, para las poblaciones silvestres y comerciales de V. planifolia en
los tejidos de hojas y raices. Cada grafica de pastel es el promedio de las tres muestras
evaluadas con un error estandar menor al 1%.
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El filum més abundante fue Ascomycota con proporciones entre el 74% (raices silvestres) a
98% (hojas comerciales). El segundo filum presente en las muestras fue Basidiomycota, en una
menor proporcion que Ascomycota Este patron se ha visto en varios microbiomas de plantas
(Trivedi et al., 2020; Xiong et al., 2016) por lo que puede considerarse como un patrén normal.

En la tabla 4.2, se resumen las especies fungicas con mayor abundancia relativa de la
microbiota de V. planifolia, y en la figura 4.6 se muestra la comparacién de las abundancias
relativas entre las muestras a nivel de especie para las comunidades fangicas, en los tejidos de
hojas y raiz de la poblacion silvestre y de la comercial. Las graficas representan el promedio de
las tres muestras, el término “otros” engloba a todas las especies con una abundancia menor al
5%.

Poblacion silvestre Poblacion comercial
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f ' y porium halotoleran
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== | = | |, B Epicoccum andropogonis
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. I Gibberella intricans

\J
; . M Dothideomycetes (clase)
HOJaS M Cladosporium oxysporum

W Medicopsis romeroi
L Yy
-/ o

W Aspergillus niger
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M Cyphellophora europaea
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Figura 4.6. Comparacion entre las abundancias relativas al nivel especie de las comunidades
fungicas, para las poblaciones silvestres y comerciales de V. planifolia en los tejidos de hojas y
raices. Cada grafica de pastel es el promedio de las tres muestras evaluadas con un error
estdndar menor al 1%. El término “otros” engloba a todas las especies con una abundancia
menor al 5%.

Pasando al analisis a nivel de especies, la especie fungica mas abundante en las hojas (95 —
97% en las hojas comerciales y 14 — 31% en las hojas silvestres) fue Cladosporium
halotolerans (filum Ascomycota, clase Dothideomycete). C. halotoletans no fue identificada en
los tejidos de raiz, esto sugiere que esta especie puede ser especifica de las hojas, o tal vez

del tejido verde en general.
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Tabla 4.2. Resumen de las 10 especies fungicas con mayor abundancia
relativa encontradas en
porcentajes reflejan el promedio de las tres muestras. Abreviaturas: (=) no

identificado

la microbiota enddfita de V. planifolia. Los

Especie

Silvestres

Comerciales

Hoja | Raiz

Hoja | Raiz

Observaciones

Referencia

Cladosporium
halotoleran

24% —

97% -

Produccion de
policétidos.

Especie encontrada
solo en hojas.

Pan et al.,
2020

Capnodiales (orden)

28% | —

Orden encontrado
solo en hoja silvestre.

Epicoccum
andropogonis

— 21%

1% | 26%

Producciéon de
compuestos
antifangicos.
Especie encontrada
solo en raices.

Elmer et
al., 2001

Hannaella
kunmingensis

- | 26%

- 19%

Reportado en la
filosfera de maiz y
arroz

Especie encontrada
solo en raices.

Landell et
al., 2014

Gibberella intricans

21% -

2% | 3%

Patégeno de
leguminosas y
cereales.
Produccién de
citotoxicos.

Desjardins
et al., 1996

Dothideomycetes
(clase)

- 14%

- 15%

Clase encontrada
solo en raiz.

Cladosporium
oxysporum

- 14%

Especie encontrada
solo en raiz
comercial.

Medicopsis romeroi

- 6%

- 13%

Especie encontrada
solo en raices.

Aspergillus niger

2% | 3%

1% 1%

Producciéon de
enzimas
extracelulares.
Especie encontrada
solo en hoja.

Schuster et
al., 2012

Cyphellophora
europeae

- 5%

Especie encontrada
solo en raiz silvestre.




CAPITULO IV

C. halotolerans ha sido encontrada en ambientes hipersalinos (Zalar et al., 2007) y se cataloga
como un hongo saprofito, patdgeno para ciertas especies de orquideas. Sun y colaboradores
(2017), reportaron infeccion de C. cladosporioides en Dendrobium officinale, una orquidea
nativa de Asia. También, C. halotolerans ha sido identificado como endofito en el mangle
Bruguiera gymnorrhiza (Zhang et al., 2019) y como simbionte de la esponja marina Porites
lutea (Wang et al., 2020). Probablemente el C. halotolerans que se encontré como endoéfito en
las hojas de V. planifolia pertenezca a una cepa distinta de las hasta ahora reportadas y tenga
propiedades diferentes. Debido a la alta abundancia en que estuvo presente, seguramente es

una especie importante para las plantas de Vanilla.

Recientemente se descubrié que el género Cladosporium produce policétidos o macrélidos
hibridos con propiedades antibacterianas (Pan et al., 2020), antifungicas (Zhang et al., 2020),
antivirales (Wu et al., 2014) y citotoxicas (Riescher et al., 2019), asi como la capacidad de
remover manganeso Il en aguas residuales (Mota et al., 2020) y la sintesis de benzopiranonas
y derivados de xantonas (Wang et al., 2020). Estos estudios realzan la importancia de C.
halotolerans en la busqueda de nuevos productos naturales y quizds sus capacidades
antimicrobianas estén ejerciendo una influencia positiva en la salud de las plantas de V.
planifolia.

Por otro lado, C. oxysporum se ha probado como un potencial agente de biocontrol contra
algunas especies de Pseudococcus (cochinillas) (Samways y Grech, 1996). Se puede suponer
gue su capacidad de tolerar ambientes con alta presion selectiva le permite habitar el interior de

las hojas de V. planifolia.

La especie mas abundante en las raices comerciales y silvestres fue Epicoccum andropogonis.
Esta especie fue identificada exclusivamente en las raices, por lo que parece una especie
propia de las raices de V. planifolia y que no se perdié en el paso a un ambiente controlado
(como el caso de las poblaciones comerciales), aunque no hay un reporte previo en la literatura
de su presencia. El género Epicoccum forma parte de las micorrizas de algunas orquideas. Se
ha aislado en raices de Catasetum, Encyclia y Epidendrum, (Richardson, 1993). Siendo una
especie importante en las comunidades fldngicas en las orquideas y por ende, en V. planifolia.
Ademas, Baute y colaboradores, 1978, reportan la produccién de antibioticos por parte de
Eppicoccum nigrum, asi como pigmentos naturales, aunque en el tejido no se observd

coloracion.
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El género Epicoccum se ha reportado como productor de compuestos antifungicos (Elmer et
al., 2001), sintesis de flavipinas con actividad antimicrobiana (Madrigal et al., 1995), asi como
actividad inhibitoria de los hongos patdgenos Botrytis cinerea (Fowler et al., 1999), Sclerotinia
sclerotium (Zhou et al., 1991) y Colletotrichum gloesporoides (Pieckenstain et al., 2001). Y
como se menciond con anterioridad, se ha reportado el uso de E. nigrum como agente de
biocontrol contra fitoplasma (Musetti et al., 2011). Estos reportes apuntan a que Epiccocum es
un género con un alto potencial para la busqueda de compuestos antimicrobianos y el uso del
propio hongo como agente de biocontrol contra muchos otros hongos patégenos; quizas E.
andropogonis este ejerciendo una actividad antimicrobiana contra fitoplasma u otro hongo
patdgeno presente, aunque se requeriran de estudios in vitro e in planta para corroborar esta

hipétesis.

Giberella intricans se identific6 como la especie mas abundante en hojas (tanto silvestres como
comerciales), aunque también se identific6 en menor medida en las raices. Gibberella es un
género reportado como patégeno en leguminosas, cebada y avena (Desjardins, et al., 1996). G.
intricans es un hongo sapréfito del suelo y se ha ligado a la produccion de tricotecenos,
potentes inhibidores de la sintesis proteica (Hont y Desjardins, 1992). Aunque, no se ha
reportado como un hongo patégeno en el género Vanilla.

La Unica especie fungica que se identific en todas las muestras fue Aspergillus niger. A. niger
se ha aislado en la endosfera de Bulbophyllum neilgherrense, Vanda testacea, y en la orquidea
Pomatocalpa decipiens (Pawar et al., 2018; Sahoo y Gupta, 2018; Sudheep et al., 2012),
despertando interés por ser patdgeno para algunos cultivos de importancia econémica como el
trigo (Triticum aestivum) (Pawar et al., 2018). Aspergillus niger es uno de los microorganismos
mas usados en la produccion de enzimas extracelulares y en la producciéon de acido citrico y
acido gluconico (Schuster et al., 2012; Roukas, 2000). Y ha sido ligado a la solubilizacién de
fosfato in vitro (Gupta et al., 2012). Su identificaciébn en todas las muestras de V. planifolia
apuntan a un hongo presente en todos los tejidos, siendo en la hoja, donde su tiene una mayor

presencia.

Es de especial interés que algunas de los género fungicos mas abundantes en la microbiota
enddfita de V. planifolia sean patégenos para cultivos de gran importancia (como trigo, cebada
o arroz). Ordofiez y colaboradores (2012) identificaron a los géneros Bipolaris, Phoma,
Phompsis, y Trichoderma, todos ellos reportados como patdégenos en otras plantas, pero

curiosamente formando parte de la microbiota en V. planifolia. Algunos patégenos suelen
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permanecer en un estado de latencia o quizas puede que la microbiota de V. planifolia sea
colonizado por cepas sin patogenicidad, y en un caso mas complejo, puede que influyan en el
mantenimiento de V. planifolia, aunque esto solamente es una hipotesis y habria que

demostrarlo.

4.2. ESTABLECIMIENTO DE UNA METODOLOGIA DE ACLIMATACION DE PLANTULAS
DE V. planifolia

Se evalub el efecto de los sistemas ventilados en el desarrollo de brotes mdltiples, crecimiento
de plantulas, y pre-adaptacion in vitro con la finalidad de aumentar la tasa de supervivencia ex

vitro durante la aclimatacién de V. planifolia.
4.2.1. Efecto de la ventilacion en el crecimiento y la multiplicacién de V. planifolia

La presencia de un sistema ventilado mejor6 el desarrollo de las plantulas. Con 90 dias en
incubacién, las plantulas en sistemas ventilados mostraron un mayor crecimiento y mejor
desarrollo de la raiz, aunque un andlisis estadistico con medias de Tukey no observé diferencia
significativa en el crecimiento de las plantulas. Aun con ello, la principal diferencia se hallaba en
el desarrollo morfoldgico de las plantas, especialmente en el contenedor de 20 cm de alto con
el sistema ventilado. Bajo las condiciones de ventilacion, las plantulas desarrollaron raices de

mayor tamaiio (5 + 0.3 cm).

En el estudio de Xiao y Kozai (2004), observaron un mayor porcentaje de enraizamiento en el
cultivo in vitro de Zantedeschia elliottiana al someterla a un tratamiento de ventilacion. Un
comportamiento similar reporta Lucchesni y colaboradores (2004) con el cultivo in vitro de
Philyrea lattifolia en frascos con ventilacion. Estos resultados marcan una relacion estrecha
entre el desarrollo de raices y la implementacion de sistemas ventilados. El intercambio
gaseoso promueve la fotosintesis en los cultivos in vitro, y esta a su vez origina la formacién de

nuevas estructuras, como las raices que se observé en las plantulas de V. planifolia.

La disminucion de una fuente exdégena de carbono permite que las plantas puedan desarrollar
mejores raices, pues los azucares inhiben el desarrollo de sistemas radiculares en estadios
tempranos de crecimiento (Jarvis, 1986). La disminucion de sacarosa en los medios, en
conjunto con el establecimiento de los sistemas ventilados, propicié un desarrollo considerable

en las raices de V. planifolia.
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Una mayor proliferacion de brotes multiples se obtuvo en el frasco de 20 cm de alto con el
sistema ventilado con 9 + 2.27 brotes por frasco al cabo de 90 dias. Zobayed y colaboradores
(1999) reportaron una mayor proliferacion de brotes mdltiples y el desarrollo de tejido calloso de
coliflor (Brasicca oleracea) en sistemas ventilados, mientras que una menor tasa de
proliferacion de brotes mdltiples y de tejido calloso en contenedores sellados. Un resultado
similar se observd en la proliferacion de brotes en jojoba (Simmondsia chinensis) al ser
cultivada con un sistema ventilado (Mills et al., 2004). La disminucién en el nimero de brotes
multiples puede deberse a la acumulacion de gases en los sistemas cerrados. Por ejemplo, el
etileno es un inhibidor del desarrollo de brotes y su acumulacién en los sistemas cerrados

explica el bajo nimero de brotes obtenidos (Lai et al., 2005).

Sin embargo, una mayor cantidad de brotes no significa necesariamente un mejor sistema,
pues gran parte de estos brotes se encontraban en agrupaciones muy estrechas, unidos por
tejido calloso de aspecto poco friable, dificultando la escision de los brotes. Algunos brotes
presentaban zonas necroéticas y oxidadas, con el medio de cultivo fenolizado. Por otro lado,
aquellos brotes desarrollados en sistemas cerrados mostraron una menor incidencia de
necrosis u oxidacion, ademas de estar bien diferenciados, y sin tejido calloso que cubra a los
brotes. En los sistemas ventilados, la aparicion del tejido calloso y el necrosado de los tejidos
se observo a los 45 dias de cultivo. Con todas estas evidencias, el uso de un sistema ventilado
con un frasco de 20 cm es una buena alternativa para la obtencién de brotes multiples, siempre

y cuando estos sean escindidos y subcultivados al cabo de 45 dias.
4.2.2. Aclimatacion de plantulas de V. planifolia

La pre-adaptacion in vitro con sistemas ventilados supuso una gran ventaja para la
supervivencia ex vitro durante el proceso de aclimatacion de V. planifolia. Las plantas se
mostraban vigorosas, sin vitrificacion en sus tejidos y con el desarrollo de raices (tanto radicular

como aéreas) alcanzando alturas promedio de 22.5 + 2.5 cm al cabo de 90 dias.

Es de esperar que la aclimatacion de plantulas sea la etapa donde mayor pérdida se reporta de
los cultivos, sin embargo, al utilizar los sistemas de pre-adaptacion este porcentaje de pérdidas
puede ser ampliamente reducido. Parte importante al momento de realizar la aclimatacion es el
desarrollo de nuevas estructuras ex vitro, especialmente de yemas apicales, asi como del
anclaje de las raices al sustrato. En V. planifolia se destaca el rol imprescindible de la

exposicion adecuada a la luz solar, siendo condiciones de luz moderada la mejor para su
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desarrollo. Por otro lado, el riego por aspersion funciona adecuadamente, aumentando el
porcentaje de humedad en los alrededores de las plantas. Un segundo lote de 6 plantas
provenientes de pre-adpatacion in vitro mostraron una tasa de mortalidad del 0%, con un
crecimiento ponderado de 1.27 cm semana y alcanzando una altura de 40.6 £ 7.71 cm al cabo
de 120 dias.

Con estos resultados, se construyé una linea del tiempo con la finalidad de establecer un
protocolo para la multiplicacién, el crecimiento y la aclimatacién de V. planifolia cultivada in

vitro, mismo que se resume en la figura 4.7.

MULTIPLICACION CRECIMIENTO. PRE-ADAPTACION in ACLIMATACION. ACLIMATACION I1.
Medio MS (100 %) Medio MS (100 %) vitro. Sustrato: Sustrato:
Sacarosa reducida (15 Sacarosa reducida (15 Medio MS (50 %) Tierra, Agrolita y Peat Moss Tierra, Agrolita y Peat Moss PLANT:ETng &0 e
g/l), 2 mg/L de BAP. all). Sacarosa reducida (6 g/l). (35:35:30 %). (35:35:30 %).
Sistema ventilado. Sistema ventilado. Sistema ventilado. Cobertura con bolsa. Sin cobertura bolsa..

2

N
1)‘

=\
VARIACION VARIACION VARIACION
VASRMB(;\IF?N Reduccion en las sales de Cambio a sustrato, Recambio de sustrato, sin
in MS y sacarosa cobertura con bolsa cobertura con bolsa

Figura 4.7. Linea del tiempo que muestra el protocolo de micropropagacion de V. planifolia.

Es posible afirmar que la metodologia ensayada en este documento es exitosa para la
multiplicacién de V. planifolia. Aun con ello, es necesario realizar mas pruebas para corroborar
gue la metodologia es reproducible, pues la multiplicacion in vitro esta en funcién de diversos
factores, como el genotipo, edad de la planta, el tiempo de cultivo, etc. Sin embargo, este

protocolo supone un gran paso para la multiplicacién de V. planifolia.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. CONCLUSIONES

5.1.1. Andlisis comparativo de las comunidades microbianas endéfitas en poblaciones

silvestres y comerciales de V. planifolia

En el presente estudio, se observé una mayor rigueza de especies bacterianas y fungicas en
las raices que en las hojas. Esto puede deberse a una gran variedad de factores, como la
presion selectiva en la endosfera o la propia histologia de las raices aéreas, que permite un

ambiente mas propicio para el desarrollo de microorganismos.

De igual forma, las muestras de la poblacion silvestre de V. planifolia presentaron una mayor
riqueza de especies que las comerciales. Esto apunta a que tal como se hipotetizd, hay una
menor cantidad de especies microbianas al pasar de un ambiente natural (sin interaccion
humana) a uno controlado, donde las plantas son tratadas con agroquimicos que merman la

microbiota de las plantas.

De todas las muestras colectadas, se observé una mayor riqueza de especies y diversidad
(tanto en las comunidades bacterianas como fangicas) en las raices de la poblacién silvestre.
Siendo este drgano la principal fuente de microorganismos con posibles aplicaciones

biotecnoldgicas.

Se identificé la presencia de especies bacterianas tanto en la poblacién silvestre como en la
comercial (Sphingomonas sp, Pseudonocardia sp y Rhizobium sp), al igual que algunas
especies fangicas presentes en ambas poblaciones (Cladosporium halotoleran, Epiccocum
andropogonis y Giberrella intricans). Los resultados sugieren que estas especies forman parte
de la microbiota core de la endosfera de V. planifolia. Un resumen de las especies mas

relevantes se muestra en la tabla 5.1.

Las especies bacterianas encontradas en la endosfera de V. planifolia y, de acuerdo con la
literatura, con posibilidad de aprovechamiento biotecnol6gico son: Sphingomonas sp, la cual se
ha reportado como agente de biocontrol y productora de hormonas de crecimiento (auxinas);
Pseudonocardia sp, con potencial utilidad en el control de hongos patégenos; Rhizobium sp,

catalogado como una bacteria promotora del crecimiento, fijadora de nitrégeno; y finalmente
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Luteibacter sp, por su capacidad de solubilizar fésforo inorganico. En cuanto a las especies
fungicas, resaltan Cladosporium oxysporum, usada como agente de biocontrol, y Epicoccum
andropogonis, productora de antibiéticos.

Tabla 5.1. Resumen de las especies bacterianas y flngicas con mayor
abundancia relativa encontradas en la microbiota endéfita de V. planifolia.
Abreviaturas: HS hojas de poblaciones silvestres. RC raiz de poblaciones
comerciales de las plantas. RS raiz de poblaciones silvestres; (+) presencia,

(-) ausencia
Especie HS RS HC RC
Candidatus Phytoplasma + — + —
Sphingomonas sp. + + + +
Bacterias Pseudonocardia sp. + + — +
Actinomycetospora sp. + + — -
Rhizobium sp. — + — +
Cladosporium halotolerans + — + —
Epicoccum andropogonis - + - +
Hongos Gibberella intricans + — + +
Aspergillus niger + + + +
Colletotrichum karstii — + — +

Si bien, no se sabe con certeza si las especies detectadas en la microbiota endéfita de V.
planifolia pueden jugar un papel benéfico, este estudio sienta las bases para la investigacion de

estas especies con potencial biotecnolédgico en el sector agricola.

También resalta la presencia de Candidatus Phytoplasma en las hojas de V. planifolia tanto en
la poblacion silvestre como en la comercial. Este hallazgo supone el primer reporte de
fitoplasma en la microbiota de V. planifolia, propiciando el inicio de nuevos estudios que

caractericen a esta especie de fitoplasma. A la par, nuevos estudios orientados a entender el
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comportamiento de la microbiota frente a un patégeno es de gran interés para futuras

aplicaciones en el campo.

La presencia de hongos patdgenos en las muestras de V. planifolia apunta a un posible
mutualismo, donde los microorganismos viven de forma neutra en el interior de los tejidos de la
planta, pues estos no han causado un dafio aparente o mostrados signos de enfermedad por la
infeccidén. Sin embargo, se necesitan nuevos estudios para corroborar esta idea. Aun con ello,
se debe recordar que no necesariamente un hongo que es patégeno para una especie, lo sea
para todas las plantas. Cada cepa puede tener propiedades particulares y cumplir una nueva
bateria de funciones biolégicas, que se deben explorar con el afan de profundizar en el

conocimiento de las redes de microorganismos enddfitos.
5.1.2. Establecimiento de una metodologia de aclimatacién de plantulas de V. planifolia

La utilizacion de un sistema ventilado en la propagacion de plantulas de V. planifolia permitio
obtener mejores rendimientos en el crecimiento y la multiplicacion de brotes multiples. A pesar
de no tener una diferencia significativa en las alturas de los explantes en la linea de
crecimiento, el desarrollo de lar raices se vio favorecido al utilizar sistemas ventilados, ademés

de mostrar un mayor vigor y sin clorosis en los tejidos.

En lo que respecta a la multiplicacién de brotes, los sistemas ventilados mostraron una mayor
proliferacion de brotes, especialmente el tratamiento del frasco de 20 cm y con ventilacion.
Aunque, al cabo de 45 dias de incubacion, se observé la proliferacion de tejido callosos poco
friable y tejido necréticos. Por lo cual, se recomienda escindir y resembrar los brotes al término
de los 45 dias de incubacion, para evitar la formacion de tejido callosos y la oxidacion de los

explantes.

La pre-adaptacion in vitro mostré ser una sistema que aumenta la sobrevivencia ex vitro de las
plantulas de V. planifolia, obteniendo un 100% de sobrevivencia tras 120 dias. El paso por el
sistema ventilado y la disminucién de la concentracién de sacarosa probaron ser factores que
en conjunto aumentaron el nidmero de plantas que fueron aclimatadas exitosamente. Sin
embargo, aun es necesario realizar mas pruebas con un mayor nimero de plantas para

corroborar que este sistema de aclimatacion sea fiable y eficiente.
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Aun con ello, esta metodologia prob6 ser adecuada y eficiente para la micropropagacion de V.
planifolia. Obteniendo altos rendimientos en la sobrevivencia ex vitro asi como una alternativa

para los procesos de propagacion de V. planifolia.
5.2. PERSPECTIVAS

5.2.1. Andlisis comparativo de las comunidades microbianas endoéfitas en poblaciones

silvestres y comerciales de V. planifolia

La identificacion de los microorganismos en la microbiota enddfita es un punto de partida para
la busqueda de nuevas cepas que puedan ser usadas para aplicaciones biotecnoldgicas. Por
ejemplo, las especies Sphingomonas, Pseudonocardia o Luteibacter, mismas que pueden tener
una aplicacién biotecnoldgica, pueden ser aisladas con la finalidad de comprobar sus
capacidades in vitro y ser aplicadas en otras plantas, evaluando su posibilidad de usarse como
biofertilizantes. Este estudio provee un punto de partida para futuras investigaciones dirigidas a

al estudio de estas especies y su posible aplicacién en los sistemas agricolas.

El tratamiento de poblaciones cultivadas comercialmente con microorganismos aislados de
poblaciones silvestres puede suponer una gran ventaja para los productores, pues no solo
aumentara su produccion (ya sea protegiendo los cultivares contra el ataque de patdégenos o
mejorando la salud y vigor de las plantas) sino que ademas puede ser una alternativa amigable

con el medio ambiente, y proveer una solucion sostenible bastante atractiva.

Aun con ello, se debe tener especial cuidado con la manipulacién de la microbiota enddfita,
pues lo que para algunas especies puede ser benéfico, para otras puede ser un patégeno. De

modo tal que aun es necesario identificar, aislar y probar estos microorganismos.

De igual forma, se sugiere realizar un estudio del microbioma del suelo donde se colectaron las
poblaciones silvestres. Si bien, el suelo contiene una microbiota variable, esto permitira tener
un mejor panorama de las especies que estan presentes en el suelo y si alguna de ellas es
comun a la endosfera de las raices. Esto permitira entender la compleja red simbidtica entre la

planta huésped y su microbiota.

A igual, se sugieren futuros estudios que caractericen la especie de fitoplasma que se encontrd
en la microbiota de V. planifolia. Especificamente, la utilizacion de PCR y cebadores
especificos a fitoplasma para corroborar su presencia en las hojas de otras accesiones,

ademds de estudios orientados al entendimiento de las relaciones patégeno-microbiota-planta.
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5.2.2. Establecimiento de una metodologia de aclimatacién de plantulas de V. planifolia

Los contenedores con el sistema ventilado mostraron ser una gran alternativa para la
propagacion y posterior aclimatacion de las plantulas de V. planifolia. Las condiciones
fotoautréficas indujeron un crecimiento de las plantulas sin deformaciones anatémicas visibles,

de modo que se logré instaurar una metodologia de aclimatacion eficiente.

Si bien, aln es necesario el estudio de estos sistemas a una escala mayor, con los resultados
obtenidos en esta investigacion podemos dibujar un panorama alentador para el desarrollo e
implementacién de los sistemas de ventilacion en las metodologias de micropropagacion de
diversas plantas (incluidas V. planifolia). Estos sistemas, de costo relativamente bajo, muestran
ser eficientes en tanto en el crecimiento y la induccién de brotes multiples en V. planifolia, y se

espera poder extrapolar estos aprendizajes a huevas especies de la familia de las orquideas.

Es imprescindible profundizar en el conocimiento de la fisiologia de V. planifolia durante el
cultivo en los sistemas de ventilacion. Mediciones de la cantidad de CO;, vapor de agua, asi
como el estudio de los aparatos fotosintéticos de las plantulas, permitiran la mejora continua de
estos sistemas de ventilacion. Dichos sistemas podrian usarse en el ambito comercial,
optimizando los procesos de propagacion y disminuyendo las posibles pérdidas econdémicas

durante la aclimatacion de plantulas in vitro.
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