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RESUMEN
El cultivo de vainilla es altamente promisorio en Colombia, pero se requiere mayor conocimiento de su manejo agronómico
y de los microorganismos que crecen asociados a su rizosfera, de los cuales depende esta planta para su nutrición y crecimiento.
En este trabajo se realizaron aislamientos de microorganismos de la rizosfera de plantas de vainilla en un cultivo piloto ubicado
en el municipio de Sopetrán (Antioquia, Colombia). Los microorganismos se aislaron en medios selectivos de crecimiento
para evaluar su capacidad para descomponer celulosa, proteínas, solubilizar fosfato inorgánico y orgánico (fitato) y fijar
nitrógeno en forma asimbiótica. Una vez aislados y purificados, se obtuvieron un total de 109 aislamientos, de los cuales se
seleccionaron 52 morfotipos para su identificación molecular por secuenciación de las regiones ITS y 16S del ADN ribosomal
para hongos y bacterias, respectivamente. Se encontró una alta variedad de microorganismos en la rizosfera de plantas de
vainilla, destacándose las bacterias Bacillus megaterium, Pseudomonas koreensis y Acinetobacter sp. y el hongo Plectosphaerella sp.,
por su potencial para ser utilizados como biofertilizantes destinados a mejorar la nutrición y el crecimiento de estas plantas. 
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ABSTRACT
The cultivation of vanilla (Vanilla planifolia) is highly promising in Colombia, but more research is needed on its agronomical
management and beneficial microorganisms that grow associated to its rhizosphere, on which the plant depends for its
nutrition and growth. This study involved the identification of microorganisms associated to the rhizosphere of vanilla plants
in a crop located in Sopetrán, Colombia. The microbes were isolated in selective media for functional groups such as cellulolytic,
proteolytic, inorganic and organic phosphate (phytate) solubilizers, and asymbiotic nitrogen fixing bacteria. After isolation
and purification, 109 microbial isolates were obtained. DNA was extracted from 52 selected isolates for molecular identification
based on ITS and 16S rDNA sequencing, for fungi and bacteria, respectively. The diversity of rhizosphere microorganisms
found was significant. Bacteria such as Bacillus megaterium, Pseudomonas koreensis and Acinetobacter sp., and the fungus
Plectosphaerella sp., may have a high potential to be used as biofertilizers to improve vanilla plant nutrition and growth.
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INTRODUCCIÓN
La vainilla es la segunda especia de mayor valor en el mundo,
después del azafrán, y es el saborizante más utilizado en la
industria alimenticia. Este es un cultivo promisorio en dife-
rentes regiones de Colombia que presentan condiciones
agroecológicas apropiadas para su crecimiento y desarrollo.
Sin embargo, su extensión en el país es muy pequeña (72 ha)
y los rendimientos que se obtienen son bajos, aproximada-
mente un 50 % menos, comparados con otros países como
Madagascar, México o Islas Reunión (Damirón, 2004;
Ledezma et al., 2006), donde la producción promedio es de
1,2 kg de vainas verdes por planta al año. Esto se debe, entre
otros aspectos, al desconocimiento que se tiene en Colombia
del manejo agronómico del cultivo, de sus problemas fitosa-
nitarios, necesidades fisiológicas y requerimientos nutricio-
nales (Moreno y Díez, 2011). 
La nutrición de la vainilla es uno de los aspectos más críticos
para su producción comercial, debido a que está estrecha-
mente ligada con un mejor desarrollo vegetativo de la planta,
lo que conlleva a una mayor floración y, por ende, al au-
mento en la producción de vainas. Como respuesta a una
mejor nutrición se han obtenido plantas de vainilla más
vigorosas y con mayor floración y fructificación (Castro,
2008). La información al respecto es limitada, pero se sabe
que al inicio del cultivo los aportes de materia orgánica ve-
getal en descomposición (Osorio et al., 2011), y las podas en
periodos de seis meses antes de la floración permiten lograr
el vigor deseado en las plantas (Damirón, 2004). En nuestro
medio se desconocen los niveles óptimos de nutrientes re-
queridos por la planta de vainilla, por lo que en la práctica
son inferidos de especies hortícolas de otros miembros de la
familia Orchidaceae (Hernández y Lubinsky, 2010). 
En investigaciones recientes en Colombia, Osorio et al. (2011)
reportaron que la combinación de 75 % de material orgánico
leñoso o fibra de coco, 25 % de hojarasca y 7 g por planta
del fertilizante 27-11-11, incrementaron significativamente
el crecimiento y desarrollo de plantas de vainilla recién esta-
blecidas. En explotaciones comerciales de la India, se realizan
aplicaciones anuales por planta de 40 a 60 g de nitrógeno
(N), 20 a 30 g de fosforo (P2O5) y 60 a 100 g de potasio
(K2O), así como aplicaciones foliares del fertilizante 17-17-
17 una vez por mes, para estimular el crecimiento y floración
(Anandaraj et al., 2005). Debido a que el sistema radicular de
la vainilla es superficial y sólo se desarrolla directamente sobre
la capa de materia orgánica del suelo (Castro, 2008), se con-
sidera que los microorganismos rizosféricos juegan un papel
importante en la descomposición de los diversos sustratos
orgánicos utilizados para su establecimiento. De esta manera,
pueden determinar la disponibilidad y toma de nutrientes por
las plantas y así promover su crecimiento (Castro, 2008). 
Muchos de los microorganismos de la rizosfera de las plantas
forman un biocomponente integral de los suelos que con-
trola los ciclos biogeoquímicos de nutrientes. Estos microor-
ganismos se pueden clasificar en grupos funcionales tales

como bacterias fijadoras de nitrógeno (FBN), microorga-
nismos solubilizadores de fosfato (PSM), microorganismos
celulolíticos (CEL) y amilolíticos, microorganismos proteo-
líticos (PRO) -amonificantes- y hongos micorrizales, entre
otros (Sylvia et al., 1999). En los cultivos de vainilla de Co-
lombia y otros países, es necesario aumentar el conocimiento
que se tiene sobre los microorganismos que habitan la rizos-
fera, así como de sus nichos ecológicos y de los mecanismos
de interacción que existen entre los diferentes grupos. Algu-
nos de los reportes disponibles, indican el uso de Pseudomonas
fluorescens, Azospirillum y bacterias solubilizadoras de P, como
biofertilizantes útiles para promover el crecimiento de vainilla
(Anilkumar, 2004). Así mismo, Surendra et al. (2009), desa-
rrollaron un consorcio de PGPR’s (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) para la micropropagación ex vitro de plantas
de vainilla y encontraron que diversas especies de Azotobacter,
Pseudomonas y Bacillus fueron las más eficientes. 
El objetivo de este estudio fue aislar e identificar microorga-
nismos rizosféricos con potencial para hacer más disponibles
los nutrientes en el cultivo de vainilla y así contribuir a un
posterior desarrollo de biofertilizantes. Para esto se evalua-
ron diferentes grupos funcionales y se realizó su identifica-
ción molecular a través de la secuenciación de regiones ITS
(hongos) y 16S (bacterias) del ADN ribosomal (ADNr).

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamiento de microorganismos
Muestras de la rizosfera de plantas de vainilla de un año de
edad se tomaron de diferentes lotes de un cultivo bajo cober-
tizos de techo-sombra, ubicado en el municipio de Sopetrán
(Antioquia, Colombia). El sustrato en el que se establecieron
las plantas correspondía a 85 % de hojarasca, 15 % de material
leñoso y 5 % de estiércol de cabras. Las muestras de raíces se
cortaron con una tijera podadora previamente desinfestada
con alcohol al 70 %, se empacaron en bolsas plásticas con el
sustrato y se conservaron en refrigeración a 4 ºC hasta su
análisis posterior. 
Para el aislamiento de los microorganismos el material colec-
tado se mezcló homogéneamente sobre papel craft y se toma-
ron al azar 10 g (base seca). Con esta muestra se prepararon
diluciones seriales hasta 10-8 en agua desionizada destilada
estéril, en CaCl2 0,01 M y en agua peptonada al 1 %. Posterior-
mente, se transfirieron 50 µL a cajas de Petri que contenían
medios selectivos para aislar microorganismos celulolíticos
(CEL) (Wood, 1980), proteolíticos-amonificantes (PROT)
(Wood, 1980), fijadores de N2 (FBN) (Döbereiner y Day,
1976) y solubilizadores de fosfato inorgánico (PSM) (Osorio
y Habte, 2001) y orgánico (FIT) (Tabatabai, 1982) (Tabla 1).
Todos los medios fueron incubados a 28 ̊ C por 72 h en condi-
ciones de luz natural. 
Las colonias microbiales que desarrollaron halos en los medios
PSM, CEL, PROT y FIT se seleccionaron para ser purificados
en cajas de Petri. En el caso de las bacterias se utilizó agar nu-
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tritivo (AN) y para los hongos extracto de malta (EM) y papa
dextrosa agar (PDA) suplementado con 50 mg mL-1 de pe-
nicilina y de sulfato de estreptomicina. Luego, los cultivos se
almacenaron a 4 °C hasta su uso posterior. En los diferentes
medios, los halos indican que la actividad deseada en un
microorganismo se está expresando. Por ejemplo, degrada-
ción de celulosa y de proteína (caseína) en los medios CEL y
PROT, producción de acidez en el medio PSM y de fosfatasa
en el medio FIT. Para el caso de las bacterias con potencial
como fijadoras de N2, el desarrollo de colonias en el medio
libre de N (NH4+, NO3- y aminoácidos) fue en sí mismo el
indicador de la ocurrencia de dicha actividad. 

Identificación molecular de los microorganismos
Extracción de ácidos nucleicos
Las bacterias obtenidas se sembraron en tubos de ensayo que
contenían 5 mL de medio líquido Luria-Bertani (LB) por 24 h
en agitación constante, para luego realizar el proceso de
extracción de ADN mediante el método del SDS (Sambrook y
Rusell, 2001). Los hongos se sembraron en EM líquido y se
incubaron en oscuridad a temperatura ambiente (20-24 °C)
por 15 días para obtener abundante micelio. Al cabo de este
tiempo, se procedió a obtener el micelio mediante filtración
con bomba de vacío y se maceró con nitrógeno líquido, para
luego extraer su ADN mediante el método del CTAB 3X
(Sambrook y Rusell, 2001), o alternativamente utilizando el
kit comercial DNeasy plant mini (Qiagen, Alemania). La integri-
dad del ADN extraído fue determinada por electroforesis en
gel de agarosa al 1 %, suplementado con 3 µL de bromuro
de etidio (10 mg mL-1) en buffer TBE 1X y visualizado en un
transiluminador UV con el software Biodoc analyze (Biometra,
Alemania). Las concentraciones de ADN obtenidas se calcu-
laron por absorbancia a longitudes de onda de 260 nm y
280 nm, utilizando un Nanodrop 2000C (Thermo, EE. UU.). 

Amplificación y secuenciación de regiones ribosomales
La identificación taxonómica de los aislamientos de hongos
se realizó con base en la amplificación de las regiones ITS1-
5.8S-ITS2 del ADNr, para esto se utilizaron los cebadores ITS1
(5� TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3�) e ITS4 (5’ TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC 3’) (White et al., 1990). Para el caso
de las bacterias se amplificó la subunidad pequeña (16S) del
ADNr con los cebadores pA (5’ AGA GTT TGA TCC TGG CTC
AG 3’) y pc5B (5’ TAC CTT GTT ACG ACT T 3�) (Kuske et al.,
1997). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen
total de 25 µL conteniendo 0,5 µM de los cebadores, 1 U de
Taq ADN polimerasa recombinante (Fermentas, Lituania), 0,2
mM de dNTPs, 1X de buffer de enzima, 1,8 mM de MgCl2, 1
µL de ADN (50 ng µL-1) y agua destilada estéril. En todas las
reacciones se incluyó un control negativo. La amplificación se
realizó en un termociclador T3 (Biometra) con un programa
que consistió de una desnaturalización inicial a 94 °C por 3
min, seguido por 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C (para ITS)
y 60 °C (para 16S) por 30 s, 72 ºC por 1 min; y una extensión
final a 72 °C por 7 min. Luego de la amplificación, se tomaron
5 µL de los productos de reacción para separarlos por electro-
foresis en gel de agarosa al 1,5 %.
Una vez definida la especificidad por el tamaño de los pro-
ductos amplificados (600 pb), estos se purificaron utilizando
los kits QIAquick PCR Purification y QIAquick Gel Extraction
(Qiagen), para su secuenciación directa mediante el sistema
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (PE Applied
Biosystems, EE. UU.) y su corrido en un secuenciador ABI Prism
3730xl de la compañía Macrogen (Corea del Sur). Las secuen-
cias obtenidas con cada cebador, fueron editadas mediante
el programa BioEdit 6.0.6 (Hall, 1999), construyéndose se-
cuencias consenso y confirmándose su identidad por compa-
ración con las bases de datos moleculares, mediante BLASTN
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi).
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Tabla 1. Composición de los medios selectivos (g L-1) utilizados para aislar microorganismos de cinco grupos funcionales asociados a la rizosfera
de plantas de vainilla en el municipio de Sopetrán (Antioquia, Colombia). 

FBN PSM CEL PRO FIT

Dobereiner y Day (1976) Osorio y Habte (2001) Wood (1980) Matsumoto et al. (2005) Tabatabai (1982)

KH2PO4 0,4 NaCl 1,0 Carboximetil celulosa 5 Caseína 10 CaCl2 2

K2HPO4 0,1 CaCl22H2O 0,2 NH4NO3 1 Extracto de levadura 0,1 NH4NO3 5

MgSO4.7H2O 0,2 MgSO4.7H2O 0,4 Solución salina 0,85% 50* KH2PO4 1,5 KCl 0,5

NaCl 0,1 NH4NO3 1,0 Agar-Agar 15 MgSO4.7H2O 0,5 MgSO4.7H2O 0,5

CaCl2 0,02 Glucosa 10 Solución salina 0,85% 50* MnSO4.H2O 0,01

FeCl3 0,01 Agar-Agar 8 Agar-Agar 15 FeSO4.7H2O 0,01

MoO4Na.2H2O 0,002 Roca fosfórica 3,5 Glucosa 20

Ácido málico 5 Fitato de Na 4

Azul de bromotimol 5* Agarosa 10

Agar-Agar 15

*mL



Paralelamente, se obtuvieron del GenBank secuencias de las
regiones estudiadas de hongos y bacterias relacionadas taxo-
nómicamente con los microorganismos putativamente iden-
tificados mediante el BLASTN. Para su alineación con las ge-
neradas en esta investigación, se utilizó el programa Clustal
W y se realizó un análisis filogenético por el método de
Neighbor-Joining, con 1000 iteraciones para determinar los
valores de bootstrap. Las distancias genéticas se calcularon
por el método de Kimura 2-parámetros, con el programa
Mega 5.0 (Tamura et al., 2011).

RESULTADOS
El proceso de aislamiento de los microorganismos en los me-
dios de cultivo selectivos para diferentes grupos funcionales
permitió visualizar una alta diversidad microbial asociada a
la rizosfera de plantas de vainilla. Los morfotipos coloniales
consistieron en 25 aislamientos de potenciales FBN, 6 de FIT,
20 de PSM, 30 de PROT y 28 de CEL, para un total de 109
cepas (9 hongos y 100 bacterias).

Identificación molecular de los microorganismos
De los 109 aislamientos originalmente obtenidos, se selec-
cionó para la identificación molecular al menos una cepa de
cada morfotipo presente en cada medio de cultivo. De esta
manera se evaluaron 44 cepas bacterianas y ocho micóticas
(Tabla 2). La amplificación de los productos de PCR de las
regiones ITS del ADNr de los hongos generó un fragmento
de aproximadamente 600 pb con los cebadores ITS1 e ITS4.
Mientras que para la región 16S del ADNr de bacterias, los
amplicones obtenidos con los cebadores pA y pc5B tuvieron
un tamaño aproximado de 1300-1400 pb.

Identificación molecular de bacterias
El análisis por BLASTN para las secuencias de bacterias
indicó que 17 de las cepas pertenecen al género Pseudomonas,
siete a Bacillus, cuatro a Serratia, cuatro a Enterobacter, tres a
Acinetobacter, dos a Chromobacterium y dos al género Klebsiella.
Además, se halló un representante de los géneros Citrobacter,
Acidovorax, Flavobacterium, Rhodococcus y Curtobacterium (Tabla
2). Estos resultados de BLASTN corresponden a un alinea-
miento local que conduce a identificaciones putativas. Por
lo tanto, para tener mayor confiabilidad en la identificación
se realizó un análisis filogenético con secuencias de referencia
depositadas en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Así
fue posible en la mayoría de casos la inferencia taxonómica
a nivel genérico, aunque para algunas cepas fue posible plan-
tear su hipótesis de identidad a nivel de especie. El análisis
filogenético de las bacterias Gram positivas se realizó con
base en 742 pb de la región 16S del ADNr e incluyó además
de las secuencias obtenidas en este estudio, 23 secuencias
representativas de diferentes especies, principalmente de los
géneros identificados mediante BLASTN. El dendrograma
resultante presentó tres clados principales (I, II y III); el pri-
mero de ellos ocupado por representantes del género Bacillus;
el segundo clado presentó cepas de referencia de actinomycetes
del genéro Streptomyces y el tercero correspondió a coryne-
bacterias de los géneros Curtobacterium, Nocardia y Rhodococcus.
De las nueve bacterias Gram positivas obtenidas en el estudio,
siete se asociaron filogenéticamente con especies del género
Bacillus, siendo dos de ellas (87MA197 y 79SEP31) identifica-
das como posibles miembros de la especie B. megaterium y
las otras cinco (77SEP29, 43MA191, 95MA198, 71MA226,
174MA251), asociadas al complejo de especies B. cereus. Las
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Tabla 2. Identificación de microorganismos asociados a la rizosfera de plantas de vainilla a partir de análisis por BLASTN de secuencias 16S
(bacterias) e ITS (hongos) del ADNr, obtenidas en este estudio.

Aislamiento Medio Identidad en GenBank Número de acceso Tamaño del Fragmento % Identidad Valor e
(pb)/cobertura (%)

Bacterias

77SEP29 PROT Bacillus cereus AB592493.1 607/100 99 0,0

79SEP31 PSM Bacillus megaterium JN999852.1 572/100 99 0,0

43MA191 PROT Bacillus cereus JN999893.1 824/100 99 0,0

87MA197 CEL Bacillus megaterium JN999852.1 762/100 100 0,0

95MA198 PROT Bacillus cereus JN999893.1 622/100 100 0,0

71MA226 PROT Bacillus cereus JN999893.1 710/100 100 0,0

55MA248 CEL Rhodococcus erythropolis JQ435727.1 783/100 100 0,0

59BMA249 CEL Curtobacterium flaccumfaciens AY167859.1 660/100 100 0,0

174MA251 PROT Bacillus cereus JN999893.1 713/100 99 0,0

20SEP14 FBN Pseudomonas sp. HQ877785.1 573/100 100 0,0

21SEP15 FBN Pseudomonas sp. HQ877785.1 598/100 100 0,0

22SEP16 FIT Enterobacter sp. JN634853.1 592/100 100 0,0



Continuación de la Tabla 2.

Aislamiento Medio Identidad en GenBank Número de acceso Tamaño del Fragmento % Identidad Valor e
(pb)/cobertura (%)

Bacterias

23SEP17 FIT Enterobacter sp. AB695204.1 575/100 100 0,0

25SEP18 PSM Pseudomonas sp. JQ320089.1 598/100 100 0,0

26SEP19 PSM Pseudomonas chlororaphis EF620458.1 598/100 99 0,0

27SEP20 PSM Pseudomonas sp. JQ320089.1 598/100 99 0,0

31SEP22 PROT Pseudomonas sp. JQ359108.1 598/100 100 0,0

39SEP23 PSM Pseudomonas sp. JQ320089.1 598/100 100 0,0

48SEP24 PROT Pseudomonas sp. JQ320089.1 598/100 100 0,0

58SEP25 CEL Pseudomonas sp. JQ359108.1 528/100 100 0,0

69SEP26 PSM Pseudomonas sp. JQ359108.1 500/100 100 0,0

70SEP27 PROT Serratia nematodiphila JN934387.1 596/100 100 0,0

76SEP28 PROT Acinetobacter sp. HM626417.1 598/100 100 0,0

78SEP30 PSM Klebsiella pneumoniae JN848784.1 500/100 100 0,0

89SEP34 CEL Chromobacterium violaceum HM449690.1 496/100 99 0,0

90SEP35 PSM Acinetobacter sp. JQ359016.1 597/100 100 0,0

99SEP36 PROT Acinetobacter sp. JQ359016.1 597/100 100 0,0

100SEP37 FBN Pseudomonas putida AB681332.1 598/100 100 0,0

104SEP38 FBN Chromobacterium violaceum HM449690.1 496/100 99 0,0

110SEP39 FBN Enterobacter aerogenes JF700493.1 597/100 100 0,0

37MA189 PROT Flavobacterium sp. HQ231918.1 596/100 100 0,0

40MA190 PSM Pseudomonas sp. JQ320089.1 598/100 100 0,0

72MA192 PROT Klebsiella pneumoniae JN848784.1 597/100 100 0,0

75MA194 PROT Serratia nematodiphila JN934387.1 597/100 100 0,0

81MA195 CEL Serratia nematodiphila JN934387.1 597/100 100 0,0

96MA199 PROT Acidovorax sp. FJ599672.1 593/100 100 0,0

97MA200 PROT Enterobacter sp. JN634853.1 597/100 99 0,0

175MA201 PROT Serratia nematodiphila JN934387.1 595/100 100 0,0

33MA221 FBN Pseudomonas sp. HQ877785.1 598/100 100 0,0

36MA222 FIT Pseudomonas sp. JQ320089.1 581/100 100 0,0

46MA223 FBN Pseudomonas sp. JQ359108.1 598/100 100 0,0

64MA224 FBN Pseudomonas sp. JQ359108.1 598/100 100 0,0

68MA225 PROT Pseudomonas sp. JQ359108.1 598/100 100 0,0

80MA227 CEL Citrobacter sp. JF833761.1 597/100 99 0,0

Hongos

51SEP40 FIT Plectosphaerella cucumerina AB469880.1 550/100 99 0,0

52SEP41 FIT Plectosphaerella cucumerina AB469880.1 551/100 99 0,0

35MA158 FIT Plectosphaerella cucumerina AB469880.1 545/100 99 0,0

49MA159 CEL Penicillium griseofulvum EU664471.1 496/100 100 0,0

50MA160 CEL Bionectria ochroleuca EU273558.1 570/100 99 0,0

108MA163 CEL Aspergillus fumigatus HQ285569.1 599/100 99 0,0

200MA165 CEL Phoma sp. JQ388280.1 537/100 100 0,0

201MA166 PSM Fusarium sp. DQ657851.1 551/100 100 0,0
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dos bacterias restantes, se asociaron filogenéticamente con
miembros de los géneros Curtobacterium (59BMA249) y
Rhodococcus (55MA248) en el clado III, aunque la resolución del
análisis no permitió su identificación a nivel de especie (Fig. 1). 

La matriz de identidad genética obtenida (no mostrada)
arrojó valores de 1 (uno) para las cepas identificadas como
B. cereus con representantes de este complejo de especies.
Dicho valor fue de 0,997 para las cepas 87MA197 y 79SEP31
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Figura 1. Árbol filogenético basado en secuencias de la región 16S del ADNr de bacterias Gram positivas provenientes de la rizosfera de plantas de
vainilla en el municipio de Sopetrán (Antioquia, Colombia). Los números en las ramas indican los valores de bootstrap. Las bacterias obtenidas en
este estudio se presentan en negrita, indicándose el medio a partir del cual se obtuvieron.



con respecto a B. megaterium, lo cual genera un alto soporte
para su identificación a nivel de especies. Las primeras bac-
terias fueron aisladas en su totalidad en el medio que evalúa
la capacidad proteolítica, mientras que los dos aislamientos
de B. megaterium se obtuvieron de pruebas de celulolíticos y
solubilizadores de roca fosfórica (PSM). 
Por su parte, el análisis filogenético de las bacterias Gram
negativas se realizó con base en 634 pb de la región 16S del
ADNr y comprendió las 35 cepas obtenidas en el estudio y
51 secuencias de referencia. El dendrograma resultante pre-
sentó cinco clados principales (I a V) soportados por altos
valores de bootstrap (>97 %) y diferentes subclados (A, B, C)
(Fig. 2). El clado I representa el género Pseudomonas y se
subdividió en tres subclados. El IA asoció a 16 de los aisla-
mientos de este trabajo con la especie P. koreensis; el subclado
IB presentó cepas de referencia de P. stutzeri, P. fluorescens, P.
aeruginosa y P. putida, siendo la cepa 100SEP37 asociada con
esta última especie. El subclado IC agrupó a las cepas de re-
ferencia de P. syringae. 
El segundo clado (II) asoció miembros de los géneros
Chromobacterium (subclado IIA), Acidovorax (subclado IIB), y
Cupriavidus, Collimonas y Burkholderia (subclado IIIC). En este
segundo clado fue posible la identificación de la cepas 89SEP
34 y 104SEP38 como miembros del género Chromobacterium y
del aislamiento 96MA199 como Acidovorax spp. El clado III co-
rrespondió a representantes del género Acinetobacter e incluyó
tres de los aislamientos (99SEP36, 90SEP35 y 76SEP28). El
clado IV presentó dos subclados (A y B). El grupo IVA permitió
identificar a los aislamientos 72MA192 y 78SEP30 como
miembros del género Klebsiella, mientras que en el clado IVB
se asociaron las cepas 175MA201, 81MA195, 75MA194 y
70SEP27 con Serratia sp.; 97MA200, 23SEP17 y 22SEP16 con
el género Enterobacter y la cepa 80MA227 con Citrobacter. Final-
mente, en el clado V se ubicaron representantes del género
Flavobacterium y la cepa 37MA189 obtenida en este estudio.
Los valores de la matriz de identidad genética (no mostrada),
soportan la hipótesis taxonómica de que 16 de los aisla-
mientos son afines filogenéticamente a la especie P. koreensis,
al compartir un valor de 0,99 con las cepas de referencia. El
análisis filogenético y de identidad también permite postular
con alto nivel de certeza la naturaleza de las cepas 72MA192
y 75MA194 aisladas en el estudio, porque comparten niveles
de identidad de 1 y 0,994 para la región 16S del ADNr con
secuencias de referencia de Klebsiella pneumoniae y Enterobacter
cloacae, respectivamente. 
Por otra parte, los valores de identidad genética obtenidos
para las cepas identificadas como Flavobacterium, Acinetobacter,
Chromobacterium, así como también de la cepa 100SEP37
asociada con P. putida en el análisis filogenético, indican que
estas bacterias solo son identificables en este estudio a nivel
genérico. De estas bacterias, llaman la atención las dos cepas
de Acinetobacter proteolíticas asociadas a la rizosfera de vai-
nilla y un tercer aislamiento de esta especie solubilizador de
roca fosfórica.

Identificación molecular de hongos
El análisis BLASTN de secuencias ITS indicó que tres de los
hongos pertenecen al género Plectosphaerella, mientras que se
presentó un representante de los géneros Fusarium, Aspergillus,
Penicillium, Bionectria y Phoma (Tabla 2). El análisis filogenético
de los hongos obtenidos en la investigación generó un den-
drograma con ocho clados (I a VIII) soportados por valores
de bootstrap superiores a 94 % (Fig. 3). El primero de ellos
representa el género anamórfico Fusarium, y presentó una
asociación del aislamiento 201MA166 con la especie
fitopatógena F. solani. El clado II correspondió a secuencias
de referencia de Trichoderma sp.; mientras que el clado III
agrupó a la cepa 50MA160 con un representante del género
Bionectria (Hypocreales). El clado IV albergó representantes
del ascomycete phyllachoral Plectosphaerella con las cepas
35MA158, 51SEP40 y 52SEP41. Los clados V y VI se presen-
taron asociados e incluyeron a los géneros anamórficos de
hyphomycetes moniliales Penicillium y Aspergillus, siendo las
especies más afines filogenéticamente a los aislamientos
49MA159 y 108MA163, Penicillium griseofulvum y Aspergillus
fumigatus, respectivamente. El clado VII agrupó al aislamiento
200MA165 con miembros del género anamórfico formador
de picnidios (cuerpos fructíferos asexuales) Phoma. Finalmen-
te, el clado VIII correspondió a Botryosphaeria y a algunos de
sus estados imperfectos Lasiodiplodia. La matriz de identidad
(no mostrada) soportó la asociación genérica de los hongos
identificados como Plestosphaerella sp. (0,9), Bionectria sp.
(0,92) y Phoma sp. (1). En contraste, el aislamiento 201MA166
asociado en el dendrograma con F. solani y el 49MA159 aso-
ciado con P. griseofulvum presentaron bajos niveles de identidad
con las secuencias de referencia de dichas especies. Por lo an-
terior, resulta preferible definir su identidad solo a nivel ge-
nérico. Finalmente, el hongo 108MA163 presentó un alto valor
(0,99) de identidad con la cepa de referencia de A. fumigatus.

DISCUSIÓN
En este estudio se aislaron e identificaron microorganismos ri-
zosféricos con potencial para hacer más disponibles los nu-
trientes en el cultivo de vainilla y así contribuir a un posterior
desarrollo de biofertilizantes. De las nueve bacterias Gram
positivas obtenidas, siete fueron identificadas como pertene-
cientes al género Bacillus, siendo dos de ellas posibles miem-
bros de la especie B. megaterium y las cinco restantes asociadas
al complejo de especies B. cereus. Este complejo, está confor-
mado por las especies B. cereus sensu stricto, B. thuringiensis y
B. anthracis, no siendo posible con la resolución que ofrecen
las secuencias del ADNr 16S, diferenciar dichas especies. B.
anthracis es una bacteria ampliamente reconocida por causar
el ántrax y puede ser identificada con base en la amplificación
de los genes lef, cya y pag del plásmido pXO1. B. thuringinesis se
diferencia de las demás especies, porque tiene la capacidad de
producir inclusiones cristalinas de proteína (endotoxinas)
durante la esporulación. Jensen et al. (2003) indican que para
la identificación molecular de estas especies es necesaria la
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Figura 2. Árbol filogenético basado en secuencias de la región 16S del ADNr de bacterias Gram negativas provenientes de la rizosfera de plantas de
vainilla en el municipio de Sopetrán (Antioquia, Colombia). Los números bajo las ramas indican los valores de bootstrap. Las bacterias obtenidas
en este estudio se presentan en negrita, indicándose el medio a partir del cual se obtuvieron.



amplificación de los genes que codifican para las proteínas Cyt
y Cry, además de btcap y vip3a, codificantes para proteínas in-
volucradas en las síntesis de la cápsula. De interés resultará en
un próximo trabajo la identificación a nivel de especie de las
cepas obtenidas en esta investigación, de manera que se evalúe
su papel en la rizosfera de las plantas de vainilla.

Por su parte B. megaterium es una bacteria ampliamente in-
vestigada que se caracteriza por su capacidad promotora de
crecimiento vegetal a partir de la producción de compuestos
volátiles, la inhibición del crecimiento de la raíz primaria y el
incremento en el número y longitud de pelos radiculares y
raíces secundarias (Zou et al., 2010). Esta bacteria ha sido

Acta biol. Colomb., 18(2):293-306, mayo - agosto de 2013 - 301

Identificación molecular de microorganismos asociados a la rizosfera de plantas de vainilla en Colombia

Figura 3. Árbol filogenético basado en secuencias de la región ITS del ADNr de hongos provenientes de la rizosfera de plantas de vainilla en el
municipio de Sopetrán (Antioquia, Colombia). Los números en las ramas indican los valores de bootstrap. Los hongos obtenidos en este estudio
se presentan en negrita, indicándose el medio a partir del cual se obtuvieron.



reportada también promoviendo el crecimiento en plántulas
de Phaseolus vulgaris, gracias al aumento en la producción de
citoquininas en las plantas inoculadas (Ortíz-Castro et al.,
2008) y como solubilizadora de fosfatos y biocontroladora
de patógenos en Capsicum annuum (Akgûl y Mirik, 2008). En
forma similar, López et al. (2010), estudiando la comunidad
bacteriana endofítica presente en raíces y semillas de tres
variedades de frijol a partir de análisis de secuencias 16S del
ADNr, encontraron que B. megaterium se encontraba frecuen-
temente en las raíces de dos de las variedades evaluadas, y
adicionalmente que dichos aislamientos tenían capacidad de
solubilizar fitato. Por lo anterior, el aislamiento obtenido de
B. megaterium en este estudio presenta un potencial como
PGPR en plantas de vainilla y debería ser considerado en el
futuro para ser evaluado como biofertilizante bajo condi-
ciones de campo.
El análisis filogenético de las bacterias Gram negativas ge-
neró cinco clados principales (I a V), siendo mayoritario el
clado I, que representó al género Pseudomonas. Las bacterias
de este género están ampliamente distribuidas en los suelos
agrícolas y tienen diversas funciones relacionadas con la des-
composición de materia orgánica y la promoción del creci-
miento de las plantas, aunque algunas pueden tener también
efectos patogénicos (Saharan y Nehra, 2011). En este trabajo,
16 de los aislamientos fueron identificados como P. koreensis,
una especie aislada por primera vez de suelos agrícolas de
Corea (Kwon et al., 2003) y taxonómicamente afín al grupo
de las Pseudomonas fluorescentes. P. koreensis ha sido repor-
tada como una alternativa promisoria para el biocontrol de
Oomycetes que producen zoosporas y que son reconocidos
patógenos de diversos cultivos (Hultberg et al., 2010).
Kitamura et al. (2010), encontraron que varios representan-
tes del género Pseudomonas, incluyendo a P. koreensis, son ca-
paces de sintetizar una amida del ácido succínico, compuesto
que es un promotor del crecimiento de las plantas. Adicional-
mente, se ha reportado que miembros del género Pseudomonas
aislados de nódulos de raíces de leguminosas, presentan
afinidad filogenética con P. putida, P. koreensis y P. fluorescens,
entre otros (Issar et al., 2012). 
De gran interés resultará evaluar en el futuro el papel prin-
cipal de esta bacteria en la rizosfera de las plantas de vainilla,
ya que fue principalmente detectada creciendo en medio
selectivo para bacterias con potencial de fijación de N2 y
solubilizadores de P. La capacidad para fijar nitrógeno por
parte de bacterias del género Pseudomonas ha sido amplia-
mente debatida. Sin embargo, recientemente se ha confir-
mado inequívocamente dicha actividad mediante pruebas
bioquímicas en especies como P. stuzeri y P. azotifigens
(Desnoues et al., 2003, Hatayama et al., 2005). En adición,
Yu et al. (2011), secuenciaron el genoma completo de una
cepa de P. stuzeri utilizando el sistema Roche/454 GS FLX, y
encontraron la presencia no solo del gen nifH, sino también
de al menos 42 genes que codifican para las proteínas del
aparato de desnitrificación, asociado al metabolismo de bac-

terias asimbióticas fijadoras de nitrógeno. Por esto, en tra-
bajos futuros se podrá confirmar la actividad de fijación bio-
lógica de N2 en P. koreensis a partir de pruebas de reducción
de acetileno a etileno o mediante la detección directa por
PCR del gen nifH.
Por otra parte, el análisis filogenético también permitió aso-
ciar con alto nivel de certeza la identidad de dos cepas con
secuencias de referencia de Klebsiella pneumoniae y Enterobacter
cloacae. Estas bacterias son reconocidas por su condición de
saprófitas facultativas, frecuentemente encontradas en aguas,
suelos y otros sustratos que tienen contacto con estiércol de
animales, pues algunas de sus especies son habitantes co-
munes del tracto digestivo y urinario de diversos mamíferos.
Así, K. pneumoniae, que es clínicamente el más reconocido
representante del género Klebsiella, es un patógeno impor-
tante en infecciones nosocomiales que se caracteriza por
tener una gran cápsula externa de polisacáridos. Sin em-
bargo, en forma natural está presente en los suelos y puede
ser aislada de la superficie de las raíces de algunas plantas.
Esta bacteria ha sido muy estudiada como una bacteria dia-
zótrofa de vida libre, pues al menos 30 % de las cepas pueden
fijar N2 en condiciones anaeróbicas (Reinhardt et al., 2008).
Ya que las cepas de K. pneumoniae sensu stricto asociadas con
plantas vivas o en descomposición son en general diferentes
de las que están asociadas con infecciones en humanos (las
primeras utilizan 5-ketogluconato como única fuente de
carbono y carecen de cápsulas) (Brisse et al., 2006), resultará
de interés evaluar dichas características en las cepas aquí
identificadas, de manera que sea posible definir su viabilidad
como potenciales biofertilizantes en cultivos de vainilla.
Con respecto a la otra enterobacteria detectada, E. cloacae, se
debe indicar que puede llegar a ser un importante patógeno
nosocomial, aunque también se ha encontrado frecuentemen-
te en frutas y vegetales. Junto con las especies E. asburiae y E.
aerogenes forman el complejo E. cloacae y con el fin de confirmar
inequívocamente el resultado aquí presentado, sería de gran
interés secuenciar genes funcionales como RpoB, gyrA y mdh,
entre otros. Las infecciones causadas por este patógeno cau-
san la más alta tasa de mortalidad humana comparado con
otras infecciones de Enterobacter (Grimont y Grimont, 2006a).
Aunque este microorganismo tiene cepas patógenas de huma-
nos, algunos aislamientos han sido usados como agentes de
control biológico de Oomycetes que causan la pudrición de
las semillas de pepino tales como Pythium ultimum, y como
controlador de algunos insectos plaga (Dijk y Nelson, 2000).
Esto representa un posible uso en el manejo de Oomycetes del
suelo que afectan la vainilla (ej. Phytophthora meadii). 
Dada la utilización de estiércol de caprinos en el sustrato de
crecimiento de plantas de vainilla, no resultan sorpresivos
dichos aislamientos; por el contrario, estos hallazgos llaman
la atención sobre la necesidad de realizar un proceso de com-
postaje completo con los residuos de origen animal utiliza-
dos, de manera que prevalezcan unas condiciones de biose-
guridad para los productores y consumidores de vainilla.
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Otra bacteria Gram negativa que resultó representativa de los
microorganismos proteolíticos obtenidos en el estudio fue
Serratia sp. Algunas bacterias del género Serratia se caracterizan
por formar el pigmento producido como metabolito secun-
dario prodigiosina, cuya función aún no es bien conocida. Esta
pigmentación sólo se presenta en un bajo porcentaje de cul-
tivos aislados y es dependiente de la especie y de las condi-
ciones de incubación. Algunas especies de Serratia se encuen-
tran frecuentemente en aguas, suelos, plantas, material vegetal
en descomposición y ocasionalmente en el intestino de di-
versos animales invertebrados (Grimont y Grimont, 2006b).
S. marcescens ha sido ampliamente reportada como una bac-
teria eficiente en la solubilización de fosfato inorgánico, con
potencial para su uso en la extracción de P insoluble en minas
naturales de este elemento (Farhat et al., 2009).
Con respecto a los miembros del género Acinetobacter identi-
cados en el estudio, es importante indicar que dichas bacte-
rias se caracterizan por ser saprófitas habitantes de suelos,
cuerpos de agua, aguas residuales, alimentos y por no ser fer-
mentativas. Diferentes estudios han indicado que esta bacte-
ria es también una importante PGPR y, por tanto, podría ser
formulada como biofertilizante de amplio espectro por su
capacidad probada para solubilizar fosfatos, fijar N2 y
producir ácido indolacético (AIA) (Indiragandhi et al., 2008;
Gulati et al., 2009). Adicionalmente, se ha encontrado que
bacterias del género Acinetobacter, además de Pseudomonas,
Bacillus, Rhodococcus, Rhizobium y Mycobacterium tienen capaci-
dad de producir AIA (Tsavkelova et al., 2007). El AIA de ori-
gen microbiano es altamente relevante en la promoción de
la germinación de orquídeas, cuando las cepas bacterianas
están en estrecha relación con las semillas (Tsavkelova et al.,
2007). Esta situación plantea una interesante línea de inves-
tigación con las cepas de estos géneros obtenidos en el pre-
sente estudio, dados los problemas de latencia que experi-
mentan las semillas de vainilla en nuestro medio. 
En relación con las demás bacterias identificadas en el estu-
dio, es de notar la alta diversidad de géneros encontrados,
incluyendo Rhodococcus, Curtobacterium, Flavobacterium, Acidovorax
y Chromobacterium. Su presencia sugiere la existencia en la
rizosfera de vainilla de una compleja red de procesos meta-
bólicos que desempeñan diversas funciones en la descompo-
sición de los sustratos utilizados para el establecimiento y la
nutrición de esta planta. Así por ejemplo, se destaca el efecto
de Rhodococcus en la producción de sideróforos, que condu-
cen a la formación de complejos solubles de Fe que pueden
ser tomados por diversas especies vegetales. De igual manera,
se ha confirmado que esta bacteria es solubilizadora de fos-
fatos mediante el mecanismo de producción de ácidos
orgánicos (Saharan y Nehra, 2011).
Con respecto a la identificación de hongos asociados a la
rizosfera de plantas de vainilla, se encontraron represen-
tantes de los géneros Plectosphaerella, Fusarium, Aspergillus,
Penicillium, Bionectria y Phoma, siendo muy llamativo el hecho
que algunos de estos (ej. Fusarium y Phoma) pudieran ser po-

sibles fitopatógenos de las raíces de plantas de vainilla. Esto
conduce a plantear la necesidad de extremar los cuidados
con respecto al origen y tratamiento de los sustratos utiliza-
dos para el establecimiento de los cultivos. Un mal uso de
estas fuentes puede llevar a la dispersión generalizada de pa-
tógenos limitantes del cultivo en el país, lo cual afectaría aún
más los planes de su expansión. En este sentido, reciente-
mente Santa et al. (2012) realizaron un estudio tendiente a
evaluar los hongos asociados a la pudrición basal de las
plantas de vainilla, el principal problema fitosanitario de este
cultivo en el mundo (Pinaria et al., 2010), y encontraron que
la especie Fusarium oxysporum f. sp. vanillae corresponde al
agente causal de dicha enfermedad. Pero adicionalmente,
identificaron otros hongos de los géneros Fusarium, Phoma y
Lasiodiplodia en plantas con síntomas de necrosis de tallos, lo
que coincide plenamente con los resultados de este trabajo. 
El estudio también identificó a tres de los aislamientos micó-
ticos como miembros del género Plectosphaerella y activos en
la solubilización de fitato, lo cual los señala como posibles
componentes del proceso de solubilización de las fuentes
orgánicas de P presentes en macromoléculas de los sustratos
utilizados en este cultivo. El fitato es un derivado del myo-
inositol presente como fuente de almacenamiento de P en
diversos tejidos de plantas y especialmente en semillas (Raboy,
2003). En nuestro conocimiento, este es el primer estudio
donde se indica indirectamente la capacidad de este hongo
para producir fitasas, lo cual representa un importante ha-
llazgo no sólo por su posible utilización como biofertilizante,
sino también por su potencial como fuente de enzimas para
la industria de alimentación animal, tal como ocurre con
hongos como Aspergillus, Penicillium, Mucor y Rhizopus (Vats y
Banerjee, 2004). Adicionalmente a los hongos mencionados,
en este trabajo también fue posible la identificación de A.
fumigatus, P. griseofulvum y Bionectria sp. Los dos primeros hongos
son conocidos saprófitos habitantes de diversos sustratos,
donde cumplen importantes funciones como degradadores
de materia orgánica y fundamentalmente de los componentes
de la pared celular de las plantas, gracias a sus múltiples en-
zimas hidrolíticas que incluyen celulasas, pectinasas y lacasas
(de Vries y Visser, 2001). Bionectria por su parte, es un género
de Ascomycetes del orden Hypocreales que incluyen saprófitos
degradadores de madera, hojarasca y algunas especies mico-
parasíticas (Schroers, 2001). 
Este estudio representa un primer avance en el reconoci-
miento de la microflora asociada a la rizosfera de un cultivo
de vainilla en Colombia. En él se encontró un alto nivel de di-
versidad con respecto a los géneros y especies de hongos y
bacterias identificados, que brinda una importante fuente de
información sobre la utilización potencial de microorganismos
como biofertilizantes, controladores biológicos o simplemen-
te aceleradores de la descomposición de sustratos orgánicos.
Adicionalmente, se identificaron bacterias con posibles pro-
blemas de bioseguridad por su condición dual de patógenas
humanas y saprófitas, y posibles hongos fitopatógenos asocia-
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dos a la rizosfera de plantas de vainilla. Ambas situaciones
ameritan realizar esfuerzos para certificar la inocuidad de los
sustratos de cultivo y su manejo adecuado en los procesos de
compostaje, propios de este tipo de explotaciones agrícolas.
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