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Resumen

La acumulacion de metabolitos secundarios en las especies comerciales del género
Vanilla, siendo vainillina el mas importante, la convierten en la segunda especia mas cara a
nivel mundial. Estos metabolitos se forman a partir de la actividad g-D-glucosidasa propia
de sus cépsulas y de microorganismos presentes en el proceso de curado. El objetivo del
presente trabajo fue determinar la presencia de microorganismos cultivables con actividad
S-D-glucosidasa en cépsulas fisiologicamente maduras de V. planifolia, V. pompona e
hibrido de Costa Rica ((V. planifoliaxV. pompona)x V. planifolia), mediante su
aislamiento, identificacién y crecimiento en placas con sustratos, para un posible uso en el
mejoramiento del curado en capsulas de Vanilla comercial. El aislamiento de bacterias y
levaduras se realizo previo al proceso de curado en caldos y agares de Tripticasa de Soya y
Sabouraud Dextrosa, respectivamente. Se uso secuenciacion de ADN del ARNr 16S para la
identificacion de los aislamientos bacterianos y del ITS para la identificacion de los
aislamientos fungicos. Ademas, los sustratos arbutina, esculina y celobiosa se utilizaron para
determinar la actividad p-D-glucosidasa. Los aislamientos a partir de las capsulas de V.
pompona tuvieron una mayor diversidad de micoorganismos. Con respecto a la actividad
S-D-glucosidasa en bacterias, el filo Proteobacteria fué el mas diverso y con un mayor
namero de aislamientos con actividad enzimatica, principalmente en esculina y celobiosa. En
levaduras, el filo con mayor nimero de aislamientos y mas diverso fue Basidiomycota, en el
cual, todos los aislamientos tuvieron una alta actividad sobre los sustratos arbutina y esculina.
El principal aporte del trabajo se da en ser el primero en estudiar la actividad 5-D-glucosidasa
de microorganismos obtenidos a partir de capsulas fisiologicamente maduras y previas a su
curado de dos especies comerciales de Vanilla y el hibrido de Costa Rica. En conclusién, se
obtuvo grupos de microorganismos no reportados previamente provenientes de capsulas de
V. planifolia, V. pompona e hibrido de Costa Rica con actividad
S-D-glucosidasa, donde el grupo de las levaduras son las méas ideales para futuras
aplicaciones biotecnoldgicas en el curado de capsulas de Vanilla con valor econdémico.



1. Introduccion
Los bosques tropicales son una fuente importante de recursos naturales para la humanidad
(Balvanera, 2012; Fedele et al., 2021; Toledo et al., 2003; Varghese et al., 2015); sin
embargo, cerca de un 90% se encuentran fuera de &reas protegidas y su superficie se ha
reducido en un 35% a nivel mundial, por el avance de la frontera agricola (Pinotti et al., 2012;
Rodriguez-Echeverry & Leiton, 2021; Varghese et al., 2015).

Las plantas del género Vanilla, son unos de los recursos naturales que proveen los bosques
tropicales y que son cultivadas por su valor econémico (Azofeifa-Bolafios et al., 2014;
Gamboa-Gaitan, 2014; Karremans et al., 2020; Lopez-L06pez, 2013), siendo las especies del
Neotropico con mayor valor comercial (Herrera-Cabrera et al., 2012; Lubinsky et al., 2008;
Medina et al., 2009). No obstante, en esta region las poblaciones silvestres del genero Vanilla
se encuentran reducidas y con una importante erosion genética (Bautista-Aguilar et al., 2021,
Bello-Bello et al., 2015; Bory et al., 2008; Gamboa-Gaitan, 2014; Salazar-Rojas, 2011).

El cultivo de especies comerciales de Vanilla, se da principalmente en sistemas
agroforestales debido a sus necesidades ecoldgicas; por ejemplo, arboles que le brinden un
50% de sombra y que le sirvan de soporte para crecer, suelos con buen drenaje y abundante
compost (Espinoza-Pérez et al. 2019; Lopez-Lopez, 2013). Por lo tanto, bajo el sistema
agroforestal el cultivo de vainilla permite generar zonas de amortiguamiento a las areas de
importancia biologica, aledafas a las comunidades en las regiones tropicales (Hakim et al.,
2019; Lubinsky et al., 2008).

Por otra parte, el interés economico en el género Vanilla se debe a que algunas de sus
especies poseen metabolitos secundarios con caracteristicas organolépticas (vainillina o
4-hydroxy-3-metoxibenzaldehido, el mas importante) muy usados en la industria
(principalmente de alimentos); lo cual, la hace la segunda especia mas cara a nivel mundial
(Andrade-Andrade et al., 2018; Chen et al., 2015a; Gallage et al., 2018; Odoux et al., 2006;
Réling et al., 2001; Salazar-Rojas et al., 2012). Sin embargo, estos metabolidos secundarios
se encuentran en forma de -D-glucdsidos (vainillina en forma de gluco-vainillina) en las
capsulas de especies comerciales de Vanilla y deben ser hidrolizados mediante un proceso
denomidado curado (Baqueiro-Pefia & Guerrero-Beltran, 2017; Cai et al., 2019; General et
al., 2009).



En el curado se exponen los g-D-glucosidos a la actividad de la enzima S-D-glucosidasa
en cépsulas en un estado fisiolgico entre maduras y verdes (Delgado et al., 2021; Gu et al.,
2015; Naidu et al., 2009; Ruiz-Teran et al., 2001; Walton et al., 2000). Este proceso dura
aproximadamente de tres a seis meses y consiste de cuatro etapas: 1) muerte/escalado,
inhibicién del crecimiento vegetativo de las capsulas por temperatura (60 °C-100 °C) y
generando una exposicién de los -D-glucésidos a la actividad endo-4-D-glucosidasa (propia
de las cépsulas); 2) asoleo/sudado, para favorecer la actividad p-D-glucosidasa; 3) secado,
con el fin de disminuir la humedad para proteger las capsulas de la descomposicion
microbiana y otras actividades enzimaticas no deseadas y 4) acondicionamiento, que consiste
en el almacenamiento de las capsulas entre 35 °C y 38 °C para mejorar los resultados (Gu et
al., 2017; Kelso-Bucio et al., 2013; Dignum et al., 2002; Ramachandra-Rao & Ravishankar,
2000).

En el proceso de curado, se creia que la hidrolisis de la gluco-vainillina era exclusivo de
la actividad endo-$-D-glucosidasa (propia de las capsulas) (Odoux et al., 2003; Odoux et al.,
2006). Sin embargo, la cantidad de vainillina generada al final del curado y la actividad
endo-pB-D-glucosidasa no concordaban; ya que, la actividad enziméatica disminuia
considerablemente por la degradacion de la enzima en la etapa de muerte debido a las altas
temperaturas (Chen et al. 2015a; Dignum et al., 2002; General et al., 2009; Xu et al., 2020).

Por lo tanto, surgié la hipdtesis de que la hidrolisis de la gluco-vainillina en el curado
también estaba influenciada por factores externos a la actividad enzimatica propia de las
capsulas; la cual, ha sido corroborado por el aislamiento de levaduras y bacterias con
actividad p-D-glucosidasa sobre la gluco-vainillina, en la etapa del curado (General et al.,
2009; Roling et al., 2001; Yeh et al.,, 2021). Sin embargo, la funcion que cumplen los
microorganismos con capacidad de hidrolizar la gluco-vainillina en el curado, no ha sido
ampliamente estudiada (Cai et al., 2019; Chen et al., 2015a).

El amplio uso y el lento proceso de curado (Réling et al., 2001), han hecho que el extracto
de vainilla sea el segundo saborizante de mayor valor econdmico después del azafran y de
mayor popularidad a nivel mundial (Santa-Cardona et al., 2012; Rojas et al., 2020). En los
proximos afios se prevé un incremento en los ingresos econdmicos generados por las capsulas

curadas de especies comerciales de Vanilla, debido a un aumento en su demanda, la cual



supera en un 87.5% la oferta mundial (Ahmad et al., 2020; Azofeifa-Bolafios et al. 2014;
Naidu et al. 2009).

1.1  Antecedentes
La actividad p-D-glucosidasa se ha identificado en microorganismos de diversos

ecosistemas naturales: termales (Alarcon et al., 2011; Polymenakou et al., 2021), polares
(Buzzini et al., 2012; Cristobal et al., 2008; Duarte et al., 2018), microbioma vegetal (Bogas
et al., 2007) suelos contaminados, en el tracto digestivo de diferentes animales, entre otros
(Ahmed et al., 2017; Cristobal et al., 2008; Duan et al., 2009; Warnecke et al., 2007).
También se han aislado microorganismos con actividad A-D-glucosidasa en ambientes
artificiales como el procesado de bebidas y alimentos (Palmeri & Spagna, 2007; Rompkovksi
et al., 2021).

Uno de los procesos en el cual se han aislado microorganismos con actividad
p-D-glucosidasa ha sido a partir del vino de uva, donde se han obtenido géneros de levaduras
como Brettanomyces, Candida, Debaromyces, Dekkera, Hanseniaspora, Hansenula,
Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces,
y Torulaspora, ademas de la bacteria Oenococcus oeni (Palmeri & Spagna, 2007; Zhang et
al., 2021). En otros procesos como la fermentacion de soya y mandioca, también se han
logrado aislar bacterias con actividad S-D-glucosidasa de los géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Pediococcus y Leuconostoc, asi como Enterococcus, Weissella y Bacillus,
respectivamente (Abban et al., 2013; Hutajulu et al., 2021; Michlmayr & Kneifel, 2014).

El curado de las capsulas de Vanilla planifolia es otro de los procesos en donde se han
aislado microorganismos con actividad f-D-glucosidasa (Khoyratty et al., 2015). En la India
se realizd un analisis de la ecologia microbiana después de la etapa de escalado de las
capsulas de V. planifolia en dos sitios diferentes. En el estudio se encontrd, que las bacterias
del género Bacillus (B. smithii, B. licheniformis, B. subtilis, B. pumilis y B. firmus) eran las
mas predominantes y todas ellas a excepcion B. smithii presentaron actividad
S-D-glucosidasa (Réling et al., 2001).

Por otra parte, General et al. (2009), aislaron levaduras a partir de muestras en diferentes
estados de curado (frescas, muertas, secadas y curadas), asi como de otras estructuras de la

planta (hojas verdes, tallo y flores) y suelo de la plantacion. En el estudio se logro aislar 17



géneros de levadura con actividad p-D-glucosidasa tales como Cryptococcus,
Stephanoascus, Kockovaella, Brettanomyces, Rhodoturula, Trichosporon, Dekkera,
Candida, Lipomyces, Sacchoromycopsis, Pichia, Debaryomyces, Bullera, Bensingtonia,
Nadosonia y Saccharomyces, sin embargo, de estos solo seis estuvieron presentes en la etapa

de curado (Dekkera, Candida, Pichia, Debaryomyces, Nadosonia, y Saccharomyces).

En otro estudio realizado por Chen et al., (2015?), reportaron el aislamiento de 20 cepas
de Bacillus en capsulas curadas de V. planifolia y determinaron la expresion del gen bgl
(codificador para una S-D-glucosidasa extracelular en bacterias) en los diferentes estados del
curado. Ademas, realizaron la inoculacion de las cepas en medios que contenian
gluco-vainillina como Unica fuente de carbono y expresaron la proteina verde fluorescente
(GFP) en una cepa de B. subtilis para observar su colonizacion en las capsulas. En el estudio
se observd que el gen bgl se expres6 después de la pérdida de la actividad
endo-p-D-glucosidasa; ademas, la hidrolisis de gluco-vainillina en los medios inoculados con
bacterias fue mayor al control (sin indculo bacteriano) después de 24 horas y la cepa de B.

subtilis marcada con GFP colonizo parcialmente las capsulas.

En China, el aislamiento de microorganismos en capsulas comerciales de Vanilla ha
permitido identificar una nueva especie del género Bacillus (B. vanillea), la cual presenta
actividad g-D-glucosidasa (Chen et al., 2015P). Esta nueva especie de Bacillus fue usada por
Gu et al., (2015) junto a B. subtilis para realizar tratamientos en capsulas verdes de V.
planifolia, empleando como control positivo capsulas curadas de forma tradicional. En el
estudio se determind que las cépsulas tratadas con B. vanillea y B. subtilis tuvieron
significativamente mas contenido de vainillina al final del tratamiento en comparacion a la

muestra control.

En América Latina, especificamente en México, se reportaron aislamientos de Pantoea,
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Morganella, Providencia y Escherichia en V.
planifolia (Luna-Guevara et al., 2016). De igual forma, en Colombia se han aislado Bacillus,
Rhodococcus, Curtobacterium, Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, Acinetobacter,
Klebsiella, Chromobacterium, Flavobacterium, Acidovorax y Actinomycetes a partir de

hojas, tallos, raices, capsulas, asociados a la rizosfera y en el proceso de curado de V.



planifolia, V. odorata, V. calyculata y Vanilla spp. (L6pez et al., 2013; Lépez-Lopez, 2013;
Gamboa-Gaitén, 2014; Gamboa-Gaitan & Otero-Ospina, 2016).

Para Costa Rica, se ha reportado el aislamiento de bacterias endofitas de los géneros
Acetobacter, Achromobacter, Burkholderia, Campylobacter, Corynebacterium, Cytophaga,
Bacillus, Brevibacterium, Flavobacterium, Leuconostoc, Klebsiella, Micrococcus,
Enterobacter, Azospirillum y Erwinia con actividad bio-controladora contra Fusarium
oxysporum (Jiménez-Quesada et al., 2015). Sin embargo, en ninguno de los estudios de
aislamiento de microorganismos en México, Colombia y Costa Rica fue analizada la

actividad p-D-glucosidasa.

Ademas del aislamiento de microorganismos con actividad S-D-glucosidasa, también se
han realizado estudios aplicados a capsulas verdes usando extractos enzimaticos como
Viscozyme de Aspergillus y Celluclast de Trichoderma reseii, caracterizados por tener
S-D-glucosidasas y otras enzimas (arabinasas, hemicelulasas, xylanasas, y pectinasas). Los
extractos fueron aplicados en diferentes combinaciones (Celluclast + agua, Celluclast +
etanol, Celluclast + Viscozyme + agua, Celluclast + Viscozyme + etanol) donde el
tratamiento de Celluclast + Viscozyme + etanol tuvo una mayor actividad en la hidrdlisis de

gluco-vainillina (Ruiz-Teran et al., 2001).

Investigaciones similares fueron realizadas por Zhang et al., (2014), donde se reporta el
uso de enzimas pectinasas provenientes de Aspergillus niger y Viscozyme en capsulas verdes
de V. planifolia. En el estudio se demostré que en un periodo de 8 horas se logré una
produccién de 3.34% de vainillina, la concentracion ideal de enzima correspondia a 0.4%

(m/m), la temperatura 6ptima fue de 50 °C y el pH 6ptimo estaba en un rango de 3.0 a 5.0.

Otro estudio ha aplicado fuentes enzimaticas de la microbiota del rumen (caracterizados
por tener celulasas, hemicelulasas y pectinasas) en cépsulas verdes de V. planifolia;
demostrando un efecto positivo de los fluidos del rumen en la hidrolisis de la gluco-vainillina
(Paramita & Yulianto, 2013).

También se han usado extractos enzimaticos crudos de hojas de té en capsulas verdes y
comerciales de Vanilla a una concentracion de 2% v/v de enzima. Los resultados mostraron

que las muestras tratadas con el extracto enzimatico de hojas de té tuvieron un 1.82% mas de



vainillina en comparaciéon a muestras tratadas con “Viscozyme” (extracto enzimatico
proveniente de A. niger) y su uso en el curado de capsulas verdes de especies comerciales de
Vanilla fue patentado en el 2009 por los autores del mismo estudio (Naidu et al., 2009). El
uso de S-D-glucosidasas en el tratamiento de capsulas verdes de V. planifolia ha permitido
generar un mayor contenido de vainillina (dos o mas veces en comparacion al método
tradicional) en un menor tiempo (Delgado et al., 2021).
1.2 Justificacion

Las especies comerciales de Vanilla, se pueden cultivar en sistemas agroforestales. Este
sistema de cultivo le permite al productor generar ingresos econémicos, con un bajo impacto
a los ecosistemas tropicales. Sin embargo, al ser plantas aun no domésticas los productores
optan por sustraer directamente del bosque este recurso para el cultivo de sus plantaciones
afectando negativamente su habitat, las poblaciones silvestres y la diversidad genética donde

se encuentra distribuidas naturalmente (Carranza Alvarez et al., 2021; Goettsch et al., 2021).

A pesar de que los paises del Neotropico son parte del centro de origen de las principales
especies comerciales de Vanilla, estos no lideran la produccidon a nivel mundial debido al mal
manejo y la falta de experiencia en este cultivo; lo que ha hecho, que sea otros los principales
productores y exportadores como lo es Madagascar e ldonesia (con mas del 60% de la
produccién y exportacion, en comparacion a menos del 1% en el Neotropico) (Korthou &
Verpoorte, 2007; FAOSTAT, 2021, Naidu et al., 2009; OEC, 2021; Salazar Rojas, 2011).
Sin embargo, Indonesia y Madagascar carecen de la diversidad genética del cultivo para su

mejoramiento (Chambers et al., 2021).

Aunque la vainillina sintética en términos de costo es mas atractiva, esta no podra competir
con la preferencia del extracto natural obtenido de las cépsulas de algunas especies de
Vanilla, debido a su calidad organoléptica. Por lo tanto, los agricultores del Neotrdpico se
podrian incentivar a incursionar en el cultivo de las especies comerciales debido a su
rentabilidad econdmica; ademés, con la opcion de tener un acervo genético para el
mejoramiento del cultivo y otras estrategias alternativas que le ayuden a tener un producto

final que pueda competir en mejores condiciones en el mercado.

El uso de microorganismos o sus enzimas son algunas estrategias alternativas de manejo

que podrian mejorar el proceso de beneficiado de las capsulas de especies del género Vanilla



con interes econémico. Este mejoramiento, se puede ver reflejado en una reduccién del
tiempo de curado (de 24 horas a una semana en comparacion a los tres meses de curado
artesanal) y la generacion de un producto con mas contenido de vainillina (dos o mas veces
al contenido de vainillina obtenido mediante el curado tradicional), que le daria un mayor
valor econémico en el mercado, haciendo mas rentable su produccion y a la vez

contribuyendo indirectamente a su conservacion (Delgado et al., 2021).

El aislamiento e identificacién de microorganismos a partir de las capsulas de vainilla,
tanto en condiciones agroforestales y silvestres contribuiria a conocer la diversidad
microbiana presente en estos nichos. Asimismo, el almacenamiento de estas cepas
garantizara su conservacion y pondra a disposicion estos recursos de la biodiversidad
costarricense para futuras aplicaciones biotecnoldgicas y con posibilidad de generar nuevas

patentes.

El proposito de este trabajo es realizar una bioprospeccion de microorganismos con
actividad S-D-glucosidasa que puedan servir a futuro como herramientas base en un mejor
aprovechamiento del recurso de especies comerciales de Vanilla y con posibilidad de ser
usados en otros campos de la biotecnologia. Asi mismo, constituye un trabajo innovador en
comparacion a estudios previos; ya que, se describe parte de la diversidad microbiana
cultivable (que actua como fuente de actividad p-D-glucosidasa), presente en capsulas
proximas a cosechar de dos especies comerciales de Vanilla y el hibrido de Costa Rica
cultivados en tres regiones diferentes de Costa Rica. Este hibrido fue obtenido en las décadas
de 1960 y 1970 al retrocruzar un hibrido de primera generacion (V. planifolia x V. pompona)
con V. planifolia (Grisoni & Nany, 2021).



1.3  Planteamiento del problema
¢Es la diversidad microbiana cultivable asociada a cdpsulas de especies comerciales de

Vanilla y el hibrido de Costa Rica provenientes de sistemas agroforestales costarricenses una
potencial fuente de enzimas S-D-glucosidasas?
1.4 Objetivos
1.4.1. Objetivo general

Determinar la presencia de microorganismos cultivables con actividad f-D-glucosidasa
en capsulas fisiolégicamente maduras de V. planifolia, V. pompona e hibrido de Costa Rica
((V. planifolia x V. pompona) x V. planifolia), mediante su aislamiento, identificacion y
crecimiento en placas con sustratos, para un posible uso en el mejoramiento del curado en

capsulas de Vanilla comercial.

1.4.2. Objetivos especificos

1) Obtener los microorganismos cultivables presentes en capsulas fisiologicamente
maduras de V. planifolia, V. pompona e hibrido de Costa Rica.

2) Identificar a nivel de ADN los microrganismos aislados en capsulas fisiologicamente
maduras de V. planifolia, V. pompona e hibrido de Costa Rica.

3) Determinar cualitativamente la actividad p-D-glucosidasa en los microorganismos
provenientes de las capsulas fisiolégicamente maduras de V. planifolia, V. pompona
e hibrido de Costa Rica.



2. Marco Teoérico

2.1  Especies de Vanilla, su conservacion e importancia econémica
El género Vanilla, se caracteriza por tener alrededor de 132 especies (Andriamihaja et al.,

2020), las cuales se distribuyen en las zonas tropicales del mundo a excepcion de la zona
tropical de Australia (Gamboa-Gaitan, 2014; Hu et al., 2019; Ramos-Castella et al., 2016).
Las poblaciones de Vanilla, se encuentra en reduccién y con una importante erosioén genética
debido a la expansidon de la frontera agricola, sustraccién de plantas para el cultivo de vainilla
y su escasa reproduccion sexual que aporta poca variabilidad genética a las poblaciones
(Azofeifa-Bolafios et al., 2014; Bautista-Aguilar et al., 2021; Bello-Bello et al., 2015;
Gamboa-Gaitan, 2014). Los anteriores factores han colocado algunas especies en la lista roja
de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en
inglés) (Qiang, 2014; UICN, 2016).

Las especies de interés comercial de Vanilla se encuentran distribuidas en la region del
tropico americano (Gamboa-Gaitan, 2014; Villanueva-Viramontes et al., 2017), siendo V.
planifolia la de mayor importancia, seguida por V. pompona, V. X tahitensis (Gonzélez-
Chavez et al., 2018; Diez-Gomez, 2014; Ramos-Castella et al., 2016; Rao et al., 2014;
Takahashi et al., 2013) e hibridos generados producto del mejoramiento genético (Azofeifa
et al., 2014; Grisoni & Nany, 2021; White et al., 2014). Sin embargo, se plantea la hipdtesis
que para los proximos afios el nimero de especies en el género Vanilla podria crecer, ya que
se presume de la existencia de especies aun no descritas y algunas de ellas podrian tener
alguna importancia economica (Azofeifa et al., 2014; Gamboa-Gaitan, 2014; Hurtado et al.,
2014).

En Costa Rica se cultivan y se tienen poblaciones silvestres en dos de las especies de
interés comercial V. planifolia y V. pompona (Figura 1) (Azofeifa-Bolafios et al., 2018;
Watteyn et al., 2020). Ademas, tambien posee el “hibrido de Costa Rica” (Figura 1); el cual
se cree, que corresponde al hibibrido Tsy taitra ((V. planifolia x V. pompona) x V. planifolia)
creado en un centro de investigacion en Madagascar y posteriormente introducido a Costa
Rica (Grisoni & Nany, 2021).
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Figura 1. Hibrido de Costa Rica y especies comerciales de Vanilla. A) Flor y
planta de hibrido de Costa Rica. B) Flor y frutos de V. planifolia. C) Flor

y planta de V. pompona. Fuente: Amelia Paniagua Vasquez.

La importancia econdmica de algunas especies de Vanilla, se debe principalmente a que
las capsulas poseen f-D-glucdsidos que son precursores de metabolitos con caracteristicas
organolépticas (Chen et al., 2015a; Khoyratty et al., 2018). Dentro de estos S-D-glucésidos,
el de mayor importancia por su concentracion y calidad es la gluco-vainillina que da origen
a la vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) (Gallage et al., 2014; Martau et al., 2021),
sin embargo, ademas de la vainillina, también se generan otros 200 compuestos presentes en
menor concentracion (Diez Gémez, 2014; Gallage & Mgller, 2015; Gu et al., 2015; Santos
et al., 2017). En Costa Rica, algunas capsulas fermentadas de V. planifolia encontradas en
condiciones naturales (sin ningun tratamiento de curado) han reportado contenidos de

vainillina superiores a los estandares del mercado gourmet (Azofeifa et al., 2014; Belanger

& Havkin, 2011).
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Los p-D-glucdésidos estan formados por compuestos glicidos unidos mediante enlaces
beta a compuestos no glucidos (Kundu, 2017); ejemplo de ellos, son la arbutina y esculina
usadas para determinar la presencia de p-D-glucosidasas en microrganismos y la

glucovanillina presente en capsulas de algunas especies de Vanilla (Figura 2).

A B C

Figura 2. Estructura de algunos #-D-glucésidos. A) Arbutina. B) Esculina. C) Gluco-vainillina.

Fuente: Elaboracion propia.

La hidrdlisis de metabolitos secundarios como los B-D-glucésidos permite la liberacion
de compuestos volatiles de interés economico para el mercado mundial. Esto ocurre en las
especies comerciales de Vanilla, donde la hidrolisis de metabolitos secundarios, como la
gluco-vainillina, liberan vainillina (Figura 3). La vainillina es uno de los compuestos
responsables del olor y sabor caracteristico de las capsulas (Falk et al., 2014; Tan & Chin,
2015; Sanchez-Galindo et al., 2018).

S-D-Glucosido Hidrolisis por
o
OCHj S-D-glucosidasa

H4CO
_> H

HO

gluco-vainillina vainillina

(0]
Figura 3. Generacion de vainillina a partir de la hidrdlisis de la gluco-vanillina.

Fuente: Elaboracidn propia.

La vainillina, dadas sus caracteristicas organolépticas es utilizada en la industria de

alimentos al incorporarlo como ingrediente de bebidas, confites, helados, galletas entre otros
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alimentos. También, este compuesto se usa en la perfumeria y la industria tabacalera (Diez
Gomez, 2014; Dong et al., 2014; Hurtado et al., 2014; Ramirez-Mosqueda & lglesias-
Andreu, 2017; Singletary, 2020). Otros usos alternativos de la vainillina la involucran como
agente conservante de alimentos por su actividad anti-bacteriana (Silveira et al., 2015; Yadav
et al., 2020), en la industria farmacéutica por su actividad anti-cancerigena, anti-mutagénica
(Dong et al., 2014; Srinual et al., 2017), anti-inflamatoria, antioxidante y anti-apoptética
(Dhanalakshmi et al., 2015; Fouad et al., 2020) y en la industria agricola para combatir plagas
(Corda et al., 2020; Gamboa-Gaitén, 2014; Lopez-Lopez, 2013).

Segln datos del Observatorio de la Complejidad Econdmica (The Observatory of
Economic Complexity - OEC, por sus siglas en inglés), en el afio 2019 las especies
comerciales del género Vanilla generaron un aproximado de 1170 millones de dolares a nivel
mundial; siendo Madagascar el mayor exportador con un 55.6% de la produccion y Estados
Unidos el mayor importador con un 40.7% de la importacion total a nivel mundial (OEC,
2021).

Por otra parte, los paises que se encuentran dentro del territorio de distribucion natural de
las especies comerciales de Vanilla y que disponen de un importante acervo a nivel genético
de este recurso (Azofeifa & Vasquez, 2015; Diez Gémez, 2014; Ellestad et al., 2021), no
tienen una representacion significativa en su exportacion a nivel mundial. Para el afio 2019,
Panamé, Colombia, Ecuador, Brasil y Guatemala sumaron menos del 1% en exportacion, a
exepcion de México (que ocupd el tercer lugar a nivel mundial) e incluso algunos no acttan
como exportadores y se vieron obligados a la importacién del producto o sus derivados
(FAOSTAT, 2021; Gamboa-Gaitan, 2014; Isidro, 2003; Ledn Acosta, 2005; OEC, 2021
Tobar-Perdomo & Espinosa-Abondano, 2008). Ejemplo de lo anterior, es una consulta
realizada al Banco Central de Costa Rica, para la vainilla en el afio 2016 donde Costa Rica
importo $5,745.71 y tan solo exportd $190,066.00 (Banco Central de Costa Rica, 2016). A
esto se suma que en algunas regiones los productores y consumidores desconocen las plantas

del género Vanilla y su importancia econémica (Porras Rubio, 2013).

Debido a la alta demanda de la vainilla, la produccion de vainillina sintética surge como
una alternativa para abastecer la demanda de mercado, que en términos econémicos es menos

costosa que el extracto natural ($15/kg de vainillina sintética, en comparacion a los $600/kg
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de cépsula curada o $25000/kg de extracto natural de vainilla) (Ciriminna et al., 2019;
Rahman et al., 2019). Sin embargo, a pesar de que la vainillina sintética tiene un menor costo
economico, el extracto natural sigue siendo el preferido debido a la presencia de otros
metabolitos secundarios que aunque se encuentran en menor concentracion contribuyen a la
calidad del extracto por sus también conocidas propiedades organolépticas y por lo tanto,
debido a estas caracteristica su demanda sigue en crecimiento (Diez-Gémez, 2014; Gallage
& Mgller, 2015; Sinha et al., 2008; Wulandari, 2021; Zamzuri & Abd-Aziz 2013).

Las anteriores condiciones podrian hacer del extracto natural de las capsulas de especies
comerciales de Vanilla un atractivo para los productores en zonas rurales cercanas a los
bosques tropicales; de manera que, se generarian nuevas fuentes de empleo, mayores ingresos
economicos a esta zona y disminucion de la presion antropogénica a los ecosistemas
tropicales naturales (Diez-Gomez, 2014; Martin et al, 2020; Medina et al., 2009; Ticktin,
2004).

Ademas, debido a la creciente demanda del extracto, se requiere implementar estrategias
que ayuden a mejorar su aprovechamiento y que contribuyan a su conservacion (Gamboa-
Gaitan, 2014). El aislamiento de los microorganismos en capsulas de especies comerciales
de Vanilla, podria ser una estrategia alternativa que fomente un aprovechamiento mas
eficiente del recurso, contribuya indirectamente a su conservacion y ademas podria ayudar a
comprender la funcién de los microorganismos en el curado de las cépsulas (Chen et al.,
2015a).

El uso de microorganismos o sus enzimas puede mejorar el curado mediante una
disminucidn del tiempo de este proceso y la obtencion de un producto con mayor contenido
de vainillina. Lo anterior aumentaria la rentabilidad de la produccion, generaria mas calidad
y por tanto su valor en el mercado se incrementaria, permitiendo competir en mejores
condiciones con otros productores a nivel mundial (Pardio et al., 2018; Sreedhar et al., 2007).
2.2  Aislamiento de microorganismos con actividad #-D-glucosidasa a partir de

diversos ambientes
El aislamiento de microorganismos contribuye a conocer la diversidad microbiologica del

ambiente del cual se recolectan, descripcion de nuevas especies, obtencion de

microorganismos con posibles aplicaciones biotecnolégicas y ademas se pueden
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crioconservar garantizando su uso a futuro (Banjara et al., 2015; Beneduzi et al., 2013;
Casillo et al., 2018; Elleuche et al., 2014; Kulkarni & Chitte, 2015; Perfumo et al., 2018;
Raju et al., 2015; Schultz et al., 2020; Shokryazdan et al., 2017; Singh et al., 2014; Vitorino
& Bessa, 2017). Sin embargo, de toda la comunidad microbiol6gica presente en una muestra
ambiental solo una fraccion de ella se puede obtener mediante la técnica de cultivo (Anderson
et al., 2013; Kim et al., 2013; Van Rossum et al., 2020), por lo tanto, para acceder a los
microorganismos no cultivables, se debe hacer uso de otras técnicas como la metagenémica
(Meng et al., 2014; Nayfach et al. 2021).

Los microorganismos tinen una distribucion cosmopolita, debido a que se pueden
encontrar en ambientes con altas a bajas temperaturas, tanto acidos como alcalinos, de altas
a bajas presiones, formando parte de la microbiota animal, vegetal, entre otros (Barberan et
al., 2014; Rani & Dev, 2016; Kim et al., 2020; Souza et al., 2016; @stbye et al., 2016). Estas
caracteristicas de distribucion en diversos ambientes es lo que hace a los microorganismos
de gran interés para la biotecnologia, debido a que son fuente importante de enzimas que
pueden resistir las diversas condiciones que se desarrollan a nivel industrial (Elleuche et al.,
2014; Ozatay, 2020).

Con el fin de conocer la diversidad microbiologica cultivable en diferentes ambientes, se
han realizado aislamientos de microorganismos en zonas polares, microbiota animal y
vegetal, compostaje de alimentos, ambientes aridos, rios, mares, volcanes entre otros
(Anderson et al., 2013; Azua-Bustos & Gonzalez-Silva, 2014; Behera et al., 2014; Hahnke
et al., 2015; Jensen et al., 2013; Jiménez et al., 2015; Perron et al., 2015; Singh et al., 2014;
Souza et al., 2016; Stathopoulou et al., 2013). También se han realizado aislamientos de
microorganismos con fines biotecnoldgicos, por ejemplo, la obtencién de microorganismos
para aplicaciones en la industria médica, agricula, biorremediacion, biocontrolacion,
industria de alimentos, entre otros (Balachandran et al., 2015; Das et al., 2014; Kieliszek &
Misiewicz, 2014; Parafati et al., 2015; Sharma et al., 2017).

Por otra parte, en el aislamiento de microorganismos con actividad f-D-glucosidasa se
han obtenido levaduras asociadas a la produccion de vino de los géneros Cryptococcus,
Candida, Rhodotorula, Pichia, Debaryomyces, Dekkera y Kluyveromyces como los mayores

representantes de dicha actividad (Gaensly, 2016) y de menor importancia Metschnikowia
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(Gonzalez-Pombo et al., 2008; Vicente et al., 2020). Ademas se ha encontrado Brettanomyces
en la produccion de cerveza (Wilkowska & Pogorzelski, 2017), Clavispora en la produccion
de etanol (Liu & Cotta, 2015), Hanseniapora, Wickerhamomyces y Saccharomyces en la
fermentacién de diversos frutos (Restuccia et al., 2011; Zhang et al., 2021), Scheffersomyces
y Yamadazyma provenientes de madera en descomposicion (Lopes et al., 2018),
Apiotrichum, Cystofilobasidium, Naganishia, Tausonia e Yarrowia de suelos (Cavello et al.,
2019), Hortaea y Trimmatostroma de aguas hipersalinas (Primozic et al, 2019; Zalar et al.,
2005) y hongos filamentosos como Aspergillus de sedimentos marinos (Elyas et al., 2010),
Humicola en heces de la llama (Lama glama) y caballos (Equus caballus) (Kumar et al.,
2017; Souza et al., 2010), Fusarium, Schizophyllum, Gibberella, Scopulariopsis y
Trichoderma en plantas del desierto (Luziatelli et al., 2014), por mencionar algunos

ejemplos.

En bacterias, se han aislado géneros con actividad p-D-glucosidasa tales como
Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Dyella, Enterobacter, Citrobacter, Chryseobacterium,
Paenibacillus, Pandoraea, Pseudomonas provenientes de suelos de montafia (Jae-Won etl.,
2018; Liang et al., 2014), Aeromonas, Brevibacillus, Enterococcus, Hydrotalea, Klebsiella,
Raoultella obtenidas del contenido intestinal de la carpa herbivora (Ctenopharyngodon
idellus) (Li et al., 2016), Agrobacterium, Edaphobacter, Luteibacter, Mucilaginibacter,
Phenylobacterium, Sphingomonas, Streptomyces provenientes de cultivos de ginseng (Panax
sp.) (Fu et al., 2014; Keum et al., 2021), Bacteroides y Bifidobacterium aisladas del
microbioma humano (Tao et al., 2015; Yan et al., 2018) y Novosphingobium obtenidas de
suelos inundados con aguas residuales de una refineria de aztcar (Du et al., 2014). También
se ha obtenido bacterias del género Limnobacter, Geobacillus obtenidas en suelos volcanicos
(Lu et al., 2011, Stathopoulou et al., 2012), Acinetobacter, Asticcacaulis, Micrococcus,
Obesumbacterium, Serratia, Sphingobacterium y Stenotrophomonas adquiridas en cuevas
(Tomova et al., 2013; Zhou et al. 2020), Microbacter en rocas de pH bajo (Sanchez-Andrea
et al., 2014), Alteromonas proveniente del océano profundo (4000 m de profundidad) (Sun
et al., 2018), Natrialba de un lago hipersalino (Kajale et al., 2020), entre otras.

2.3 Enzimas g-D-glucosidasas en microorganismos
Las p-D-glucosidasas presentan actividad hidrolasa (Buitron, 2021; Fang et al., 2014)

sobre p-D-glucosidos ciandgenos, disacaridos, oligosacéridos y grupos arilo, alquilo y


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bifidobacterium-longum
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aminos, unidos a carbohidratos mediante enlaces g (Singh et al., 2016; Suhartatik et al.,
2014). Sin embargo, bajo ciertas condiciones las S-D-glucosidasas también pueden sintetizar

nuevos B-D-glucosidos (Lee et al., 2015; Thenchartanan et al., 2020).

Estas enzimas, se pueden clasificar de acuerdo a la especificidad de sustrato en: 1) aril
S-D-glucosidasas que actan sobre los aril-glucésidos, 2) celobiosas que acttian sobre la
celobiosa para liberar glucosa y 3) p-D-glucosidasas con amplio espectro de sustrato
(Gaensly, 2016). La Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB, por
sus siglas en inglés) clasifica las -D-glucosidasas segun la capacidad de hidrolizar el enlace
glucosidico y de acuerdo a esta clasificacion estan en el grupo EC 3.2.1.x. (Gil Mufioz, 2015;
Shrivastava et al., 2020).

Otra de las clasificaciones de las p-D-glucosidasas se basa en la homologia de sus
secuencias de amino&cidos, esta clasificacion las ordena en méas de 130 familias las cuales
estan disponibles en la Base de Datos de Enzimas Activas Sobre Carbohidratos (CAZy por
sus siglas en inglées, http://www.cazy.org/) (Liew et al., 2018; Lombard et al., 2014).
También, se clasifican segun sus caracteristicas estructurales (alfa-hélices y barriles-beta),
relaciones evolutivas (alta conservacion de aminoacidos cerca del sitio activo) y mecanismos

cataliticos (Singhania et al., 2013; Srivastava et al. 2019).

La actividad catalitica esta dada por un residuo de glutamato conservado en todas las
S-D-glucosidasas reportadas; el proceso de hidrdlisis ocurre en dos pasos, el primer paso es
la glucosilasion, en el cual un residuo de glutamato actta como nucleéfilo y ataca el enlace
glucosidico formando el complejo intermediario enzima-sustrato; el segundo paso, es la
desglucosilacion, en este un segundo residuo de glutamato activa una molécula de agua, la
molécula de agua activada actua en el complejo intermediario enzima-sustrato liberando un

residuo de glucosa (Singh et al., 2016; Srivastava et al. 2019).

Debido a la importancia de las -D-glucosidasas en el metabolismo de los carbohidratos,
es comun su identificacidén en bacterias, levaduras, hongos, plantas y animales (Rani et al.,
2014; Singh et al., 2016; Singhania et al., 2013). Asi mismo, los microorganismos que las
producen, son los mas estudiados en las aplicaciones biotecnoldgicas debido a su rapido
crecimiento, facil cultivo y manipulacion genética (Oliart-Ros et al., 2016). Ademas, los

microorganismos son una fuente importante de enzimas con resistencia a diferentes rangos
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de pH, temperatura, concentraciones de etanol, glucosa y otros factores importantes a nivel
industrial (Atalah et al., 2019; Omardien, 2013; Rani et al., 2014).

Las p-D-glucosidasas pueden tener varias iso-formas en una misma cepa bacteriana o de
levadura, donde generalmente una es la que presenta la mayor actividad (Bonfa et al., 2018;
Tiwari et al., 2013); la iso-forma con mayor actividad de acuerdo a sus caracteristicas
quimicas puede estar distribuida en el area intracelular, extracelular o estar unidas a la pared
celular (Moreno et al., 2013; Mouro, 2012; Omardien, 2013; Zhao et al. 2020). La expresion
de las diferentes iso-formas de -D-glucosidasas dependera de las condiciones del medio y
de la fuente de carbono disponible; sin embargo, se requiere de méas investigacion para

comprender sus mecanismos de regulacion (Bonfa et al., 2018; Singhania et al., 2013).

Estas enzimas han generado gran interés en diferentes campos de la industria
biotecnologica (Singh et al., 2016). Por citar algunos ejemplos, en la produccion de
biocombustibles, industria de alimentos, liberacion de componentes antioxidantes,
mejoramiento de la calidad organoléptica de vinos, tés, bebidas de frutas, desintoxicacion de
algunos alimentos, uso para sintesis de nuevos f-D-glucésidos, entre otros (Ahmed et al.,
2017; Beitel & Knob, 2013; Hayek et al., 2013; Lu et al., 2013; Rani & Dev, 2016). Por lo
tanto, debido a su relevancia en el campo de la biotecnologia industrial y a nivel comercial,
se ha incentivado su investigacion y el mejoramiento de su produccion (Coutinho et al., 2018;
Liu et al., 2012).

2.4. ldentificacion molecular de bacterias y levaduras

Para el estudio de la composicidn de la comunidad bacteriana de diversos ambientes, se
ha utilizado ampliamente el gen que codifica para la subunidad menor del &cido ribonucleico
ribosémico (ARNr 16S), debido a que este gen es suficientemente informativo y ademas
millones de secuencias estan disponibles en bases de datos que son de acceso publico
(Numberger et al., 2019; Yarza et al., 2014). El gen ARNr 16S consiste en aproximadamente
1540 pb y se divide en nueve regiones hipervariables (V1-Vg) flanqueadas por regiones
conservadas que permiten usar primers universales para su amplificacion (Chaudhary et al.,
2015; Earl et al., 2018).

Las regiones Vi, Vs y Ve son las que se han identificado recientemente como las méas

variables y por lo tanto de mayor importancia en la taxonomia molecular de bacterias (Yang



18

et al., 2016); sin embargo, en otros estudios realizados en bacterias, se han empleado las
regiones Va y V4 0 V1 y V2 (Guo et al., 2013; Mizrahi-Man, 2013; Potka, 2015; Teng et al.,
2018).

En la identificacion de levaduras se usan las regiones de los Espaciadores de Transcritos
Internos 1y 2 (ITS, por sus siglas en inglés) ubicadas en los extremos del gen nuclear ARNr
5.8S de las células eucariotas y entre los genes de ARNr 18S 'y 28S (Purahong et al., 2019;
White et al,, 2013). La alta variabilidad de las regiones ITS, facil amplificacion y
secuenciacion permiten su uso para realizar analisis de filogenia en los hongos y otros grupos
de eucariotas; ademas, al ser universal en los hongos y con buena resolucion a nivel de
especie se ha propuesto como un codigo de barras genético en el estudio de comunidades
fungicas (Bengtsson-Palme et al., 2013; Li et al., 2020; Mowna Sundari et al. 2018; Sundari
et al., 2018; Zhu et al. 2018).

Algunos modelos matematicos usados en el analisis de taxonomia molecular en bacterias
y levaduras son Filogenia de Inferencia Bayesiana (FIB), Maxima-verosimilitud (ML, por
sus siglas en inglés) (Spang et al., 2015; Wang et al., 2015), prueba de razén de verosimilitud
aproximada con la correccion no parametrica de
Shimodaira—Hasegawa (SH-aLRT, por sus siglas en inglés) (Guindon et al., 2010) y otros
(Kapli et al., 2020). Los algoritmos FIB y ML han sido utilizados en el analisis filogenético
con secuencias del ARNr 16S provenientes de bacterias (Galal et al., 2020; Ybanez et al.,
2014) y en secuencias de las regiones ITS obtenidas en hongos (Benedetti, 2014; Ellingham
et al., 2019).
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3. Marco metodoldgico

3.1  Sitios de recolecta de muestras
Las cépsulas del hibrido de Costa Rica ((V. pompona x V. planifolia) x V. planifolia) se

recolectaron en un cultivo agroforestal ubicado en Horquetas de Sarapiqui, Heredia
(10°24°06.10"" N y 83°59°27.07"" W) (Figura 4A), con una altura de 80.0 m.s.n.m. El sitio
se caracteriza por tener una temperatura media anual de 25 °C y una precipitacion media
anual de 4860 mm (Solano &Villalobos, 2000). Las muestras de V. planifolia se recolectaron
en una plantacion ubicada dentro el &rea maritimo terrestre en Barra Parismina de Siquirres,
Limon (10°16°57.06™ N y 83°19°50.54"" W) (Figura 4B), con una altura de 6.0 m.s.n.m. El
sitio posee una temperatura media anual de 25 °C y una precipitacion media anual de 3844
mm (Solano & Villalobos, 2000). La zona de muestreo para V. pompona, correspondié a una
plantacion agroforestal (Finca Osa Verde) ubicada en Fila Nance de Sierpe, Puntarenas
(8°40°1.34" N y 83°33°46.31"" W) (Figura 4C), la zona se caracteriza por una temperatura
media anual de 27 °C y una precipitacion media anual de 4282 mm (Solano &Villalobos,

2000), con una altura de 190.0 m.s.n.m.

Los tres sitios de muestreo se caracterizan por tener una zona de vida perteneciente a un
bosque muy humedo tropical, segun la clasificacion de Holdridge (Bolafos et al., 2005) y en
base a la clasificacion de Koppen-Geiger, poseen un clima de bosque lluvioso tropical
(Esquivel-Hernandez, 2018). De acuerdo a la Base de Referencia Mundial del Recurso Suelo
(WRS, por sus siglas en ingles), la plantacion del hibrido de Costa Rica esta ubicado en suelo
stagnosol, la V. planifolia se encuentra en suelos de tipo letisoles y la V. pompona esta sobre
suelos alisoles (Mata-Chinchilla et al., 2012).
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Figura 4. Sitios de recolectas de muestras de hibrido de Costa Rica, V. planifolia y V. pompona. A)
Zona de muestreo de hibrido de Costa Rica, Horquetas de Sarapiqui; B) Zona de muestreo de V. planifolia,

Parismina, Siquirres; C) Zona de muestreo de V. pompona, Finca Osa Verde, Sierpe.

3.2  Recolecta de muestras
De cada especie (V. pompona y V. planifolia) e hibrido de Costa Rica se selecciono cinco

plantas al azar y de cada planta se recolectd al azar una capsula fisioldgicamente madura
(caracterizadas por la presencia de una tonalidad verde amarilla opaca en el apice de la
capsula, el cual es un indicativo cualitativo del proceso de maduracion y que ocurre
aproximadamente entre los seis y nueve meses de edad) (Saldivar-lglesias, 2015). Las
capsulas, se colocaron por separado en bolsas estériles y se transportaron a temperatura
ambiente (Redford et al., 2010) al Centro Nacional de Innovaciones Biotecnoldgicas
(CENIBIot) en Pavas, San José; donde se almacenaron a 4 °C para el posterior aislamiento
de microorganismos en el Laboratorio de Microorganismos.
3.3  Aislamiento de microorganismos
3.3.1. Aislamiento de bacterias

Para el aislamiento de microrganismos se uso la metodologia empleada por General et al.
(2009) con algunas modificaciones. Por cada capsula, se realizé un hisopado de la parte

externa e interna (bajo condiciones estériles) y el hisopo se colocd en 15 mL de Caldo
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Tripticasa de Soya (CTS) por 24 ha 30 °C y 150 rpm. Después de la incubacién se realizaron
diluciones seriadas (102-10°) en solucién salina al 0.7% y a partir de las diluciones de
10*-10° se tomaron alicuotas de 20 pL y se sembraron en placas de Agar Tripticasa de Soya
(TSA); las cuales se incubaron por 48 h a 30 °C. Para obtener cultivos puros bacterianos se
realizé tres rayados a partir del aislamiento inicial. Los cultivos puros fueron almacenados
en ultra-congelacion a -80 °C en el ultracongelador New Brunswick Innova U725
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) empleando una solucion con glicerol al 15% en tubos de

microcentrifuga (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

3.3.2. Aislamiento de levaduras

Para el aislamiento de levaduras se siguié el mismo procedimiento descrito previamente
con bacterias, variando los medios de cultivo y el periodo de incubacion. Se us6 Caldo
Sabouraud Dextrosa (CSD) para el pre-enriquecimiento y para el sembrado de las alicuotas
se usé placas de Agar Sabouraud Dextrosa (SDA). La incubacion de los aislamientos en
medios liquidos se realizo durante tres dias a 150 rpm y 30 °C y las placas se incubaron a 30
°C durante cuatro dias. A los medios de SDA y CSD se le agreg0 estreptomicina a una
concentracion de 12 pg/mL para disminuir la carga bacteriana mediante la inhibicion del
crecimiento de las bacterias Gram negativas (Roushani et al., 2018). Para obtener cultivos
puros de levaduras se realizo tres rayados a partir del aislamiento inicial. Los cultivos puros
fueron almacenados en ultra-congelacion a -80 °C empleando una solucion con glicerol al
15% en tubos de microcentrifuga (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

3.4  Clasificacion inicial de los microorganismos aislados

Los aislamientos crecidos sobre el agar se observaron al estereoscopio Motic SMZ
168-BL (Motic, Hong Kong, China) para diferenciar entre las morfologias de las colonias
obtenidas. Se hizo uso del microscopio 6ptico Motic BA310 (Motic, Hong Kong, China) para
diferenciar por tamafo las bacterias de las levaduras. Ademas, en el caso de bacterias, se
empleo la técnica de tincion de Gram (Lopez-Jacome et al., 2014) para distinguir y clasificar

los aislamientos en Gram positivas 0 Gram negativas.
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3.5  Secuenciacion de ADN para identificacion de microorganismos aislados
3.5.1. Extraccion de ADN gendmico

Las bacterias se inocularon en Caldo Lisogénico (LB, por sus siglas en inglés) y las
levaduras en CSD. Los indculos se incubaron a 30 °C, 150 rpm, durante 24 horas y 48 horas
respectivamente. Después de la incubacion se tom6 una alicuota de 1 mL y se centrifugo a
15000 rpm por 2 min. Para la extraccion de ADN, se realiz6 una lisis celular basada en altas
temperaturas (Queipo-Ortufio et al., 2008), con algunas modificaciones, el precipitado de
células se re-suspendié en agua ultra-pura (Sigma-Aldrich, Misuri, USA), se incubé en bafio
maria a 100 °C por 10 min, se centrifugd a 15000 rpm por 5 min y el sobrenadante se utilizé

como ADN molde para realizar la PCR.

3.5.2. Amplificacion del gen ARNr 16S en bacterias y las regiones ITS en levaduras

El ADN bacteriano se utilizo para amplificar el gen ARNr 16S con los primers universales
27fy 1492r (Cuadro 1), y las condiciones de termociclado correspondieron a las utilizadas
por Frank et al. (2008) (Cuadro 2).

Cuadro 1. Secuencias de primers para las amplificaciones del ARNr 16S vy las regiones ITS

Gen Primer Secuencia Referencia
ARNr 27fF 5> AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3° Frank et al. 2008

16S 1492r 5’ TACCTTGTTACGACTT 3’ '

ITS ITS1 5> TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3 White et al. 1990

ITS4 5> TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°
El ADN gendmico de levaduras se utilizé para amplificar las regiones ITS1, ARNr 5.8S e

ITS2 mediante los primers ITS-1 e ITS-4 (Cuadro 1) (White et al., 1990) y las condiciones
de termociclado para amplificar los ITS correspondieron a las usadas por Omardien, (2013)
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Perfil de amplificacion para las regiones ITS en levaduras y ARNr 16S en bacterias

Ciclo ARNr 165_ ITS _ Nl]mero de
Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo ciclos

Desnaturalizacion 94 °C 5m" 94 °C 5m 1
inicial

Desnaturalizacién 94 °C 30s* 94 °C 30s

Hibridacion 48 °C 30s 53 °C 30s 35
Extension 72 °C 1m 72 °C 2m

Extension final 72 °C 5m 72 °C 5m 1

“'m = minutos
*'s = segundos
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Los productos de PCR se secuenciaron directamente mediante el método de Sanger
(Sanger et al., 1978), en el Laboratorio de Gendmica y Biologia Molecular del CENIBiot,
con el analizador genético ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, California, USA) y en la
casa comercial Macrogen Inc. (Seul, Korea del Sur). La edicion de secuencias se realizd con
el programa bioinformatico Geneious 8.1.6 (Kearse et al., 2012).

3.6 Asignacion taxondmica a los microorganismos aislados

La asignacion taxonomica se realiz6 mediante el algoritmo IDTAXA (Murali et al., 2018)
y la generacion de los gréficos se realizo en la consola de R (R Core Team, 2020) mediante
el paquete DECIPHER (Wright, 2016). Para las secuencias ARNr 16S, se uso la Base de
Datos Ribosomal (RDP, por sus siglas en inglés) (Wang et al., 2007) y para las regiones ITS
se usé la base de datos UNITE (Nilsson et al., 2019). Para ambos analisis se us6 un intervalo

de confianza del 60%.

También se empled la metodologia usada por Arbefeville y otros (2017) para asignar
algun nivel taxondmico a las secuencias ITS. De acuerdo a su similitud con secuencias de la
base Mycobank (Crous et al., 2004); donde una similitud mayor al 99% se asigna género y
especie, una similitud entre 93% y 98.9% se asigna genero y una similitud menor al 93% no
se puede identificar, ademas las secuencias deben tener una cobertura del ITS mayor al 75%
(datos mostrados junto a los datos de actividad enzimatica).

3.7  Determinacion de la abundancia relativa de los microorganismos aislados

Se realizd una busqueda de secuencias similares mediante la Herramienta Basica de
Alineamiento Local para nucledtidos (BLASTN, por sus siglas en inglés) (Madden, 2013), en
las bases de datos no redundantes del Centro Nacional de Informacién en Biotecnologia
(NCBI, por sus siglas en inglés) para las secuencias ARNr 16S e ITS (O’Leary, et al., 2016).
La abundancia relativa para las capsulas de las especies comerciales de Vanilla e hibrido de
Costa Rica se determinaron a nivel de familia y se graficaron en Microsoft Excel 2013
(Microsoft Corporation, 2013).

3.8 Identificacion de la actividad g-D-glucosidasa
3.8.1. Identificacion de la actividad #-D-glucosidasa bacteriana
Se utilizé agar LB maés arbutina 1.0 g/L (Chen et al., 2015%, Mattéotti et al., 2011) y agar

LB mas esculina a 1.0 g/L, ambos suplementados con citrato de amonio férrico al 0.05%
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(Perry et al., 2007). Ademas, se utilizd agar celobiosa cuya composicion se detalla a
continuacion: celobiosa 4.0 g/L (Bohra, 2011), medio M9: Na,HPO4 7H,0 12.8 g/L, KH2PO4
3.0 g/L, NaCl 0.5 g/L, NH4Cl1 1.0 g/L, 2.0 mM MgSO4 y 0.1 mM CaCl; (Sekar et al., 2012)
y agar 15.0 g/L (Liu et al., 2009).

Las cepas bacterianas se crecieron en caldo LB a 30 °C, 150 rpm, durante 24 horas para
la obtencion de un indculo. Del in6culo, se tomardn y se inocularon tres alicuotas de 20 pL
de acuerdo a la Figura 5, en placas de LB con arbutina, LB con esculina y M9 con celobiosa,
las placas inoculadas se incubaron por 48 horas a 30 °C. La actividad glucosidasa en arbutina
y esculina se determind mediante la formacion de halos oscuros alrededor de la colonia (Chen
et al., 2015%); mientras que la actividad glucosidasa en celobiosa se determind por el

crecimiento o no crecimiento de colonias bacterianas (Bohra, 2011).

Alicuota 1

Alicuota 2

Alicuota 3

Figura 5. Pruebas en placas con agar para determinar la actividad $-D-glucosidasa

El control positivo correspondié a una cepa de B. liqueniformis ATCC 14580 (Chen et al.,
2017; Rey et al., 2004) y el control negativo a una cepa de E. coli BL21. Ademas, la actividad
enzimatica se categorizo cualitativamente desde ninguna (-) a alta (+++) (Arroyo et al., 2010;

Daenen et al., 2008; Fia et al., 2005) como se observa en la Figura 6.
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Figura 6. Categorizacion de la actividad enzimatica en bacterias aisladas de las capsulas del

hibrido de Costa Rica, V. planifolia y V. pompona. *Numero que corresponde al aislamiento.

3.8.2. Identificacion de la actividad #-D-glucosidasa en levaduras

En la identificacion de la actividad g-D-glucosidasa en levaduras, se utiliz6 un medio
glicerol compuesto por: caseina hidrolizada 1.0 g/L, extracto de levadura 25.0 g/L, glicerol
8.0 mL/L, cloruro férrico 0.3 g/L, arbutina (MEGA) o esculina (MEGE) 3.0 g/L, agar 20.0
g/L y pH 6.0. Como control positivo se uso la cepa de Kluyveromyces marxianus DSM 5418
(Peérez et al. 2011; Yoshida et al., 2010).

Los aislamientos de levaduras se inocularon en caldo glicerol (sin arbutina o esculina) por
tres dias a 30 °C y 150 rpm para generar un indculo. Del in6culo, se tomaron tres alicuotas
de 20 ul y se sembraron de acuerdo a la Figura 5, en placas de MEGE y MEGA. Las placas
inoculadas, se incubaron por tres dias a 30 °C y la actividad S-D-glucosidasa se determino
por la presencia de halos oscuros alrededor de la colonia (Hernandez et al., 2003). Para la
clasificacion de actividad p-D-glucosidasa en levadura se usO la misma metodologia

empleada en bacterias (Arroyo et al., 2010; Daenen et al., 2008; Fia et al. 2005) (Figura 7).
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Figura 7. Categorizacion de la actividad enzimatica en levaduras aisladas de las capsulas del hibrido

de Costa Rica, V. planifolia y V. pompona. *Numero que corresponde al aislamiento.

3.9  Anadlisis de filogenia molecular del gen ARNr 16S y regiones ITS
Las secuencias del ARNr 16S y las regiones ITS se agruparon por filos, las secuencias

con similitud mayor al 98.9% en los diferentes filos se eliminaron con el programa
USEARCH 10.0.240 (Edgar, 2010) y las secuencias espurias se eliminaron del alineamiento
(sin los grupos externos) con valor del 75% mediante el programa Trimal V1.2
(Capella-Gutiérrez et al., 2009). Ademas, por cada filo se cre6 un grupo externo (Cuadro 3)
y se realizdé un alineamiento con el complemento del alineador MUSCLE (Edgar, 2004)
dentro del programa Geneious 8.1.6 (Kearse et al., 2012). Las columnas con poca
consistencia dentro el alineamiento generado por MUSCLE fueron eliminadas de forma

automatizada con el programa Trimal V1.2 (Capella-Gutiérrez et al., 2009).

Cuadro 3. Grupos externos usados en los diferentes filos de microorganismos aislados en las capsulas de
hibrido de Costa Rica, V. planifolia y V. pompona

Super reino Filo Grupo Externo
Actinobacteria Clavibacter y Rathayibacter
Bacterias Firmicutes Erwinia y Sphingomonas
Proteobacteria Bacillus y Paenibacillus
Ascomycota Hannaella y Tremella
Eucariota Candida, Schwanniomyces y

Basidiomycota Meyerozyma

El modelo de sustitucién nucleotidica de mejor ajuste por cada alineamiento de acuerdo

con el criterio Bayesiano (Cuadro 4), se determind en el programa IQ-TREE V2.1.2 (Nguyen
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et al., 2015). En el servidor CIPRES Science Gateway V.3.3 (Miller et al., 2010), por cada
filo se corrié un andlisis de SH-aLRT con 10000 réplicas (Guindon et al., 2010) y un analisis
de aproximacion Ultrafast Bootstrap (UFBoot, por sus siglas en inglés) con 2100 millones
de interacciones y un criterio de convergencia del 0.99 (Minh et al., 2013) en el programa
IQ-TREE V2.1.2 (Nguyen et al., 2015). Igualmente, en CIPRES Science Gateway V.3.3, se
corrieron por cada alineamiento dos analisis en paralelo de FIB, empleando el método de
Monte Carlo basado en la Cadena de Marcov (MCMC) (Yang & Rannala, 1997), con 49
millones de generaciones y una convergencia menor a 0.05 en el programa Exabayes V.1.5
(Aberer et al., 2014).

Cuadro 4. Modelos de sustitucién nucleotidica por cada filo, de acuerdo con el criterio Bayesiano

Super reino Filo Modelo
Actinobacteria TN+F+I
Bacterias Firmicutes TIM3e+R10
Proteobacteria GTR+F+R10
Eucariota Ascomycota TVM+F+1+G4
Basidiomycota TIM2+F+1+G4

Los arboles filogenéticos obtenidos de los diferentes andlisis se combinaron y truncaron
en el editor de arboles TreeGraph2 (Stover & Muiller, 2010) para mostrar los clados donde
se identificaron aislamientos con actividad S-D-glucosidasa. En los arboles finales, los
valores de soportes en los diferentes analisis de filogenia se ordenaron de la siguiente manera
SH-aLRT/UFBoot y FIB; ademas, se consideraron nodos con buen soporte aquellos con
valores de SH-aLRT/ UFBoot iguales o superiores a 80/95 o que el soporte de FIB fuera igual
0 mayor a 0.95 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Nguyen et al., 2015).

Los arboles originales se adjuntan en el presente documento como un archivo por aparte
en formato TIFF. Los archivos de los arboles filogenéticos se adjuntan de la siguiente

manera: filo Actinobacteria (Actinobacteri_Arbol_Filogenético_Original), filo Firmicutes

(Firmicutes_Arbol_Filogenético_Original), filo Proteobacteria
(Proteobacteria_Arbol_Filogenético_Original), filo Ascomycota
(Ascomycota_Arbol_Filogenético_Original) y filo Basidiomycota

(Basidiomycota_Arbol_Filogenético_Original).
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4. Resultados
4.1  Aislamiento de microorganismos
Se lograron aislar un total de 111 microorganismos a partir de las capsulas del hibrido de

Costa Rica y las dos especies comerciales de Vanilla estudiadas. EI analisis morfologico
permitié clasificar cerca de un 69% de esos aislamientos como bacterias. EI mayor y menor
namero de microorganismos aislados se dio en las capsulas de V. pompona y el hibrido de
Costa Rica, respectivamente (Cuadro 5).

Cuadro 5. Ndmero de aislamientos de microorganismos en el hibrido de Costa Rica, V. planifolia y V.

pompona
Especie Bacterias Levaduras Total
hibrido de Costa Rica 17 8 25
V. planifolia 24 12 36
V. pompona 33 17 50
Total 74 37 111
Porcentaje (%) 69.3 30.6 100

4.2 Asignacion taxonomica a los microorganismos aislados
Luego de la secuenciacién de ADN y la asignacion taxondmica de los aislamientos con el

algoritmo IDTAXA, se logré determinar que las bacterias se distribuyeron en tres filos, donde
el 59 % de las secuencias fueron clasificadas dentro del filo Proteobacteria (Figura 8). Dentro
de este filo, el grupo “Enterobacteriaceac no clasificadas” fue el de mayor presencia,
representado por un 23% de las secuencias (Figura 8). Por otra parte, las secuencias obtenidas
de los aislamientos de las levaduras se distribuyeron en dos filos, siendo Basidiomycota el
de mayor representacion con un 77% de las secuencias, donde el género Papiliotrema sp.

obtuvo el 54% de las secuencias (Figura 8).
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Figura 8. Asignacion taxonomica a los microorganismos aislados en las capsulas de hibrido de Costa Rica,

& E
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V. planifolia y V. pompona. A) Asignacion taxonémica a los aislamientos de bacterias. B) Asignacion

taxonémica a los aislamientos de levaduras.

4.3  Determinacion de la abundancia relativa de los microorganismos
Respecto a la abundancia relativa de las bacterias aisladas se observo que, a nivel de

familia, el hibrido de Costa Rica mostré una baja diversidad bacteriana, siendo Bacillaceae
la mas abundante, mientras que en V. planifolia las familias Methylobacteriaceae y
Bacillaceae presentaron la mayor abundancia (Figura 9). Ademas, las capsulas de V.
pompona presentaron la mayor diversidad a nivel de familia, donde los grupos

Enterobacteriaceae y Erwiniaceae fueron los mas abundantes (Figura 9).
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Figura 9. Abundancia relativa de familias bacterianas aisladas de capsulas del hibrido de Costa Rica,
V. planifolia y V. pompona.

La diversidad de levaduras se comport6 similar a la diversidad bacteriana; ya que las
capsulas del hibrido de Costa Rica presentaron la menor diversidad y V. pompona fue la que
presentd la mayor diversidad (Figura 10). Las familias con mayor abundancia fueron
Sporidiobolaceae y Cryptococcaceae en hibrido de Costa Rica, Cryptococcaceae Yy

Rhynchogastrematacea en V. planifolia y Saccharomycetidae en V. pompona (Figura 10).
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Figura 10. Abundancia relativa de familias de levaduras aisladas de capsulas del hibrido de Costa

Rica, V. planifolia y V. pompona.

4.4  ldentificacion de la actividad g-D-glucosidasa en bacterias
En cuanto a la identificacion de la actividad enzimética sobre los sustratos arbutina,

esculina y celobiosa, se obtuvieron 18 aislamientos bacterianos que presentaron actividad
S-D-glucosidasa de media a alta en al menos dos de los tres sustratos. Ademas, se obtuvieron
dos aislamientos (Hibrido_41 y V_planifolia_97) que solo presentaron una alta actividad en

el sustrato arbutina y esculina, respectivamente (Cuadro 6).

Por otra parte, el filo Proteobacteria fue el que present6 el mayor nimero de aislamientos
con actividad p-D-glucosidasa (Cuadro 6). El grupo Enterobacter, fue el que presento el
mayor numero de aislamientos con actividad f-D-glucosidasa dentro de las Proteobacterias
(Cuadro 6). Ademas, la especie V. pompona fue la que presento el mayor nimero de géneros

bacterianos con actividad S-D-glucosidasa (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Aislamientos bacterianos con mayor actividad f-D-glucosidasa en capsulas de hibrido de Costa
Rica, V. planifolia y V. pompona

Especie Aislamiento A" E'™" C""  Clasificacion por Filo
filogenia
41 +++ + + Bacillus
hibrido 42 + ++ +++ Paenibacillus Firmicutes
61 + ++ ++ Bacillus
V. 775 : :: : Curtobacterium Actinobacteria
planifolia 90 + ++ ++ Methylobacterium  Proteobacteria
97 - +++ + Cohnella Firmicutes
162B + +++ Pantoea
165B_F + ++ +++ Erwiniaceae
165C + ++ ++ Klebsiella
172 + ++ ++ Enterobacter
199 + ++ ++ Pantoea
200 + ++ ++
V. 202A ++ ++ ++ Enterobacter Proteobacteria
pompona 205 +++ + +++
;8; I +++++ +++++ Enterobacteriaceae*
211 ++ ++ ++
216 + ++ + Serratia
218 + ++ ++  Enterobacteriaceae™
*A = Arbutina

**E = Esculina

***C = Celobiosa

*Asignacién de taxdn a un nivel superior al género, debido a la poca resolucién del aislamiento y bajos
soportes de SH-aLRT/UFBostrap y FIB a nivel de género.

4.5  Analisis de filogenia molecular del gen ARNr 16S
Para los analisis de filogenia molecular en bacterias (Figura 11-Figura 18), se realizé un

SH-aLRT con 1x10* replicas y UFBoot con un niimero de generaciones menor o igual a

2.1x10° interacciones y con una convergencia del 0.99. Ademas, se realizé una FIB con dos

corridas en paralelo de menor o igual a 4.9x10 generaciones con una desvieacion estandar

menor a 0.05. En el caso de la Figura 11, se empleo 2x107 generaciones para cada analisis de

UFBoot y FIB.

Los aislamientos pertenecientes al género Curtobacterium con una mayor actividad

S-D-glucosidasa se agruparon en dos clados diferentes, donde V_planifolia_72 formd un

grupo con V_planifoia_89y C. luteum teniendo soportes de SH-aLRT/UFBoot y FIB iguales

a 95/80 y 1, respectivamente (Figura 11). Por otro lado, V_planifolia_73, se posiciono cerca
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de las especies C. albidum y C. citreum, pero con valores de SH-aLRT/UFBoot y FIB
inferiores a 80/95 y 0.95 (Figura 11).

Curtobacterium herbarum NR 115036

86/87 0.9
30/58 0.6|0768 |Hibrido 34
Curtobacterium flaccumfaciens NR 025467
0/33 Curtobacterium ammoniigenes NR 041495

Curtobacterium luteum NR 026157
85.7/51 /80 1.0
- V planifolia 72 F*
84.1/47 V planifolia 89

Curtobacterium pusillum NR 042315

89.8/53
0/22 Curtobacterium oceanosedimentum NR 116064
V pompona 168
0/52 V pompona 175

0/64 |y pompona 178
99.1/97 1.0|V pompona 195

018 0(;224 Curtobacterium albidum NR 036885
752076 |08 [ VPlanifolia 73
Curtobacterium citreum NR 026156
Curtobacterium albidum NR 114967

L
0.0

Figura 11. Arbol filogenético truncado del género Curtobacterium perteneciente al filo Actinobacteria. EI arbol

filogenético se realizd con una prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot con 2x10 replicas con una

convergencia de 0.99. Ademas, se realizé una FIB con dos corridas en paralelo de 2x107 generaciones cada uno,
con una desviacion estandar menor a 0.01. Se muestran los valores de soporte de SH-aLRT/UFBoot y FIB,

respectivamente. *Aislamientos con mayor actividad -D-glucosidasa.

El aislamiento V. planifolia_97_F quedo cercano a la especie C. thailandensis dentro el

género Cohnella (Figura 12). En este clado, los soportes de SH-aLRT/UFBoot y FIB fueron
de 95.7/100 y 1, respectivamente (Figura 12).
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~9117/85 0.9 89410010 |—Cohnella thailandensis NR 116527

— Cohnella formosensis NR 109515
Cohnella lubricantis NR 156082
Cohnella nanjingensis NR 134007
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Figura 12. Arbol filogenético truncado del género Cohnella perteneciente al filo Firmicutes. EI arbol
filogenético se realizd con una prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot con 2.1x10°replicas y
una convergencia de 0.99. Ademas, se realiz6 una FIB con dos corridas en paralelo de 4.9x107
generaciones cada uno, con una desviacion estandar menor a 0.022. Se muestran los valores de soporte de

SH-aLRT/UFBoot y FIB, respectivamente. Un Unico aislamiento con actividad p-D-glucosidasa.
En el género Paenibacillus, el aislamiento Hibrido_ 42, que presentd mayor actividad
S-D-glucosidasa, formo un clado con las especies P. taichungensis y P. pabuli (Figura 13).
En este clado, los valores de soporte para SH-aLRT/UFB y FIB fueron de 84.5/100 y 1,

respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Arbol filogenético truncado del género Paenibacillus perteneciente al filo Firmicutes. El arbol
filogenético se realizd con una prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot con 2.1x10°replicas y
una convergencia de 0.99. Ademas, se realiz6 una FIB con dos corridas en paralelo de 4.9x107
generaciones cada uno, con una desviacion estandar menor a 0.022. Se muestran los valores de soporte de
SH-aLRT/UFBoot y FIB, respectivamente. *Aislamiento con mayor actividad

S-D-glucosidasa.

En el género Bacillus el aislamiento Hibrido_41 con mayor actividad 4-D-glucosidasa se
agrupd con las especies B. stratosphericus y B. pumilus con soportes de SH-aLRT/UFBoot
iguales a 84.1/97; sin embargo, para FIB no se obtuvo ningun valor en la combinacién de los
arboles (Figura 14). Por otra parte, el aislamiento Hibrido 61, form6 un clado con las
especies B. marcorestinctum, B. toyonensis y con los aislamientos V_planifolia_123,
Hibrido_60, Hibrido 58, V planifolia_128 F; Hibrido_45 y V_planifolia_204 con un
soporte de SH-aLRT/UFBoot y FIB de 78.4/98 y 0.9 respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Arbol filogenético truncado del género Bacillus perteneciente al filo Firmicutes. El arbol
filogenético se realizd con una prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot con 2.1x10°replicas y
una convergencia de 0.99. Ademas, se realizd una FIB con dos corridas en paralelo de 4.9x107 generaciones
cada uno, con una desviacion estandar menor a 0.022. Se muestran los valores de soporte de SH-

aLRT/UFBoot y FIB, respectivamente. *Aislamientos con mayor actividad g-D-glucosidasa.

En el género Methylobacterium el aislamiento V_planifolia_ 90 con actividad
S-D-glucosidasa media en celobiosa y esculina (Cuadro 6); formd un clado con las especies
M. aerolatum, M. persicinum, M. komagatae y con los aislamientos V_planifolia_114,
V_planifolia_102, V_planifolia_110, V_plamifolia_86 y V_planifolia_109 con un soporte de
SH-aLRT/UFBoot y FIB 99.6/99 y 1, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Arbol filogenético truncado del género Methylobacterium perteneciente al filo Proteobacteria. El
arbol filogenético se realiz6 con una prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot con 2.1x10°
replicas y una convergencia de 0.99. Ademas, se realizé una FIB con dos corridas en paralelo de 4.9x107
generaciones cada uno, con una desviacion estandar menor a 0.05. Se muestran los valores de soporte de SH-
aLRT/UFBoot y FIB, respectivamente. *Aislamientos con mayor actividad S-D-glucosidasa.

En las familias Enterobacteriaceae, Erwiniaceae y Yersiniaceae del filo Proteobacteria, no
tuvieron buena resolucién; ya que, en el arbol sin truncar hubieron géneros de familias
diferentes (Enterobacteriaceae, Erwiniaceae 0 Yersiniaceae) que se agrupaban en un solo
clado o géneros de una familia (Enterobacteriaceae, Erwiniaceae o Yersiniaceae) podian
formar dos clados diferentes, separados entre si por géneros de otra familia

(Enterobacteriaceae, Erwiniaceae o Yersiniaceae).

El aislamiento V_pompona_165C con mayor actividad g-D-glucosidasa se posiciond
junto al aislamiento V_pompona_221 y a la especie Klebsiella pneumoniae. Este clado
presentd soportes SH-aLRT/UFBoot y FIB de 84.7/100 y 1, respectivamente (Figura 16).
Los aislamientos, V_pompona_200, V_pompona_202A, V_pompona_172 que obtuvieron
una actividad B-D-glucosidasa media a alta (Cuadro 6), formaron un solo grupo con los
aislamientos V_pompona_193, V_pompona_210, V_pompona_212, el cual quedo cercano a
la especie Enterobacter bugandensis con un valor de SH-aLRT/UFBoot y FIB de 74.9/90 y

0.5, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Arbol filogenético truncado de la familia Enterobacteriaceae perteneciente al filo Proteobacteria.
El arbol filogenético se realizo con una prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot con 2.1x10°
replicas y una convergencia de 0.99. Ademas, se realizé una FIB con dos corridas en paralelo de 4.9x107

generaciones cada uno con una desviacién estandar menor a 0.05. Se muestran los valores de soporte de SH-

aLRT/UFBoot y FIB, respectivamente. *Aislamientos con mayor actividad S-D-glucosidasa.
Ademas, los aislamientos V_pompona 162B y V_pompona_199 con actividad
S-D-glucosidasa (Cuadro 6), formaron un grupo independiente con los aislamientos
V_pompona_203F yV_pompona_206; el cual quedo cercano a un clado donde se encuentran
tres especies del género Pantoea (Figura 17). En el caso del aislamiento V_pompona_165B
con actividad -D-glucosidasa media en esculina y alta en celobiosa (Cuadro 6), se posicion6
junto con V_pompona_163F en un grupo independiente que quedo6 cercano a un clado con

varias especies de Erwinia, con soportes de SH-aLRT/UFBoot y FIB de 92.3/83 y 1,

respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Arbol filogenético truncado de la familia Erwiniaceae perteneciente al filo Proteobacteria. El
arbol filogenético se realizo con una prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot con 2.1x10°
replicas y una convergencia de 0.99. Ademas, se realizé una FIB con dos corridas en paralelo de 4.9x107
generaciones cada uno, con una desviacién estandar menor a 0.05. Se muestran los valores de soporte de SH-
aLRT/UFBoot y FIB, respectivamente. *Aislamientos con mayor actividad p-D-glucosidasa.

Para los aislamientos V_pompona 208, V_pompona 218, V_pompona_207,
V_pompona_205 y V_pompona_211 con mayor actividad f-D-glucosidasa (Cuadro 6), se
agruparon junto con el aislamiento V_pompona_201 y la especie Klebsiella aerogenes con
un bajo soporte de SH-aLRT/UFBoot y un soporte de FIB mayor al 0.95, respectivamente
(Figura 18); ademas, el asilamiento V_pompona_216 formd un clado con tres especies del
género Serratia y con soportes de SH-aLRT/UFBoot igual a 76.9/92 y un soporte de FIB

igual a 1.0 (Figura 18).
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Figura 18. Arbol filogenético truncado de la familia Enterobacteriaceae y Yersiniaceae perteneciente al filo
Proteobacteria. El arbol filogenético se realizo con una prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot
con 2.1x10°replicas y una convergencia de 0.99. Ademas, se realizé una FIB con dos corridas en paralelo de
4.9x107 generaciones cada uno con una desviacion estandar menor a 0.05. Se muestran los valores de soporte

de SH-aLRT/UFBoot y FIB, respectivamente. *Aislamientos con mayor actividad S-D-glucosidasa.

4.6  ldentificacion de la actividad g-D-glucosidasa en levaduras
En el grupo de las levaduras, se obtuvieron siete aislamientos con actividad

S-D-glucosidasa, donde seis de ellos pertenecieron al filo Basidiomycota y siendo
Papiliotrema el género mayor representado (Cuadro 7). Por otra parte, V. pompona fue la
especie que presentd mayor diversidad de levaduras con actividad g-D-glucosidasa. Ademas,
el aislamiento V_pompona_161 presenté una actividad p-D-glucosidasa sobre esculina
superior a la categoria alta (Cuadro 7). La actividad f-D-glucosidasa en los aislamientos de
levaduras pertenecientes al hibrido de Costa Rica, no se determiné debido a las pérdidas de

células viables durante su almacenamiento en glicerol a ultrabaja temperatura.
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Cuadro 7. Actividad S-D-glucosidasa en aislamientos de levaduras en cépsulas de V. planifolia y V. pompona

Identificacion

T
Especie  Aisl? AP EC Identificacion

. Similitud Filogenia Filo
Taxon (%)
103 +++  +++ 100,0 Tremellales
V. planifolia 138 +++ A+ Papiliotrema 100,0 Tremellales Bas¢
P 146 +++  +++ flavescens 100,0 Tremellales
150  +++ +++ 100,0 Tremellales
161 N it Candida 99 4 Saccharomycet Asce
pseudoflosculorum ales
V.pompona 184  +++  +++ Papiliotrema; 98,9 Tremellales  Bas®
Cryptococcus sp.
187  +++  +++ Papiliotrema 100,0 Tremellales Bas!
flavescens
aAisl = Aislamiento
A = Arbutina
°E = Esculina

9Bas = Basidiomycota
¢Asc = Ascomycota
*1dentificacion de levaduras por el método empleado por Arbefeville y otros (2017)

4.7  Analisis de filogenia molecular de las regiones ITS
Para levaduras, los analisis de filogenia molecular (Figura 19-Figura 21), se realizaron

empleando un SH-aLRT con 1x10* replicas y UFBoot con un niimero de generaciones igual
a 2.1x10° interacciones y una convergencia del 0.99. En el caso de FIB, se realizd empleando

dos corridas en paralelo de 4.9x10" generaciones con una desvieacion estandar menor a 0.05

En los arboles filogenéticos se obtuvo poca definicion en el posicionamiento de los
aislamientos V_planifolia_150, V_planifolia_146, V_planifolia_138, V_pompona_187 y
V_planifolia_103, todos con actividad f-D-glucosidasa (Cuadro 7). Estos se unieron a los
aislamientos V_planifolia_140, V_planifolia_144, V_planifolia_122, V_planifolia_76,
V_planifolia_147, V_planifolia_136, V_planifolia_137, V_pompona_177,V_pompona_182,
Hibrido_33, Hibrido 53 e Hibrido_57 con valores de SH-aLRT/UFBoot y un FIB de 73.3/98
y 0.9, respectivamente (Figura 19). Ademas, este grupo quedo cercano al orden Tremellales
(Figura 19).
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Tremellales sp KT318490

8% V planifolia 140
V planifolia 144
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V planifolia 146 *
V planifolia 138 *
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V planifolia 103 *
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74.4/28 93.8/100 1.0 0/98 \— v pompona 182
| Hibrido 57
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88.5/85 - V planifolia 137
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Tremella sp KT334576
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Figura 19. Arbol filogenético truncado del filo Basidiomycota. El arbol filogenético se realizé con una
prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot con 2.1x10° replicas y una convergencia de 0.99.
Ademas, se realiz6 una FIB con dos corridas en paralelo de 4.9x107 generaciones cada uno con una
desviacién estandar menor a 0.007. Se muestran los valores de soporte de SH-aLRT/UFBoot y FIB,

respectivamente. *Aislamientos con mayor actividad -D-glucosidasa.

El aislamiento V_pompona_184 con una alta actividad en arbutina y esculina (Cuadro 7);
form6 un clado con el aislamiento V_pompona_176, Cryptococcus sp. y Papiliotrema
bandonii con valores de SH-aLRT/UFBoot y FIB de 84/93 y 0.5, respectivamente (Figura
20).
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86.4/97 Fellomyces sp AJ608660
94.6/100 1.0 , Bullera alba AF444662
|Bullera unica AF444441
78/95 Tremellaceae sp KT724212
76.6/98 g4/93 0.5 Papiliotrema bandonii GU327539
0589 Cryptococcus sp HG937150
86398 06 | 0O/1°*|0/98|v pompona 176
0/85 V pompona 184 *
Papiliotrema nemorosus FN428944

— Papiliotrema fuscus AF444668

90.7/81 o 9‘27% Cryptococcus sp JN811085
Papiliotrema laurentii AY591353

86.7/97 0.7
Cryptococcus sp JX325614
— Tremellales sp AM262325
Tremellales sp JN622205
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Figura 20. Arbol filogenético truncado del filo Basidiomycota. El arbol filogenético se realizo con
una prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot con 2.1x10° replicas y una convergencia
de 0.99. Ademas, se realiz6 una FIB con dos corridas en paralelo de 4.9x107 generaciones cada uno,
con una desviacion estandar menor a 0.007. Se muestran los valores de soporte de SH-

aLRT/UFBoot y FIB, respectivamente. *Aislamientos con mayor actividad S-D-glucosidasa.
El aislamiento V_pompona_161 con actividad p-D-glucosidasa, se agrupd a los
aislamientos V_pompona_181 y V_pompona_197 con un soporte de SH-aLRT/UFBoot y
FIB igual a 99.9/100 y 1, respectivamente (Figura 21). Ademas, este grupo se posiciond

cercano a especies del género Candida y del orden Saccharomycetales (Figura 21).



Danielozyma lizeae EUI4IET4
T4.1/71 0.86 Candida fucius EUI4IEI0
25 7H1 048 97 B/96 094 Clavispora lusifanize KPET4E46
] o7 DA el Clavispora lusitaniae HOBIITEE
99 6100 1 Clavispora lusitanias KP 131867
B3.2/72 077 Clavispora lusitaniae KP13 1860
Clavispora lusifaniae JX901402
Candids sp LOCOEEI0
aF 7RR 08 Candida dosseyl FJIG23624
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0/50 [1] 4'_—
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0.0
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Figura 21. Arbol filogenético truncado del filo Ascomycota. El arbol filogenético se realizo con
una prueba de SH-aLRT con 1x10* replicas y un UFBoot con 2.1x10° replicas y una
convergencia de 0.99. Ademas, se realizé una FIB con dos corridas en paralelo de 4.9x107

generaciones cada uno, con una desviacién estandar menor a 0.007. Se muestran los valores de

soporte de SH-aLRT/UFBoot y FIB, respectivamente. *Aislamiento con mayor actividad s-D-

glucosidasa.
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5. Discusion
Las secuencias completas del ARNr 16S son ampliamente usadas en el estudio de perfiles

bacterianos en diferentes ecosistemas (Bukin et al., 2019; Edgar, 2018; Marino et al., 2017).
Sin embargo, su uso para la identificaciobn de bacterias a nivel de especie resulta
controversial; ya que hay estudios que demuestran que las variaciones en secuencias
completas del ARNr 16S ofrecen informacion suficiente para dar resolucion a nivel de
especie y cepa (Earl et al., 2018; Johnson et al., 2019; Srinivasan et al., 2015). Sin embargo,
otras investigaciones han demostrado que en algunos casos, el uso de secuencias completas
del ARNr 16S para la identificacion de bacterias a nivel de especie no es recomendable,
debido a recombinaciones inter-gendmicas e intra-gendmicas que puede provocar la
existencia de secuencias del ARNr 16S iguales pero de diferente especie o por el contrario,
especies iguales con diferente secuencias de ARNr 16S (Antony-Babu et al., 2017; Beye et
al., 2018; Maroniche et al., 2017; Muhamad Rizal et al., 2020; Numberger et al., 2019; Sato
& Miyazaki, 2017).

En las levaduras, se ha reportado el uso de secuencias ITS en el estudio de ADN ambiental
con el objetivo de conocer la composicion del micobioma en diferentes ecosistemas (Boix-
Amoros et al., 2019; Kinge et al., 2019; McTaggart et al., 2019; Nilsson et al., 2019; Usyk et
al., 2017), y también se han usado estas secuencias para realizar analisis de filogenia
molecular a nivel de filo (Buehler et al., 2017). Sin embargo, en algunos casos las secuencias
ITS pueden tener limitaciones al no ofrecer informacion necesaria para dar una buena
resolucién en la identificacion de hongos a nivel de especie, ya que podria ser identica entre
algunas especies, tener variaciones intra-genomicas o divergencia dentro un genoma (Hilario
et al. 2022). Por lo tanto, se requiere de secuencias adicionales como las de los dominios 1y
2 (D1/D2) pertenecientes a la subunidad ribosomal larga (LSU, por sus siglas en inglés)
(Arbefeville et al., 2017; Fajarningsih, 2016; Miistak et al., 2019; Vu et al., 2016).

Lo anterior explicaria la baja resolucion en algunos grupos; por ejemplo, la obtencion de
grupos no clasificados en la asignacion de taxones (Figura 8), la formacion de clados con
bajo soporte en los aislamientos de bacterias (Figura 16) o el agrupamiento de varios
aislamientos de levaduras en un solo clado (Figura 19). Ademas, se deben de analizar con

prudencia los datos obtenidos con el gen ARNr 16Sy las regiones ITS; ya que, podria mostrar
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una realidad que no existe (por ejemplo, la identificacion de aislamientos a nivel de especie

0 la sugerencia de especies no descritas).

Los grupos bacterianos mas abundantes asociados a plantas se encuentran mayormente
representadas por el filo Proteobacteria (Gong & Xin, 2021). Este filo se caracteriza por ser
metabdlicamente muy diverso, en donde los géneros con mayor abundancia suelen ser
Acetobacter y Enterobacter (Barrera et al., 2019; Dong et al., 2019; Stone et al., 2018). Asi
mismo, los Firmicutes tienden a ser otro grupo abundante, pero en menor proporcion en
comparacion a las bacterias del filo Proteobacteria (Sivakumar et al. 2020). Ademas, las
Actinobacterias también han sido reportadas en plantas, pero en términos de abundancia no
suelen ser relevantes (Luo et al., 2019). Por otra parte, los filos de mayor presencia reportados
en las comunidades de hongos presentes en plantas son Ascomycota (siendo Papiliotrema
uno de sus géneros méas abundantes), seguido por Basidiomycota (Into et al., 2020; Luo et
al., 2019; Qian et al., 2018; Qian et al., 2020; Yao et al., 2019). Lo anterior corresponde con
los resultados obtenidos en este estudio; ya que, Proteobacteria fue el filo bacteriano mas
abundante con una mayor representacion del género Enterobacter (Figura 8A) y en levaduras
Basidiomycota fue el filo mas sobresaliente con una mayor agrupacion de los aislamientos

en Papiliotrema (Figura 8C).

A nivel de géneros bacterianos los Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium,
Gluconobacter, Klebsiella, Methylobacterium, Paenibacillus, Paraburkholderia,
Pseudomonas, Serratia, Sphingomonas y Staphylococcus (encontrado solo en estructuras
asociadas a frutos) se han reportado en diferentes estructuras de las plantas y se catalogan
como microorganismos benéficos, ya que promueven el crecimiento de la planta, producen
compuestos volatiles que contribuyen a la disminucién del estrés, favorecen la
biodisponibilidad de algunos micronutrientes, fijan nitrégeno, contribuyen al reciclaje de
materia organica, actian como biocontroladores de fitopatdgenos entre otros (Alibrandi et
al., 2018; Asaf et al., 2020; Bourles et al., 2019; Dey et al., 2019; Esmaeel et al., 2020;
Herrera et al., 2020; Johnson et al., 2021; Kshetri et al., 2019; Olivera et al., 2021; Z0figa et
al., 2017). En el caso de Curtobacterium, Gluconobacter y Pseudomonas también tienen
especies fitopatdogenos (Armanious, 2020; Chase et al., 2016); mientras Erwinia solo es

asociada a enfermedades en plantas (Cellini et al., 2019).
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Para los géneros pertenecientes al grupo de las levaduras, como Cryptococcus, Candida,
Cyberlindnera, Papiliotrema, Rhodotorula, Sporidiobolus y Tremella poseen especies que
se han reportado en la parte interna o externa de plantas y estan asociadas a la promocion de
su crecimiento mediante fitohormonas, inhibicion de bacterias y al combate de fitopatdgenos
(Calixto, 2020; Canto et al., 2017, Into et al., 2020; Khunnamwong et al., 2019; Kumla et al.,
2020; Limtong et al., 2014; Peng et al., 2018; Surussawadee et al., 2014; Zhu & Sun, 2008).
Con respecto a la familia Saccharomycetaceae se han aislado de bromelias y en méas de 50
especies de plantas pertenecientes a diferentes grupos (Glushakova et al., 2007; Sousa et al.,
2014).

Por lo tanto, se evidencia que los géneros de levaduras y bacterias logrados en este estudio
se han reportado como parte de las comunidades microbianas de las plantas; ademas, de tener
la capacidad de beneficiar a su hospedero (planta). De manera que, se sugiere que los
aislamientos obtenidos cumplen roles ecoldgicos que podrian beneficiar a las plantaciones
de las especies comerciales de Vanilla. Estas interacciones que se dan entre microbioma y
plantas de Vanilla seria un posible campo de estudio que podria contribuir a una mejor

rentabilidad econdmica del cultivo.

En el caso del bajo nimero de aislamientos y diversidad de microorganismos detectada
en las capsulas del hibrido de Costa Rica en comparacion a las capsulas de V. planifoliay V.
pompona, podria estar explicado por las aplicaciones de Kilol en la plantacion. Este producto
se caracteriza por ser un insumo agricola realizado a base de semillas citricas con efecto
bactericida y fungicida (Azofeifa-Bolafios et al., 2019; Badilla Lopez, 2001; Coto-Calvo &
Wang-Wong, 1995).

A nivel de familia, los grupos Bacillaceae y Paenibacillaceae tienen capacidad de formar
enddsporas que les permiten resistir factores ambientales estresantes (Mandic-Mulec et al.,
2015; Séez-Nieto et al., 2017). Por otra parte, especies de la familia Burkholderiaceae tienen
la capacidad de tolerar diferentes compuestos con actividad antibidtica e incluso algunas
especies pueden tener la capacidad de degradarlos (Ahn et al., 2016; Rhodes & Schweizer,
2016). De igual forma, en especies de levaduras pertenecientes a las familias
Cryptococcaceae y Sporidiobolaceae se ha reportado la resistencia a varios agentes

antifangicos (Freimoser et al., 2019; Magoye et al., 2020). De manera que, lo anterior hace
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suponer que las familias de microorganismos presentes en las capsulas del hibrido de Costa

Rica podrian tener alguna capacidad para resistir a las aplicaciones del Kilol.

El efecto antagonico demostrado del Kilol sobre poblaciones de las familias Erwiniaceae,
Pseudomonadaceae, Microbacteriaceae, Enterobacteriaceae y en la familia de las levaduras
Saccharomycetidae (Coto-Calvo & Wang-Wong, 1995; Loayza Chavez, 2019; Quimtia,
2018); podria explicar, la presencia de las anteriores familias en las capsulas de V. planifolia

y V. pompona, pero su ausencia en las capsulas del hibrido de Costa Rica.

Por otra parte, la baja diversidad de microorganismos en las capsulas del hibrido de Costa
Rica, también podria estar influenciada por una alta abundancia de las familias bacterianas
Bacillaceae, Burkholderiaceae, Paenibacillaceae y de las familias de levaduras
Cryptococcaceae y Sporidiobolaceae; ya que, especies pertenecientes a estas familias han
reportado la capacidad inhibir otros grupos de microorganismos mediante competencia por
los mismos recursos, secrecion de enzimas que degradan la pared de hongos, produccion de
compuestos inhibitorios, entre otros (Bergstrom & Da Luz, 2005; Compant et al., 2019;
Freimoser et al., 2019; Tilocca et al., 2020).

La mayor diversidad de microorganismos en las capsulas de V. pompona podria estar
asociada a una reduccion o nula aplicacién de insumos agricolas con efecto bactericida y
fungicida; ya que las familias bacterianas Enterobacteriaceae y Erwiniaceae fueron las mas
abundantes y muchas de sus especies se catalogan como fitopatogénicas (Bell et al., 2004;
Cesarano et al., 2017; Nagrale et al., 2020; Whitehead et al., 2002). Lo mismo podria suceder
con el grupo de las levaduras, donde algunas especies de la familia Saccharomycetaceae se

les consideran como fitoparasitos (Sampaio et al., 2003; Suh et al., 2006).

La variacién en la diversidad microbiana observada en las capsulas no solo se explica por
la diferencia de especies del hospedero; también, se puede explicar por factores que influyen
a nivel intraespecifico como radiacion ultravioleta, viento, humedad, temperatura, estado
fisiologico de la planta, periodo de muestreo entre otros (Gilbert et al., 2021; Moitinho et al.,
2019).

De las familias bacterianas identificadas en este trabajo, las que se han reportado en

capsulas de diferentes especies de Vanilla (comerciales y no comerciales), son
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Acetobacteraceae, Burkholderiaceae, Erwiniaceae, Methylobacteriaceae,
Sphingomonadaceae y Staphylococcaceae; mientras asociadas a capsulas y rizosfera se han
identificado Bacillaceae, Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y en rizosfera solamente se
han reportado Microbacteriaceae y Yersiniaceae (Alvarez-Lopez et al., 2014; Chen et al.,
2015a; Chen et al., 2015b; Gamboa-Gaitan, 2014; Gamboa-Gaitdn & Otero-Ospina, 2016;
Jiménez-Quesada et al., 2015; Lopez et al., 2013; Lopez-Lopez, 2013; Luna-Guevara et al.,
2016; Roling et al., 2001; Xu et al., 2020). En el caso de la familia Paenibacillaceae obtenida
en esta investigacion, no se ha reportado en la comunidad bacteriana asociada al género
Vanilla, sin embargo, se ha reportado en otras plantas pertenecientes a la familia Orchidaceae
(Pei et al., 2019).

Familias bacterianas como Bradyrhizobiaceae, Caulobacteraceae, Devosiaceae,
Lachnospiraceae, Halomonadaceae, Jatrophihabitantaceae, Micrococcaceae, Moraxellaceae,
Pseudonocardiaceae y Streptococcaceae se han reportado en capsulas de V. planifolia
mediante analisis del ADN total (Xu et al., 2020); sin embargo, en el presente estudio no
fueron identificadas. También, no se obtuvieron aislamientos de las familias
Brevibacteriaceae, Cellulomonadaceae, Corynebacteriaceae, Enterococcaceae,
Lactobacillaceae, = Morganellaceae,  Neisseriaceae, = Nocardiaceae, = Nostocaceae,
Rhodospirillaceae, Tsukamurellaceae, Vibrionaceae y Xanthomonadaceae, las cuales se han
obtenido mediante aislamiento en capsulas de V. planifolia (LOopez-Lopez, 2013, Luna-
Guevara et al., 2016; Roling et al., 2001). Lo anterior sugiere, que en las capsulas de especies
comerciales de Vanilla podria haber grupos bacterianos que solo se podrian identificar
mediante andlisis de ADN total y que la diversidad bacteriana podria variar en capsulas de
una misma especie de Vanilla. Otra posible explicacion, es que los anteriores géneros
requieran de condiciones de cultivo diferentes a las usadas en este estudio (como tiempo de
incubacion, temperatura, concentracion de nutrientes entre otros) que permitan su

aislamiento (Sarhan et al. 2019).

Adicionalmente, varias especies de levaduras pertenecientes a las familias
Cryptococcaceae, Saccharomycetidae y Sporidiobolaceae se han encontrado en diferentes
estructuras de las plantas de vainilla (General et al., 2009; Xu et al., 2020). Sin embargo, las

familias Tremellaceae y Metschnikowiaceae no se han reportado previamente en ninguna
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estructura del género Vanilla, no obstante, si han sido reportadas en otras especies
pertenecientes al grupo de las orquideas (Jacquemyn et al., 2013; McAlpine, 2013). Ademas,
las familias Rhynchogastremataceae, Mycrobotryomycetidae y Phaffomycetaceae no han
sido reportadas en el grupo de las orquideas, pero si en otros grupos de plantas pertenecientes
a las familias de las Bromeliaceae, Melastomataceae y en la filosfera de otras plantas (Chang
et al., 2012; Li et al., 2020; Pagani et al., 2016; Sousa-Silva et al., 2021).

En relacion con el estudio de la actividad g-D-glucosidasa en microorganismos aislados a
partir de capsulas de Vanilla, solamente se ha enfocado en capsulas de la especie V. planifolia
durante la etapa de curado (Chen et al., 2015a; General et al., 2009; Réling et al., 2001). Este
estudio es el primero que investiga la actividad p-D-glucosidasa en microorganismos
cultivables presentes en capsulas fisiologicamente maduras, sin curar y pertenecientes a V.

planifolia, V. pomponay el hibrido de Costa Rica.

Los grupos de bacterias presentes en el microbioma total de un ambiente que tienen
capacidad de actuar como los mayores reservorios de actividad f-D-glucosidasa pueden
variar de acuerdo con las caracteristicas del ecosistema y tiempo de muestreo. No
necesariamente, estan asociados a la abundancia del filo ya que filos con menor abundancia
pueden ser una mayor fuente de actividad s-D-glucosidasa (Pathan et al., 2017; Tiwari et al.,
2016; Zang et al., 2017). En estudios previos se ha reportado a los Firmicutes como principal
fuente de B-D-glucosidasas en las capsulas de V. planifolia durante su curado, representado
por bacterias del género Bacillus (Chen et al., 2015a). Sin embargo, en este estudio los filos
que presentaron mayor nimero de aislamientos y diversidad de fuentes para la enzima fueron

Proteobacteria en bacterias y Basidiomycota en levaduras.

Por otro lado, dentro de los grupos bacterianos aislados e identificados en las capsulas de
V. pompona, V. planifolia e hibrido de Costa Rica, se ha reportado la actividad enzimatica
S-D-glucosidasa en especies pertenecientes a las familias Acetobacteraceae, Bacillaceae,
Burkholderiaceae, Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, Methylobacteriaceae,
Microbacteriaceae, Paenibacillaceae, Pseudomonadaceae, Sphingomonadaceae vy
Yersiniaceae (Akintola et al., 2020; Chen et al., 2015a; Huang et al., 2003; Karhukorpi &
Paivanurmi, 2014; Kim et al., 2006; Knief et al., 2012; Marques et al., 2003; Roling et al.,
2001, Tajima et al., 2001; Tiwari et al., 2014; Vroemen et al.,1995; Yao et al., 2020).
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Igualmente, en el grupo de las levaduras la actividad de esta enzima se ha identificado en
especies dentro de las  familias  Cryptococcaceae,  Metschnikowiaceae,
Rhynchogastremataceae, Saccharomycetidae, Sporidiobolaceae y Tremellaceae (Fukuta et
al., 2013; General et al., 2009; Gonzalez-Pombo et al., 2008; Resende, 2014, Vyas &
Chhabra, 2017).

Con respecto a los géneros bacterianos identificados con la actividad S-D-glucosidasa, en
el presente estudio, Curtobacterium solo se ha reportado durante la descripcion de nuevas
especies mediante pruebas bioguimicas de sus enzimas sobre los sustratos arbutina, esculina
y celobiosa (Funke et al., 2005; Kim et al., 2008; Kim et al., 2009; Ventorino et al., 2015).
Lo anterior, concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, ya que la mayoria de los
aislamientos pertenecientes al género Curtobacterium presentaron actividad en los sustratos
arbutina, esculina y celobiosa, siendo este ultimo en el cual se dio mas actividad en la mayoria

de los aislamientos (Cuadro 6 y Anexo 1).

Igualmente, en el género Cohnella la actividad p-D-glucosidasa ha sido reportada
solamente en la descripcion de nuevas especies (Kudryashova et al., 2018; Lee & Jeon, 2017,
Lin et al., 2020). En este caso, la especie mas cercana C. thailandensis al aislamiento
V_planifolia_97 en el analisis filogenético (Figura 12), ha presentado actividad sobre
arbutina, esculina y celobiosa (Khianngam et al., 2010). Ademas, la actividad p-D-
glucosidasa en C. formosensis (Figura 12), solo ha sido reportada sobre esculina y celobiosa
(Hameed et al., 2013). Lo anterior es consistente con el resultado obtenido para el aislamiento

V_planifolia_97, que present0 actividad S-D-glucosidasa en arbutina y celobiosa (Cuadro 6).

En los géneros Bacillus y Paenibacillus, la actividad S-D-glucosidasa ha sido estudiada
con més detalle en algunas de sus especies; ya que se conocen enzimas de este tipo con
caracteristicas termoestables, tolerantes a la glucosa y sales, con una mayor actividad a pH
neutros y ligeramente acidos y se cuenta con algunas estructuras cristalizadas (Lee et al.,
2016; Raza et al.,, 2020; Saha et al., 2005). Ademés, se han identificado enzimas
pertenecientes a muchas familias de hidrolasas glucosidicas como GH1-4, GH6, GH8-12,
GH16, GH26, GH30-31, GH36, GH39, GH42-43, GH48, GH51-52, GH75 y GH95 (Ghio et
al. 2020; Raza et al. 2020; Srivastava et al. 2020). Cabe mencionar que los estudios se han

enfocado principalmente en la hidrolisis de la celobiosa con el fin de usarse en biorefinerias
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(Choi et al., 2009; Dong et al., 2017; Ghio et al., 2018; Isorna et al., 2007; Kampfer et al.,
2016; Lee et al., 2007; Lee et al., 2013; Lee et al., 2015; Nelson et al., 2009; Son et al., 2014;
Tiwari et al., 2017; Zhang et al., 2016).

Sin embargo, los Bacillus y Paeneibacillus también han reportado S-D-glucosidasas con
capacidad de hidrolizar diferentes f-D-glucosidos entre ellos arbutina, esculina, p-nitrofenil-
S-D-glucopirandsido (pNPG), salicina, entre otros (Agamennone et al., 2019; Asha et al.,
2015; Dutta et al., 2017; Heyrman et al., 2005; Li et al., 2016; Papalazaridou et al., 2003;
Rahman et al., 2018; Weiss et al., 2015) por mencionar algunos ejemplos. Lo anterior sugiere
que los aislamientos obtenidos de Bacillus y Paenibacillus, podrian hidrolizar un mayor
namero de S-D-glucdsidos al utilizado en el presente estudio. Ademas, su actividad sobre
sustratos comunmente usados en la cuantificacion de la actividad p-D-glucosidasa permitiria

establecer y comparar métodos para determinar dicha actividad.

Para las especies P. pabuli y P. taichungensis que formaron un grupo con el aislamiento
Hibrido_42 con alta actividad en los sustratos esculina y celobiosa (Figura 13 y Cuadro 6),
solamente se ha reportado su actividad S-D-glucosidasa durante la descripcion de nuevas
especies; y en algunos casos se ha mencionado su capacidad de hidrolizar s-D-glucésidos de
interés comercial (Kim et al., 2005; Lee et al., 2008; Nelson et al., 2009; Pandey et al., 2013;
Park et al., 2013; Roux et al., 2008).

Por otra parte, Bacillus es el Unico género con actividad S-D-glucosidasa reportado en el
aislamiento de bacterias durante el curado de céapsulas de V. planifolia y ademas se ha
demostrado su capacidad de hidrolizar la gluco-vainillina (Chen et al., 2015a; Chen et al.,
2015b; Gu et al., 2015; Réling et al., 2001). Sin embargo, en el presente estudio, el cual se
realizd con cépsulas fisiologicamente maduras y previas al curado en dos especies
comerciales de Vanilla y el hibrido de Costa Rica, se logro aislar un mayor nimero de

géneros bacterianos con capacidad de producir f-D-glucosidasas (Cuadro 5y Anexo 1).

En el caso de B. stratosphericus y B. pumilus, especies mas cercanas al aislamiento
Hibrido_41 con mayor actividad en arbutina (Figura 14 y Cuadro 6); se han reportado genes
codificadores de S-D-glucosidasas con capacidad de hidrolizar p-glucésidos como esculina
y pPNPG; sin embargo, carecen de actividad hidrolitica sobre celobiosa (Bogas et al., 2007,

Yuan & Gao, 2015). Ademas, en la especie B. stratosphericus se ha reportado una mejor
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eficiencia en la induccion de p-D-glucosidasas en medios con esculina y en presencia de
KH2PO4 y MgSOs4 (Dutta et al., 2017; Singh et al., 2019).

Para la especie B. toyonensis, cercana al aislamiento Hibrido 61 (Figura 14), se ha
demostrado su actividad S-D-glucosidasa sobre los sustratos arbutina, celobiosa y otros como
salicina (Agamennone et al., 2019; Miller et al., 2016). Sin embargo, aunque para B.
marcorestinctum (Figura 14), no fue posible encontrar reportes de la capacidad de producir
S-D-glucosidasas, si se logro reportar la actividad enzimatica para la mayoria de los demas
aislamientos (V_planifolia_123, Hibrido_60, Hibrido 58, V_planifolia_128, Hibrido 45y
V_pompona_204) que formaron un clado con Hibrido 61 (Figura 14) sobre alguno de los

sustratos arbutina o esculina, pero con mayor intensidad en celobiosa (Cuadro 6).

En el grupo Methylobacterium, el estudio de la actividad p-D-glucosidasa solo se ha
reportado sobre el sustrato esculina, durante la identificacion de nuevas especies (Knief et
al., 2012). Sin embargo, los resultados presentados en este estudio sugieren que el género
Methylobacterium podria tener algunas especies que sean fuente importante de actividad /-
D-glucosidasa, ya que el aislamiento V_planifolia_90 hidrolizé los sustratos esculina y
celobiosa de forma similar a los aislamientos pertenecientes al género Bacillus y
Paenibacillus, en los cuales la actividad de esta enzima ha sido estudiada con mayor detalle
(Cuadro 6 y Anexo 1).

Para los géneros Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, el género Serratia de la familia Yersiniaceae; y varios géneros de la
familia Erwiniaceae, se ha reportado la capacidad de hidrolizar celobiosa y varios
S-glucdsidos entre ellos arbutina, esculina y pNPG (Akintola et al., 2020; Garcia-Fraile et
al., 2015; Geiger et al., 2010; Huang et al., 2003; Kerppola et al., 1987; Lokapirnasari et al.,
2015; Marri et al.,1995; Perry et al., 2007; Raghunand & Mahadevan, 2003; Ribeiro et al.,
2017; Waghmare et al., 2018). Ademas, en los genomas de algunas especies de Pantoea,
perteneciente a la familia Erwiniaceae, y especies del género Enterobacter de la familia
Enterobacteriaceae, se han reportado genes codificadores de f-D-glucosidasas (Ma et al.,
2016; Szczerba et al., 2020).

A pesar de que en la literatura el reporte de la enzima g-D-glucosidasa en las familias

Enterobacteriaceae y Erwiniaceae se ha realizado principalmente de forma cualitativa; en



54

este trabajo fueron los grupos con mayor nimero de aislamientos y diversidad en términos
de actividad p-D-glucosidasa (Cuadro 6 y Anexo 1). Lo que indica que podrian ser una
importante fuente de f-D-glucosidasa para usarse en el curado de cépsulas de vainilla; sin
embargo, se debe tener presente que muchos de ellos son fitopatdgenos de plantas y por lo

tanto, su(s) enzima(s) se deberia usar puras o en extracto.

En general, para el grupo de las bacterias, la actividad p-D-glucosidasa tuvo mayor
intensidad para los sustratos esculina y celobiosa (Cuadro 6). Sin embargo, para una posible
aplicacion de las bacterias en el curado de las capsulas se sugiere los aislamientos Hibrido_41
perteneciente al género Bacillus y V_pompona 205 perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae; ya que tuvieron una alta actividad sobre el sustrato arbutina (Cuadro 6),

el cual tiene una estructura molecular similar a la gluco-vainillina (Figura 2).

En el grupo de las levaduras, el género Candida ha reportado la capacidad de hidrolizar
la arbutina y esculina; mientras que en aislamientos de Papiliotrema solo se ha reportado la
actividad sobre arbutina (Pagani et al., 2016; Sanchez-Torres et al., 1998; Yalgin et al., 2020).
Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en este estudio para los aislamientos de
Candida; sin embargo, para los aislamientos pertenecientes al género Papiliotrema ademas
de hidrolizar la arbutina, también se demostré que tienen una capacidad alta de hidrolizar

esculina (Cuadro 7 y Anexo 2).

El género Cryptococcus, presenta actividad p-D-glucosidasa alta sobre arbutina en
especies como C. albicans, C. humicola, C. laurentii, C. terreus, C. yarrowi y Cryptococcus
sp. las cuales han sido aisladas de diversos frutos (Trindade et al., 2002). Sin embargo,
respecto a la actividad sobre esculina solo se ha reportado de forma cualitativa en C.
neoformans y C. flavescens (Chae et al., 2012; Pérez et al., 2011). Ademas, este género puede
tener especies con capacidad de producir f-D-glucosidasa a bajas temperaturas, pero también
se han reportado especies incapaces de expresarla (Edberg et al., 1980; Mendoza, 2005;
Pavlova et al., 2002; Trindade et al., 2002). La mayoria de los aislamientos del género
Cryptococcus obtenidos en esta investigacion concuerdan con los reportes previos, respecto

a la actividad sobre arbutina y esculina (Cuadro 7 y Anexo 2).

Adicionalmente, se ha mencionado que los géneros Candida y Cryptococcus tienen

capacidad de hidrolizar una gran variedad de S-glucosidos; asi como muchos precursores de
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compuestos aromaticos presentes en frutos usados en la industria de jugos y vinos (Barrilli
etal., 2020; Escribano et al., 2017; Garcia et al., 2018; Gueguen et al., 2001; Maicas & Mateo,
2017; Thongekkaew et al., 2019). Con base en la informacion anterior y en los resultados
obtenidos en este estudio, donde se demuestra que las levaduras presentaron una alta
actividad en los sustratos arbutina y esculina (Cuadro 7), en comparacion a las bacterias
(Cuadro 6), se podria sugerir que las p-D-glucosidasas de las levaduras serian las méas
adecuadas para hidrolizar la gluco-vainillina en las cépsulas de especies comerciales de

Vanilla.

Para futuras aplicaciones de la 5-D-glucosidasa en el mejoramiento del curado de capsulas
del hibrido de Costa Rica y especies comerciales de Vanilla, se podria usar tanto el
microorganismo vivo como el extracto enzimatico; pero se debe tener en cuenta que estos
métodos podrian generar compuestos secundarios que le podrian restar calidad al producto
(Gu et al., 2012; Zhang et al., 2014). Con respecto a lo anterior, las especies del género
Bacillus han demostrado contribuir al mejoramiento del curado de cépsulas, sin generar la
formacién de compuestos no deseados (Gu et al., 2015). Por otra parte, el uso de enzimas
recombinantes podria estar limitado por el tipo de producto; ya que, el uso de
microorganismos genéticamente modificados o sus derivados no esta permitido en productos
con certificacion organica (Decreto ejecutivo de la Republica de Costa Rica, 18 de setiembre
del 2001; Departamento de Agricultura de Estados Unidos, Servicio de Comercializacion

Agricola, Programa Nacional Organico, 2011; Parlamento Europeo y de Consejo, 2018).

Es importante resaltar que la mayoria de las investigaciones sobre la actividad
S-D-glucosidasas en microorganismos presentes en capsulas de especies comerciales en
Vanilla se ha enfocado principalmente en el proceso del curado, donde una parte del
microbioma se ha perdido por la etapa de muerte vegetativa (Chen et al., 2015a; Chen et al.,
2015b; General et al., 2009; Gu et al., 2015; Réling et al., 2001). Sin embargo, en este trabajo,
donde se realizaron aislamientos previos al curado de las capsulas en especies comerciales
de Vanilla, se logré encontrar una fuente de microorganismos mas diversa con actividad /-
D-glucosidasas en comparacion a la reportada durante el curado, donde sobresalié el grupo

de las bacterias.
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Ademas, este trabajo e investigaciones previas sobre la actividad p-D-glucosidasa en
microorganismos de capsulas de vainilla se han enfocado en los microrganismos cultivables.
Sin embargo, las p-D-glucosidasas también se pueden obtener a partir de muestras
ambientales a través de la metagendmica, metaprotebmica y metatranscriptomica de los
microorganismos no cultivables (Jiang et al., 2009; Porras, 2019; Speda et al., 2017; Zhang
et al., 2020). De manera que, surge la hipotesis que previo al curado y en el proceso de
maduracion de las cépsulas en condiciones naturales hay una mayor fuente de

S-D-glucosidasa asociada al microbioma no cultivable que podria ayudar a mejorar el curado.

Asi mismo, estudios reportan que el microbioma presente en el curado de las capsulas de
especies comerciales de Vanilla, pueden contribuir a un mayor contenido de vainillina a
través de su biosintesis (Gu et al. 2017; Khoyratty, 2020; Xu et al. 2020); lo cual hace pensar,
que en condiciones de maduracion natural de las capsulas de vainilla, ademas de haber un
mayor numero de microorganismos productores de S-D-glucosidasas; tambien el grupo de
microorganismos asociados a la biosintesis de vainillina puede ser mayor y por tanto

contribuir a obtener un mejor producto al final del curado.

De manera que, debido a la capacidad del microbioma presente en las capsulas de especies
comerciales de Vanilla en contribuir a una mayor concentracion de vainillina mediante la
hidrolisis de la gluco-vainillina a través de f-D-glucosidasas o su biosintesis mediante rutas
metabolicas, se sugiere que la muerte vegetativa mediante temperatura durante el proceso de
curado, podria tener un efecto negativo en la concentracion final de vainillina; ya que, en esta
etapa se podria favorecer a una posible pérdida del microbioma asociado a la generacion de

vainillina.

El principal aporte de este trabajo se da en ser el primero a nivel nacional e incluso en
paises de Mesoamérica, que estudia la actividad f-D-glucosidasa microbiana en capsulas
fisilbgicamente maduras y recolectadas directamente de la plantacion de dos especies
comerciales de Vanillay el hibrido de Costa Rica. Ademas, este trabajo ha permitido accesar
a recursos biolégicos como los microorganismos, los cuales se han podido almacenar a largo
plazo mediante el método de crioconservacion que garantiza su uso a futuro para aplicaciones
en el mejoramiento del curado de capsulas del hibrido de Costa Rica o de las especies de

Vanilla con valor comercial; también, se podrian usar en otros procesamientos de alimentos
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y bebidas e inclusive en la biorrefineria debido a los diferentes usos de las -D-glucosidasas.
Otras posibles aplicaciones de los microorganismos obtenidos podrian ser como
biocontroladores, fijadores de nitr6geno, bioestimulantes de crecimiento en plantas,
favorecimiento en la biodisponibilidad de micronutrientes entre otras. Lo anterior destaca la
importancia de la conservacion de recursos bioldgicos que garanticen su uso en futuras

aplicaciones biotecnoldgicas.
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6. Conclusiones
En conclusion, el filo Proteobacteria fue el mas abundante, con una mayor representacion

por el género Enterobacter; en el caso de las levaduras, el filo Basidiomycota con el género
Papiliotrema fueron los mas sobresalientes. Por otra parte, se obtuvieron grupos no
reportados de microorganismos provenientes de las capsulas de especies comerciales de
Vanilla con actividad S-D-glucosidasa que podrian contribuir al mejoramiento del curado.
Dentro de estos nuevos microorganismos, hay algunos que su actividad S-D-glucosidasa solo
se ha reportado durante la descripcion e identificacion de nuevas especies. En el caso de las
bacterias, la actividad p-D-glucosidasa tuvo mayor intensidad en los sustratos esculina y
celobiosa. Las levaduras, principalmente del filo Ascomycota, fueron las que presentaron
mayor actividad p-D-glucosidasa sobre los sustratos arbutina y esculina. Ademas, las
levaduras serian los microorganismos mas promisorios para estudios posteriores con fines de
mejoramiento del curado en capsulas de especies comerciales de Vanilla con importancia

econoémica.
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7. Recomendaciones
Se recomienda estudiar la actividad S-D-glucosidasa presente durante el proceso de

maduracion natural de las capsulas de especies comerciales de Vanilla e hibrido de Costa
Rica. Ademas, se recomienda investigar las posibles f-D-glucosidasas presentes en capsulas
fisiolégicamente maduras de V. planifolia, V. pompona e hibrido de Costa Rica asociadas a
la fraccion de microorganismos no cultivables mediante enfoques independientes de cultivo
(por ejemplo, metatranscriptomica). Por Gltimo, se recomienda usar diferentes condiciones
de cultivo para obtener un mayor nimero en el aislamiento de microorganismos y usar la
molécula gluco-vainillina en la identificacion de la actividad S-D-glucosidasa en un medio
M9 para corroborar de forma certera su hidrélisis por los microorganismos o

pS-D-glucosidasas obtenidas.
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Anexo 1. Identificacion de la actividad S-D-glucosidasa de bacterias en los sustratos

arbutina, esculina y celobiosa.

Especie de Aisl Sustratos Clasificacion por Filo
Vanilla A E C filogenia
31 - - ++ Paenibacillus Firmicutes
32 + + + Bacillus Firmicutes
34 - + ++ Curtobacterium Actinobacteria
39 - + + Paenibacillus Firmicutes
40 + + ++ Bacillus Firmicutes
41 +++ + + Bacillus Firmicutes
42 + ++ +++ Paenibacillus Firmicutes
Hibrido de 43 + + ++ Bac!llus F!rm!cutes
Costa Rica 44 - - + Bac!llus F!rm!cutes
45 + + ++ Bacillus Firmicutes
46 *x *x *x Paenibacillus Firmicutes
56 - ++ + Burkholderia Proteobacteria
58 + - + Bacillus Firmicutes
59 - ++ + Burkholderia Proteobacteria
60 + + ++ Bacillus Firmicutes
61 + ++ ++ Bacillus Firmicutes
62 *x *x *x Burkholderia Proteobacteria
72 + +++ ++ Curtobacterium Actinobacteria
73 + +++ ++ Curtobacterium Actinobacteria
74 + + +++ Erwiniaceae Proteobacteria
75 - + + Paenibacillus Firmicutes
77 + ++ + Sphingomonas Proteobacteria
86 - - + Methylobacterium  Proteobacteria
89 + + ++ Curtobacterium Actinobacteria
90 + ++ ++ Methylobacterium  Proteobacteria
97 F - +++ + Cohnella Firmicutes
98 - - +++ Paraburkholderia Proteobacteria
9 - - ++ Paraburkholderia Proteobacteria
V. 101 - - + Methylobacterium  Proteobacteria
planifolia 102 *x ol ol Methylobacterium  Proteobacteria
109 - - + Methylobacterium  Proteobacteria
110 - - + Methylobacterium  Proteobacteria
111 - - - Methylobacterium  Proteobacteria
112" - - +
114 ** ** ** Methylobacterium  Proteobacteria
121 - - ++ Bacillus Firmicutes
123 + - ++ Bacillus Firmicutes
124 + + +++ Erwiniaceae Proteobacteria
128 F + - ++ Bacillus Firmicutes
129 F - - + Bacillus Firmicutes
130 - - + Bacillus Firmicutes
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+++
++

+++
++
**
++
++

++

++
++
++
++
++
++
++
++

+++
**

+++

Gluconobacter
Erwiniaceae
Erwiniaceae
Erwiniaceae

Klebsiella
Curtobacterium
Erwiniaceae
Enterobacteriaceae
Sthapylococcus
Curtobacterium
Curtobacterium
Pseudomonas
Enterobacteriaceae
Curtobacterium
Erwiniaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Erwiniaceae
Bacillus
Enterobacteriaceae
Erwiniaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae
Pseudomonas
Pseudomonas
Serratia
Enterobacteriaceae
Klebsiella
Sphingomonas

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

160 - -
162B + +++
163F + +
165B_F + ++
165C + ++
168 ** **
170F + -
172 + ++
173 - -
175 + +
178 + +
179 - -
193 + +
195 - +
199 - ++
200 + ++
V. pompona 201 + +
202A ++ ++
203F + -
204 + +
205 +++ +
206 *%* *%*
207 + ++
208F + +++
210 - ++
211 ++ ++
212 - +
213 - -
215 - -
216 + ++
218 + ++
221
223 + +
Aisl = Aislamiento
A = Arbutina
E = Esculina
C = Celobiosa

*Secuencias del ARNr 16S de baja calidad
** Perdida de células viables
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Anexo 2. Identificacion de la actividad S-D-glucosidasa en levaduras sobre los sustratos

arbutina y esculina

Identificacién*

Clasificacion de

Especie Aisl A E Clasn;gamon Similitud ~ Cobertura  aislamientos por Filo
0) 0 i i
aislamientos* (%6) (%) filogenia

Papiliotrema

33 flavescens, 100,0 100,0 Tremellales Bas
Cryptococcus

38 Sporidiobolus 99,8 99,8 Sporobolomyces Bas
metaroseus

_ 47 Sporidiobolus 99,6 99,8 Sporobolomyces Bas
Hibrido metaroseus
Sporidiobolus

deCosta 49 sk s Mmetaroseus 99,8 99,8 Sporobolomyces Bas

Rica 52 Sporidiobolus 99,4 99,8 Sporobolomyces Bas
metaroseus

53 Papiliotrema o5 100,0 Tremellales Bas
flavescens

54 Rhodotoru_la 99,2 100,0 Sporidiobolaceae Bas
nothofagi

57 Papiliotrema g4 g 100,0 Tremellales Bas
flavescens

76 ++  +++ Papiliotrema 100,0 100,0 Tremellales Bas
flavescens

103 +++  +++ Papiliotrema 100,0 100,0 Tremellales Bas
flavescens

122 - ++ Papiliotrema 100,0 100,0 Tremellales Bas
flavescens

136 ++  +++ Papiliotrema 100,0 100,0 Tremellales Bas
flavescens

V. 137 ++ 4+ Paplllscz)trema 100,0 100,0 Tremellales Bas

planifoli 138  +++ +++ Papiliotrema 100,0 100,0 Tremellales Bas
flavescens

a

140 ++  +++ Cryptococcus 100,0 100,0 Tremellales Bas
aureus
Cryptococcus

144 ++  +++ aulreus, 100,0 100,0 Tremellales Bas
Papiliotrema
aurea

146 +++ +++ Papiliotrema 100,000 100,0 Tremellales Bas
flavescens

147 ++  +++ Papiliotrema 100,0 100,0 Tremellales Bas

flavescens



Rhodotorula

123

Rhodotorula

149 ++ 44+ . 99,8 100,0 . Bas
paludigena paludigena
150 +++ +++ Papiliotrema 100,0 100,0 Tremellales Bas
flavescens
ot Candida
161 + . Pseudoflosculo 99,4 100,0 Saccharomycetales Asc
rum
168" - ++
169 - +++  Tremella sp 99,1 100,0 Tremella sp Bas
176 ++  +++ Paplllscl{))trema 99,9 100,0 Tremellales Bas
Cryptococcus
177 - +++ fla\_/e_scens, 100,0 100,0 Tremellales Bas
Papiliotrema
flavescens
181 - - Candida 94,9 100,0 Saccharomycetales Bas
Cryptococcus
182 ** bl fla\_/gscens, 100,0 100,0 Tremellales Bas
V Papiliotrema
: flavescens
pompona 183 + +++  Cyberlindnera 95,2 99,1 Cyberlindnera Asc
184 +++ +++  Papiliotrema 98,9 99,8 Tremellales Bas
186 - +++ Candida 97,4 100,0 Cyberlindnera Asc
187 44+  +++ Pﬁplllotrema 100,0 100,0 Tremellales Bas
avescens
188  ** ** Cand|c_ja 100,0 100,0 Debaryomycetaceae Asc
oleophila
190  ** *x Qand|dq 100,0 100,0 Debaryomycetaceae Asc
railenensis
197 - + Qandldq 100,0 100,0 Saccharomycetales Asc
railenensis
206" + +++
222 - ++ OCC‘!'““.” 99,1 99,8 Cystobasidiales Bas
tropicalis
226 - +++ Qandldq 100,0 100,0 Debaryomycetaceae Asc
railenensis
Aisl = Asilamiento
A = Arbutina
E = Esculina

+ = secuencias de ITS de baja calidad
*ldentificacion de levaduras por el método empleado por Arbefeville y otros (2017)
**Perdida de celulas viables
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Anexo 3. Valores de los parametros estadisticos obtenidos en el analisis de Exabayes para el arbol filogenético de Actinobacteria

Parametros
pi{0}(T)
pi{0}(G)
r{O}A<-
>C)

LnPr
r{0}(G<->T)

TL{0}

LnL
pi{0}(A)
alpha{0}
r{0}(A<->T)
r{0}(A<-
>G)

r{0}(C<-
>G)

pi{0}(C)
H{0}(C<->T)

media
1.990943169
849911e-01
3.212682711
719569e-01
8.320974382
204327e-02
8.873112405
859757e+01
7.853367738
049355e-02
2.350628418
632422e-01

3.074355064
920961e+03
2.388542116
704516e-01
4.586681712
420394e-02
1.054538724
117982e-01
1.634054515
167379e-01
1.216526635
776803e-01
2.407832001
725973e-01
4.477445912
912471e-01

Ds
1.014571165
938265e-02
1.205443437
839277e-02
2.386241343
252550e-02
2.230659052
493743e-01
2.013043000
716548e-02
2.230659052
493722e-02

6.551518215
111037e+00
1.108530903
689734e-02
2.574809352
645029¢e-02
2.779366338
852266e-02
2.874029444
620819e-02
2.358523141
910057e-02
1.100159031
138011e-02
4.701743286
682353e-02

perc5
1.989583103
565382e-01
3.211791036
745184e-01
8.111386218
326357e-02
8.874400861
656707e+01
7.699931312
371851e-02
2.337747786
766431e-01

3.073995960
277180e+03
2.387539496
214675e-01
4.007186616
852968e-02
1.034467758
025220e-01
1.616006916
159116e-01
1.201183878
178639e-01
2.407133144
086288e-01
4.475847776
711832e-01

perc25
1.921263456
533270e-01
3.130863258
253620e-01
6.625376255
215869e-02
8.858831049
506755e+01
6.407634747
662048e-02
2.194751071
845090e-01

3.078540859
521379e+03
2.313155900
502430e-01
2.000000000
000000e-02
8.562133997
622891e-02
1.431924480
758088e-01
1.051433176
298880e-01
2.333701305
936716e-01
4.157683033
101713e-01

mediana
1.989583103
565382¢-01
3.211791036
745184e-01
8.111386218
326357e-02
8.874400861
656707e+01
7.699931312
371851e-02
2.337747786
766431e-01

3.073995960
277180e+03
2.387539496
214675e-01
4.007186616
852968e-02
1.034467758
025220e-01
1.616006916
159116e-01
1.201183878
178639e-01
2.407133144
086288e-01
4.475847776
711832e-01

ASDF<0.01

perc75
2.058303136
339165e-01
3.293394335
500547e-01
9.813980581
035127e-02
8.888701902
327239e+01
9.146147475
426310e-02
2.493478266
608266e-01

3.069743400
940361e+03
2.462322915
101258e-01
6.248687800
052268e-02
1.232045620
526570e-01
1.817930922
482955e-01
1.369174142
400340e-01
2.480854597
477700e-01
4.795949627
191837e-01

per95
2.160701833
506667e-01
3.413074429
373212¢-01
1.255131968
015736e-01
8.907592843
414353e+01
1.141145843
086890e-01
2.735459321
855072e-01

3.064257841
090073e+03
2.573617811
762974e-01
9.515594522
523289e-02
1.543228432
813588e-01
2.137305215
414269e-01
1.626544906
350616e-01
2.591537876
885745e-01
5.259103017
232831e-01

ESS>100
2.407895194
631374e+04
2.668700766
246735e+04
2.518668098
482791e+04
2.854099681
411688e+04
1.259497955
773734e+04
2.854099681
411682e+04

2.658222632
026631e+04
2.590190274
080800e+04
2.875005897
609916e+04
2.222043822
199648e+04
2.381536277
799453e+04
2.516041770
249317e+04
2.558216260
743720e+04
2.019091975
968699e+04

psrf<l.1
9.999783927
790390e-01
9.999792241
636761e-01
9.999943801
774487e-01
9.999674084
362321e-01
9.999683396
094080e-01
9.999674084
362318e-01

9.999672291
093500e-01
9.999666684
382433e-01
9.999690260
132422e-01
9.999768502
148713e-01
1.000001116
201157e+00
9.999709259
052222¢-01
9.999671788
128396e-01
1.000041098
552894e+00
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Anexo 4. Valores de los parametros estadisticos obtenidos en el analisis de Exabayes para el arbol filogenético del filo Firmicutes

Parametros
pi{0}(T)
pi{0}(G)
r{O}A<-
>C)

LnPr
r{0}(G<->T)

TL{0}

LnL
pi{0}(A)
alpha{0}
r{0}(A<->T)
r{0}(A<-
>G)

r{0}(C<-
>G)

pH{0}(C)
r{0HC<->T)

media

2.292004107
175362e-01
2.943415883
339133e-01
8.059459410
933018e-02
1.579755232
759190e+03
7.386676947
402290e-02
4.086566363
451558e+01

4.652921907
834528e+04
2.454847098
798344e-01
3.115183558
541579-01
1.024179370
814761e-01
2.683963502
287837e-01
6.038500266
245445e-02
2.309732910
687151e-01
4.143393464
439254e-01

Ds
5.687010866
742675e-03
6.708178764
532672e-03
3.855966011
837833e-03
8.819721265
292518e+00
3.287244826
484065e-03
8.819721265
292412e-01

2.433410690
232978e+01
6.502283147
793200e-03
7.786129862
285814e-03
4.322786824
889861e-03
9.970777233
772900e-03
2.990430792
989296e-03
5.952409550
381633e-03
1.164639762
107687e-02

perc5
2.291210383
233081e-01
2.943180290
314446e-01
8.053724249
067458e-02
1.579825685
561917e+03
7.382532578
402090e-02
4.085862389
579242¢e+01

4.652898409
409847e+04
2.455190574
535775e-01
3.114610239
503550e-01
1.023686844
771037e-01
2.681848094
851844e-01
6.033036619
108174e-02
2.309530803
029988e-01
4.144220973
912873e-01

perc25

2.253515661
210671e-01
2.897750324
384901e-01
7.795480422
908094e-02
1.573728246
084172e+03
7.162502186
077546e-02
4.026558251
625433e+01

4.654558774
547828e+04
2.411075421
423089¢e-01
3.062840252
131668e-01
9.945657287
329039e-02
2.614541198
592868e-01
5.833516464
495358e-02
2.269353891
231342e-01
4.064585583
785557e-01

mediana

2.291210383
233081e-01
2.943180290
314446e-01
8.053724249
067458e-02
1.579825685
561917e+03
7.382532578
402090e-02
4.085862389
579242e+01

4.652898409
409847e+04
2.455190574
535775e-01
3.114610239
503550e-01
1.023686844
771037e-01
2.681848094
851844e-01
6.033036619
108174e-02
2.309530803
029988e-01
4.144220973
912873e-01

ASDF<0.022

perc75
2.330044734
806435e-01
2.988521540
533448e-01
8.316500673
853228e-02
1.585756856
321386e+03
7.605750217
885540e-02
4.146846231
162606e+01

4.651247815
632977e+04
2.499221326
183603e-01
3.166843435
063978e-01
1.052979464
759575e-01
2.751110957
270203e-01
6.237239423
345954e-02
2.349685136
217149e-01
4.224389125
946579¢-01

per95
2.386854836
231685e-01
3.054168500
312296e-01
8.702651846
379031e-02
1.594207143
767463e+03
7.933332290
225620e-02
4.231952835
104065e+01

4.648982961
253775e+04
2.560809415
474560e-01
3.244641794
270448e-01
1.096363289
293246e-01
2.851968614
324235e-01
6.539433268
290006e-02
2.407582133
358099e-01
4.332276137
544274e-01

ESS>100
7.279327286
445481e+03
9.270203519
648267e+03
6.220495227
036891e+03
2.613423641
356108e+03
8.778857586
440443e+03
2.613423641
356033e+03

4.298388355
588263e+03
4.356455294
156535e+03
1.260864016
026782e+04
1.372416153
199870e+04
2.657024862
522234e+03
1.808405433
723451e+04
3.199421230
158165e+03
2.667463177
320435e+03

psrf<l.1
9.999897319
776697e-01
1.000394536
079424e+00
1.001477849
349765e+00
1.001195685
206593e+00
1.000063648
890767e+00
1.001195685
206627e+00

1.000365881
243538e+00
1.001409415
251473e+00
1.000197455
176109e+00
1.002207878
255065e+00
1.000504729
172746e+00
1.001004977
587562e+00
1.000332740
973606e+00
1.001919860
925530e+00
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Anexo 5. Valores de los parametros estadisticos obtenidos en el analisis de Exabayes para el arbol filogenético del filo Proteobacteria

Parametros
pi{0}(T)
pi{0}(G)
r{O}A<-
>C)

LnPr
r{0}(G<->T)

TL{0}

LnL
pi{0}(A)
alpha{0}
r{0}(A<->T)
r{0}(A<-
>G)

r{0}(C<-
>G)

pH{0}(C)
r{0HC<->T)

media
2.228618788
212641e-01
3.385444529
309237e-01
8.370177299
797318e-02
1.735886623
610866e+03
9.114083478
143353e-02
6.900164131
623703e+01

6.018119968
063416e+04
1.896009900
100194e-01
3.286037571
976548e-01
1.527717273
176289¢-01
2.562883136
690029e-01
8.347144232
978426e-02
2.489926782
377898e-01
3.326259089
041718e-01

Ds

perc5

perc25

mediana

perc75

5.078108017 2.229477734 2.194953191 2.229477734 2.263177508

903717e-03
6.275408501
505216e-03
3.635522974
107725e-03
1.431791185
746128e+01
3.276354527
818988e-03
1.431791185
746113e+00

2.596008424
034505e+01
4575289041
796897e-03
4.325543262
177975e-03
4.992705652
241021e-03
7.282639623
804620e-03
2.913128793
877607e-03
5.264702330
599332e-03
8.173462821
945572e-03

542775e-01
3.385259062
786569e-01
8.365227729
648142e-02
1.736607997
275766e+03
9.109886637
052379e-02
6.892952560
499037e+01

6.018074248
327286e+04
1.895239358
594148e-01
3.285981437
983054e-01
1.527198001
722870e-01
2.564189157
853929e-01
8.344325842
399165e-02
2.489630229
847822e-01
3.324010147
874444e-01

394612e-01
3.342805917
564607e-01
8.121128057
436229e-02
1.726740776
504358e+03
8.890664883
386000e-02
6.801065779
541963e+01

6.019843839
072615e+04
1.864731627
655669e-01
3.256621182
526107e-01
1.493823723
270052e-01
2.514259146
788766e-01
8.148821795
631503e-02
2.454146967
601496e-01
3.270101891
804337e-01

542775e-01
3.385259062
786569e-01
8.365227729
648142e-02
1.736607997
275766e+03
9.109886637
052379e-02
6.892952560
499037e+01

6.018074248
327286e+04
1.895239358
594148e-01
3.285981437
983054e-01
1.527198001
722870e-01
2.564189157
853929-01
8.344325842
399165e-02
2.489630229
847822e-01
3.324010147
874444e-01

ASDF<0.05

575758e-01
3.427450998
857712e-01
8.612850517
602146e-02
1.745797194
116780e+03
9.332471984
290948e-02
6.991637480
416668e+01

6.016352152
349428e+04
1.926669602
019403e-01
3.315055547
980740e-01
1.561017160
407712e-01
2.612565554
438714e-01
8.542619311
891357e-02
2.525444986
710505e-01
3.380486092
622727e-01

per95
2.310574747
281777e-01
3.489221301
867007e-01
8.976625344
974740e-02
1.758158561
290673e+03
9.657956688
026102e-02
7.148145702
963923e+01

6.013905512
051014e+04
1.972533464
900061e-01
3.357214273
510640e-01
1.610588247
422997e-01
2.680456372
914914e-01
8.832545303
059947e-02
2.576888917
670973e-01
3.463690035
564920e-01

ESS>100
3.253043262
245464e+02
7.139630079
906503e+02
2.747899817
296241e+03
2.521274955
243350e+02
7.270717775
286819e+03
2.521274955
243502e+02

1.069842088
025585e+03
1.704376467
380961e+03
2.810365986
058913e+03
9.435911456
877499e+02
4.061756271
893975e+02
1.065400771
936787e+03
1.399822233
270547e+03
5.353706696
023123e+02

psrf<l.1
1.068189247
764577e+00
1.025941048
964043e+00
1.002047521
306561e+00
1.098693166
168839e+00
1.001966591
967278e+00
1.098693166
168356e+00

1.004816564
210995e+00
1.007557101
076918e+00
1.000030484
817130e+00
1.008328760
462109e+00
1.063338344
650953e+00
1.013851618
476433e+00
1.000339211
269794e+00
1.044753433
870479e+00
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Anexo 6. Valores de los parametros estadisticos obtenidos en el analisis de Exabayes para el arbol filogenético del filo Basidiomicota

Parametros
pi{0}(T)
pi{0}(G)
r{O}A<-
>C)

LnPr
r{0}(G<->T)

TL{0}

LnL
pi{0}(A)
alpha{0}
r{0}(A<->T)
r{0}(A<-
>G)

r{0}(C<-
>G)

pi{0}(C)
H{0}(C<->T)

media
3,878899147
018899e-01
1,121141492
379248e-01
1,000338716
945711e-01
1,283237382
630097e+03
8,582025829
046916e-02
3,689970628
970714e+01

1,320333072
578235e+04
1,889086187
211754e-01
3,683021475
507448e-01
1,273315795
515775e-01
4,682293284
711840e-01
5,098025855
901721e-02
3,110873173
390157e-01
1,676047034
331746e-01

Ds
1,162630723
439896e-02
6,788795362
052042e-03
7,436940038
322509e-03
1,096126719
912102e+01
8,364122741
489512e-03
1,096126719
912109e+00

2,500252099
557783e+01
1,090932989
370460e-02
1,420673542
240934e-02
8,292547805
765674e-03
2,056519918
783127e-02
6,651457753
883110e-03
1,097077904
197287e-02
1,293712338
696250e-02

perc5
3,880947833
960019e-01
1,119252751
501209e-01
9,985713359
183017e-02
1,283549027
407523e+03
8,542903098
138256e-02
3,686854580
039507e+01

1,320294861
945348e+04
1,877246410
703949e-01
3,678546259
778697e-01
1,271461450
201248e-01
4,687006173
021776e-01
5,068457329
218377e-02
3,109917141
941390e-01
1,665442257
562843e-01

perc25
3,802092987
878347e-01
1,074625216
260830e-01
9,493658163
272241e-02
1,276566013
493724e+03
7,998066363
860440e-02
3,618089058
816875e+01

1,321989257
973922e+04
1,811902292
778929-01
3,585385072
235705e-01
1,216575557
702111e-01
4,546480687
690005e-01
4,634443254
050424e-02
3,036960585
986505e-01
1,584767343
481972e-01

mediana
3,880947833
960019e-01
1,119252751
501209e-01
9,985713359
183017e-02
1,283549027
407523e+03
8,542903098
138256e-02
3,686854580
039507e+01

1,320294861
945348e+04
1,877246410
703949e-01
3,678546259
778697e-01
1,271461450
201248e-01
4,687006173
021776e-01
5,068457329
218377e-02
3,109917141
941390e-01
1,665442257
562843e-01

ASDF<0.00716098

perc75
3,958064361
311845e-01
1,165743290
768930e-01
1,049619391
118863e-01
1,290426043
978931e+03
9,129018611
205654e-02
3,756688410
578732e+01

1,318631862
346224e+04
1,956949264
107757e-01
3,775601035
066622e-01
1,328028278
755882e-01
4,823237461
402091e-01
5,526590965
335963e-02
3,183876462
131331e-01
1,756780007
171045e-01

per95
4,066063793
282235e-01
1,235500474
445341e-01
1,125643325
050831e-01
1,300253024
195753e+03
1,001826420
280485e-01
3,865851637
250535e+01

1,316299019
613937e+04
2,087579506
493237e-01
3,924044999
689469e-01
1,412767157
128245e-01
5,012852068
091834e-01
6,239366645
113188e-02
3,291588088
771783e-01
1,906231677
847985e-01

ESS
3,853306517
614815e+03
1,178339461
060315e+04
6,727827912
849202e+03
2,672032269
802602e+03
4,768038400
751546e+03
2,672032269
802576e+03

2,708868778
393999e+03
2,016029883
042519e+03
5,903311089
091759¢e+03
8,671198629
711775e+03
4,544016579
722484e+03
1,118742026
079498e+04
3,954534875
762530e+03
2,374633459
249343e+03

psrf
1,000034554
067056e+00
9,999948158
785440e-01
1,000010531
566009e+00
1,000093480
858341e+00
1,000013050
133948e+00
1,000093480
858357e+00

1,000141895
679323e+00
9,999962750
186663e-01
1,000133100
382744e+00
1,000003606
167935e+00
9,999977860
590203e-01
1,000000124
606502e+00
1,000014111
363390e+00
1,000053085
404902e+00
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Anexo 7. Valores de los parametros estadisticos obtenidos en el analisis de Exabayes para el arbol filogenético del filo Ascomycota

Parametros
pi{0}(T)
pi{0}(G)
r{O}A<-
>C)

LnPr
r{0}(G<->T)

TL{0}

LnL
pi{0}(A)
alpha{0}
r{0}(A<->T)
r{0}(A<-
>G)

r{0}(C<-
>G)

pi{0}(C)
H{0}(C<->T)

media
3.825791734
063079e-01
1.356014455
761897e-01
1.146502685
736353e-01
6.187926798
924599e+02
9.101962414
928658e-02
3.656920886
664444e+01

1.876451840
863773e+04
2.456387679
019973e-01
4.129556809
770823e-01
1.822783935
360153e-01
3.401567009
082798e-01
1.030457104
325740e-01
2.361806131
155053e-01
1.688493024
002149e-01

Ds
2.019244162
688792e-02
1.329446130
680658e-02
9.728110876
504650e-03
2.097215232
047548e+01
8.828135144
692009e-03
2.097215232
047532e+00

1.864271823
818981e+01
1.545863219
495128e-02
1.627312582
148406e-02
1.475525407
962650e-02
3.002829624
567581e-02
1.172047678
604776e-02
9.633427287
599281e-03
2.118133194
289099e-02

perc5
3.840297859
450787e-01
1.317661546
052124e-01
1.143802825
435793e-01
6.157460133
880506e+02
9.095011315
547694e-02
3.687392020
289779e+01

1.876415936
792208e+04
2.472239744
563534e-01
4.120050936
130354e-01
1.794799469
434538e-01
3.449311096
663664e-01
1.030845420
908762e-01
2.360027231
970204e-01
1.654910381
689435e-01

perc25
3.684906741
376290e-01
1.261067057
340658e-01
1.078719712
660212e-01
6.037066305
368171e+02
8.496831230
419033e-02
3.516633120
476112e+01

1.877691734
443464e+04
2.358598058
867948e-01
4.015816629
316426e-01
1.716686869
903039e-01
3.197654610
904067e-01
9.486664682
879159e-02
2.295577909
668013e-01
1.533884948
834791e-01

mediana
3.840297859
450787e-01
1.317661546
052124e-01
1.143802825
435793e-01
6.157460133
880506e+02
9.095011315
547694e-02
3.687392020
289779%e+01

1.876415936
792208e+04
2.472239744
563534e-01
4.120050936
130354e-01
1.794799469
434538e-01
3.449311096
663664e-01
1.030845420
908762e-01
2.360027231
970204e-01
1.654910381
689435e-01

ASDF<0.00474008

perc75
3.967650448
918457e-01
1.427845635
484219e-01
1.211691460
850848e-01
6.328222137
612743e+02
9.694861388
072226e-02
3.807792427
995113e+01

1.875171435
323425e+04
2.564663294
217007e-01
4.234542234
627544e-01
1.911066336
215423e-01
3.618727704
703433e-01
1.110959274
069496e-01
2.425663073
763474e-01
1.827219596
671932e-01

per95
4.145095304
180857e-01
1.621571473
271190e-01
1.311455889
728198e-01
6.568133445
063646e+02
1.056776290
546491e-01
3.963512136
780011e+01

1.873448016
897220e+04
2.689001725
346631e-01
4.412483380
839618e-01
2.105581870
040406e-01
3.835758460
189970e-01
1.222936779
744598e-01
2.523446153
781816e-01
2.078495076
239897e-01

ESS
5.216105576
619979e+02
5.654670769
024722e+02
3.652656368
576355e+03
5.192510626
866796e+02
4.106809628
836170e+03
5.192510626
866733e+02

3.734630288
762151e+03
9.646095550
315673e+02
1.384171372
430716e+03
7.040553081
822075e+02
5.222115278
815934e+02
1.476274601
773368e+03
6.341750120
387155e+03
5.104803460
731802e+02

psrf
1.001671759
202647e+00
1.002391784
190896e+00
1.000384722
054385e+00
1.002268449
449661e+00
1.000124863
922127e+00
1.002268449
449681e+00

1.000360005
610261e+00
1.000597556
595049e+00
1.000732147
167282e+00
1.001490139
578000e+00
1.001953394
263851e+00
1.000646827
497427e+00
1.000440824
573563e+00
1.002075105
808709e+00
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