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Bacterias endofitas en tomate (Physalis ixocarpa)

1. RESUMEN

Actualmente existe una creciente demanda del uso de agentes bioldgicos
promotores del crecimiento vegetal y controladores de plagas en la agricultura,
debido a los dafios que causan los agroquimicos en el ambiente y la salud
humana. Asi, se ha propuesto el empleo de bacterias benéficas para las plantas
como bioinoculantes. En particular, han llamado la atencion las bacterias
enddfitas, las cuales tienen la capacidad de colonizar el interior de la planta sin
causarle algun dafio. Se han encontrado enddfitos bacterianos practicamente en
todos los tejidos de la planta, teniendo un efecto positivo en las plantas ya que
pueden promover el crecimiento o llegar a ser buenos agentes de biocontrol.

En este trabajo se obtuvieron 161 aislados de la raiz, tallo y hoja de plantas de
tomate (Physalis ixocarpa). Se estimd la diversidad por medio de la amplificaciéon y
secuenciacion de los genes 16S ribosomales, 145 cepas fueron analizadas, 22 de
tallo, 24 de hoja y 99 de raiz. La hoja fue el tejido que presenté mayor diversidad,
abundancia de 3.063 de acuerdo al indice de Shannon y dominancia de 0.9514 de
acuerdo al indice de Simpson. En los tres tejidos se encontraron los phyla
Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria. EI género predominate en los tres
tejidos fue Bacillus. En el tallo la especie predominate fue Leifsonia shinshuensis
con 7 aislados, en la hoja Microbacterium phyllosphaerae y Paenibacillus pabuli
con 2 aislados, en la raiz, predominaron Bacillus thuringiensis con 31 aislados,
Microbacterium oxydans y Stenotrophomonas maltophilia con 13 y 12 aislados
respectivamente. Sin embargo, se encontraron especies compartidas entre los
diferentes tejidos.

Las bacterias endoéfitas de tomate presentan caracteristicas promotoras del
crecimiento vegetal, el 86.9% de los aislados tienen la capacidad de producir
indoles, 67.6% producen proteasas, 33.8% siderdforos; asi como también poseen
caracteristicas antagonicas, 21.37% de los aislados presentaron un fuerte
antagonismo contra B. cinerea, 35.9% contra F. oxysporum y 25.5% y 20% hacia
F. solani y R. solani respectivamente; la especie B. thuringiensis se encontré en

Finalmente se determiné el efecto promotor del crecimiento vegetal en plantas
de tomate in vitro. Las especies B. drentensis y B. vireti promueven el crecimiento
en plantulas de tomate y son asociadas con la produccién de sideroforos e indoles
totales.

Palabras clave: Agroquimicos, bacterias endofitas, Physalis ixocarpa,
promocién de crecimiento, antagonismo.
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2. ABSTRACT

At the present there is an increasing demand for use of biological agents which
can be plant growth promoters and pest control in agriculture, due to damage
caused by chemicals in the environment and human health. Thus, it has been
proposed the use of beneficial bacteria for plants as bioinoculants. In particular, the
endophytic bacteria had taken a lot of attention, which are able to colonize plant
internally without negatively affecting the host. Bacterial endophytes can be found
at many sites in the plant, having a positive effect on plants because they can
promote growth and become good biocontrol agents.

In this work we obtained 161 isolated from the root, stem and leaf of husk
tomato plants (Physalis ixocarpa). Endophytic bacterial diversity was estimated
through amplification and sequencing of 16S ribosomal gene, 145 strains was
analyzed, 22 of stem, leaf 24 and root 99. Leaf tissue presented the most diversity,
abundance of 3,063 according to the Shannon index and dominance of 0.9514
according to Simpson index. In the three tissues the Actinobacteria, Firmicutes and
Proteobacteria phyla were found. The predominant genera in the three tissues was
Bacillus. In the stem the predominant species was Leifsonia shinshuensis with 7
isolated, in sheet was Microbacterium phyllosphaerae and Paenibacillus pabuli
with 2 isolated, at the root, Bacillus thuringiensis, Microbacterium oxydans and
Stenotrophomonas maltophilia was the predominant species with 31, 13 and 12
isolates respectively. However, species shared between different tissues were
found.

The husk tomato endophytic bacteria present characteristics plant growth
promotion, 86.9% of isolates were capable of produced indoles, 67.6%, produced
proteases, 33.8% siderophores; they also have other antagonistic characteristics,
21.37% of the isolates showed a strong antagonism against B. cinerea, 35.9%
versus F. oxysporum and 25.5% and 20% against F. solani and R. solani,
respectively.

Finally, the plant growth promoting effect on husk tomato plants was
determined in vitro. The species B. drentensis and B. vireti promoted husk tomato
seedling growth and are associated with the production of siderophores and total
indoles.

Key words: Agrochemicals, endophytic bacteria, Physalis ixocarpa, promote
growth, antagonism.
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3. INTRODUCCION

La mayoria de las grandes pérdidas econdmicas de la industria agroalimentaria
son causadas por patégenos de plantas, los cuales incluyen virus, bacterias,
hongos, insectos, nematodos, entre otros. Para combatir este problema se han
utilizado agroquimicos que pueden controlar o eliminar de manera eficiente dichos
patégenos; asi como también ayudan al crecimiento y desarrollo de la planta. Se
calcula que solamente el 40% de éstos agroquimicos son utilizados por los
cultivos, y el 60% restante se desecha al ambiente (Adesemoye y Kloepper, 2009),
causando dafios en la salud humana, contaminando suelos, fuentes de agua,
disminuyendo la diversidad biologica, ademas, de los altos costos que representan
durante la produccién agricola.

Es por ello que el uso de agroquimicos no representa una herramienta
apropiada como agentes de biocontrol y promocién del crecimiento vegetal, por lo
gue es de gran interés la busqueda de alternativas que no ocasionen dafios; como
es el caso del uso de organismos endofitos, los cuales son definidos como
aquellas bacterias que colonizan el tejido interno de la planta, sin presentar signos
de infeccion o efectos negativos (Schulz y Boyle 2006). Estas bacterias colonizan
los tejidos internos de la planta por medio de aperturas naturales como son
estomas y lenticelas, y las zonas de surgimiento de las raices laterales, o por
medio de enzimas hidroliticas capaces de romper la pared celular vegetal; dentro
de los tejidos, las bacterias enddfitas se pueden transportarse a través de la planta
por medio del xilema (Schulz y Boyle 2006).

En cada una de las especies vegetales que se ha analizado, se han
descubierto endofitos. Las bacterias enddfitas tienen la capacidad de colonizar
nichos similares a los patdégenos, por lo que las hace adecuadas como agentes de
biocontrol (Berg y col., 2005). También son capaces de promover el crecimiento
vegetal ya que producen reguladores de crecimiento, sintetizan enzimas liticas,
producen sideroforos, solubilizan fosfatos, entre otros. Solamente pocas plantas

se han estudiado en relacién con sus enddfitos, comparado con el total de cerca
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de 300 000 especies que habitan el planeta. Por ello la importancia de encontrar
nuevos y benéficos organismos enddfitos en la diversidad de las plantas en

diferentes ecosistemas es considerable.

El tomate verde es de gran importancia econdémica, ya que forma parte de la
alimentacion de los mexicanos y de otros paises, asi como también provee de
nutrientes y vitaminas esenciales para el desarrollo. Es una planta endémica de
México, y se encuentra entre uno de los principales cultivos de hortalizas. Sin
embargo, este cultivo es afectado por hongos, entre los que se encuentran
principalmente Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Rhizoctonia solani, Pythium sp., Macrophomina phaseolina y Sclerotium rolfsii,
entre otros (Apodaca- Sanchez 2007) provocando en ocasiones grandes pérdidas

del producto en los cultivos.

Los estudios acerca de organismos benéficos para las plantas brindan una
importante contribucion tanto para el conocimiento como para futuros desarrollos
de estrategias biotecnoldgicas, teniendo como objetivo la reduccion de pérdidas
econOmicas causadas por patdgenos, asi como el beneficio de promover el

crecimiento y desarrollo de las plantas sin causar dafos.

En este trabajo de Tesis pretendemos analizar y caracterizar la diversidad
enddfita cultivable de plantas de tomate verde (Physalis ixocarpa), las cuales
habitan no sélo las raices de la planta, sino también otros tejidos como tallo y
hojas; asi como determinar sus capacidades de promocion del crecimiento vegetal

y antagonismo hacia hongos fitopatégenos.
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4. ANTECEDENTES
4.1. El cultivo de tomate en México

El tomate de céscara o tomatillo (Physalis ixocarpa Brot.) es una especie
anual, de 0.9 a 1.2 m de altura, el tallo es glabro, herbaceo o ligeramente lefioso
en la base. Las hojas son delgadas compuestas, ovalas, lanceoladas, entre 5y 7.5
cm de largo, dentadas y con peciolos largos de textura suave. Las flores son
perfectas y hermafroditas, abiertas de 1.8 cm de diametro, con bordes amarillos
brillantes, monopétalas con corola, presentan cinco manchas de color pardo
negruzco, las anteras son purpuras; por lo general las flores estan sobre pedicelos
axilares, el caliz es pentadentado, tiene cinco estambres; el estilo es delgado; el
estigma casi bilobulado. El fruto es una baya amarilla o verdosa, mide de 1 a 5 cm
de didmetro, de forma globosa, es liso y cubierto por el céliz avejigado (Taboada y
Oliver, 2004). El tomate verde es una fuente principal de alimentacién en México y
presenta un gran valor nutricional ya que contiene fésforo, calcio, hierro, sales

minerales asi como diversas vitaminas.

Figura 1. Fotos representativas de la especie P. ixocarpa, de su fruto (Izg.) vy flor (Der.)

La clasificacion taxonémica del tomate verde es la siguiente:
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Physalis

Especie: P. ixocarpa
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El género Physalis comprende mas de 80 especies distribuidas principalmente
en Ameérica, siendo México el principal centro de distribucién del género con

aproximadamente 70 especies.

La especie P. ixocarpa es originaria de México, asociada a la vertiente del
Pacifico, donde aun se encuentra en forma silvestre, en una franja que va desde
Centroamérica (Guatemala) hasta California (Pérez y col., 1995). SAGARPA en el
2013 reporta que el cultivo de tomate verde en México se encuentra entre una de
las principales hortalizas a nivel nacional, ocupando el 6° lugar, con una
produccion de 248,328 toneladas anuales después del jitomate, papa, chile verde,
cebolla y pepino. Entre los principales estados productores se encuentran Nayarit
con una producciéon de 64,998 ton, Sinaloa 62,880 ton, Sonora 18,856 ton,
Michoacan 17,324 ton y Jalisco 12,209 ton.

Sin embrago, existen grandes pérdidas econdmicas causadas por los
patbgenos de la planta, entre los cuales destacan virus, bacterias, nematodos,
insectos y principalmente hongos. Apodaca-Sanchez y col., (2007) mencionan las
enfermedades causadas por hongos que atacan la planta del tomate, siendo las
mayores limitantes en la productividad, el moho gris o podredumbre causada
principalmente por el hongo Botrytis cinerea y secadera o marchitez causada por
diferentes microorganismos como son Fusarium solani, Fusarium oxysporum vy

Rhizoctonia solani entre otros (Tabla 1).
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Tabla 1. Principales enfermedades ocasionadas por hongos patdégenos de plantas de tomate. Apodaca y
col., 2007

Enfermedad

Hongo patogeno causante

Sintomatologia Pérdidas

Botrytis cinerea Moho gris Pudricion que ataca hojas, tallos y > de 50%
pudricién ocasiona tizones, dafios frecuentes
en el pedunculo y fruto donde se
nota una esporulacion abundante
color café o gris. Produce “damping
off”

Fusarium solani, Secadera, Falta de germinacién y pudricion de > de 50%

Fusarium oxysporum, marchitez las semillas, si alcanzan a germinar

Rhizoctonia solani, las semillas, las plantulas no

Pythium sp, alcanzan a emerger o cuando

Macrophomina phaseolina y emergen las plantulas muestran

Sclerotium rolfsii desarrollo raquitico 'y mueren
prematuramente.

Entyloma australe Carbon Manchas redondeadas de color >de 50%

blanco blanco-cremoso o amarillo palido.
Cuando la humedad es alta se
aprecia una velocidad fina de color
blanco-cremoso (esporas del
hongo).

Sclerotinia sclerotiorum Moho blanco  Pudriciéon blanda y acuosa, color > de 50%
pardo a café, provoca
ahorcamiento de la base de los
tallos y muerte de la planta
completa.

Oidium sp. Cenicilla Hojas, tallos, peciolos y cascara de 50%
los frutos. Pequefias mancas color
verde palido, posteriormente
presentan una capa polvorienta
color blanco.

Cercospora physalidis Mancha de la Hojas y frutos. Manchas circulares  20-30%

hoja u ovoides de color café, en forma
de anillos.

a) b)

1 g i ¢
s 5 . SN & 2
Figura 2. Enfermedades producidas por hongos patdgenos de tomate verde. a) Frutos con dafios producidos
por B. cinerea b) Plantas de tomate verde con marchitamiento causado por F. oxysporum.
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Para combatir estas enfermedades se han utilizado los agroquimicos, los
cuales pueden controlar o eliminar de manera eficiente dichos patégenos, no
obstante, causan resistencia en los patégenos, dafios ambientales y a la salud
humana, ya que no se toman las medidas necesarias para su aplicacion y
ocasionan también una disminucion de la diversidad bioldgica. El control biolégico
ha sido considerado como una alternativa o una via para reducir el uso de
quimicos en la agricultura. Estudios recientes han mostrado que el uso de
microorganismos “benéficos” puede reducir el uso de fertilizantes quimicos en una

forma significativa (Adesemoye y Kloepper, 2009).

4.2. Las bacterias endoéfitas

La rizéstera es la porcion del suelo influenciada por las raices de las plantas, y
es un ambiente altamente competitivo (Bacon y Hinton 1994), ya que alberga una
gran cantidad de microorganismos (107-10° UFC/gr de suelo), los cudles se

encuentran en constante competencia por nutrientes Yy espacios.

Para adquirir ventaja sobre otros organismos de la rizésfera, algunas de las
bacterias se introducen en los 6rganos de las plantas (ambiente protector) y llevan
a cabo un estilo de vida endofito. Las bacterias endofitas son definidas como
aguellas bacterias que colonizan el tejido interno de las plantas sin provocar
infeccion o algun efecto negativo en la planta hospedera (Schulz & Boyle 2005).
Pueden ser clasificadas como obligadas o facultativas; los endofitos obligados son
estrictamente dependientes de la planta y su crecimiento y transmision a otras
plantas ocurre verticalmente o via vectores; las endodfitas facultativas tienen un
ciclo de vida bifasico alternando entre la planta y el ambiente externo
(generalmente el suelo). Las plantas constituyen una vasta diversidad de nichos
para los organismos endofitos. Las bacterias endofitas han sido aisladas de una
gran diversidad de plantas (Rosenblueth y Martinez-Romero 2006), y algunos
autores proponen, que éstas obtienen un mayor beneficio de los endofitos que de

las bacterias rizosféricas. Sin embargo, estas poblaciones endéfitas son alteradas

8
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por los diferentes tipos de suelo, dependiendo de la especie bacteriana, del estado
de desarrollo el hospedero, densidad del in6culo y de las condiciones ambientales
(Pillary y Nowak 1997; Tan y col., 2003).

El microbioma endofito parece ser un subconjunto del microbioma rizosférico,
indicando una mayor seleccion de la planta para el ambiente interno (Compant y
col., 2010). Mas de 200 géneros bacterianos pertenecientes a 16 phyla han sido
reportados como endofitas, estos incluyen tanto bacterias cultivables como no
cultivables  pertenecientes a  Actinobacteria, Acidobacteria,  Aquificae,
Bacteroidetes, Chlorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus,
Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes, Nitrospira, Planctomycetes,
Proteobacteria, Spirochaetes y Verrucomicrobiae (Sun y col., 2008; Berg y
Hallman 2006; Mengoni y col., 2009; Manter y col., 2010; Sessitsch y col., 2012).
Los phyla mas predominantes son Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes e
incluyen géneros como Azoarcus, Acetobacter, Bacillus, Enterobacter,
Herbaspirillum, Pseudomonas, Stenotrophomonas, entre otros. Los géneros
enddfitos mas comunes son Bacillus, Burkholderia, Enterobacter y Pseudomonas.

4.3, Colonizacion de las bacterias endoéfitas

Algunas especies bacterianas pueden colonizar la raiz de la planta, pero debe
primeramente haber un reconocimiento por medio de compuestos especificos
(como los factores nod), exudados por la raices (De Weert 2002). Otras bacterias
interactian con las plantas para producir metabolitos secundarios como agentes
necesarios para la disponibilidad de nutrientes, pueden estar implicados en la
adquisicién de hierro, actian como agentes en la formacién de biofilm, como
toxinas, factores de virulencia (Raaijmakers 2012) o pueden intervenir en la
sefalizacion de los reguladores de crecimiento en las plantas (Glick 2012, Lopez
2008).

Los metabolitos actian como sefales para la interaccion (comunicacion) entre
la planta y el enddfito. Estos metabolitos pueden derivarse tanto de los enddfitos
9
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debido a la interaccidon con la planta o bien por la planta debido a la induccién
endofita o bien por sintesis bilateral (por medio de ambos). La funcion de los
endofitos asociados a los metabolitos son: defensa y competencia, comunicacion
bacteriana, sefializacion (interaccion especificas con la planta) y adquisicion de
nutrientes (Brader 2014)

Para la colonizacion de espacios en los tejidos de las plantas, las bacterias
producen enzimas celuloliticas requeridas para hidrolizar las paredes
exodermales, como son endoglucanasas y endopoligalacturonidasas (Mitter y col.,
2013). Ademés, deben presentar diversas caracteristicas de reconocimiento como
son: la quimiotaxis, quorum sensing, sintesis de aminoacidos, flagelos, pili tipo 1V
requerido para el “twitching” (movimiento del microorganismo provocado por la
extension del pil)), secrecidbn de antibioticos, produccion de sideréforos,

lipopolisacéaridos, entre otras.

Cuando las bacterias se internalizan en los tejidos vegetales, residen
principalmente en el apoplasto intercelular (nicho donde la competencia con otros
organismos es muy baja), incluyendo los espacios intercelulares de la pared
celular, asi como los vasos del xilema (s6lo unas pocas tienen la capacidad de
cruzar la barrera endodermal), dentro del cual pueden ser transportadas de las
raices a la parte aérea). Los enddfitos usualmente no entran a las células
vegetales, y sus mecanismos de colonizacién pueden ser variados, logrando llegar

a flores, semillas y frutos. (Hallman y col., 1997; Sturz y col., 1997).

La densidad de poblacion de los enddfitos es mas alta en las raices que en
otros 6rganos de las plantas. En las raices, la densidad promedio es de 10° UFC
por gramo de peso fresco, mientras que el promedio en el tallo y en las hojas es
de 10*y 108 respectivamente (Hallmann y Berg 2006)

10



Bacterias endofitas en tomate (Physalis ixocarpa)

4.3.1. Colonizacion de la rizésfera y del rizoplano

La principal ruta de colonizacion usada por los enddfitos es por medio de la
rizosfera, sin embargo, no todas las bacterias rizosféricas tienen la capacidad de
colonizar el interior de la planta, la habilidad de competir depende de la capacidad
de tomar ventaja del ambiente especifico o de adaptacion al cambio de las
condiciones. Las bacterias que logran colonizar cambian su metabolismo y se
adaptan al ambiente interno de la planta (Monteiro y col., 2012, Sessitsch y col.,
2012, Ferrara y col., 2012).

La habilidad de las bacterias del suelo de entrar a través de las raices de las
plantas via motilidad induciendo la quimiotaxis y la efectiva colonizacion son los
factores que determinan el éxito de las bacterias que llegan a ser endofitas
(Bacilio-Jimenez y col., 2003). Los sitios preferenciales de entrada de las bacterias
son la zona de las raices apicales, la zona de elongacién y de los pelos
radiculares (zona de la colonizacion activa) y la zona radicular basal con pequefias
fisuras causadas por la emergencia de las raices laterales (zona de colonizacion
pasiva), heridas, fisuras. Después de la colonizacién de las raices, las bacterias

colonizan el rizoplano.

Cuando las bacterias entran en las raices se incrementan las poblaciones por
multiples divisiones celulares, resultando en el establecimiento de una micro
colonia (Hardoim 2008). La densidad de poblacién de las bacterias cultivables
rizosféricas es de 107-10° UFC (Benizri y col., 2001), mientras que las bacterias
del rizoplano se encuentran entre 10°-10” UFC g de peso fresco (Benizri y col.,
2001; Bais y col., 2006). Sin embargo, las poblaciones de enddfitos en plantas

dependen de diversos factores bibticos y abidticos.
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4.3.2. Colonizacion del cortex de la planta

Algunas células bacterianas tienen la capacidad de cruzar la barrera
exodermal, ellas pueden permanecer en el sitio de entrada o pueden ocupar

espacios intercelulares del cortex (Compant y col., 2005; Gasser y col., 2011)
4.3.3. Colonizacion del xilema

Solo unas pocas bacterias pueden colonizar la barrera endodermal e invadir
los vasos del xilema (Compant y col., 2005; Gasser y col., 2011). En el xilema se
lleva a cabo el transporte del agua, iones y compuestos organicos de bajo peso

molecular, como son los azucares y aminoécidos (Sattelmacher 2011).
4.3.4. Colonizacion de la filésfera

La filosfera o parte aérea superficial de la planta, es considerada pobre en
nutrientes comparada con la rizésfera, ya que las poblaciones bacterianas se
encuentran sujetas a cambios ambientales bruscos (temperatura, humedad y
radiacion ultravioleta); la precipitacion y el viento contribuyen a la variabilidad de
los microrganismos que residen en la filosfera (Lindow 1996). La superficie de las
hojas es colonizada por mas de 107 UFC/cm? (Lindow y Brandl 2003), sin
embargo esta colonizacion es afectada por la estructura de la hoja (venas, pelos y
estomas): y por lo general, la diversidad de enddfitos es menor en la filésfera que

en la raiz (Monteiro y col., 2012).

Algunas bacterias son capaces de entrar a la planta a través de estomas. La
produccion de enzimas degradadoras no especificas pueden tener la facilidad de
colonizar la superficie de las hojas y el subsecuente establecimiento del
microorganismo. Las bacterias pueden residir y colonizar la planta a través de
flores, frutos y semillas. ElI phylum Proteobacteria (las clases a y B) es
predominante, aunque también los Bacteroidetes y Actinobacteria son

comunmente encontrados en éstas partes de la planta (Vorholt 2012).
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4.3.5. Colonizacion de los érganos reproductivos

Si una de las células reproductivas acarrea un microorganismo enddfito, el
resultado es la colonizacion del embrion y del endospermo. Esto puede explicar la

transferencia de endofitos de las plantas a las semillas.

Raiz secundaria
Sitio de emergencia
- — % S .
fe ¢ le: Rizodermis
) de raices laterales

s, N

— 0

\ / Exodermis

Zona de pelos radiculares

TIIr

Xilema
Floema
Endodermis

Zona de elongacion

- ‘a Pelo radicular

Sistema
vascular

Periciclo

Endodermis

Bacterias endofitas

=
’_/ Otros microorganismo epifitos y endofitos

Figura 3. Sitios de colonizacion de bacterias enddfitas (Reinhold-Hurek 1998; Compant 2007, modificado por
Compant 2009).

4.4. Las bacterias endéfitas y su efecto en la planta

Después del establecimiento en la planta, los endoéfitos pueden influenciar
positivamente el crecimiento de la planta, proveer resistencia a diferentes tipos de

estrés, asi como biocontrol contra patdgenos.

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (por sus siglas en
inglés, Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) se caracterizan por su capacidad
de estimular el crecimiento de las plantas a través de mecanismos de tipo directo
o indirecto. La estimulaciéon directa puede incluir fijacion de nitrogeno, produccion

de hormonas, reduccion de los niveles de etileno en el suelo, solubilizacién de

13



Bacterias endofitas en tomate (Physalis ixocarpa)

fosfatos y secrecion de sideréforos. La estimulacion indirecta incluye la
competencia por nicho ecolégico o sustratos, produccion de antibiéticos, induccion
de resistencia sistémica (ISR) a un amplio espectro de patégenos y la produccion
de sideréforos como un mecanismo de secuestrar el hierro disponible en el medio
y con esto limitar el crecimiento de microorganismos fitopatdgenos. La promocion
de crecimiento indirecta puede ocurrir en la presencia de patdgenos,

contaminantes u otros tipos de estrés.

La promocion directa de crecimiento mediada por endofitos es mayormente
basada en proveer nutrientes esenciales a las plantas y/o regulacién de

fitohormonas.
4.4.1. Mecanismos directos de promocion de crecimiento vegetal

Los microorganismos pueden contribuir a la salud de la planta por medio de
varios mecanismos directos como: fitoestimulacion (produccion de reguladores de
crecimiento), biofertilizacion (fijacion de nitrégeno atmosférico, solubilizacion de

minerales como fosforo y produccion de sideréforos).

Los reguladores de crecimiento vegetal o fitohormonas son compuestos
organicos de bajo peso molecular, que actlan a bajas concentraciones e
intervienen en diversos procesos biolégicos como es el desarrollo de tejidos,
crecimiento del tallo, senescencia de las hojas, entre otras (Purves y col., 2012;
Salisbury 1994). Han sido ampliamente utilizados en la agricultura, horticultura y
biotecnologia para modificar y controlar el desarrollo y crecimiento de las plantas.
Existen siete clases principales de reguladores de crecimiento vegetal, entre los
cuales se encuentran auxinas, giberelinas, citoquininas, brasinosteroides, &cido

absisico, etileno y acido jasmonico.

Las auxinas incluyen la formacion de raices laterales, division celular de la
planta, extension, diferenciacion, estimula las semillas y el tubo germinativo,
incrementa el radio del xilema y el desarrollo de las raices, controla el crecimiento

vegetativo, inicia la formacion de raices laterales y adventicias, actia en la
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fotosintesis, formacion de pigmentos, biosintesis de varios metabolitos y
resistencia a las condiciones de estrés, muchas bacterias utilizan el triptéfano

como precursor de auxinas. La principal auxina es el cido indol acético (AlA).

Muchos enddfitos producen AIA, asi como otros reguladores incluyendo ABA
(acido abscisico), citoquininas y GBs (giberelinas); éstas Ultimas estan
involucradas en la division celular, germinacion de las semillas; también poseen
actividad ACC-deaminasa, la cual esta relacionada en disminuir los niveles de
etileno de la planta (Long y col., 2008). Los niveles elevados de etileno son
causados por algunos tipos de estrés, y por lo tanto inhibe la elongacion radicular

y la emergencia de las raices laterales (lvanchenko y col., 2008).

Cuando un microorganismo ingresa a un organismo hospedero, ya sea en
forma patdgena o simbidtica, encuentra un ambiente favorable con acceso a
practicamente todos los nutrientes necesarios para su crecimiento a excepcion del
hierro. El hierro a diferencia de otras fuentes elementales para la nutricibn, como
el nitrdgeno, fésforo, potasio y demas macro- y micronutrientes, no se encuentra

de forma libre o disponible en los hospederos vegetales.

Las bacterias enddfitas tienen la capacidad de producir sider6foros (del griego
sideros phoros “portadores o acarreadores de hierro”), los cuales son moléculas
de bajo peso molecular de 0.5 a 1.0 kDa, solubles en soluciones acuosas a pH
neutro (Dybas y col.,, 1995). Son sintetizados, excretados y finalmente
reabsorbidos por bacterias, principalmente Gram negativas (Drechsel y Jung
1998). Las plantas son capaces de utilizar los complejos Fe®*- sideréforos
bacterianos como fuente de hierro al ser internalizados en los tejidos (Wang y col.,
1993).

Los factores ambientales pueden modular la sintesis de sideréforos, incluyendo
el pH, el nivel de hierro y la forma de los iones de hierro, la presencia de otros
elementos traza y un adecuado suministro de carbono, nitrégeno y fosforo (Duffy y
Défago, 1999).

15



Bacterias endofitas en tomate (Physalis ixocarpa)

4.4.2. Mecanismos indirectos de promocion de crecimiento vegetal

Dentro de los mecanismos indirectos de promocion de crecimiento se
encuentra la capacidad de produccion de siderdforos (promueve la resistencia
sistémica inducida (ISR) por lo tanto, participan en la supresion de la enfermedad
por privacion de hierro a los patégenos y por induccion de resistencia en la planta
(Hofte y Bakker 2007), antibidticos como el 2,4 diacetilfluoroglucinol (DAPG),
enzimas liticas, tales como quitinasas, celulasas, -1,3 glucanasas, proteasas y
lipasas, las cuales lisan una porcion de las paredes celulares de muchos hongos
patogenos (Glick 2012).

Cuando la planta es atacada por patdgenos, las bacterias endofitas
desencadenan una reaccion en la planta, que da un aumento a la sefal de alerta y
la difunde sistematicamente, mejorando la capacidad defensiva de tejidos y
evitando la subsecuente infeccion de algunos patdgenos. Por lo que las bacterias
endofitas son consideradas como antagonistas (organismos con potencial para
interferir en la infeccion, crecimiento y supervivencia de los patdégenos). Los
mecanismos responsables de la actividad antagénica se encuentran: inhibicion de
los patdégenos por antibiosis, toxinas y biosurfactantes, competencia por los sitios
de colonizacion, nutrientes y minerales; parasitismo que incluye la produccion de

enzimas degradadoras de la pared celular.

La colonizacion de las plantas por endoéfitos con capacidad de biocontrol
induce varias modificaciones en la pared celular, como son deposicion de
compuestos fendlicos, celulosa y pectina conllevando a la formacion de una
barrera estructural en el sitio de ataque de fitopatdgenos (Benhamou vy col., 1998,
Benhamou y col., 2000). Otra respuesta de las plantas con bacterias endéfitas es
la induccion de proteinas relacionadas con la defensa como son peroxidasas,
quitinasas y B-1,3- glucanasas (Fishal y col., 2010). Estas reacciones resultan en
una reduccion del patdgeno en la planta.
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Figura 4. Principales mecanismos de biocontrol y promocion de crecimiento mediados por las bacterias

enddfitas (Malfanova 2013)
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5. JUSTIFICACION

El cultivo de tomate en México es de gran importancia comercial, sin embargo
se ve afectado por diferentes organismos patégenos, lo cual provoca una
reduccion de su productividad. Se han utilizado herramientas como son los
agroquimicos para controlar los fitopatdogenos, los cuales ocasionan resistencia,
efectos ambientales nocivos, asi como también dafios a la salud humana por su
uso inadecuado. Por lo tanto, existe la necesidad de encontrar nuevos agentes
capaces de controlar este tipo de organismos. Una alternativa es el uso de
organismos endofitos, como son las bacterias, las cuales promueven el
crecimiento de la planta y poseen actividades antagénicas sobre fitopatégenos, sin

causar dafos colaterales al ambiente y la salud humana.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Determinar la diversidad de bacterias enddfitas cultivables en plantas de
tomate (Physalis ixocarpa) asi como sus actividades antagonicas y de promocion

de crecimiento vegetal.

6.2. Objetivos particulares

e Analizar la diversidad bacteriana en los diferentes tejidos raiz, tallo y hoja

de plantas de tomate.

e Evaluar las actividades proteoliticas y antagodnicas contra los fitopatégenos
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Fusarium solani

en los aislados de tomate.

e Determinar la produccion de indoles totales y sideroforos en los aislados

endofitos, asi como la promocion de crecimiento.
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7. METODOLOGIA

7.1. Muestrade plantas

Las plantas de P. ixocarpa fueron colectadas en cultivos agricolas de Zamora,
Michoacan. Las muestras se llevaron inmediatamente al laboratorio para su
analisis.

7.2. Aislamiento de las bacterias endéfitas de los diferentes tejidos de

las plantas (raiz, tallo y hoja)

Es importante esterilizar el tejido vegetal ya que existen bacterias que habitan
en la parte superficial de los tejidos, con el fin de tener Unicamente aisladas las
bacterias enddfitas. Para tal objetivo, se separé la raiz, el tallo y las hojas y cada
uno de estos tejidos se lavaron con agua destilada, se sumergieron en 90% de
etanol por 3 minutos, y se agreg6 una solucién de hipoclorito de sodio (2.5% libre
de CI-) por 5 min y finalmente se lavaron 5 veces con agua destilada estéril. Para
confirmar que el proceso de esterilizacion fue exitoso, del Ultimo enjuague se
plaquearon 100 pL y se colocaron en caja petri con medio AN (Agar Nutritivo).
Cada uno de los tejidos de las plantas fue triturado en un mortero estéril para
romper la pared celular vegetal. Posteriormente, en un vial se colocé el material
triturado con 1mL de agua estéril y se plaguearon 100 uL en cajas de petri con
medio AN y se incubaron a 30 °C por 48-72 horas. Se realizd este experimento por

triplicado.

7.3. Caracterizacion de las cepas endofitas

Las cepas bacterianas fueron caracterizadas molecularmente para poder
determinar su posicion taxonomica y filogenética por medio de la amplificacion y
secuenciacion de los genes 16S ribosomales. Para el aislamiento y secuenciacion
de los genes 16S rDNA se utilizaron los oligos universales Fdl (5'-
CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y Rdl (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3")
correspondientes a la posicion 8 a 28 y 1526 a 1542 del gen 16S rDNA de
Escherichia coli respectivamente (Weisburg y col., 1991). Las condiciones de PCR
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fueron las siguientes: 95°C 3min, 30 ciclos de 1 min a 95°C para la
desnaturalizacion, 1 min a 53°C para alineamiento y 2 min a 72°C de extension y
un paso final de extension a 72°C por 5 min. Los productos de PCR fueron
purificados y secuenciados en Langebio, Cinvestav, Unidad Irapuato. Se
realizaron busquedas por homologia de las secuencias utilizando la busqueda tipo
Blast en la base de datos del GenBank NCBI (http://www.ncbi.nlm.-nih.gov).
Posteriormente se realizé un Blast utilizando las bases de datos del NCBI para
observar la mayor similitud con la especie a la que pertenecen. Cada secuencia
analizada tuvo un minimo de 1200 nucledtidos. Con el fin de analizar la diversidad
presente en cada uno de los tejidos y observar si el muestreo fue representativo,

se utilizé el programa PAST.

7.4. Determinacion del mecanismo de antagonismo en cepas endofitas

seleccionadas

Para determinar las actividades de antagonismo contra fitopatdgenos fungicos
se utilizé la técnica de Filippi y col., 1984, y modificada por Santoyo y col., 2012.
Se emplearon patdgenos de tomate como Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani y Fusarium solani in vitro. Se inoculé una porcion circular de 4
mm de diametro del micelio, de cada hongo por separado, en el centro de la caja
Petri, se dejaron en crecimiento por 4 dias y posteriormente se inocularon las
bacterias enddfitas alrededor de la caja petri y se dejaron en crecimiento por 5
dias; las bacterias que presentaron halo de inhibicién del crecimiento del hongo se
seleccionaron y se realizé un ensayo adicional, el cual consisti6 nuevamente en
inocular simultdneamente a forma de cruz las cepas seleccionadas y en cada
cuadrante se inocul6 una porcion circular de 4 mm de diametro del patégeno
crecido previamente (Martinez-Absal6n y col., 2012). Se dejaron por 6-9 dias y se
midio el crecimiento del micelio versus el crecimiento de los experimentos control

sin la presencia de cepas bacterianas.
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7.5. Produccion de sider6foros

Para detectar la produccién de sideroforos se utilizé el medio de cultivo
descrito por Alexander y Zuberer (1991). Este medio contiene CAS (Cromo Azurol
S), al cual se encuentra unido el hierro formando parte del complejo Fe-CAS, de
color azul, las bacterias capaces de producir sideroforos, separan el hierro del
complejo produciendo un halo de cambio de coloracion (anaranjado) alrededor de

la zona de crecimiento de la bacteria.

Se inocularon 10 cepas en cada caja petri y se dejaron en crecimiento por 7
dias; la produccion de sider6foros se estima por el halo de cambio de coloracion
gue se produce alrededor de la bacteria, el cual fue medido. Los experimentos se

realizaron por triplicado.
7.6. Produccién de proteasas

La actividad proteolitica es indicada por la degradaciéon de la caseina. Para
determinar la produccién de proteasas de los aislados endéfitos se utilizo el medio
Skim-Milk y se dejaron incubando las cajas petri por 24h a 30°C, posteriormente
se midio el halo de degradacion de las proteasas el cual es un halo transparente

(Kamensky y col., 2003). Los experimentos se realizaron por triplicado.
7.7. Determinacion de indoles totales

Los indoles totales fueron medidos utilizando el reactivo de Salkowsky. Las
cepas se incubaron en 3 mL de medio caldo nutritivo (CN) adicionado con
triptéfano (Trp) 0.1% a 30°C, hasta alcanzar valores de densidad Optica de 1
(48h). Posteriormente, se centrifugaron las células y se conservo el sobrenadante,
al cual se le agregaron 2mL de reactivo colorimétrico PC: FeCls 12g/L y H2SO4 7.9
M a 1 mL de sobrenadante (Glikman y Dessaux 1995). Se incub6 durante 30
minutos en la oscuridad y se midié la absorbancia a 540 nm. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Se realizé una curva estandar a partir de IAA (Sigma) y se
calculo la cantidad de indoles producido como mg de IAA/mL DO de cultivo.
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7.8. Determinacién del mecanismo promotor del crecimiento vegetal en

bacterias endé6fitas seleccionadas

Para determinar si las cepas enddfitas presentan actividades promotoras del
crecimiento vegetal se siguié el protocolo de Velazquez-Becerra y col., 2011 y
Valencia-Cantero y col., 2007. Primeramente se esterilizaron semillas de tomate,
las cudles se pusieron a germinar en caja petri con medio MS (Murashine Skoog)
0.2x. Posteriormente se seleccionaron cinco plantulas homogéneas y de 5 dias de
crecimiento, se trasplantaron a caja petri con medio MS + 10% CN y se inocularon
al final de la caja 10 uL de las bacterias endofitas seleccionadas con una densidad
Optica de 0.05. Se incubaron las cajas a 16 hr luz en una cdmara de crecimiento
Percival. Después de 7 dias se aislaron las plantas y se midié el peso fresco total,
la longitud y peso de la parte aérea, contenido de clorofila, longitud y peso de las
raices y también el nimero de raices laterales y su longitud. Cabe mencionar que
la seleccion de aislados se realizé de acuerdo a las diferentes capacidades que
mostraron cada uno de los aislados. Para este ensayo se utilizé6 una n = 25 por

tratamiento.
7.9. Anaélisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado; los datos fueron
analizados por un andlisis de varianza (ANOVA) de una sola via y se utilizo la
prueba de Tukey usando el software STATISTICA v. 7.0.
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8. RESULTADOS
8.1. Caracterizacion de los aislados endoé6fitos de tomate

En el presente trabajo se determind la diversidad de bacterias enddfitas
cultivables, aisladas de los tejidos de hoja, tallo y raiz de plantas de tomate. Los
resultados mostraron que la mayor abundancia de aislados fue en la raiz con 884
UFC g de peso fresco, seguido por 435 UFC g de peso fresco en el tallo y
finalmente la hoja con 159 UFC g de peso fresco. Se aislaron y seleccionaron un
total de 161 cepas bacterianas, de las cuales 25 se encontraron el tejido de tallo,
28 en hoja y 108 en raiz.

Sin embargo, de este total se logré secuenciar el gen 16S ribosomal de 145
cepas, 22 de tallo (2 cepas no determinadas), 24 de hoja y 99 de raiz (5 cepas no
determinadas), esto debido a la pérdida de los aislados en cada resiembra. De los
22 aislados caracterizados en el tallo, el 50% pertenecen al phylum Actinobacteria,
siendo la especie Leifsonia shinshuensis la mas abundante, con 7 aislados;
también se encontraron Firmicutes y Proteobacterias con un 40% y 10%

respectivamente. El género Bacillus fue el mas predominante en el tallo (Tabla 2).

La caracterizacion de los aislados de hoja muestran una gran variabiliadad de
especies, las especies mas abundantes son Microbacterium phyllosphaerae y
Paenibacillus pabuli ambas cuentan con tan sélo dos aislados encontrados. 13
especies pertenecen al phylum Firmicutes, 10 son Actinobacteria y 1 especie
pertenece al phylum Proteobacteria. ElI género Bacillus sigue siendo el mas
abundante (Tabla 3).
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Tabla 2. Organismos mas cercanos a los aislados enddfitos, localizados en la base de datos NCBI

Nombre del  Identidad % de No. de acceso
aislado identidad NCBI

CT1 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 87% NR_121761.1
CT1b Bacillus toyonensis strain BCT-7112 93% NR_121761.1
CT2 Rhizobium nepotum strain 39/7 99% NR_117203.1
CT3 Microbacterium phyllosphaerae strain P 369/06 94% NR_025405.1
CT3b Microbacterium phyllosphaerae strain P 369/06 93% NR_025405.1
CT4 Leifsonia shinshuensis strain DB 102 99% NR_043663.1
CT4b Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 93% NR_074453.1
CT5 nd

CT6 Leifsonia shinshuensis strain DB 102 95% NR_043663.1
CT7 Leifsonia shinshuensis strain DB 102 95% NR_043663.1
CT8 Leifsonia shinshuensis strain DB 102 93% NR_043663.1
CT9 Pseudomonas poae strain P 527/13 90% NR_028986.1
CT10 Microbacterium foliorum strain P 333/02 94% NR_025368.1
CT11 Leifsonia shinshuensis strain DB 102 89% NR_043663.1
CT12 Leifsonia shinshuensis strain DB 102 92% NR_043663.1
CT13 Leifsonia shinshuensis strain DB 102 88% NR_043663.1
CT14 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 92% NR_114581.1
CT15 nd

CT16 Bacillus circulans strain ATCC 4513 97% NR_104566.1
CT17 Bacillus deserti strain ZLD-8 88% NR_117383.1
CT18 Paenibacillus castaneae strain Ch-32 86% NR_044403.1
CT19 Sporosarcina aquimarina strain SW28 94% NR_025049.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCNFDMMT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCNFDMMT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645319853?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878266?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878266?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343203369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304029?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343203369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343203369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343203369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678681?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878229?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343203369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343203369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343203369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/558508642?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320095?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343199045?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857461?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCPXR1EW014

Bacterias endéfitas en tomate (Physalis ixocarpa)

Tabla 3 Organismos mas cercanos a los aislados enddfitos, localizados en la base de datos NCBI.

Nombre del Identidad % de No. de acceso
aislado identidad NCBI

CH1 Rhizobium pusense strain NRCPB10 99% NR_116874.1
CH1b Bacillus safensis strain NBRC 100820 95% NR_113945.1
CH3 Curtobacterium oceanosedimentum strain ATCC 31317 99% NR_104839.1
CH5 Microbacterium phyllosphaerae strain P 369/06 99% NR_025405.1
CH5b Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 91% NR_043403.1
CH6 Microbacterium phyllosphaerae strain P 369/06 99% NR_025405.1
CH7 Microbacterium testaceum strain DSM 20166 91% NR_026163.1
CHS8 Bosea robiniae strain R-46070 99% NR_108516.1
CH11 Leifsonia shinshuensis strain DB 102 94% NR_043663.1
CH12 Oceanobacillus polygoni strain SA9 92% NR_114348.1
CH13 Bacillus firmus strain NBRC 15306 93% NR_112635.1
CH14 Paenibacillus pabuli strain JCM 9074 91% NR_112164.1
CH15 Paenibacillus pabuli strain HSCC 492 91% NR_040853.1
CH16 Micromonospora inositola strain DSM 43819 86% NR_026280.1
CH17 Micromonospora citrea strain DSM 43903 94% NR_044886.1
CH18 Paenibacillus turicensis strain MOL722 92% NR_114625.1
CH19 Micromonospora echinospora strain DSM 43816 86% NR_044883.1
CH20 Cohnella ginsengisoli strain GR21-5 93% NR_115998.1
CH21 Bacillus vireti strain R-15447 94% NR_025590.1
CH22 Sporosarcina koreensis strain F73 88% NR_043526.1
CH23 Bacillus drentensis strain NBRC 102427 85% NR_114085.1
CH24 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 92% NR_121761.1
CH25 Brevibacterium frigoritolerans strain DSM 8801 90% NR_117474.1
CH26 Streptomyces flavogriseus strain ATCC 33331 93% NR_074559.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560814?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUP5F801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252747?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795249?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878266?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878266?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846571?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/566084974?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343203369?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631253150?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251438?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631250967?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200166?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206294?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558568?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206291?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636559938?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878451?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343203010?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252887?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320215?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304135?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCHEV25D014

Bacterias endofitas en tomate (Physalis ixocarpa)

En el tejido de la raiz se aislaron la mayor cantidad de aislados enddfitos por

gramo de tejido. Se encontré6 que 57 aislados pertenecen al phylum Firmicutes,

seguido de Actinobacteria y Proteobacteria, con 20 y 17 aislados encontrados

respectivamente. El género Bacillus es el més predominante, seguido por

Pseudomonas, Microbacterium y Arthrobacter. Entre las especies mas abundantes

se encuentran Bacillus thuringiensis con 31 aislados, Microbacterium oxydans con

13 y Stenotrophomonas maltophilia con 12 aislados.

Tabla 4. Organismos mas cercanos a los aislados enddfitos, localizados en la base de datos NCBI

Nombre del Identidad % de No. de acceso
aislado identidad NCBI

CR1 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 95% NR_074875.1
CR2 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 94% NR_074875.1
CR3 Pseudomonas gessardii strain CIP 105469 95% NR_024928.1
CR4 Pseudomonas gessardii strain CIP 105469 95% NR_024928.1
CR4b Lysinibacillus fusiformis strain NBRC15717 89% NR_112569.1
CR5 Pseudomonas libanensis strain CIP 105460 94% NR_024901.1
CR6 Paenibacillus lautus strain JCM 9073 93% NR_040882.1
CR7 Bacillus thuringiensis Bt407 92% NR_102506.1
CR10 Bacillus cereus ATCC 14579 87% NR_074540.1
CR11 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 90% NR_043403.1
CR12 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 90% NR_043403.1
CR13 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 95% NR_044931.1
CR14 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 93% NR_043403.1
CR15 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 83% NR_121761.1
CR16 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 95% NR_044931.1
CR17 Arthrobacter chlorophenolicus strain A6 94% NR_074518.1
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Bacterias endéfitas en tomate (Physalis ixocarpa)

Tabla 4. Organismos mas cercanos a los aislados enddfitos, localizados en la base de datos NCBI.

Continuacion.

Nombre del  Identidad % de No. de acceso
aislado identidad NCBI

CR18 Corynebacterium doosanense strain CAU 93% NR_116525.1
CR19 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 95% NR_044931.1
CR20 Arthrobacter phenanthrenivorans strain Sphe3 95% NR_074770.1
CR22 Agrobacterium tumefaciens strain IAM 12048 100% NR_041396.1
CR23 Lysinibacillus fusiformis strain NBRC15717 90% NR_112569.1
CR24 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 99% NR_074875.1
CR25 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 93% NR_114581.1
CR26 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 95% NR_044931.1
CR27 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 99% NR_074875.1
CR28 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 1 95% NR_114581.1
CR29 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 95% NR_114581.1
CR30 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 99% NR_121761.1
CR31 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 94% NR_043403.1
CR32 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 96% NR_114581.1
CR33 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 95% NR_114581.1
CR34 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 95% NR_114581.1
CR35 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 94% NR_114581.1
CR36 Bacillus safensis strain NBRC 100820 91% NR_113945.1
CR37 Bacillus trypoxylicola strain NBRC 102646 7% NR_114174.1
CR38 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 94% NR_114581.1
CR39 Paenibacillus lautus strain NBRC 15380 94% NR_112724.1
CR40 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 93% NR_114581.1
CR42 Sporosarcina contaminans strain CCUG 53915 75% NR_116955.1
CR44 Curtobacterium oceanosedimentum strain ATCC 31317 99% NR_116064.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439455?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251372?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659364953
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252747?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252976
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252976?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251527?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645319552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645319552?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560004?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R

Bacterias endéfitas en tomate (Physalis ixocarpa)

Tabla 4. Organismos mas cercanos a los aislados enddfitos, localizados en la base de datos NCBI.

Continuacion.

Nombre del  Identidad % de No. de acceso
aislado identidad NCBI

CR45 nd

CR45b nd

CR47 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 94% NR_114581.1
CR48 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 94% NR_074875.1
CR49 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 93% NR_074875.1
CR50 Lysinibacillus fusiformis strain NBRC15717 90% NR_112569.1
CR50b Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 95% NR_043403.1
CR51 Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 94% NR_074453.1
CR52 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 93% NR_044931.1
CR53 Arthrobacter niigatensis strain LC4 96% NR_041400.1
CR53b nd

CR54 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 99% NR_074875.1
CR55 Agrobacterium tumefaciens strain IAM 12048 93% NR_041396.1
CR56 Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 96% NR_074453.1
CR57 nd

CR58 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 94% NR_114581.1
CR59 nd

CR60 Arthrobacter niigatensis strain LC4 94% NR_041400.1
CR61 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 94% NR_114581.1
CR62 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 96% NR_044931.1
CR63 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 92% NR_043403.1
CR64 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 94% NR_114581.1
CR65 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 94% NR_043403.1
CR66 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 95% NR_121761.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251372?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444304029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304029?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444304029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304029?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659364953
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
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Tabla 4. Organismos mas cercanos a los aislados enddfitos, localizados en la base de datos NCBI.

Continuacion.

Nombre del  Identidad % de No. de acceso
aislado identidad NCBI

CR67 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 95% NR_114581.1
CR68 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 95% NR_043403.1
CR69 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 94% NR_074875.1
CR70 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 93% NR_074875.1
CR71 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 94% NR_074875.1
CR71b Arthrobacter phenanthrenivorans strain Sphe3 93% NR_074770.1
CR72 Paenibacillus lautus strain NBRC 15380 98% NR_112724.1
CR73 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 91% NR_121761.1
CR74 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 95% NR_074875.1
CR75 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 strain R551-3 95% NR_074875.1
CR76 Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 95% NR_074453.1
CR77 Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 96% NR_074453.1
CR79 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 94% NR_114581.1
CR80 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 93% NR_044931.1
CR81 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 94% NR_043403.1
CR82 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 93% NR_121761.1
CR83 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 95% NR_043403.1
CR84 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 93% NR_043403.1
CR85 Paenibacillus lautus strain JCM 9073 96% NR_040882.1
CR86 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 93% NR_044931.1
CR87 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 82% NR_121761.1
CR88 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 95% NR_044931.1
CR89 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 95% NR_044931.1
CR90 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 93% NR_044931.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439455?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251527?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659364953
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439560?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444304029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304029?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444304029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304029?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558524?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659364953
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200195
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200195?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659364953
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364953?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
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Tabla 4. Organismos mas cercanos a los aislados enddfitos, localizados en la base de datos NCBI
Continuacion.

Nombre del  Identidad % de No. de acceso
aislado identidad NCBI

CR91 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 95% NR_043403.1
CR92 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 94% NR_044931.1
CR93 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 91% NR_043403.1
CR94 Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 92% NR_074453.1
CR95 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 91% NR_043403.1
CR96 Microbacterium paraoxydans strain CF36 95% NR_025548.1
CR97 Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 96% NR_074453.1
CR98 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 95% NR_044931.1
CR99 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 93% NR_043403.1
CR100 Bacillus safensis strain NBRC 100820 95% NR_113945.1
CR101 Bacillus cereus strain CCM 2010 90% NR_115714.1

8.2. Diversidad de bacterias endéfitas en la raiz, tallo y hoja de plantas

de tomate

De acuerdo a la curva de rarefaccion realizada para este estudio, el analisis
sugiere que el muestreo total de aislados en los tres tejidos exhibe valores
significativos. Con respecto al analisis de diversidad (indice de Shannon), nuestros
resultados muestran que fue de 2.176 (tallo) y 3.06 (hoja), mientras que de
acuerdo al indice de Simpson se observaron valores de 0.835 (tallo) y 0.951
(hoja). En el caso de la raiz, el indice de Shannon es de 2.328 y 0.8413 indice de
Simpson. De acuerdo al valor de los indices, el tejido con mayor diversidad es la

hoja, y la mayor dominancia de especies se encuentra también en este tejido.
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444304029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304029?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219878409?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444304029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304029?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202909
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252747?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636559654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636559654?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WCGUC71901R
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Figura 5. Curva de rarefaccion del total de aislados enddfitos identificados.

8.3. Actividad antagdnica sobre hongos fitopatdogenos

Para observar el porcentaje de inhibicién contra los hongos fitopatégenos, se

realizé la siguiente férmula (Schmidt y col., 2009):

Crecimiento control — Crecimiento del hongo
eninteraccion con la cepa

U de inhibicion = —
Crecimiento control

8.3.1. Botrytis cinerea

De los 145 aislados, 31 de ellos presentaron un porcentaje de inhibicién del
100% contra el hongo B. cinerea, lo cual representa el 21.4% del total de los
aislados; de estos 20 aislados pertenecen a la raiz, 8 al tallo y 3 a la hoja; entre
los géneros responsables de esta inhibicion, se encuentran Stenotrophomonas,
Agrobacterium, Pseudomonas, Curtobacterium, Leifsonia, Microbacterium vy
principalmente Bacillus, siendo la especie predominante Bacillus thuringiensis. Las

especies control P. fluorescens UM256 y P. fluorescens UM240 al igual que los
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géneros antes mencionados representan el 100% de inhibiciéon, no obstante, la

especie P. fluorescens UM270 se encuentra por debajo del 65% (Figura 6).

8.3.2. Fusarium oxysporum

Del total de los aislados, 52 especies (35.9%) tuvieron mas del 50% de
actividad antagonica/inhibitoria sobre el crecimiento de F. oxysporum. El mayor
porcentaje de inhibicién contra el hongo F. oxysporum fue de 85% y lo obtuvieron
las especies B. thuringiensis, B. toyonensis y M. oxydans, s6lo dos de los
controles presentaron actividad antagonica, siendo P. fluorescens UM270 y
UM256 con porcentajes de 44% y 79% de inhibicion, respectivamente (Figuras 7 y
8).
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Figura 8. Imagenes representativas de la inhibicion de bacterias endéfitas contra F. oxysporum.1) Control (sin
inocular), 2) P. fluorescens UM240, 3) M. phyllosphaerae CT3, 4) L. shinshuensis CH11.

8.3.3. Fusarium solani

La inhibicibn mayor de 50% es observada por 37 especies, de estas, la mas
predominante es B. thuringiensis (CR11,CR83, CR47, CR93, CH5hb, CT14, CRY7,
CR29, CR73, CR81, CR95, CR58, CR99), S. maltophilia (CR27, CR49, CRA48,
CR69, CR70); B. toyonensis (CR15, CH24, CT1lb, CR87); M. oxydans (CR88,
CR90, CR92); B. cereus (CR10, CR101), P. gessardii (CR4, CR3), C.
oceanosedimentum CH3, M. phyllosphaerae CT3, P. libanensis CR5, M. foliorum
CT10 y L. shinshuensis CT11. La especies B. thuringiensis CR11 es el que

presentd la mayor inhibicién del micelio del fitopatégeno (89.7%) (Figuras 9y 10).
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Figura 10. Imagenes representativas de la inhibicion de bacterias enddfitas contra F. solani. 1) Control (sin
inocular), 2) P. fluorescens UM256, 3) B. toyonensis CH24, 4) B. thuringiensis CR99.

8.3.4. Rhizoctonia solani

El 20% de los aislados presentaron actividad antagonica mayor o igual al 50%,
de estos, 13 aislados pertenecen a la especie B. thuringiensis (CR11, CR83,
CR33, CR31, CR47, CR79, CR14, CR25, CR34, CR7, CR12, CR91, CR99); 4
pertenecen a la especie B. toyonensis (CR15, CR87, CR30, CR82) y S. maltophilia
(CR48, CR27, CR69, CR49); 2 M. oxydans (CR88, CR26), B. cereus (CR10), M.
foliorum (CT10), P. gessardii (CR3), B. anthracis (CT4b), M. phyllosphaerae (CT3)
y el aislado CR45b no determinado (Figuras 11y 12).
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Figura 12. Imagenes representativas de la inhibicién de bacterias enddfitas contra R. solani. 1) Control (sin
inocular), 2) P. fluorescens UM256, 3) B. thuringiensis CR11, 4) S. maltophilia CR2.

8.4. Produccién de sideréforos secretados por bacterias endofitas

Del total de los aislados endofitos, 49 produjeron sideréforos (representando un
33.8% del total de aislados). Las especies con un halo con mayor diametro fueron
B. vireti CH21 y S. flavogriseus CH26, con un radio de 6.66 y 6 mm
respectivamente, los cuales fueron similares a las cepas controles P. fluorescens
UM256, UM270 y UM16 (Figura 13).
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representativas
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8.5. Produccién de proteasas

La mayoria de las bacterias enddfitas produjeron proteasas, es decir, 98
aislados correspondiendo a un 67.6% del total. Mientras que nueve exhibieron un
halo igual a 3 mm de diametro, perteneciendo a las especies P. gessardii CR4, S.
contaminans CR42, A. niigatensis CR60, B thuringiensis CR68, S maltophilia
CR70, B. anthracis CR77, M. oxydans CR86 y CR89 y B. cereus CR101 (figura
14).

8.6. Produccion de indoles totales

La mayoria de los aislados (86.9%) fueron capaces de sintetizar indoles totales
teniendo como precursor el triptofano. S. maltophilia CR71 presentd la mayor
concentracion (9.62ug/mL) no presentando diferencias con el control P.
fluorescens UM16 (9.92 pg/mL), el cual es un buen productor de &cido
indolacético. Por otra parte, la especie B. thuringiensis CR91, CR57 y B.
thuringiensis CR61 también presentaron concentraciones mayores a 7 ug/mL,

coincidiendo con el control P. fluorescens UM256 (Figura 15).
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8.7. Las bacterias endoéfitas promueven el crecimiento en plantas de

tomate

Se seleccionaron especies con cada una de las capacidades o mecanismos
promotores del crecimiento vegetal para este ensayo. Por ejemplo, B. drentensis
CH23 y S. maltophilia CR71 son las cepas que obtuvieron mayor concentracion de
indoles totales, M. oxydans CR16, proteasas, B. vireti CH21 sideroforos, B.
toyonensis CT1b buena inhibidora, nd CR57, M. foliorum CT10 competentes en
todas las actividades, L. shinshuensis CT13 capacidades bajas, el control negativo
no se inoculd, mientras que las cepas P. fluorescens UM270 y 256 se utilizaron
también como control positivo, ya que se han reportado como promotoras de
crecimiento vegetal (Hernandez-Leén y col., 2015).

Respecto al resultado de peso fresco, las plantulas no muestran diferencia
significativa entre las inoculadas y los controles. El nivel de clorofila mayor (3.75
Unidades arbitrarias) fue presentado por el aislado CR57, mientras que B. vireti
produjo una mayor longitud de parte aérea (20.63) y de raiz (29.9 mm). Las
plantulas inoculadas con B. drentensis CH23 presentaron un mayor peso tanto de
parte aérea (0.017g) como de raiz (0.0077g), asi como nimero mayor de raices

laterales (5.875) y mayor longitud de éstas (9.3mm).
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Plantulas inoculadas con B. vireti CH21, 4) Plantulas inoculadas con B. drentensis CH23.
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9. DISCUSION

El tomate es una hortaliza de gran importancia comercial, ademas de ser un
cultivo endémico de México. El estudio acerca de los mecanismos implicados en la
promociéon de crecimiento y el biocontrol son de especial interés para mejorar la
calidad de los cultivos. En particular, la busqueda de bacterias endofitas en este
cultivo sélo se ha realizado a través de métodos independientes de cultivo
(Marquez-Santacruz y col,, 2010), limitando el potencial uso de agentes
bacterianos para el desarrollo de nuevos bioinoculantes. Por tal motivo en este
estudio se analizo la diversidad de bacterias cultivables aisladas de los diferentes

tejidos de tomate (P. ixocarpa), incluyendo raiz, tallo y hojas.

El estudio de diversidad en plantas de tomate realizado por Marquez-Santacruz
y colaboradores (2010) tuvo un enfoque no cultivable, se identificaron 146 clonas
de la raiz, pertenecientes a 16 OTUs (por sus siglas en inglés Operational
Taxonomic Units), donde los géneros predominantes fueron Stenotrophomonas
(21.9%), Microbacterium (17.1), Burkholderia (14.3%), Bacillus (14.3%) vy
Pseudomonas (10.5%); mientras que en la rizésfera se analizaron 146 clonas
pertenecientes a 86 OTUs diferentes, Se concluye que las especies de las raices

de plantas de tomate son un subgrupo de la comunidad bacteriana rizosférica.

En el presente trabajo se encontraron géneros muy abundantes, como Bacillus,
Rhizobium, Microbacterium, Leifsonia, Pseudomonas y Stenotrophomonas,
mientras que otros fueron poco abundantes, incluyendo: Sporosarcina,
Curtobacterium, Bosea, Oceanobacillus, Streptomyces, Agrobacterium.
Resultados similares han sido reportados en otros estudios, donde géneros como
Pseudomonas, Bacillus, Erwinia, Corynebacterium, Agrobacterium, Burkholderia,
Enterobacter estan presentes en la raiz; Enterobacter, Klebsiella, Bacillus se
encuentran en el tallo, mientras que Erwinia, Bacillus, Clavibacter y Xhantomonas
estan presentes en la raiz y tallo (Hallmann y col., 1997); en la parte aérea los
géneros Pseudomonas y Curtobacterium fueron los mas abundantes en Populus
spp (Ulrich y col., 2008).
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En este estudio se encontraron que se comparte especies en los diferentes
tejidos de las plantas, las especies B. toyonensis y B. thuringiensis se encontraron
en raiz, tallo y hoja, B. anthracis se encontr6 en raiz y tallo, M. phyllosphaerae y
L. shinshuensis se encontraron en tallo y hoja, mientras que B. safensis y C.
oceanosedimentum se encontraron en hoja y raiz; se puede observar que existe
una migracion de ciertas especies a diferentes tejidos vegetales, no obstante es

necesario corroborar por medio de microscopia confocal.

Trabajos llevados a cabo sobre la colonizacion de las bacterias endofitas, son
los publicados por Germaine y col., (2004), reportando una re inoculacién de tres
cepas endodfitas (VM1449, VM1453, VM1450) de Populus trichocarpa
pertenecientes a la especie Pseudomonas putida, y concluyendo que las tres
cepas son colonizadoras eficientes de la rizésfera; otro estudio, es el realizado por
Johnston-Monje y Raizada (2011), en el cual once especies endodfitas de maiz
fueron inyectadas en el tallo de plantulas de maiz y después de cinco dias se
observa una migracion de sélo 6 especies (Citrobacter freundii, Enterobacter
asburiae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pantoea agglomerans vy
Xanthomonas campestris) a las raices y al sistema vascular. Seria interesante
ahondar en este tema respecto a las cepas que aislamos de plantas de tomate
para corroborar si dichas cepas pueden lograr la colonizacion y sobrevivencia e
tejidos.

Mas de 200 géneros bacterianos pertenecientes a 16 phyla han sido
reportados como endofitos, incluyendo bacterias cultivables y no cultivables,
siendo las clases mas predominantes Actinobacteria (incluye géneros como
Arthrobacter, Curtobacterium, Microbacterium, Mycobacterium, Streptomyces,
entre otras), Proteobacteria (a-Proteobacteria, incluyendo Azospirillum, Rhizobium,
Sinorhizobium; B-Proteobacterias, Azoarcus, Burkholderia, Herbasopirillum; y y-
Proteobacteria, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Pantoea, Pseudomonas,
Serratia, Stenotrophomonas) y Firmicutes (destacando el género Bacillus,
Clostridium, Paenibacillus y Staphylococcus), aisladas de una gran diversidad de

especies vegetales (Rosenblueth y Martinez-Romero 2006).
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Los géneros ubicados en este trabajo fueron Bacillus reportada como enddfita
de citricos, maiz, zanahoria; Rhizobium endéfita de arroz y zanahoria;
Microbacterium endofita de maiz; Pseudomonas enddfita de zanahoria y soya;
Paenibacillus enddfita de camote; Stenotrophomonas endofita de arroz;
Curtobacterium endéfita de plantas de citricos; Arthrobacter enddfita de maiz; sin
embargo, de los géneros Leifsonia, Sporosarcina, Bosea, Cohnella,

Micromonospora en nuestro mejor conocimiento no existe ningun reporte.

De acuerdo con los indices de diversidad, la hoja es el tejido con mayor
dominancia por ciertas especies (Shannon 3.063, Simpson 0.9514), seguido por la
raiz (Shannon 2.328, Simpson 0.8413) y el tallo (Shannon 2.176, Simpson 0.835).
Berg y col., 2005 realizaron un estudio de las comunidades bacterianas de papa
presentes en cuatro microambientes, la rizésfera, filésfera, endoriza y endosfera y
reportaron que el tejido mas abundante de acuerdo con el indice de Shannon fue
la rizésfera (2.7), seguido por la enddsfera (2.0), endoriza (1.9) y filésfera (1.7).
Nuestros resultados sugieren que algunas especies de bacterias enddfitas
presentes en la parte aérea de la planta de tomate, son parte de la comunidad
bacteriana que logré colonizar la raiz a través de la rizésfera. Dichas cepas fueron
capaces de colonizar los tejidos aéreos a través de los haces vasculares, aunque

las comunidades bacterianas son menores.

Muchos estudios afirman que la efectiva colonizacion por bacterias
antagonicas contribuye a una exitosa supresion de patégenos. Clases como
Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacterias son asociados con la supresion de la
enfermedad causada por el patégeno R. solani, este hongo es causante de
infectar las raices (Schenk 2012). Berg y col., (2005) reportaron la diversidad de
organismos antagonicos de papa en diferentes microambientes (rizosfera,
filosfera, endoriza y endosfera) contra Verticillium dahliae y R. solani, observando
gue la mas baja proporcion de antagonistas se obtuvo de la filosfera, mientras que
la mas alta proporcion de bacterias antagonicas fue detecta en la endoriza. Esto
debido a que estos patdgenos son rizosféricos y por lo tanto atacan primero las

raices. Ademas que los factores abidticos como la sequia, precipitacion y
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radiacion UV causan enorme estrés en las bacterias de la filésfera. Géneros como
Streptococcus, Streptomyces, Pseudomonas y Serratia fueron buenos candidatos

como agentes de biocontrol.

Muchos de los géneros como Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus,
Curtobacteriumde son reportados por su capacidad antagonica. Bacillus vy
Pseudomonas han sido ampliamente estudiadas por su amplia produccion de
metabolitos secundarios, incluyendo antibiéticos, compuestos organicos volatiles,
antifingicos, antivirales y agentes insecticidas asi como otros compuestos
(Lodewckh y col., 2001). Pan y col., (2015), realizaron un estudio en el cultivo de
trigo, sobre de la actividad antagonica de especies endofitas: Bacillus subtilis
(BS43, BSMO y BSM2), y Bacillus megaterium (BM1) contra Fusarium
graminearun (patégeno de trigo), demostrando que estas bacterias reducen la

incidencia de la enfermedad en un 93%.

Se ha documentado que el género Bacillus es potencialmente capaz de
sintetizar un amplio rango de metabolitos con actividad antifingica como son
iturinas, surfactinas, fengicina y bacilomicina (Shun-Bin y col., 2012) y estos
lipopéptidos son secretados por Bacillus endéfitos de maiz dentro de los tejidos de
las plantas o en la superficie para protegerla de patégenos fangicos (Gond y col.,
2014)

El halo de inhibiciéon de los patégenos producido por la confrontacién con las
bacterias endofitas puede ser atribuido por compuestos antifungicos difusibles
producidos por estas bacterias. La produccién de sideréforos es importante para la
promocién de crecimiento y para el biocontrol hacia patogénos. En el presente
estudio, se obtuvieron tres cepas aisladas de la hoja de tomate, dos de ellas CH21
y CH26 pertenecientes a las especies B. vireti y S. flavogriseus con mayor
produccion de siderdforos (halo de 6.6. y 6 respectivamente), y no tuvieron
diferencias significativas con tres de las cepas control (P. fluorescens 256, 240 y
216) y la cepa CH11 (L. shinshuensis) obtuvo un halo de 3.6 mm y no tuvo
diferencias significativas con respecto a la cepa control UM270 (P. fluorescens).
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Se tienen reportes de bacterias productoras de sideréforos como el trabajo
presentado por Owen y Ackerley (2011) donde analizaron a la especie
Pseudomonas syringae pv phaseolicola, agente causal de la plaga del frijol, esta
bacteria ocupa diversos nichos y en condiciones limitadas de hierro produce
sideréforos como son la pioverdina, acromobactina y yersiniabactina los cuales
son importantes para el buen funcionamiento de ésta. En este mismo sentido,
existe otro reporte de sideréforos son los producidos por Burkholderia cepacia
XXVI, fue aislada de la rizosfera de mango, y produce sideroforos de tipo
hidroxamato, los cuéles son utilizados como agentes de biocontrol contra el
agente causal de la antracnosis Colletotrichum gloesporioides (De los Santos-
Villalobos y col., 2012). Algunos autores reportan la importancia de los sideroforos
en el biocontrol de una amplia diversidad de géneros como son Pseudomonas,
Streptomyces, Ochrobacterium, Rhizobium y Burkholderia contra Pyricularia,
Fusarium, Alternaria, Macrophomina, Slerotium y Phytophotora (Arora y col.,
2001, Diaz de Villegas y col., 2002; Ezziyyani y col., 2004; Chaiharn y col., 2009)

Se han realizado pocos estudios acerca de los sider6foros producidos por
bacterias endoéfitas, uno de ellos es el trabajo realizado por Rosconi y col. (2013),
en el cudl identificaron y caracterizaron un sideroforo producido por Herbaspirillum
seropedicae Z67 el cuél es un enddfito de arroz, trigo, maiz y sorgo y encontraron
que los sideroforos producidos por esta endofita pertenecen a las serobactinas A,
B y C, las cuales son fuente de hierro para H. seropedicae. Las bacterias enddfitas
pertenecientes al género Pseudomonas han sido reportas por producir sideréforos.
Mercado-Blanco y col., (2004) observaron que el endofito de raiz de olivo P.
fluorescens PICF7 produce pioverdina en condiciones limitadas de hierro in vitro.
Loaces y col.,, (2010) analizaron la producciéon de sideréforos en bacterias
endofitas de arroz, resaltando la presencia de un aislado de Pseudomonas con
actividad antimicrobiana. En el presente trabajo se observaron bacterias endofitas
productoras de sideroforos, es importante resaltar que no existen reportes de las

bacterias B. vireti, S. flavogriseus y L. shinshuensis como productoras de
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sideroforos, no obstante, es necesario realizar el estudio de qué tipo de

sider6foros se encuentran en cada una de las bacterias.

Algunas bacterias enddfitas producen enzimas liticas capaces de lisar las
paredes celulares de hongos. Entre las cuéles se encuentran celulasas,
quitinasas, glucanasas y proteasas. Se observo que 6 de las 96 enddfitas que
producen proteasas, poseen mayor produccion (halo mayor a 3.5mm), las
especies responsables son B. trypoxylicola, M. oxydans, B. thuringiensis (2) y B.
toyonensis (2); todas aisladas de la raiz. Pleban y col., (1997) reportaron que una
quitinasa de la bacteria enddfita Bacillus cereus protege a las plantulas de algodén
de la putrefaccion de la raiz, enfermedad causada por el hongo Rhizoctonia solani.
Jia-Hong y col., 2013 reportan que la bacteria enddfita Bacillus pumilus JK-SX001
posee capacidad antagdnica sobre hongos causantes de la enfermedad del
chancro, (Cytospora chrysosperma, Phomopsis macrospora y Fusicoccum aesculi)
principalmente Cytospora chrysosperma en Populus sp., esto debido a la
produccion de enzimas extracelulares como son las celulasas y proteasas. Por lo
anterior, se observa que el género Bacillus ha sido ampliamente reportado por su
capacidad para producir enzimas liticas, no asi, el género Micobacterium el cual

hasta donde sabemos es el primer reporte.

El AIA es producido por bacterias endofitas como Enterobacter spp.,
Pseudomonas spp., y Azospirillum spp (Spaepen y col., 2007). Long y col (2008)
realizaron un estudio de la promocién de crecimiento en plantas de Solanum
nigrum y Nicotiana attenuata por medio de bacterias enddéfitas de S. nigrum,
observaron el género Pseudomonas mas predominante, también encontraron
géneros como Enterobacter, Pantoea, Agrobacterium y Acinetobacter, todas
productoras de AIA teniendo como precursor el triptéfano y el crecimiento de las
raices esta correlacionado con la produccion de AlA. Sin embargo, estos endofitos
de S. nigrum no mostraron efectos predecibles y generales en el crecimiento de N.

attenuata, ya que los enddfitos fueron reconocidos como patégenos.
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Géneros como Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum, Arthrobacter,
Xanthomonas, entre otras han sido reportadas como promotoras del crecimiento
vegetal; la especie Bacillus coincide con el presente trabajo ya que aqui se
encontré6 que promueve la longitud de la parte aérea y de la raiz (el caso de B.
vireti CH21), mientras que B. drentensis CH23 promueve el peso tanto de parte
aérea como de raiz, asi como también produce mayor cantidad y longitud de
raices laterales en plantas de tomate verde. La inoculacion bacteriana fue
encontrada como un incremento significativo de la produccion de biomasa, y
actividad fotosintética. Los aislados B. drentensis CH23 y B. vireti CH21 (mayor
productor de indoles totales y siderdforos) indican una relacién entre la promocion
de crecimiento y la produccion de indoles/sideréforos. Por lo que representan
excelentes candidatos para futuros trabajos como agentes de biocontrol y

promotores del crecimiento vegetal.
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10.CONCLUSIONES

La abundancia (UFC/gr de tejido) de aislados bacterianos fue mayor en la raiz
respectos a los tejidos de la parte aérea de planta (tallo y hojas).

Las especies bacterianas mas abundantes como endofitas de tallo fueron L.
shinshuensis, M. phyllosphaerae, la especie P. pabuli lo fue en hoja y B.

thuringiensis fue la mas comunmente aislada de los tejidos radiculares.

Las especies B. toyonensis y B. thuringiensis se encontraron en los tres tejidos

analizados.

La gran mayoria de los aislados exhibieron mecanismos promotores del
crecimiento vegetal, el 89.9% produjo indoles totales, 67.6% proteasas, 33.8%
sideroforos, actividad antagénica contra B. cinerea 21.37%, 35.9% contra F.

oxysporum, 25.5% y 20% contra F. solani y R. solani respectivamente.

Los aislados B. drentensis CH23 y B. vireti CH21 fueron los Unicos que
presentaron la capacidad de promover el crecimiento vegetal en tomate verde en

condiciones in vitro.
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