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Re su men
La di ver si dad de bac te rias en dó fi tas fue es ti ma da en raí ces de plan tas de to ma te de
cás ca ra (Physa lis ixo car pa) por me dio de la am pli fi ca ción y se cuen cia ción de ge nes
ri bo so ma les 16S. Se iden ti fi ca ron 16 uni da des ta xo nó mi cas ope ra cio na les (OTUs)
en una bi blio te ca de clo nas me dian te el aná li sis tipo Blast, in clu yen do las cla ses
Gam ma pro teo bac te ria, Be ta pro teo bac te ria, Acti no bac te ria, Ba ci lli y bac te rias no cul -
ti va bles. Los cin co gé ne ros pre do mi nan tes fue ron Ste no trop ho mo nas, Mi cro bac te -
rium, Burkhol de ria, Ba ci llus y Pseu do mo nas. Nues tros re sul ta dos su gie ren que la
di ver si dad bac te ria na en dó fi ta den tro de las raí ces de plan tas de to ma te per te ne cen a 
gé ne ros bac te ria nos aso cia dos a la ri zós fe ra y con gran po ten cial para lle var a cabo
fun cio nes de pro mo ción del cre ci mien to ve ge tal.
Pa la bras cla ve: Endó fi tos, di ver si dad bac te ria na, Physa lis ixo car pa, rRNA 16S.
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Abstract
The en doph ytic bac te rial di ver sity was es ti ma ted in Me xi can husk to ma to plant roots
by se quen ce ho mo logy analy sis of the 16S rDNA ge nes. 16 OTUs (Ope ra tio nal Ta xo -
no mic Units) from the 16S rDNA root li brary were iden ti fied ba sed on se quen ce analy -
sis, in clu ding the clas ses Gam ma pro teo bac te ria, Be ta pro teo bac te ria, Acti no bac te ria, 
Ba ci lli and un cul tu red bac te ria. The five pre do mi nant ge ne ra were Ste no trop ho mo -
nas, Mi cro bac te rium, Burk hol de ria, Ba ci llus and Pseu do mo nas. Our re sults sug gest
that en doph ytic bac te rial di ver sity in roots of to ma to plants be long to bac te rial ge ne ra
as so cia ted to the riz hosp he re with great po ten tial to carry out the func tions of plant
growth pro mo tion.
Key words: Endoph ytes, bac te rial di ver sity, Physa lis ixo car pa, rRNA 16S.

Intro duc ción
Exis ten di ver sas re la cio nes en tre los mi croor ga nis mos y las plan tas. Pue de ha ber

aso cia cio nes da ñi nas, neu tra les y be né fi cas. Entre las aso cia cio nes be né fi cas se pue den
pre sen tar aque llas don de las bac te rias pue den co lo ni zar el te ji do in ter no de la plan ta. Es en
este mi croam bien te don de se da una es tre cha re la ción bac te ria-planta. Las bac te rias en dó -
fi tas pue den ser de fi ni das como aque llas bac te rias que co lo ni zan los te ji dos in ter nos de la
plan ta y no mues tran sig nos ex ter nos de in fec ción o efec tos ne ga ti vos en su hos pe dan te
(Schulz y Boy le 2006).

Las pri me ras evi den cias de aso cia ción en tre mi croor ga nis mos en dó fi tos y plan tas se
ori gi na ron de ob ser va cio nes en te ji dos y ho jas fo si li za das, lo que so por ta la in fe ren cia de
que la aso cia ción plan ta-endófito pudo ha ber ocu rri do jun to con la apa ri ción de las pri me ras
plan tas en la tie rra (Stro bel 2004). El be ne fi cio de las in te rac cio nes plan ta-bacteria que pro -
mue ven la sa lud y de sa rro llo de la plan ta han sido ob je to de es tu dio des de hace dé ca das.
Algu nos tra ba jos re cien tes tam bién in ves ti gan su po ten cial para el me jo ra mien to de la bio -
de gra da ción de con ta mi nan tes del sue lo, sín te sis de com pues tos an ti bac te ria nos o an ti fún -
gi cos, así como la pro duc ción de me ta bo li tos o com pues tos que pro mue van el cre ci mien to
ve ge tal (Ri ja vec et al., 2007; Berg et al., 2005; Brooks et al., 1994; Tan et al., 2006).

Dis tin tos es tu dios han mos tra do que la di ver si dad bac te ria na en dó fi ta de plan tas pue -
de ser una sub po bla ción de los ha bi tan tes de la ri zós fe ra (Ger mi da et al., 1998). Así mis mo,
la gran ma yo ría de los es tu dios po bla cio na les bac te ria nos y de otros gru pos se han en fo ca -
do en la ri zós fe ra (Lin dow y Brandl 2003; Kui per et al., 2004; Berg et al., 2005). Se ha pro -
pues to que de las apro xi ma da men te 300,000 es pe cies de plan tas que exis ten en la tie rra,
cada plan ta in di vi dual es hos pe de ra de di ver sas bac te rias en dó fi tas (Stro bel et al., 2004). 

Los en dó fi tos bac te ria nos de plan tas han sido es tu dia dos en plan tas de maíz, fri jol,
plá ta no, uva, tri go y papa, en tre otras (Ro sen blueth y Mar tí nez-Romero 2006). La di ver si dad 
que se ha re por ta do de pen de en gran par te del tipo de es pe cie ve ge tal que se ha ana li za do.
Por ejem plo, se han re por ta do es pe cies de las bac te rias Ste no trop ho mo nas mal top hi lia y
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Mi cro bac te rium sp. en raí ces de plan tas de arroz, pas tos y al go dón (Sun 2008; Dal ton et al.,
2004; Mclnroy y Kloep per 1995). Así mis mo, es tos gé ne ros han sido am plia men te es tu dia -
dos por pro mo ver el cre ci mien to ve ge tal. Espe cies de otros gé ne ros como Pan toea y Ce llu -
lo mo nas han sido ais la das y re por ta das como en dó fi tas de plan tas de arroz, frí jol soya, uva y 
maíz (Elvi ra-Recuenco y Van Vur de 2000; Bul ga ri et al., 2009). Las es pe cies de es tos gé ne -
ros han mos tra do su ca pa ci dad para de gra dar com pues tos tó xi cos, así como se ha mos tra -
do que es pe cies del gé ne ro Pan toea pue den in hi bir el cre ci mien to de pa tó ge nos de plan tas
(Zin niel et al., 2002).

En el pre sen te es tu dio, se rea li zó una ca rac te ri za ción de la co mu ni dad en dó fi ta bac -
te ria na que se en cuen tra en las raí ces de plan tas de to ma te ver de o de cás ca ra (Physa lis
ixo car pa) em plean do la se cuen cia de ge nes que co di fi can para la sub u ni dad 16S de ARN ri -
bo so mal (ARNr).

Ma te ria les y Mé to dos

Mues treo de plan tas y aná li sis fí si co-químico del sue lo
Se co lec ta ron diez plan tas de P. ixo car pa Brot. de dos me ses de edad y el sue lo ri zos -

fé ri co de cada una de ellas en un cam po agrí co la en Sal va tie rra, Gua na jua to, Mé xi co
(20°12’54”N,100°52’41”O, Alti tud 1759 msnm). Las mues tras fue ron trans por ta das in me -
dia ta men te al la bo ra to rio para su aná li sis. Las ca rac te rís ti cas fí si co-químicas del sue lo se
ana li za ron en el La bo ra to rio de Fer ti li dad de Sue los y Nu tri ción Ve ge tal en el
INIFAP-México, y fue ron las si guien tes: tex tu ra fran co-arcillosa, pH 7.9, el con te ni do de ma -
te ria or gá ni ca fue de 2.66%, 30.52% de ar ci lla, 12.1 ppm de N inor gá ni co.

Este ri li za ción su per fi cial de las raí ces y ex trac ción de ADN to tal
Una vez que se eli mi na ron las par tí cu las del sue lo ri zos fé ri co, las raí ces se la va ron

con agua des ti la da es té ril. Las raí ces se su mer gie ron en eta nol al 70% du ran te 3 min, se la -
va ron con so lu ción de hi po clo ri to de so dio fres co du ran te 5 min, se en jua ga ron con eta nol al
70% du ran te 30 se gun dos y fi nal men te se la va ron cin co ve ces con agua des ti la da es té ril.
Para con fir mar que el pro ce so de es te ri li za ción de la su per fi cie ra di cu lar se rea li zó co rrec ta -
men te, se ino cu la ron alí cuo tas de 100 µL del agua des ti la da es té ril uti li za da en el en jua gue
fi nal en cal do de cul ti vo Lu ria-Bertani (LB) y pla cas de agar nu tri ti vo (AN). Las pla cas se exa -
mi na ron en bus ca de cre ci mien to bac te ria no des pués de in cu ba ción a 28°C du ran te 5 días,
sin ob ser var se co lo nias bac te ria nas. Las raí ces de diez plan tas (10 g en to tal de te ji do ve ge -
tal) con su per fi cie es te ri li za da se uti li za ron para el ais la mien to de ADN me dian te el mé to do
des cri to por Xie y co la bo ra do res (1999). 
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Ampli fi ca ción por reac ción en ca de na de la po li me ra sa de los ge nes 16S
bac te ria nos

Los ge nes de la sub u ni dad 16S de ARNr fue ron am pli fi ca dos uti li zan do los ce ba do res 
uni ver  sa les bac te r ia nos FD1, 5’-CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ y Rd1,
5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’, co rres pon dien tes a las po si cio nes 8 a 28 y 1526 a 1542
del gen 16S de Esche ri chia coli, res pec ti va men te (Weis burg et al., 1991). Se uti li za ron las si -
guien tes con di cio nes de PCR: una des na tu ra li za ción ini cial a 95 °C du ran te 3 min, 30 ci clos
de 1 min a 95° C para la des na tu ra li za ción, 1 min a 53 °C para el ali nea mien to y 2 min a 72 °C
para la ex ten sión; y un paso de ex ten sión fi nal a 72° C du ran te 5 min. Los pro duc tos de PCR
se ob ser va ron en un gel de aga ro sa al 1% y se pu ri fi ca ron me dian te el kit Wi zard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Pro me ga, USA) de acuer do al pro vee dor. Los frag men tos de
PCR pu ri fi ca dos fue ron clo na dos en el vec tor pGEM-T Easy (Pro me ga) y los pro duc tos de la
li ga ción se uti li za ron para trans for mar cé lu las de E. coli DH5  elec tro com pe ten tes para ge -
ne rar la bi blio te ca de ge nes ri bo so ma les 16S. Se de tec ta ron 146 clo nas po si ti vas en me dio
LB adi cio na do con am pi ci li na (100 µg/ml) con 80 mg/ml de X-Gal. El aná li sis de res tric ción
de los plás mi dos re com bi nan tes del to tal de clo nas se rea li zó con la en zi ma EcoRI para de -
tec tar los in ser tos. Una vez de tec ta dos los in ser tos en clo nas po si ti vas, se pu ri fi ca ron con un 
kit co mer cial (Pro me ga, USA) y se se cuen cia ron me dian te el uso de ce ba do res del vec tor
(M13 “for ward” y “re ver se”) en el La bo ra to rio Na cio nal de Ge nó mi ca para la Di ver si dad, Ira -
pua to Gto. 

Aná li sis de las se cuen cias de los ge nes 16S ri bo so ma les
La po si bi li dad de ob te ner se cuen cias qui mé ri cas se ana li zó uti li zan do el pro gra ma

CHIMERA_CHECK de la pá gi na web del Ri bo so mal Da ta ba se Pro ject (Mai dak et al., 1999).
Las se cuen cias con si de ra das como qui me ras fue ron de pu ra das y com pa ra das con la base
de da tos Gen Bank (NCBI) uti li zan do el pro gra ma BLASTN, para ob te ner las me jo res iden ti -
da des. Di chas se cuen cias fue ron de po si ta das en el Gen Bank con los nú me ros de ac ce so
HM216894-HM216910. 

Re sul ta dos y Dis cu sión
En este tra ba jo se ana li zó la di ver si dad bac te ria na en dó fi ta en las raí ces de plan tas de 

to ma te de cás ca ra me dian te la am pli fi ca ción y se cuen cia ción de ge nes que co di fi can para la 
sub u ni dad 16S del ARNr, con lon gi tu des que va rían en tre 560 y 1450 pb. Este aná li sis su gie -
re que la bi blio te ca de raí ces de to ma te de cás ca ra (la cual cons ta de más de 140 clo nas)
con tie ne 16 OTUs, que in clu ye las cla ses Gam ma pro teo bac te ria, Be ta pro teo bac te ria, Acti -
no bac te ria, Ba ci lli y bac te rias no cul ti va bles (Fi gu ra 1). Los gé ne ros pre do mi nan tes fue ron
Ste no trop ho mo nas y Mi cro bac te rium, ya que 20 clo nas mos tra ron iden ti dad con cada uno
de di chos gé ne ros, en par ti cu lar con las es pe cies S. mal top hi lia y M. fo lio rum. Otro gé ne ro
abun dan te fue Pseu do mo nas con 16 clo nas, mien tras que en el caso de Burk hol de ria ce pa -
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cia se en con tró iden ti dad en 14 clo nas, Ba ci llus li che ni for mis con 9 y Ba ci llus sub ti lis con 8.
Otras se cuen cias mos tra ron iden ti dad con bac te rias de los gé ne ros Pan toea, Xant ho mo -
nas, Ce llu lo mo nas y bac te rias no cul ti va bles (Fi gu ra 2). Cabe des ta car que los por cen ta jes
de iden ti dad fue ron ma yo res al 98% en to das las se cuen cias en con tra das.
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Fi gu ra 1. Di ver si dad de
OTUs (uni da des ta xo nó mi -
cas ope ra cio na les) y cla ses
bac te ria nas en con tra dos en
una bi blio te ca de ge nes ri bo -
so ma les 16S ais la dos de raí -
ces de plan tas de to ma te
ver de Physa lis ixo car pa. 

Fi gu ra 2. Di ver si dad de ge -
nes ri bo so ma les 16S que co -
rres pon den a di fe ren tes
es pe cies de bac te rias en dó fi -
tas en raí ces de Physa lis ixo -
car pa.



Nues tros re sul ta dos su gie ren que el gru po más do mi nan te está afi lia do a las Gam ma -
pro teo bac te ria, lo cual es con sis ten te con otros es tu dios (Che lius y Tri plett 2001; Kai ser et
al., 2001; Sun et al., 2008). Esta cla se in clu ye sie te de die ci séis OTUs en con tra dos en la po -
bla ción ana li za da, lo que re pre sen ta casi el 45%. 41 clo nas mos tra ron alta iden ti dad con las
es pe cies Ste no trop ho mo nas sp. y S. malt hop hi lia. Las es pe cies de Ste no trop ho mo nas se
han ais la do o de tec ta do como en dó fi tos de las raí ces del arroz (Dal ton et al., 2004; Sun et al., 
2008) y plan tas de al go dón (McInroy y Kloep per 1995). Algu nos es tu dios re por tan es pe cies
de Ste no trop ho mo nas como pro mo to ras del cre ci mien to ve ge tal, y que pue den su pri mir el
de sa rro llo de en fer me da des por la se cre ción de al gu nos com pues tos, ta les como el an ti bió -
ti co mal to fi li na (Ja ko vi et al., 1996). El se gun do gru po más re pre sen ta do fue Mi cro bac te rium
sp., que se ha re por ta do en aso cia ción en dó fi ta con di fe ren tes plan tas y se mi llas de maíz
(Zin niel et al., 2002; Conn y Fran co, 2004; Ri ja vec et al., 2007). Por ejem plo, Conn y Fran co
(2004) re por ta ron va rias es pe cies de Mi cro bac te rium en un aná li sis de las po bla cio nes en -
dó fi tas en las raí ces de tri go (Tri ti cum aes ti vum L.), sien do el gé ne ro pre do mi nan te en ese
es tu dio.

Otras se cuen cias de ADNr 16S en nues tra bi blio te ca mos tra ron alta iden ti dad con
bac te rias de los gé ne ros Pseu do mo nas, Burk hol de ria y Ba ci llus (98-100%). Ta les gé ne ros
se han es tu dia do am plia men te de bi do a su gama de pro duc tos me ta bó li cos se cun da rios in -
clu yen do an ti bió ti cos, com pues tos or gá ni cos vo lá ti les, an ti fún gi cos, an ti vi ra les e in sec ti ci -
das en tre otros com pues tos (Lo dewyckx et al., 2001; Ryan et al., 2008). Tam bién se de tec tó
la pre sen cia de nue ve clo nas que te nían iden ti dad con Xant ho mo nas cam pes tris, un pa tó -
ge no de di ver sas plan tas (Bas han, 1982; Gue va ra y Ma se lli, 2005). Bas han y co la bo ra do res 
en 1982 mos tra ron la su per vi ven cia de X. cam pes tris pv. ve si ca to ria en las se mi llas y raí ces
de plan tas de chi le sin mos trar sín to mas de al gu na en fer me dad, aun que no se des car ta la
apa ri ción de la en fer me dad en al gu nas otras eta pas de cre ci mien to. En este tra ba jo no se
ob ser vó nin gún sín to ma de en fer me dad en las plan tas de to ma te en el mo men to de la co lec -
ta. De acuer do con di ver sos es tu dios, las po bla cio nes de en dó fi tos pue den ser afec ta das
por fac to res bio ló gi cos o am bien ta les, ta les como la edad de la plan ta, el tipo de te ji do y el
tiem po de mues treo (Si ci lia no et al., 1998; Arau jo et al., 2001;  Adams y Kloep per, 2002). El
aná li sis de las fun cio nes o ac ti vi da des pa to gé ni cas en ce pas de X. cam pes tris en do fí ti cas
po dría ser un in te re san te tema de in ves ti ga ción.

Pan toea y Ce llu lo mo nas son otros dos gé ne ros que se en cuen tran en nues tra bi blio -
te ca como en dó fi tos de las plan tas de to ma te. Pan toea es un re si den te en do fí ti co de di fe ren -
tes plan tas, como el arroz, soya, uva y maíz (Elvi ra-Recuenco y van Vuur de 2000; Bul ga ri et
al., 2009). Cu rio sa men te, la cepa TR-5 de P. ana na tis, que fue ais la da a par tir de se mi llas de
maíz, in hi be in vi tro el cre ci mien to del hon go Le ca ni ci llium ap ha no cla dii (Bul ga ri et al.,
2009). Zin niel y co la bo ra do res (2002) ais la ron es pe cies de Ce llu lo mo nas de te ji dos ve ge ta -
les y mos tra ron una adecuada ca pa ci dad de co lo ni za ción y so bre vi ven cia.

Fi nal men te, nues tros re sul ta dos mues tran que den tro de las raí ces de plan tas de to -
ma te, P. ixo car pa, re si den bac te rias en dó fi tas que po drían te ner un gran po ten cial para el
con trol bio ló gi co de en fer me da des ve ge ta les, así como rea li zar fun cio nes que pro mue van el 
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cre ci mien to y la sa lud de las plan tas. Actual men te es ta mos lle van do a cabo el ais la mien to
de es tas bac te rias cul ti va bles para de tec tar la sín te sis de fi tohor mo nas y an ti bió ti cos en
plan tas de to ma te ver de.
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Agra de ce mos al Con se jo Na cio nal de Cien cia y Tec no lo gía (Pro yec to No. 169346) y a 
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